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RESUMEN 

Las proteínas denominadas de stress. tienen la función de ayudar a que los pOlipéptidos en las 

células adquieran o recuperen su conformación tridimensional nativa. Dentro de estas. las Hsp60s 

/ Cpn60 (chaperoninas). se caracterizan por formar grandes oligómeros de 14 subunidades las 

cuales forman estructuras cilíndricas con una cavidad interior donde se ha propuesto que se 

lleva a cabo el plegamiento de los polipéptidos substratos. Si bien estas chaperonas moleculares 

pueden sobrexpresarse en respuesta a factores ambientales o biológicos. normalmente forman 

parte del repertorio constitutivo de proteínas celulares. Además. durante procesos normales de 

diferenciación celular. las Hsp60s también pueden aumentar su concentración intracelular. 

particularmente cuando concomitantemente con los procesos de desarrollo. existe una elevada 

tasa de síntesis de proteínas. 

Durante la interacción simbiótica de las bacterias del genero Rhizobium con las raíces de las 

leguminosas. ocurren procesos de diferenciación y mOrfogénesis. que culminan con la formación 

de estructuras denominadas nódulos. Eventualmente. la bacteria penetra al interior de las células 

de la raíz diferenciándose en los llamados bacteroides. Este proceso requiere que tanto la 

bacteria como la planta expresen genes especificos. Los genes que expresa la planta son 

denominados nodulinas. La culminación de esta interacción llega en el momento en que se 

inicia la fijación del nitrógeno. 

Ha sido demostrado que en diferentes eventos de endosimbiosis. las chaperoninas juegan un 

papel importante. Por ejemplo. cuando Sa/monella infecta macrófagos se sobreexpresa su Hsp60. 

Una bacteria no identificada que forma una endosimbiosis con Amoeba. manifiesta señales de 

stress y particularmente mantiene un alto nivel de expresión de Hsp60. Uno de los casos más 

dramáticos es el de las bacterias endosimbiontes del genero Buchnera. que se localizan en 

células especializadas de insectos áfidos. Estas bacterias prácticamente solo sintetizan una 

proteína: la simbionina. la cual es un homólogo de Hsp60. 

Dentro del género Rhizobia. también existen reportes similares. Cuando Bradyrhizobium 

japonicum. establece la interacción simbiótica. esta bacteria sobrexpresa sus Hsp60s. Además. 

en Bradyrhizobium su Hsp60 está codificada par una pequeña familia multigénica. Uno de los 

miembros de esta familia presenta un patrón de regUlación dependiente de la activación de la 

fijación del nitrógeno. Por su lado. uno de los genes de Hsp60 en Rhizobium me/ilofi. está 

involucrado en la capacidad funcional del activador transcripcional NodD. Dicho de otro modo. 

existe bastante evidencia que relaciona a las chaperoninas bacterianas con eventos 



endosimbióticos dentro de células eucariontes, tanto animales como vegetales. Sin embargo, no 

existen reportes desde el punto de vista del citoplasma huésped. 

Así, nos hemos preguntado, si durante la mortogénesis del nódulo y la infección bacteriana, la 

planta también requiere de estas chaperonas moleculares. 

Usando una sonda homóloga de cpn60-1l, de Arobidopsis thaliana, se efectuó un tamizado de 

una libreria de cONA de hoja de Phaseolus vulgaris, de la cual se aislaron varias clonas 

homólogas de esta chaperonina, Una de éstas, fue utilizada a su vez como sonda para tamizar 

ahora una librería de cONA de nódulos de esta misma planta, Nuevamente, se aislaron varias 

clonas. Se escogió la de mayor tamaño para secuenciarla, estableciéndose que corresponde a 

la cpn60-ll. Por la similitud con diferentes secuencias de planta y de otras especies, el cONA 

aislado corresponde a la chaperonina que se localiza en el plástldo de la célula vegetal. De 

manera inesperada al efectuar los alineamientos, se observó que la secuencia de las clonas 

aisladas de hoja y de nódulo son idénticas, Asimismo, el patrón de restricción e hibridaciones de 

tipo Southem utilizando la región 3' no traducida de la clona de nódulo (región gen especifica), 

indican que todas las clonas aisladas son idénticas. Para ampliar este resultado, se efectuaron 

Southems genómicos, los cuales son compatibles con la hipótesis de que en el frijOl esta proteína 

está codificada por un solo gen. Este resultado contrasta con el reporte de que en Arabidopsis 

thaliana esta cpn60-ll, está codificada por una familia multigénica de al menos cuatro miembros, 

Adicionalmente, experimentos de tipo northem, señalan que este gen se expresa a niveles 

basales en la raíz pero se sobrexpresa a medida que avanza la formación de los nódulos con un 

máximo en el día 12, decreciendo posteriormente. Durante estas etapas se sintetizan varias 

proteínas Importantes para el metabolismo del nódulo, cuya localización es plastídica. 
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INTRODUCCION 

El STRESS CAlORICO (HEAT SHOCK) 

Desde que fuera descrito por el genetista napolitano Ferruccio Ritossa en 1962 (Rttossa, 1962). la 

respuesta al stress calórico (heat shock) ha fascinado a generaciones de biólogos (Hlghtower, 

1991). Originalmente se describió como el cambio dramático que sufrian los cromosomas 

politénicos de las glándulas salivales de Drosophila busckii cuando éstas eran sometidas a un 

aumento de temperatura. Como respuesta a este tratamiento se podían observar en los 

cromosomas notables engrosamientos que se den~minaron "puffs". Eventualmente, se demostró 

que estos puffs, eran RNA. lo cual claramente indicaba un incremento en la transcripción de 

estas regiones cromosómicas (Ashburner & Bonner, 1979). Dicho de otro modo, los puffs 

representan genes cuya expresión es inducida por un factor físico como el calor. Las 

posibilidades de estudiar la regulación de la expresión génica en estos puffs abrieron muchos 

caminos a la imaginación (Undqulst, 1986). 

Necesariamente, la transcripción en los puffs, tendria que estar acompañada de la traducción 

de los mRNA's producidos. Así. en 1973 Alfred TIssieres y Herschel K. Mitchell demostraron, que 

como resultado del stress, además de los pUffs, se producían selectivamente solo ciertos 

pOlipéptidos suspendiéndose la síntesis de la mayor parte de los polipéptidos celulares (TIssleres, 

et al .. 1974). Estas proteínas se presentan en una amplia gama de pesos moleculares y fueron 

. denominadas como Heat Shock Proteins (Hsps); (proteínas de choque térmico). Actualmente han 

sido clasificadas como de alto peso molecular (HMW-Hsps), (alrededor de los 100-90 kDa); Hsp70s 

(alrededor de 70 kDa); Hsp60s (alrededor de 60 kDa) y de bajo peso molecular (LMW-Hsps), 

(alrededor de 15-30 kDa) (Undqulst & Cralg, 1988). Esta respuesta al stress calórico no es exclusiva 

de Drosophila, sino es universal. Ha sido observada en· todos los organismos en los que ha sido 

buscada, de eubacterias a arqueobacterias y del ratón al frijol. Se presenta en prácticamente 

todos los tejidos y todos los tipos celulares de organismos pluricelulares, así como en explantes de 

tejidos y en células en cultivo (Undqulst, 1986). Sin embargo, vale la pena señalar dos aspectos. 

Primero, dependiendo del organismo, las Hsps que especificamente se inducen pueden variar 

(Undqulst 1981). Segundo, las Hsps son inducidas a temperaturas muy diferentes dependiendo del 

organismo, pero siempre la temperatura de inducción refleja las condiciones normales a las que 

vive el organismo (Huey & Bennetf 1990). Por ejemplo, Escherichia coli induce sus Hsps al pasar de 

37 oC a 50 oC; la levadura al pasar de 25 oC a 39 OC; Drosophila al pasar de 25 oC a 36.5 oC y en 

general las plantas adaptadas a temperaturas ambientales incluyendo cultivares de soya, 

chícharo, maíz y frigo comienzan a sintetizar Hsps cuando la temperatura excede 32-33 oC. Por su 
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lado. las bacterias hipertermofílicas inducen sus Hsps cuando pasan de 95 oC a 105 oC y los peces 

árticos cuando pasan de O oC a 5-10 oC (parsell & Undqulsf 1993). Dicho de otro modo. los 

organismos inducen sus Hsps cuando la temperatura se incrementa arriba de lo que es 

considerado normal para ese organismo particular. de manera que no existe un umbral universal 

de temperatura. Por ejemplo en vertebrados el desarrollo de hipertermia. fiebre y la inducción de 

la síntesis de Hsps. dependerá de si el organismo controla su temperatura o de si depende dél 

medio ambiente para regularla (Kluger 1990). Otro aspecto importante. es que estas proteínas se 

sobrexpresan por efecto del stress; lo cual significa que normalmente existe un nivel basal de 

éstas. Dicho de otro modo. forman parte del repertorio cotidiano de genes que se expresan de 

manera constitutiva (house-keepping genes) (Ang el al .• 1991). 

TABLA 1. 

ALGUNAS CONDICIONES QUE INDUCEN LA EXPRESION DE PROTEINAS DE STRESS (Welch. 1993) 

FACTORES AMBIENTALES 

• STRESS POR CALOR 
• INHIBIDORES DEL METABOLISMO ENERGETICO 
• METALES PESADOS DE TRANSICION 
• ANALOGOS DE AMINOACIDOS 
• AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS 

ENFERMEDADES 

• INFECCIONES VIRALES 
• FIEBRE 
• INFlAMACION 
• ISQUEMIA 
• HIPERTROFIA 
• DAÑO OXIDATIVO 
• MALIGNIDAD 

FACTORES CELULARES NORMALES 

• CICLOS DE DIVISION CELULAR 
• FACTORES DE CRECIMIENTO 
• DESARROLLO Y DIFERENCIACION 

Sin embargo. durante algún tiempo. la función específica de estas proteínas fue un misterio. No 

fue sino hasta que se demostró que estas Hsps se inducían por otros factores. tanto bióticos como 

físicos. además del calor. que se comenzó a esbozar cual podria ser el papel de estas proteínas 

(Welch. 1993). Hoy sabemos que además del calor. en diferentes organismos. la repuesta de stress 
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puede ser disparada posteriormente a la anoxia (hipoxia) . 2.4 dinitrofenol. azida de sodio. 

arsenito de sodio. etanol. peróxido de hidrógeno. intoxicación por metales pesados de transición 

(cadmio. zinc. mercurio). análogos de aminoácidos. neoplasia. fiebre. infecciones virales e 

inclusive por salicilatos y prostaglandinas (Hlghtower. 1991; Undqulst. 1986). En la Tabla 1. se listan 

de manera genérica algunos de estos factores y además se destaca que la síntesis de proteínas 

de stress puede ser disparada por fenómenos de diferenciación celular . morfogénesis y 

desarrollo (Bond & Schleslnger. 1987). 

En 1980. Lawrence E. Hightower notó que lo que tienen en común algunos de los factores (listados 

en la labia 1). es que en potencia. son factores que podrían actuar como agentes 

desnaturalizantes de proteínas (Hlghtower, 1980). Con una anticipación visionaria. Hightower en 

consecuencia propuso que la acumulación de proteínas anormales o desnaturalizadas en una 

célula sería el gatillo que dispararía la repuesta de stress. Algunos años después. esta propuesta 

de Hlghtower comenzó a ser confirmada cuando se demostró que la inyección de proteínas 

desnaturalizadas en células procariontes o eucariontes. efectivamente activaban a los genes de 

heat-shock (Goff. & GOldberg, 1985; Ananfhan. et al., 1986). Por esas fechas Hugh R. B. Pelham de 

manera independiente. llegó a conclusiones similares a las de Hightower. proponiendo en 

particular que la Hsp70. la Hsp90 y las Grps (Glucose-regulated proteins) podrían de alguna 

manera. reconocer proteínas intracelulares desnaturalizadas y reconvertir1as a su estructura 

bíológica correcta (Pelham. 1986). Mas recientemente. se ha sugerido que no es la 

desnaturalización per se lo que dispara la respuesta de stress. ya que no todas la proteínas 

desnaturalizadas inyectadas la estimulan. Mas bien. se ha propuesto que es la pOSibilidad de 

formar agregados lo que distingue a las proteínas desnaturalizadas que inducen la respuesta y se 

ha demostrado que la formación de grandes agregados se correlaciona con la magnitud de la 

respuesta (Mlfflln & Cohen 1994). En este sentido. desde luego el calor ha sido uno de los factores 

mas utilizados para estudiar la desnaturalización y la renaturalización de proteínas. Asimismo. los 

procesos de diferenciación. habitualmente vón acompañados por un incremento en la síntesis 

de nuevos pOlipéptidos. algunos de los cuales son sintetizados de manera masiva. Así entonces. 

se propuso que la función de las Hsps sería. por un lado ayudar a que si por alguna razón. los 

polipéptidOs celulares perdieran su conformación nativa. estas Hsps participarían ayudando a 

que otras proteínas recuperen su conformación tridimensional funcional. protegiendo así las 

funciones celulares. Por otro lado. en etapas durante las cuales se incrementa la tasa de síntesis 

de proteínas. las Hsps estarían presentes ayudando a que las proteínas recién sintetizadas 

adquieran su conformación nativa correcta. Adicionalmente. hay ocasiones en las que algunos 

polipéptidos deben de atravesar membranas de uno a otro lado. Desde luego en este caso. el 
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polipéptido al cruzar la membrana pierde su conformación nativa y debe recuperarla al llegar a 

su destino (Vlerllng. 1991). 

SECUENCIA. ESTRUClURA y fUNCION DE PROTEINAS 

Justificadamente. se puede decir que el plegamiento de una proteína es un evento de 

importancia central en biología (Elns. 19940; Maddox. 19940). De hecho. la adquisición de la 

estructura tridimensional de una proteína. es una importante extensión implícita en el Dogma 

Central de la Bíología Molecular (Crlck. 1958; ElUs. 19940). Formulada en su forma más símple. la 

traducción de la secuencia de nucleótidos del gen. en la secuencia linear de residuos de 

aminoácidos en la cadena polipeptídica. aporta la información necesaria para que al adoptar 

su estructura tridimensional. el poIipéptldo adquiera su función biológica. El problema del 

plegamiento de un polipéptido fue reconocido hace mas de medio siglo por Anson y Mirsky 

quienes un 1925 observaron que la desnaturalización es un proceso reversible (lose & WoHenden. 

1993). Posteriormente. en 1936. Mirsky y Linus pauling hipotetizaron que las proteínas nativas tenían 

una estructura caracteñstica. la cual se pierde con la desnaturalización (Mlnky & Paunng. 1936). 

Estas ideas culminaron finalmente con la demostración experimental de este paradigma central 

de la biología molecular por Christian Anfinsen en la década de los sesenta (Anflnsen. 1973). En 

sus experimentos clásicos. Anfinsen purificaba una proteína. la sometía a algún agente 

desnaturalizante (con lo cual la proteína perdía su función). después. removía el agente 

desnaturalizante y si ponía a la proteína en condiciones favorables de temperatura. pH y fuerza 

íónica. después de un tiempo. la proteína recuperaba su función. indicando desde luego que 

había readquirido su conformación tridimensional nativa de manera espontánea. A partir de esos 

experimentos. decimos entonces. que la estructura tridimensional nativa funcional de una 

proteína es aquella que adopta en condiciones estándar de temperatura. pH y fuerza iónica. y 

que. en la secuencia de residuos de aminoácidos de esta proteína existe la información 

biológica para que este plegamiento se logre (Rose & WoHelden. 1993). Sin embargo. aun desde 

las épocas de Anfinsen. había algunos problemas. Por ejemplo: estos experimentos en general 

funcionaban con polipéptidos pequeños - de alrededor de 100-150 residuos de aminoácidos 

como la ribonucleasa. las globinas o la insulina- (Wang & Tsou. 1991). Cuando se trataba de 

repetir estos experimentos con pOlipéptidos mayores. como la albúmina o la ovoalbumina (mas 

de 600 residuos de aminoácidos). ésta nunca recuperaba ni su estructura. ni su función. sufriendo 

lo que se denominó una desnaturalización irreversible (Pace. 1990). Dicho de otro modo. la 

coagulación de la ovoalbumina. es una desnaturalización irreversible. Estos resultados 

. planteaban un problema. ya que si se estaba proponiendo un paradigma. este deberia de ser 
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de aplicación universal y no limitado a algunos polipéptidos. Sería como proponer que una 

proteína deberla tener un "estado de gracia" para que la renaturalización ocumera. La solución 

a esta aparente paradoja. está desde luego en la forma como un polipéptido es normalmente 

sintetizado en los ribosomas. 

En la estructura tridimensional de una proteína. se dan contactos e interacciones de regiones que 

en la estructura primaria están alejadas. (a veces más y a veces menos). Estas son interacciones 

estereoespecificas no covalentes que pueden ser iónicas. puentes de hidrógeno. interacciones 

de van der Waals y desde luego interacciones hidrofóbicas (Rose & WoHenden. 1 '1'13). Estas desde 

luego. se dan entre aminoácidos particulares. los cuales se pueden encontrar en otras regiones 

del polipéptido. de tal manera. que en realidad existen un gran número de interacciones posibles 

entre los diferentes aminoácidos. y estas posibles asociaciones aumentan con el peso molecular 

del polipéptido. El 'plegamiento de un polipéptido puede ser representado de manera 

esquemática como una serie de estados intermediarios que la proteína va adoptando como si 

fuera entrando en un túnel rugoso (WoJynes, el al •• 1995). Antes de plegarse correctamente. un 

pOlipéptido puede adoptar un gran número de estados intermedios, algunos de los cuales 

pueden actuar como trampas de arena disminuyendo la velocidad y las probabindades de 

llegar a la conformación tridimensional correcta. Así. cuando se trabaja con un polipéptido no 

muy grande. las Interacciones Incorrectas pueden modificarse en un lapso razonable de tiempo. 

hasta llegar a las interacciones que definen el estado de menor energía. que es lo que llamamos 

la conformación nativa. George Lorimer. acostumbra referirse a estas interacciones. como 

posibilidades termodinámicas altemativas de plegamiento que puede adquirir un polipéptido en 

determinadas condiciones y destaca que algunas de estas conformaciones pueden ser difíciles 

de rescatar hasta llegar a la conformación de menor energía (Lorlmer. 1996a). Al aumentar la 

longitud de la cadena pOlipeptídica entonces. el número de conformaciones incorrectas es tan 

grande que para fines prácticos se llega a la desnaturalización irreversible. Nuevamente. ~Cómo 

entonces los pOlipéptidos de alto peso molecular adquieren en la célula su conformación 

tridimensional correcta? 

La respuesta consiste en que las proteínas. grandes o pequeñas, van adquiriendo su 

conformación tridimensional al Ir siendo sintetizadas en los ribosomas. De esta manera. las 

diferentes interacciones entre los aminoácidos se reducen. ya que por ejemplo. un dominio en la 

región omino terminal. quedará plegado aun antes de que los aminoácidos correspondientes a 

la región carboxilo terminal sean incorporados en la cadena (Gethlng & Sambrook. 1992) . El 

mismo tipo de argumento se podría aplicar a una proteína que va a cruzar de un compartimento 

celular a otro (Hendrlck & Hart!, 1993) . De igual manera. en este caso la cadena polipeptídica. al 

ir atravesando la membrana se va plegando paulatinamente. 
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De cualquier manera. es curioso. que en términos generales. tanto en sistemas procariontes como 

eucariontes. el peso molecular de los polipéptidos individuales. se mantenga en lo que 

considerariamos un intervalo de bajo peso molecular. Por ejemplo los proyectos de 

secuenciación de los genomas de Eschérichia coli. Haemophilus influenzae. Mycoplasma 

genitalium. Saccharomyces cerevisiae. Caenorhabditis elegans. Mus musculus. Arabidopsis 

thaliana y Homo sapiens. muestran que el tamaño promedio de los correspondientes 

polipéptidos se ubica alrededor de los 30 kDa. i.e. alrededor de 300 residuos de aminoácidos 

(Koonln. et a/ •• 1996: Frledrlch. 1996J. Desde luego que en estos sistemas se encuentran 

pOlipéptidos de mayor tamaño. algunos incluso de mucho mas de 1.000 residuos de 

aminoácidos. pero la tendencia general es que si una célula va a usar una proteína de gran 

tamaño. lo usual es que se integre por el ensamble de varios polipéptidos. iguales o diferentes de 

menor tamaño. En este respecto. es notable que en E. coli. la distribución mayoritaria de tamaños 

de sus polipéptidos sea trimodal con máximos en los 15. 30 y 45 kDa. Tal vez estos resullados 

indican que el casete estructural-informacional mínimo. corresponde a alrededor de 150 residuos 

de aminoácidos (Savageau. 1986J. Tal vez este sería el tamaño "ideal" para lograr el menor 

número de problemas durante el plegamiento de las cadenas polipeptídicas. Es notable. que al 

observar el plegamiento tridimensional de polipéptidos de "0110 peso molecular". estos se 

plieguen en dominios y subdominios estructurales que inclusive pueden tener independencia 

funcional (por ejemplo. vide Infra el caso particular de la estructura tridimensional de GroEL. una 

Hsp60J. 

Una hipótesis relevante en este sentido tiene que ver con la selección evolutiva de los 

polipéplidos utilizados por los sistemas biológicos desde su origen hasta el presente (un período 

aproximado de 3.5 x 10 'añosJ. Si consideramos 300 residuos de aminoácidos como el tamaño 

promedio de los polipéptidos actuales y si asumimos que estas 300 posiciones van a ser ocupadas 

por los 20 aminoácidos habituales en cualquier orden posible. tendríamos que el número total de 

secuencias diferentes de aminoácidos sería 20.... o sea 2.03 x 10 .... que desde luego es un 

número muy grande. Este número ha sido frecuentemente discutido en la literatura. para 

ejemplificar la enorme potencialidad informacional de los sistemas genéticos. Sin embargo. olro 

enfoque podría consistir en preguntamos cuantas de todas esas secuencias podrían tener un 

significado biológico. Esto es. para que una secuencia tenga un valor de selección debe de ser 

capaz de tener un papel funcional o estructural que sea objeto de selección natural. 

Inmediatamente. nos podemos imaginar una seríe de secuencias que no tendrían esta 

capacidad. Por ejemplo 300 veces leucina. no parecería tener mucho atractivo; 300 veces 

aspárlico-glutámico tampoco. ~Dónde comenzarían las secuencias que pudieran tener un papel 

biológico? la respuesta la podemos obtener de los propios sistemas biológicos. Un procarionte 
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típico como E. coll tíene alrededor de 5.000 genes. Un eucarionte típíco como H. saplens. tiene 

alrededor de 80.000. Suponemos que hay variaciones en el número de genes tanto en 

procariontes como en eucariontes y desde luego. estos dos organismos son típicos desde nuestro 

punto de vista. Así. podriamos decir que en procarlontes el número de genes promedio podria ser 

de 2.500 y en eucarlontes de 20.000 (Blrd. 1995). la siguiente pregunta es cuántas especies 

procariontes y eucariontes existen en la actualidad. Desde luego. nadie tiene una respuesta 

definitiva. Sin embargo. podemos hacer una aproximación (May & Nee. 1995). Primero. 

tendriamos que suponer que existen mas especies procariontes que eucariontes. digamos 5 a 1. 

Segundo. solo de Insectos se asume que hay aproximadamente 5 x 10 • especies. Estos 

organismos son los animales mas abundantes y tal vez representan al menos a la mitad de las 

especies animales. Entonces. tendriamos que suponer que debe de haber el doble de especies 

animales (May. 1992). Si asumimos que al menos debe de existir un número similar de plantas. 

finalmente tendríamos 20 x 10' especies eucarlontes. Si multiplicamos este número por cinco 

obtenemos 100 x 10 • especies de procarlontes. para un total de 120 x 10' especies presentes 

hoy en día en este planeta. Si ahora multiplicamos estos valores por el número de genes 

promedio que se calculo antes. nos resulta que en eucarlontes debe haber: 

(20 x 10 3) X (20 x 10' ) = 400 x 10' genes y en procarlontes ( 2.5 x 10 3 ) X ( 100 x 10' ) = 250 x 10 ' 

genes. la suma tofal sería de 650 x 10 '. que desde luego es un número muy pequeño (por 

grande que parezca). Ahora. habría que considerar cuantas especies ha habido desde el origen 

de la vida hasta el presente. lo cual desde luego nos lleva a calcular otro número imaginario. Sin 

embargo. en general se asume que el 99.9 .,. de las especies están extintas (Crlchton. 1995). 

Desde luego nadie sabe si el número de especies presentes en un momento dado se mantiene 

constante. Es probable que no. Pero podemos asumir lo contrario para fines de este cálculo. De 

cualquier manera nadie sabe cual es la tasa de extinción de las especies. si bien se ha dicho que' 

cada día se extingue una especie. y que en general el tiempo promedio de permanencia de 

una especie en el planeta es de solo 4 millones de años (Crlchton. 1995). Así. si multiplicamos 

cualquiera de estos números para' calcular el valor total de genes (polipéptidos). tendríamos 

a) Considerando 99.9 % de especies extintas (650 x 10 9) x 1. 000 = 6.5 x 10 l •• b) Considerando 

una especie extinguida por día. asumiendo desde luego la aparición de una nueva especie que 

substituye a la extinta. de tal manera que la poblaCión total se mantiene constante tendríamos: 

(número promedio de genes x número de días totales en toda la historia de la vida en este 

planeta) = (5.4 16 x 10 3 ) X (1.2775 x 10 12) = 6.92 x 10 u. c) Considerando 4 millones de años para 

que se recambíen totalmente las especies del planeta (650 x 10 9) x (3.5 x 10 9/4 x 10') = (650 x 

10 9) x (875) = 5.6875 x 10 l •. Como se ve. estos valores (a. b. y c). coinciden aproximadamente en 

el orden de magnitud. Pero aunque asumiéramos que tenemos un error de seis ordenes de 
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magnitud. que es paco probable. e hiciéramos una predicción de que en toda la vida del 

planeta. en los sistemas biológicos ha habido del orden de 1 x 10 lO diferentes genes: cuando 

contrastamos este valor con 2.03 x 10 .... que asumimos como el número total de pOlipéptidos 

de 300 residuos de aminoácidos. vemos que en el mejor de los casos los sistemas biológicos 

apenas y han utilizado una pequeñísima fracción (10 .370). del supuesto potencial genético. 

Podríamos en este momento repetir la pregunta. ~que características tienen estas secuencias 

que las hacen tan especiales. de tal manera que han sido seleccionadas para ser usadas por los 

sistemas biológicos? Nuevamente. parte de la respuesta la dan los mismos sistemas biológicos. 

En los cálculos anteriores. hemos obtenido números totales. haciendo la suposición de que cada 

una de estas secuencias es diferente de las demás. Dicho de otro modo. al tomar una pequeña 

muestra (10 lO) del gran conjunto de secuencias posibles (2.03 x 10'''). la probabilidad de que 

dos secuencias se parezcan es extraordinaríamente baja (2.03 x 10""). de manera que al 

comparar estas secuencias. que supuestamente representarían una muestra al azar. no 

deberíamos de encontrar siquiera dos que se parecieran entre sí. Esto en realidad no es tan 

cierto. Cuarenta años de biología molecular que incluyen dos décadas de secuencia intensiva 

de genes a lo largo de la escala filogenética. que de hecho hoy en día incluye muestras de 

organismos (especies) extintas. nos han mostrado que los sistemas biológicos operamos bajo un 

fuerte príncipio de conservación. 

A nivel de genes y sus polipéptidos codificados. lo que vemos es que evolutivamente son pocos 

los genes radicalmente nuevos que aparecen. Si consideramos los genes del repertorio básico de 

estructura y metabolismo. estos se encuentran desde los mycoplasmas. hasta el hombre (por 

tomar dos extremos). (Fraser. el al .• 1995; Adams. el al •• 1995). Desde luego existen genes 

especiflcos de grupos taxonómicos. pero lo más comúri es que encontremos genes equivalentes 

(homólogos) a todo lo largo de la escala filogenética. Desde luego. sabemos que ha habido 

momentos en la evolución en que ocurren incrementos notables en el número de genes. Los dos 

eventos más notables ocurrieron poco después de la aparición de los eucariontes y después de 

la aparición de los vertebrados (Blrd. 1995). Sin embargo. aun en estos casos sabemos que la 

evolución a nivel molecular tiene mas que ver con la duplicación de genes que con el 

surgimiento de secuencias totalmente nuevas. 

Se ha dicho que la mutación es la materia prima de la evolución. Sin embargo. ésta no actúa 

sobre secuencias vírgenes. sino sobre secuencias ya probadas de los mismos genes. Cuando un 

gen se duplica y la mutación actúa sobre una de las copias. es posible que aparezca un cambio 

que pueda modificar levemente la estructura y la función. aunque desde luego el resto de la 

secuencia se mantiene muy parecida. Hablamos entonces de genes parálogos. Este proceso ha 

derivado en la aparición en los genomos de lo que se denominan familias multigénicas de las 
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cuales hay muchísimos casos bien evidenciados como el de las globinas (mioglobina y 

hemoglobina), en vertebrados. Pero aun en organismos más sencillos aparecen estas 

reiteraciones. Por ejemplo en el nemátodo Caenomabditis elegans, que tiene un pequeño 

genoma de 100 mega bases (100 millones de pares de bases) y donde se calcula que debe 

haber no mas de 13-14 mil genes el número de familias multigénicas es elevado (Hodgkln, et al., 

1995). Aun en el caso de la arquea Methanococcus jannaschii, cuyo genoma de 1.66 mega 

bases acaba de ser secuenciado completamente, se han encontrado 100 familias multigénicas 

de las cuales la mayor contiene 16 miembros (Bult, et al., 1996) . Este panorama de genes o 

secuencias que son utilizadas y vueltas a utilizar con pequeñas variaciones ha sido 

conceptualizado por $usumu Ohno bajo lo que el ha llamado el prevalenfe principio de la 

recurrencla repetitiva, (Ohno & Ohno, 1986), que no es otra cosa mas que puntualizar que 

posiblemente el número total de genes (polipéptidos) que se han utilizado en la biosfera en este 

planeta durante mas de 3,500 millones de años, no importa en cuantas especies, es 

pavorosamente pequeño, cuando se compara con los números presentados anteriormente. Es 

difícil decir cual es este número. Pero estos resultados nos sugieren entonces que este valor sería 

mucho menor que 10 ,. o 10 20, Algunos cálculos de Wally Gllbert, sugieren que este número 

podría ser tan pequeño como 10' 010 5 (Dorlt, et al .. 1990). 

Esto nos regresa de nuevo entonces a la pregunta inicial respecto a qué características tienen las 

secuencias de los polipéptidos que las han hecho tan especiales. Desde luego no lo sabemos. Sin 

embargo, hay algunas sugerencias, que por cierto tendrían que ver precisamente con las 

potencialidades de plegamiento tridimensional de las proteínas, 

Cuando se sintetizan oligopéptidos ·con secuencias similares, o derivadas de genes reales, estos 

oligos en general tienden a adoptar estructuras termodinámicamente estables y a veces inclusive 

con algo de estructura secundaría. Por el contrario, cuando estos oligopéptidos son sintetizados 

usando secuencias lo. mas al azar posible, que no tengan similitud con ninguna secuencia real 

conocida, estos péptidos presentan una gran inestabilidad termodinámica y desde luego, no 

forman ninguna clase de estructura secundarla fU, et al., 1996; Kardar, .1996). Recientemente 

entonces, ha sido nuevamente propuesto, que la característica mas básica que llevó a la 

selección de los polipéptidos actuales (y por extensión de los pasados). es simple y sencillamente, 

su capacidad de ·plegamiento, que resulta en estructuras compactas termodinámicamente 

estables (San, et al., 1994; Baldwfn, 1994). Estos postulados desde luego enfatizan el hecho de que 

el plegamiento de·las proteínas es un evento central en la biología. 

Ahora bien, regresando a los experimentos de Anfinsen, estos tienen un segundo problema 

además de la limitación del tamaño. Este problema, tiene que ver con una complicación que ha 

plagado a la bioquímica desde sus inicios (ElOs, 1996). Para descubrir características particulares 
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del comportamiento molecular. se acostumbra llevar a cabo la purificación de los componentes 

del sistema y montar lo que llamamos un ensayo in vitro. que era exactamente lo que hacia 

Anfinsen. montar un ensayo para demostrar el replegamiento de las proteínas. bajo condiciones 

experimentalmente controladas. Este es el problema. Las condiciones de tubo de ensayo. están 

notablemente alejadas de lo que ocurre en realidad en el interior de la célula. En particular. 

sabemos que en el citoplasma la concentración de proteína es de alrededor de 5 mM (Hendrlck 

& Hart!. 1993). Esta es una altisima concentración de proteína con la que ningún bioquímico se 

atreveria a ensayar. De hecho los experimentos de Anfinsen se llevaban a cabo. con proteínas 

purificadas y notoriamente diluidas (en el rango nM o !-1M a lo mas). Cuando Anfinsen aumentaba 

la concentración de proteína. aunque ésta fuera pequeña. después de desnaturalizar (esto si se 

podía). la renaturalización se hacia imposible ya que se formaban grumos y coágulos (Anflnsen. 

1973). Esto se ha interpretado como que al intentar replegarse. en concentraciones elevadas la 

proteína. parcialmente plegada puede tener un gran número de contactos e interacciones 

incorrectas ya no intramoleculares sino Intermoleculares con un gran número de proteínas 

vecinas. En este segundo problema. es más dificil invocar las caracteristicas de plegamiento 

paulatino del polipéptido en el ribosoma. Hasta donde sabemos. durante la traducción el 

ribosoma. los polipéptidos que están siendo sintetizados tienen contactos y están abiertos con el 

medio. donde desde luego además del solvente y iones hay gran cantidad de proteínas. En 

realidad. durante la síntesis del polipéptido. cuando aun no se ha sintetizado completamente y 

no se ha plegado. habria una gran cantidad de posibilidades de asociaciones equivocadas. 

Se llega así. a la justificación de la función de las proteínas de Heat Shock como componentes 

esenciales del repertorio cotidiano de polipéptidos celulares. Si bien es cierto que la secuencia 

de aminoácidos. posee en potencia la información para determinar la estructura nativa de la 

proteína. en la célula el plegamiento de los polipéptidos requiere de la ayuda adicional de 

proteínas cuyo papel es colaborar a que esta estructura se logre (Hendrlck & Hart!. 1993). Desde 

luego. además. están las circunstancias en las que diversos factores pueden inducir una pérdida 

o inestabilidad de la conformación tridimensional. Pero cabe destacar de manera central el 

papel cotidiano de las Hsps. las cuales justificadamente entonces son denominadas chaperonas 

moleculares (vide infra). 

¿Cómo logran desempeñar su función las diferentes clases de chaperonas moleculares? Este es 

uno de los problemas centrales que aún no han sido resueltos. Además. cada clase de Hsps 

difiere de la otra y en realidad hoy no sabemos cuantas clases en total podría haber. Pero cada 

una desempeña su papel de manera diferente. Tal vez. esta diversidad de mecanismos y 

estrategias para mantener la conformación nativa de los polipéptidos tiene que ver con lo que 

quedó señalado anteriormente. La conformación tridimensional nativa es una de tantas 
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conformaciones que puede adquirir la proteína. Además. ésta es notablemente sensible a 

pequeños cambios de temperatura pH y fuerza iónica. SI por alguna razón la proteína altera su 

conformación requiere ayuda para recuperarla. 

PATO LOGIAS MOLeCULAReS RfSULTANTfS De PLeGAMIENTOS ERRONEOS 

El Dogma Central de la Biología Molecular. es en su esencia un postulado de tipo negativo que 

establece que una vez que la información ha llegado a la proteina ya no puede salir de ahi 

(Crlck. 1958). En mas detalle. los flujos de información ácido nucleico-ácldo nucleico y ácido 

nuclelco-proteína son posibles. mientras que los flujos de Información proteína-ácido nucleico y 

proteína-proteína son imposibles. 

Estos princípios fueron enunciados por primera vez por Francis Crick en 1958 y se convirtieron en 

una piedra angular de la biología molecular desde entonces. Sin embargo. el Dogma Central. 

frecuentemente ha sido mal interpretado en el sentido de DNA hace RNA. RNA. hace proteína. En 

1970. con motivo del descubrimiento simultáneo en los laboratorios de Howard Temin y David 

Baltlmore. de la transcriptasa reversa. se dijo que el Dogma central había sido violado y que en 

vista del descubrimiento de que el flujo de información RNA a DNA era posible. el Dogma se 

podría considerar como una sobre-simpllficación. Desde luego. que el Dogma no es violado por 

dicho flujo de información utilizado por los retrovirus ya que cae dentro de los flujos ácido 

nucleico-ácido nucleico.Sin embargo. en aquel entonces. el descubrimiento de ese flujo de 

información mediado por la transcriptasa reversa. motivó. que Francis Crick. escribiera un nuevo 

artículo en Nature donde expuso de manera más extensa las características y postulados del 

Dogma (Crlck. 1970). En aquel artículo. como en el primero .. Crick establece que el Dogma es un 

postulado de tipo negativo. Adicionalmente. en el nuevo artículo. clasifica a los flujos de 

información posibles en generales (replicación. transcripción y traducciÓn) y especiales 

(retrotranscripción. replicación de RNA y el flujo no descrito hasta la fecha DNA a proteína). 

Desde luego enfatiza que si alguno de los flujos prohIbIdos por el Dogma llegara a descubrirse. 

cuestionaría hasta la raíz los conceptos derivados de este. Es curioso. que en aquel artículo de 

1970. Crick mencione como un problema el hecho de que se desconociera aún la naturaleza 

física del agente infeccioso de la enfermedad denominada "scrapie" (que se pOdia traducir 

como "rasquiña';). Esta. es una enfermedad neurodegenerativa. que afecta a las ovejas. Tiene 

una evoluci6n muy lenta. (el períodO de incubacl6n desde la infecci6n hasta que aparecen los 

síntomas puede ser de años); por lo que se decla que era producida por un virus lento. si bien los 

intentos de determinar el tamaño de la partícula infecciosa. Indicaban que tenia' un peso 

molecular menor que el de cualquier otro virus que hubiera sido descrito (Mestal. 1996). La 
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enfermedad es incurable y una vez que se manifiestan los síntomas de la enfermedad ésta 

progresa con relativa rapidez, causando la muerte del animal en pocos meses. Un problema 

asociado, y que es de donde la enfermedad toma su nombre, es que las ovejas desarrolian una 

gran comezón que las impulsa a rascarse compulsiva mente. I:sta conducta anormal trae como 

consecuencia el daño irreparable a los vellones. Desde el punto de vista comercial esto es una 

tragedia, ya que los criadores de ovejas para producir lana, saben que cuando aparecen en los 

rebaños algunas ovejas infectadas, se tiene que sacrificar al resto, ya que tarde o temprano todo 

el rebano va a presentar la enfermedad. Otra característica de esta enfermedad es que se 

transmite prinCipalmente por vía oral. I:n el caso de las ovejas, cuando éstas están infectadas y 

paren en el campo, los restos de la placenta quedan dispersos en las hierbas que les sirven como 

alimento, lo cual lleva a que la infección se propague (pllon home pagel. Mas recientemente, a 

partir de mediados de los años ochenta, ha aparecido, principalmente en Inglaterra y Europa 

otra enfermedad, el llamado "mad cow diséase;' (síndrome de las vacas locas). I:sta encefalitis 

espongiforme de los bovinos, también ha alcanzado niveles epidémicos causando enormes 

pérdidas económica (Pruslner. 1995). !'ara evitar la propagación de la infección, enormes 

cantidades de vacas infectadas son cremadas. En eSTe caso, la prensa, ha contribuido a que se 

desate el pánico, por la posibilidad de que la enfermedad se propague al humano. I:stas ideas 

han aparecido en parte porque aunque no se sabe a ciencia cierta, aparentemente en su inicio 

esta enfermedad en los bovinos se generó porque el ganado fue alimeniado con un 

complemento alimenticio que en parte consistía de came y hueso provenientes de óvidos 

infectados de scrapie (Nota: Bóvido: Miembro de la familia Bovidae, incluye al ganado vacuno, 

borregos y cabras. Bovino: por ejemp.lo el buey y la vaca. Ovido: mamífero bóvido del genero 

Ovis; Ovis aries el borrego). !:Sto significa, que las partículas Infecciosas, pueden atravesar las 

barreras específicas. Sin embargo, a la fecha no se ha demostrado ninguna asociación entre la 

aparición y propagación de la enfermedad en los bovinos y una mayor incidencia de este tipo 

de enfermedades en los humanos. lal vez la mejor razón para suponer que esta enfermedad no 

pasara fácilmente al hombre, es que éste, los óvidos y los bóvidos compartimos el último ancestro 

común hace aproximadamente 10 millones de anos, mientras que las ovejas y el ganado vacuno 

se separaron apenas hace menos de 2ü millones de años. Esta clase de enfermedades 

neurodegenerativas, parece ser particular de los vertebrados. y si bien son poco comunes, 

también en el humano han sido descritas. iJentro de las patOlogías de este tipo en el humano, se 

conocen el Kuru. el slndrome de Creutzfeldt-Jakob (eJD). el síndrome de Gerstmann-Stróussler­

Scheinker (GSS) y el Insomnio ~amiliar ~atal (ffl) (Bessen. 1996). 1:1 Kuru, llamó mucho la atención 

de investigadores como Vincent ligas y D. Carleton Gajdusek. El Kuru solo se ha descrito entre la 

tribu Fore en Papua, Nueva Guinea, donde se le llama "la muerte sonriente". Esta extraña 
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enfermedad se caracteriza por una falta de coordinación (ataxia). que a menudo es seguida por 

demencia y siempre es fatal. En este caso. la infección ocurria después del canibalismo ritual de 

despojos de miembros de la tribu que habían fallecido de esta enfermedad neurodegenerativa. 

La incidencia de ésta era mayor entra las mujeres y los niños. ya que estos consumían el cerebro. 

mientras que los hombres. que consumían el músculo. presentaban una menor íncidencia de este 

síndrome (Mestel. 1996). Actualmente. gracias a medidas profilácticas obvias. implantadas en 

parte por Gajdusek y los que le siguieron. esta enfermedad prácticamente ha desaporecido. En 

el caso del CJD. GSS y otras enfermedades similares en humanos. parece que el principal 

componente es genético y solo ocasionalmente se puede desarrollar la infección en el humano 

por contagio. Una de las pocas posibles fuentes de infección es el transplante de comea. 

implantes de dura madre o electrodos en el cerebro. uso de instrumental quirúrgico 

contaminado o inyeccióh de hormona del crecimiento derivada de la glándula pituitaria de 

humanos enfermos. Este último problema se ha reducido por el uso de esta hormona 

recombinante (Pruslner. 1995). Como sea. el principol interés en el aislamiento y caracterización 

del agente infeccioso. no se derivó de las enfermedades en el humano. ya que como problema 

de salud son enfermedades menores. circunscritas. por lo general. a pequeños grupos. 

poblaciones y familias. Por el contrario. como quedó indicado mas arriba. en los paises como 

Nueva Zelanda. Australia y el Reino Unido. donde la cria de ovejas para la producción de lana es 

una de las principales empresas nacionales. la investigación de la etiología. la caracterización 

del agente infeccioso. la prevención y la posible cura del scrapie adquieren carácter de 

prioridad nacional. Es por esta, razón que los grupos de investigación en esta área han podido 

tener un gran apoyo económico. El primer avance importante ocurrió a inicios de la década de 

los ochenta. cuando Stanley Prusiner logró aislar al elusivo agente infeccioso (Pruslner. 1982). La 

purificación del agente infeccioso. recuerda mucho, los experimentos realizados en 1944 cuando 

Oswald Avery. Colin McLeod y Mclin McCarty. reportaron la purificación del agente 

transformante. Los experimentos clásicos de Avery el al .• llevaron a la demostración de que la 

molécula de DNA. era la portadora de las caracteristicas hereditarias (Avery. MacLeod & 

McCcufy. 1944). Utilizando una serie de métodos y estrategias experimentales. en 1982. Prusiner 

logró purificar al agente infeccioso. El resultado más inesperado fue que dicho agente consistía 

exclusivamente de una proteína de un peso molecular aproximado de alrededor de 27-30 kDa. 

Por las caracteristicas de ser prateinaceo e infeccioso. Prusiner bautizó a esta proteína como 

prlón (Pruslner. 1982). Desde luego el problema más critico que planteaba el descubrimiento de 

los priones. era el de su multiplicación. Se postularon varias hipótesis para explicarla. De estas la 

que destacaba por sus implicaciones. era la herética posibilidad de que la proteína del prión 

tuviera la capacidad para codificar ya fuera a otra proteína igual o a un segmento de ácido 
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nucleico (DNA o RNA), que fuera posteriormente descodificado por una de las vías tradicionales 

(Pruslner. 1982). Dicho de otro modo estas dos posibilidades de ser demostradas en definitiva 

violarian el Dogma Central de la Biología Molecular. Esta posibilidad desencadenó una gran 

cantidad de especulación y desde luego hizo que los priones (y Prusiner), saltaran a la fama 

intemacional. Sin embargo, por mucha publicidad que tuviera el asunto, juiciosamente, Prusiner 

decidió explorar posibilidades experimentale.s más concretas. Así. en 1985, Prusiner y su grupo, en 

asociación con Leroy Hood y con Charly Weissmann, publicó el aislamiento del gen del prión 

(Oesch. et al •• 1985). Previamente, Prusiner había logrado reproducir un modelo experimental del 

scrapie en el hámster, que tenía ventajas en particular en cuanto al tiempo que tarda en 

desarrollarse la enfermedad. A partir de cerebros de hámsters infectados, Prusiner y sus 

colaboradores, construyeron una libreria de cONA. Esta fue tamizada con oligonucleótidos 

derivados de las secuencias parciales que habían sido obtenidas de la proteína del prión. La 

clona positiva, aunque truncada. de 1918 nucleótidos de largo presentaba un marco de lectura 

abierto suficiente para codificar un polipéptido de 240 residuos de aminoácidos. La secuencia 

derivada de aminoácidos correspondía perfectamente con. varios péptidos derivados 

directamente del prión. Hibridaciones de tipo Southem, mostraron que éste era un gen celular 

presente tanto en el genoma de los hámsters infectados como en los hámsters sanos. Esto es, el 

gen del prión no llega con la infección sino está presente en el genoma del huésped potencial. 

Adicionalmente estas hibridaciones realizadas con DNA genómico de ratón y de humano, 

demostraron la presencia de secuencias homólogas al prión en estos genomas. Posteriormente, 

ha sido demostrado que este gen se encuentra presente en prácticamente todos los vertebrados 

(Basler. et al .. 1986). El siguiente paso, fue analizar el patrón de expresión de este gen utilizando 

hibridaciones de tipo northem. Estos experimentos dieron resultados sorprendentes. Si se sigue la 

presencia de priones (proteína) desde animales recién infectados a lo largo de la incubación y 

del desarrollo de la enfermedad, el título de priones aumenta entre tres y cuatro ordenes de 

magnitud. Era de esperarse que la cantidad de mRNA que codifica al prión tuviera un aumento 

similar. Cuando se determinó la cantidad de este mRNA. se encontraron con que este transcrito 

ya tiene una expresión basal antes de que los animales sean inoculados. Mas extrañamente, los 

niveles del mRNA no aumentan al progresar la Infección sino se mantienen constantes. 

invariantes. a pesar de que la proteína se está acumulando. Aún más; norfhems realizados con 

otros tejidos, demostraron que el gen del prión básicamente es un gen constitutivo ya que s.e 

detecta su expresión no solo en el cerebro (donde se manifiesta la enfermedad), sino que se 

expresa en corazón, pulmón, páncreas, bazo. testículos y riñón. Solo en el hígado, parece no 

expresarse este gen. Estos resultados paradójicos, comenzaron a ser explicados cuando se 

analizó la proteína sintetizada por este mRNA tanto en animales sanos como en animales 
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infectados. Usando anticuerpos,poli-clonales anti-prión. pudieron detectar proteínas equivalentes 

en ambos tipos de animales. Sin embargo. después de un tratamiento moderado con proteinasa 

K. los anticuerpos detectaron la proteína solo en los extractos de cerebros de animales 

inféctados. La interpretación de estos resultados es que existen dos formas de esta proteína 

(Oesch. et al .• 19851. La primera. la normal. que se expresa de manera constitutiva y que no es 

infecciosa. la denominaron proteína scrapie celular(PrPC l. La segunda. la que aparece yse 

acumula en los cerebros infectados la denominaron proteína scrapie-scrapie {PrP" l. Esta última. 

es capaz de formar agregados que precipitan. son resistentes a proteasas y van formando las 

placas amiloides que son caracteristicas de este grupo de enfermedades neurodegenerativas y 

que en última instancia son las directamente responsables de la vacuolización del cerebro y 

eventualmente de la muerte. tCúal es la relación de estas dos formas de la proteína? Se ha 

demostrado. que ambas tienen la misma estructura pñmaria. En realidad el gen codifica 

normalmente a la. proteína PrPC. Sin embargo. de acuerdo a las reglas. del plegamiento 

tñdimel'lsional de las proteínas, la p,pc • puede surnr un plegamiento ligeramente erróneo 

(Koclsko. et ai •• 1994; Beyreufher & Masten. 19941. Esta forma equivocada de la proteína. tiende 

entonces a asociarse con otros pOlipéptidos similares erróneamente plegados. modificando la 

cinética normal de síntesis y degradación cotidiana de esta proteína. De hecho ha sido 

demostrado. que durante la infección la tasa de síntesis de la proteína normal no se altera (lo 

cual es consistente con el hecho de que la transcñpción del gen no se modifica '(Pruslner. 1991 l. 
Una predicción de este modelo. seña que la aparición de pñones se lleva a cabo de manera 

constante durante toda la vida de, un individuo. Sin' embargo. normalmente la acumulación de 

estos polipéptidos erróneamente plegados no alcanza el umbral cñtico para que se manifieste la 

enfermedad. En caso de que el individuo fuera expuesto a cantidades considerables de pñones. 

estos rebasarian la concentración critica y su acumulación se aceleraria. Dicho de otra modo. 

cuando se define la conformación nativa de un palipéptido de acuerdo a los experimentos de 

Anfinsen. se considera que para adquirir esta conformación un palipéptido. pasa par varios 

estados intermediarios y que a veces desde el punto de vista termodin6mico. algunos de estos 

intermediarios son m6s estables que otros. En el caso de los pñones esta conformación altemativa 

es notablemente estable y resistente ya que tiene la propiedad de formar agregados 

macromoleculares. Es notable que estas conformaciones altemativas de la proteína del prión. 

aunque tienen estrucfuras primarias idénticas •. difieren en sus estructuras secundarias. La PrPC tiene 

un alto contenido de IX hélice (42 %1 Y muy poca ~ conformación. Por el contrario. la PrP" tiene 

43% de ~ conformación y solo 30 % de IX hélice (Pan. et al .. 1993). Recientemente. se ha reportado 

la estructura tñdímensional de la proteína del prión (Riele. et al •• 19961. En el caso de las 

enfermedades hereditarias en humanos (eJD y GSSl. se han identificado mutaciones en el gen 
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del prión que favorecen o predisponen a que la proteína adquiera la conformación errónea 

(Hslao. et al .• 1989). Así. en estos casos el umbral de concentración critica se alcanza mucho 

antes que en la versión silvestre de este gen. Experimentos con ratones transgénicos que expresan 

una versión mutante del prión (tomando como modelo la mutación del humano). llevan a una 

neurodegeneración espontánea en estos animales. lo cual apoya la hipótesis anterior (Hslao. et 

al .• 1990). Notablemente. aún no se ha logrado establecer con certeza cual es la función normal 

de esta proteína ni en el cerebro. ní en los otros órganos donde se expresa. Por ejemplo. ratones 

en los que se ha introducido una disrrupción en el gen del prión y que por lo tanto no expresan la 

proteína. no parecen presentar un fenotipo particularmente alterado (Büeler. el al .• 1992). Es de 

interés mencionar que de acuerdo a las hipótesis de multiplicación de los priones. estos ratones 

sin el gen del prión no desarrollan la enfermedad cuando son inoculados con priones infecciosos 

(Pruslner. el al .• 1993). Estos resultados son explicados por la razón de que si no hay una síntesis 

celular continua de PrPc. no existe el substrato para que se acumule Prf'Sc. Tal vez solo hasta que 

estos ratones envejecen. manifiestan algunos problemas motores y la pérdida de células de 

PUrkinje en el cerebelo (desde luego en ausencia de infección). (Sakaguehl. et al .• 1996). 

También. se ha reportado que la proteína del prión podría estar implicada en la transmisión 

sináptica. la regulación de los ritmos circadianos y el sueño. pero aún no está claro su papel 

especifico (CoInnge. el al •• 1994; Tober. el al .• 1996). A nivel de secuencia de aminoácidos no 

tiene ninguna similitud con ninguna otra secuencia reportada. lo cual hace diffcil inferir su 

función. A nivel de secuencia. este gen solo se ha ubicado en vertebrados. Se ha descrito que en 

levadura ocurren unas patologías moleculares transmisibles. muy semejantes a la que ocurre con 

los priones. En el primer ejemplo. una proteína de la levadura llamada Ure2p. la cual está 

involucrada en el metabolismo de compuestos nitrogenados. puede ocasíonalmente convertirse 

a una forma inactiva que promueve la conversión de toda la proteína Ure2p a la forma inactiva 

(Wlekner. 1994). Sorprendentemente. este fenotipo (URE3). puede ser "curado" temporalmente. 

cultivando a las levaduras en presencia de 1-5 mM de hidrocloruro de Guanidina (GndHCI. un 

conocido agente desnaturalizante). También. como se podría esperar. la sobre-producción de 

Ure2p aumenta la frecuencia de la conversión a la forma "patológica" (Maslson & Wlekner. 

1995). El otro ejemplo en levadura es el del fenotipo denominado (PSI+). En este caso. la proteína 

identificada. Sup35P. está involucrada en el término de la traducción. Su región carboxilo 

terminal tiene homología con el factor de elongación EF-l (1. La pérdida de su función normal por 

conversión a la forma erróneamente plegada. causa una gama de problemas en la célula ya 

que afecta la actividad de varios tRNAs supresores que actúan a nivel de los codones de término 

de todos los mRNAs. De hecho se ha propuesto que Sup35p es un factor de término de la 

traducción (Cox. 1994). 
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Estas proteínas han sido consideradas como análogos de la proteína del prión y comienzan a ser 

conocidas como priones de levadura. en el sentido de que también son proteínas infecciosas. 

Estos descubrimientos sugieren que el fenómeno de los priones podria ser un fenómeno mas 

general. que no estaria restringido a proteínas particulares que pueden causar problemas 

neurológicos en mamíferos. 

Desde luego. Ure2p y Sup35p. no tienen homología a nivel de secuencia ni con la PrP ni entre 

ellas. De hecho. ni siquiera tienen el mismo peso molecular. PrP tiene 254 residuos de aminoácido. 

Sup35p. 685 y Ure2p. 354. PrP Y Sup35. poseen ambas en la región omino terminal. una repetición 

en tandem (5 veces) de un octapéptido o un nonapéptido de secuencia similar. (consenso 

PHGGGWGQ I PQGGyQQYN) respectivamente. Por el otro lado Ure2p. no posee estas 

secuencias repetidas (Cox. 1994). 

No obstante algunas similitudes de estos fenómenos son interesantes. Al igual que en el caso del 

prión. la sobrexpresión de cualquiera de estas proteínas en la levadura. aumenta la frecuencia 

con la que se manifiesta la patología. (PSI». puede ser "curada" por concentraciones 

relativamente altas de hldrocloruro de guanidina. alta concentración de sal. alcoholes. azucares 

ácidos grasos. dimetil sulfóxido y dietil-etano-sulfonato (Tune. 1994). Una diferencia importante es 

que ni de Ure2p ni de SUp35p se han descrito mutacíones que aumenten la propensión al cambio 

conformaclonal. análogas a CJD o GSS. De hecho. la deleción de Sup35p o la mutación PNM (psi 

no more. que cambia glicina a aspártico en el codón 58). hace que el fenotipo (PSI+) ya no se 

pueda manifestar. Asimismo. no se ha logrado la infección con las proteínas de levadura puras. 

La infección solo se logra si la célula receptora. recibe a la proteína infecciosa con citoplasma 

de la célula infectante (citoducción) (Welssmann. 1994). Por otro lado. recientemente el grupo de 

Susan Lindqulst ha mostrado que cuando Sup35P. manifiesta el fenotipo (PSI+ ) forma agregados e 

inclusiones celulares. mientras que esta proteína tiene una distribución uniforme en las levaduras 

no infectadas (Patino. et al .. 1996). Esta característica. es típica de PrP que también forma 

Inclusiones que derivan en las placas amiloides del cerebro con la patología. Es interesante el 

que este fenómeno estudiado por Lindquist. pudiera tener implicaciones más amplias. ya que 

este grupo demostró que el estado de agregación de Sup35p depende de Hsp 104. una 

chaperona molecular inducida por stress medioambiental (Parsell. et al •• 1994). Curiosamente. el 

fenotipo (PSI+ ) solo se manifiesta a concentraciones moderadas. digamos fisiológicas de Hsp 104. 

De manera notable. cuando Hspl04 se sobreexpresa o cuando está ausente. el fenotipo (PSI+ ) 

no se manifiesta (Chernoff. et al •• 1995). Este fenómeno podría ser la base de la herencia de una 

característica adquirida. Análogamente a la participación de Hspl04. se ha demostrado que la 

sobrexpresión de otra "heat shock protein". la Hsp70. temporalmente también elimina al fenotipo 

(PSI+ ). De hecho. se ha propuesto que la razón por la cual diversos agentes desnaturalizantes. 
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mencionados mas arriba. "curan" a los fenotipos (PSI+ ) y (URE3) de la levadura. es precisamente 

porque inducen la sobrexpresión de proteínas de stress. Hsp 1 04 se incrementa de tres a cinco 

veces en presencia de 5-10 mM de GmdHCI (Chemolf. el al., 1995). En este sentido. es curioso que 

la eficiencia de la conversión in vitre de Prpc a PrpSc, se aumente en presencia de 3 M GndHCL 

pero no ocurra cuando GndHCI se aumenta a 6 M (Koclsko, el al., 1994). Recientemente se ha 

reportado que la proteína del prión Prpc, ínteractúa con la proteína de stress Hsp60 (Edenhofer el 

al., 1996). En conjunto, estos resultados sugieren que tanto en levadura como en el scrapie, el 

asunto de los priones está íntimamente relacionado con el problema central del plegamiento 

tridimensional de los polipéptidos (Paflno, el al .. 1996). De hecho. retomando las ideas básicas de 

los experimentos de Anfinsen. uno puede fácilmente imaginarse una 'serie de circunstancias 

donde el plegamiento de un polipéptido a su estructura nativa puede salir mal y casi se podria 

predecir que con alguna frecuencia algo puede salir mal (Taubes, 1996). En este sentido, se ha 

comenzado a considerar que varias enfermedades podrían estar causadas por plegamiento 

incorrecto de proteínas específicas. Cada caso podría implicar procesos y fenómenos no 

idénticos y no en todos los casos se producen proteínas infecciosas. No obstante. parece claro 

que la enfermedad de Alzheimer se produce por agregación de proteínas de tipo f3-amiloide. La 

fibrosis cistica ocurre por plegamiento erróneo del regulador de conductancia transmembranal 

(CFTR). (en este caso, además se dan interacciones inadecuadas con la Hsp70). El síndrome de 

Marfan es provocado por plegamiento erróneo de la fibrilina. En las cataratas hay agregación 

de cristalinas. Inclusive, en el escorbuto, la falta de vitamina C evita la formación de hidroxi­

prolinas y la colágena se pliega incorrectamente (Thomas, el al" 1995). 

Así, de lo anterior nuevamente se recupera la idea de que el plegamiento tridimensional. para 

que una proteína adquiera su conformación nativa, es un evento central en los sistemas 

biológicos. Este proceso es tan delicado que puede requerir de pequeños ajustes para que 

ocurra de manera satisfactoria en las células, lo cual remarca la importancia de las proteínas 

que han sido denominadas de manera general chaperonas moleculares (vide infra). 

HEAT-SHOCK, FOLDING AND THE CHAPERONIN CONNECTION 

Como quedó señalado anteriormente. una de las características desconcertantes del fenómeno 

de stress calórico es la gran variedad de proteínas de heat-shock, que son sintetizadas (Morlmofo 

el al., 1990). Además de las proteínas clásicas de stress i.e. (las familias de Hsp90, Hsp70. Hsp60 y 

las de bajo peso molecular sHsps). existen otras como las Hsp104. la Hsp47. la ubiquitina y otras 

proteínas reguladas por glucosa (Grp) , que pueden inducirse por factores particulares como 

anoxia o azida de sodio y que pueden o no estar presentes en determinado organismo (Welch, 
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1990). En algunos cosos. lo posible función de algunos de éstos es muy especifico. Por ejemplo, se 

ha sugerido que lo Hsp47 está asociado o lo síntesís. ensamblaje y exporte de lo colágeno (Sauk 

el al" 1994; Nagata, 1996). Actualmente se sobe que varios de estos proteínas pueden actuar 

como chaperonas moleculares, - si bien no todos los Hsps son chaperonas moleculares. ni todos 

los chaperonas moleculares se comportan como Hsps- (Kelley & Georgopoulos, 1992). De hecho, 

otros factores medíoambíentales como el trio o lo salinidad estimulan lo expresión de proteínas 

no relacionados con el stress calórico y que no se comportan como chaperonas moleculares 

(VanBogelen & Neldhardt, 1990). 

El concepto general de chaperonas moleculares, fue planteado inicialmente de manero formol 

por John Ellis quien integrando uno serie de ideos y datos dispersos. los definió como un grupo de 

proteínas no relacionados que son capaces de promover el plegamiento y el ensamblaje 

correctos de otros proteínas. pero que no forman porte ellos mismos de los estructuras funcionales 

finales (ElOI. 1987). Esto ideo yo había sido esbozado por HughPelham. quien un año antes, en un 

artículo especulativo. había argumentado que los Hsp70. los Hsp90 y los Grps, podñan estor 

involucrados en el ensamble y desensamble de proteínas (Pelham. 1986). Si bien nunca manejó el 

término de chaperona, en ese articulo fundamental. Pelham proponía que durante el heat shock 

los proteínas se desnaturalizaban parcialmente, exponiendo regiones hidrofóbicas que inducian 

lo formación de agregados insolubles. Postulaba entonces, que los Hsp70. Hsp90 así como los 

proteínas regulados por glucosa (Grps). se unían o los regiones hidrofóbicas expuestos limitando 

los interacciones entre éstos y promoviendo lo resolubilización de agregados. Asimismo, 

especulaba con lo posibilidad de que los Hsps reconocieron igualmente o los polipéptidos 

nacientes los cuales, en su opinión, por definición están "desnaturalizados", de tal manero que se 

comprendía el porque los Hsps se requieren no solo en el stress calórico, sino durante todos los 

etapas de lo vida de uno célula (Pelham. 1986). 

Los chaperonas moleculares se encuentran o todo lo largo de lo escalafilogenética y muchos de 

ellos son clasificados como proteínas de stress (Undqulst. 1986), si bien como quedó señalado 

anteriormente, también se ha demostrado que tienen uno función esencial bajo condiciones 

normales (Ang el al .• 1991). 

Mas recientemente los chaperonas moleculares han sido definidos como proteínas que se unen y 

estabilizan confórmeros inestables de otros polipéptldos. de tal manero que facilitan in vivo yo 

seo su plegamiento. su ensamblaje en oligómeros. su transporte o compartimentos subcelulares 

especificos e inclusive su degradación (Hendrlck & HarH. 1993). Los chaperonas moleculares no 

contienen información estérica poro especificar el plegamiento correcto. Más bien. ha sido 

propuesto que su mecanismo de acción consiste en prevenir interacciones incorrectos dentro y 
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entre polipéptidos en estado no-nativo, de manera que se incrementa el rendimiento (cantidad 

final de polipéptidos plegados), pero no la tasa (velocidad) de la reacción de plegamiento 

(Hartl. 1996). Esta caracteristica distingue a las chaperonas moleculares de otra clase de 

proteínas llamadas catalizadoras de plegamiento como las proteina disulfuro isomerasas y las 

peptidil-prolil isomerasas, que aceleran pasos lentos en la ruta de plegamiento de algunas 

proteínas I.e. el rearreglo de los puentes disulfuro de proteínas de secreción y la isomerización cls­

trans de los enlaces peptídicos que preceden a los residuos de prolina respectivamente (Gethlng 

& Sambrook, 1992). 

La nucleoplasmlna. 

Curiosamente, el término de chaperona molecular había sido acuñado originalmente muchos 

años antes, para describir la función especializada de la proteína nuclear llamada 

nucleoplasmina, la cual permite el ensamblaje de los nucleosomas en la cromatina de extractos 

de oocitos de Xenopus laevis (Laskey, et al .. 1978). Se puede lograr la reconstitución in vltro de 

nucleosomas a partir de histonas y DNA sometiendo a estos a una diálisis prolongada con una 

concentración arriba de 1 M de NaCI y alrededor de 5M de ure<;l. Sin embargo si el experimento 

se realiza usando condiciones fisiológicas de fuerza iónica, lo que resulta es una rápida aparición 

de agregados inespecificos en vez de nucleosomas. Sin embargo, en los experimentos de Laskey, 

si las histonas eran primero incubadas con una pequeña cantidad de homogenado de huevos 

de Xenopus antes de la adición del DNA, el resultado era la formación de nucleosomas, lo cual 

sugería la participación de un factor adicional requerido para el ensamblaje de nucleosomas in 

vivo. El grupa de Laskey purificó y caracterizó a este factor que resulto ser una proteina ácida de 

aproximadamente 29 kDa, la cual denominaron originalmente proteina ensambladora de 

nucleosomas y posteriormente se le dio el nombre de nucleoplasmina. La nucleoplasmina es 

requerida exclusivamente para el ensamble de los nucleosomas pero no forma parte de él. Esto 

es, la información estereoespecifica reside en las histonas y no en la nucleoplasmina. Por lo tanto 

el papel de la nucleoplasmina no consiste en aportar información para el ensamble de 

nucleosomas, sino reducir las cargas positivas de los monómeros de las histonas de manera que 

predominen interacciones correctas entre estas y el DNA. En las palabras de Laskey y sus 

colaboradores, "Sugerimos que el papel de la proteína que hemos purificado es el de una 

'chaperona molecular' la cual previene interaccioneS iónicas incorrectas entre las histonas y el 

DNA" (Laskey, et al .. 1978). Es notable la similitud de estas ideas originales con el concepto actual 

de las chaperonas moleculares. Resulta sin embargo paradójico, que' actualmente la 

nucleaplasmina no sea considerada frecuentemente como una chaperona molecular. Esto es 

debido a las notables diferencias entre el mecanismo de acción relativamente sencillo de la 
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nucleoplasmina y las otras proteínas que son consideradas verdaderas asistentes del 

plegamiento. 

Rublsco SubunH Blndlng Proteln (RuSBP). 

La mayor parte del conocimiento que tenemos de las chaperonas moleculares. ha provenido 

principalmente de la investigación de las Hsp70 y las Hsp60 (vide infra). Sin embargo. en este 

punto vale la pena una aclaración de nomenclatura. Así como el término de chaperona 

molecular fue originalmente aplicado a la nucleoplasmina. y posteriormente amplIado a otras 

proteínas por John Ellis; el término chaperonlna. fue originalmente aplicado para designar a la 

"Rubisco Subunit Binding Protein" (RuSBP. actualmente designada cpn60). y a las proteínas 

GroEL/GroES de E. coli (Hemmlngsen, el al., 1988). En ese trabajo presentado por varios de los 

autores mas eminentes del campo. se menciona que basados en la similitud de sus secuencias 

derivadas de aminoácidos el producto polipeptídico del gen groEL y la RuSBP. son homólogos. Un 

poco antes en ese mismo año. se había descrito que a su vez GroEL estaba relacionada 

inmumológica y estructuralmente con una abundante proteína mitocondrial que se inducia por 

stress calórico. de peso molecular de aproximadamente 58 kDa aislada del protozoario 

Tetrahymena thermophila (McMulOn & Hallberg, 1988). En el mismo trabajo, se describía que los 

anticuerpos dirigidos contra esta proteína, cruzaban contra proteínas mitocondriales similares de, 

Saccharomyces, Xenopus, lea mays y humanos y se sugeria que esta clase de proteínas podrian 

tener algún papel de protección del daño inducido por el stress calórico. ayudando a estabilizar 

los procesos de ensamblaje macromolecular (McMulOn & HaUberg, 1988). Al siguiente año se 

clonaron y . caracterizaron los genes de la Hsp60 mitocondrial de levadura y humano. 

demostrándose que eran homólogos de GroEL y RuSBP (Readlng el al .. 1989; Jlndal. el al., 1989). 

Es claro que el escenario estaba puesto para la aparición formal de las chaperonas moleculares. 

lA CONEXiÓN 

El locus groE de E. coli, fue originalmente identificado porque mutaciones en este sitio 

bloqueaban la morfogénesis del ensamblaje de la cabeza de los tagos A. y T4 (Georgopoulos, el 

al. 19n, 1973; Takano & Kake#uda, 1972; Coppo el al., 1973; Sternberg 1973a, 1973b). 

Posteriormente. se demostró que el locus groE consiste de dos genes que codifican productos 

polipeptídicos de pesos moleculares de aproximadamente 65 y 15 kDa. en el orden: promotor­

groEL -groES (mry el al.. 1981). 

la Rublsco. 

Resulta curioso que fue en particular el análisis del ensamblaje de la ribulosa bisfosfato 

carboxilasa-oxigenasa (Rubisco) lo que aclaró el significado de los descubrimientos anteriores 
23 



(ElOs, 1990a). La Rubisco, directa o indirectamente juega un papel vital en el metabolismo de la 

célula vegetal, ya que es el principal catalizador que incorpora al carbón dentro de compuestos 

orgánicos a partir del bióxido de carbono atmosférico durante la fotosíntesis (Gatenby & Ellls, 

1990). La biogénesis de la Rubisco es inusualmente compleja e involucra a la luz como el factor 

que dispara a dos sistemas genéticos, uno localizado en el cloroplasto y el otro en el núcleo 

(Kuhlemeler, et al., 1987). A pesar de su papel fundamental, la Rubisco es un mal catalizador ya 

que tiene tanto una baja afinidad por el bióxido de carbono, así como un número de recambio 

bajo; de tal manera que los organismos autotróficos dedican una considerable cantidad de 

energía blosintética a producir muchas moléculas de esta enzima (ElOs, 1990a). De hecho se ha 

dicho que este accidente metabólico estructural, ha llevado a que la Rubisco sea la proteína 

más abundante en la biosfera (EIOs, 1979). Además, como si fuera poco; aparentemente como 

una consecuencia inevitable de su. mecanismo de acción como carboxilasa, esta enzima 

catoliza una reacción de oxigenación (Gatenby & EIUs, 1990). Esta reacción de oxigenación es el 

primer paso de la fotorespiraclón, un proceso específico de las plantas, que salva los productos 

de la reacción de oxigenación. Esta vía de salvamento no es totalmente eficiente; algo de 

carbón se pierde como bióxido de carbono durante su operación, de manera que esta pérdida 

es el principal factor limitante de la productividad fotoslntética en las plantas (EIOs, 199Oa). Así. 

este proceso "calamitoso", que parece ser una consecuencia de la imperfección de la Rubisco, 

ha llevado a profundizar el estudio de esta enzima y a considerar la posibilidad de diseñar una 

carboxilasa vegetal con menos actividad de oxigenasa utilizando métodos de ingenieria 

genética (MIzIorko & lorlmer, 1983). Utilizando métodos de clonación molecular se ha logrado la 

expresión en E. coli de enzima (Rubisco), activa a partir de los genes clonados de diversos 

microorganismos procariontes (Gatenby & Eros, 1990). Sin embargo, todos los .métodos para 

ensamblar una Rubisco activa de plantas en E. coli han fracasado de manera que la 

mutagénesis sitio dirigida no ha podidO ser aplicada (ElOs, 199Oa). Así. esta problemática ha 

impulsado el estudio del mecanismo de la síntesis y el ensamble de la Rubisco (EDls, 1990a). 

En la bacteria purpúrea, no-sulfurosa, fotosintética Rhodospiril/um rubrum, la Rubisco es un dimero 

(1.2) de dos subunidades idénticas de peso molecular de SO.5 kDa (Schnelder, et al., 1986). Por el . 

olro Iodo, en la mayoria de los organismos fotosintéticos ya sean procariontes y desde luego en 

los cloroplastos, la Rubisco es una proteína oligomérica (LaSs), que contiene ocho subunidades' 

grandes (52 kDa) y ocho subunidades pequeñas (-14 kDa), (Mlzlorko & lorlmer, 1983). Cada 

subunidad mayor contiene un sitio activo, pero cada uno de éstos incluye residuos de las 

subunidad adyacente de manera que un requisito para su actividad es el ensamblaje mínimo de 

dímeros. En este sentido entonces el oligómero la, se consideraria un tetrámero de estos dímeros 

(Schnelder, et al" 1986). En organismos procariontes los genes que codifican a las subunidades 
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mayor y menor se localizan en el mismo operón y se ensamblan en oligómeros funcionales en el 

citosol bacteriano (labRa. 1988). Por el otro lado. en organismos eucariontes. la Rubisco se 

localiza exclusivamente dentro de los plástidos de las células vegetales (Gatenby & EIRs. 1990). La 

subunidad menor está codificada en el genoma nuclear y es importada al plástido después de 

su síntesis en los ribosomas citoplasmáticos. mientras que la subunldad mayor. está codificada por 

el genoma del plástido y es sintetizada por los ribosomas del mismo plástido. (Dean el al .. 1989). 

Fue justamente el estudio del ensamblaje de las subunidades mayores de la Rubisco usando 

cloroplastos aislados. lo que llevó al descubrimiento de la que seria conocida como la 

chaperonina plastídica (Barraclough & ElOs. 1980). El análisis del producto de la síntesis de 

proteínas del cloroplasto del. chícharo. en geles de poliacrilamida en condiciones no­

desnaturalizan tes. reveló que la mayoria de las subunidades mayores no migran con los 

oligómeros preexistentes de la Rubisco. Experimentalmente se demostró que la causa de este 

retraso electroforético. se debe a que se encuentran asociadas no-covalentemente a otra 

abundante proteína de alto peso molecular compuesta de monómeros de 60 kDa. Esta proteína 

fue bautizada como la proteína unidora de la subunidad mayor y está codificada por genes 

nucleares (ElRs. 199Oa). Estas observaciones llevaron a la propuesta de que la unión transitoria de 

la subunidad mayor a esta proteína podria ser un paso obligatorio en ensamblaje de la Rubisco 

(Barraclough & BOs. 1980). Dicho de otro modo. los resultados anteriores implicaban que las 

subunidades mayores de la Rubisco. tendían a tener interacciones incorrectas entre si. y que 

estas asociaciones producían estructuras que no eran funcionales (EIOs. 199Oa). Es interesante 

hacer notar que después de ser sometidas a un agente desnaturalizante. las subunidades 

mayores de Rubisco vegetal. tienden a formar agregados insolubles. aun en presencia de 

subunidades menores nativas (Gatenby & ElIIs. 1990). Como fuera. la proposición de que el 

ensamblaje de una proteína oligomérica requiriera de la ayuda de otra proteína. carecia de 

antecedentes en 1980. de manera esta propuesta atrajo mas escepticismo que entusiasmo. y así. 

estas ideas fueron abordadas en lo referente a la Rubisco. casi exclusivamente por solo dos 

laboratorios durante la siguiente década. e.g. Roy, el al., 1982; Hemmlngsen & ElRs, 1986. Durante 

la mayor parte de aquel período la otra proteína fue conocida como la proteína unidora de la 

sub unidad mayor de la Rubisco. hasta el descubrimiento en 1988 de qUE;! las subunidades 

pequeñas. cuando son importadas al cloroplasto. también se unen a esta proteína iGatenby, el 

al., 1988). El nombre fue recortado entonces. retirando el sustantivo "grande" ; pero el nuevo 

apelativo no duraría más de un año cuando. como se señaló antes. nació el nombre de 

chaperonlna (Hemmlngsen, el al, 1988). 
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CLASES Y CARACTERISTICAS DE LAS CHAPERONAS MOLECULARES 

En la tabla 2. se listan a las familias de chaperonas moleculares. 

TABLA 2 

fAMILIAS DE CHAPERONAS MOLECULARES 

• Hsp lOO 

• Hsp90 

• Hsp 70 

• Hsp 60 

• LMW Hsp's 

La familia de las Hspl00. parecen ser exclusivas de eucariontes. si bien se ha reportado cierta 

Identidad con ClpB. una proteasa de E. coli (Wülflng & Plücldhun. 1994). Como fue discutido 

antes. Hspl04 de levadura es la proteína mas estudiada de esta familia. está implicada en 

fenómenos de termo tolerancia promoviendo la solubilización de agregados de proteínas y forma 

oligómeros de seis subunidades (Panell, et al •• 1996). 

Las Hsp90. se encuentran tanto en procariontes como en eucariontes donde se localizan tanto 

en el citoplasma como en el retículo endoplasmático. pero no han sido descritas en organelos 

(Becker & Cralg. 1994). Se ha descrito que su estructura nativa es dimérica (L1ndqulst & Cralg. 

1988). Hsp90 es una de las proteínas más abundantes en condiciones fisiológicas y su síntesis se 

incrementa notablemente por heat-shocK (Buchner, 1996). En la levadura existen dos copias de 

este gen y se ha demostrado que mutaciones individuales en cualquiera de ellos (HSP83/HSC83). 

son viables (aunque presentan alteraciones de crecimiento y no crecen arriba de 37 oC. sin 

embargo las dobles mutantes son letales (L1ndqulst & Cralg, 1988). En contraste. la deleción del 

gen htpG, que codifica al único miembro de esta familia en E. coli, no es letal (Bardwell & Cralg, 

1988). Existen dos explicaciones para estos resultados. Podía ser que existiera otra proteína en E. 

coli que cubriera la pérdida de su Hsp90. Por el otro lado podría ser que la función de esta 

proteína fuera esencial en levadura pero no en E. coli (L1ndqulst & Cralg. 1988). Funcionalmente 

Hsp90 ha sido mas estudiada en eucariontes donde se le ha involucrado en la activación de 
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receptores esteroides y la activación y maduración de ciertas kinasas. En este contexto, se ha 

demostrado que lo Hsp90 se asocia a varios otros factores proteicos. y a proteínas que han 

perdido su conformación nativa (Buchner. 1996). La sobreexpesión de Hsp90 de eucariontes bajo 

condiciones de heat-shock sugiere una función. general de protección o la desnaturalización, 

como ha sido demostrado para la Hsp90 de E. cofi (Bardwell & Cralg. 1987). Recientemente, 

utilizando sistemas de plegamiento in vitro, ha sido demostrado que la Hsp90 purificado, 

reconoce y une proteínas no nativas y en consecuencia previene agregación no específica 

durante el plegamiento (Wlech el al .• 1992; Jakob & Buchner. 1994). Sin embargo. a diferencio de 

otras chaperonas moleculares. la función de Hsp90 parece ser independiente de ATP (Buchner. 

1996). Durante su funcíón de plegamiento, Hsp90' parece interactuar con intermediarios 

conformacionales que ya poseen una cantidad significativa de estructura secundaria, sin 

embargo. se desconocen las características conformacíonales específicas reconocídas por 

Hsp90 (Jakob el al .. 1995). 

Las Hsps de bajo peso molecular [small heat shock proteins (sHsp) I Low Molecular Weight Heat 

Shock Proteins I (LMW Hsp·s). MW 15-30 kDa]. son particularmente conspicuas en plantas donde 

se les puede localizar tanto en el citoplasma como en organelos (mitocondrias y cloroplastos), 

(Undqulst. 1986). Por el otro lado, también se encuentran en el citoplasma de otros organismos 

como Drosophi/a, mamíferos y levadura. así como en E. coli (Buchner. 1996). Las sHsps, son un 

grupo heterogéneo de proteínas y diferentes organismos poseen un número diverso de éstas que 

van desde una en levadura hasta mas de treinta en plantas superiores (Undqulst & Cralg. 1988). A 

pesar de esta heterogeneidad. se les puede considerar un grupo de proteínas homólogas con 

base a una similitud relativa a nivel de estructura primaria. así como similitud estructurol y 

funcional (Undqulst. 1986). En plantas se han descrito seis familias de estas proteínas que 

constituyen la superfamilia de las small Hsps. Estas Hsps. pueden formaroligómeros de 200 a 350 

kDa (lee el al •• 1996). Se ha demostrado que Hsp25 y Hsp27 de ratón y humano pueden influir en 

el proceso de plegamiento de substratos modelo y que se unen a proteínas desnaturalizadas por 

condiciones de stress calórico (Jakob el al •• 1993). Asimismo. las sHsps de mamífero confieren 

termotolerancia y los homólogos de E. coli se asocian específicamente con cuerpos de inciusión 

que contienen proteínas sobreexpresadas. sugiriendo que estas Hsps podrían tener funciones de 

chaperonas moleculares (Buchner. 1996). Evidencia directa de esta funcíón ha sido obtenida de 

experimentos in vitro, que demuestran que las sHsps se unen selectivamente a proteínas 

desnaturalizadas (Jakob. el al .. 1994). En el ojo. la «-cristalina (MW 20 kDa), constituye hasta el 

30% de lo proteína del cristalino del ojo. Esta proteína está formada por dos subunidades (A y S) 

que tienen una similitud de aproximadamente 58% entre sí. pero además, tienen una 
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considerable similitud (40%). con sHsps de otros organismos (Rao et al., 1994). Habitualmente se 

sugiere que la función de esta proteína es contribuir a las propiedades refractivas de este 

órgano. Sin embargo. se ha demostrado que para mantener la transparencia del ojo. las 

,,-cristalinas también tienen funciones de chaperonas moleculares previniendo el agregamiento 

irreversible e inespecífico de otras proteínas del cristalino del ojo (HolWItz, 1992; Rao et al., 1994). 

Con la notable excepción de las ,,-cristalinas del ojo. todos los demás miembros de la familia de 

las Hsps pequeñas no son indispensables. Asimismo. parece ser que la función de las sHsps no es 

regulada por ATP (Buchner, 1996). 

Las Hsp70s han sido de las proteínas de stress mas caracterizadas (Pelham, 1990). Curiosamente. 

el gen de E. coll. dnaK, fue identificado originalmente como un gen del huésped que se requeria 

para la replicación del bacteriofago A, (Georgopoulos, 1977; Sunshlne et al.. 1977). 

Posteriormente se ha demostrado que homólogos de DnaK se localizan a todo lo largo de la 

escala filogenética incluyendo procariontes. el citoplasma y el retículo endoplásmico de los 

eucariontes. mitocondrias y cloroplastos (Boorsteln, et al .. 1994; Renslng & Maler. 1994). Sus 

funciones incluyen plegamiento de pOlipéptidos. su translocación a través de membranas e 

inclusive juegan un papel en la degradación de proteínas (Pelham, 1990). Esta versatilidad de las 

Hsp70 proviene de su función básica que es la unión reversible dependiente de ATP. de 

segmentos hidrofóbicos expuestos en una proteína desnaturalizada. Mientras que la unión resulta 

en la estabilización de la conformación desplegada. la liberación controlada podria permitir a la 

proteína entrar en la vía de plegamiento (Flynn, et al, 1989). Estos ciclos de unión y liber?ción 

están modulados por otras proteínas asociadas que a su vez son consideradas Hsps. OnaJ (Hsp40) 

y GrpE (MW 21.7 kDa). (Georgopoulos et al., 1990). A nivel estructural. las Hsp70 podrian no tener 

estructura cuatemaria. i. e. funcionan como monómeros (Buchner, 1996). A nivel de estructura 

tridimensional. estas proteinas se pliegan en dos grandes dominios. El dominio en el extremo 

amino terminal (44 kDa) es responsable de una actividad de ATPasa asociada con la fúnción de 

estas proteínas. Este dominio es seguido de una región (18 kDa) que contiene el sitio de unión del 

péptido y un segmento más variable de alrededor de 10 kDa (Wang et al .. 1993). El dominio 

amino terminal ha sido cristalizado y se ha reportado su estructura tridimensional (Flaherly et al., 

1990). Curiosamente al hacerse un alineamiento estructural se observó que su plegamiento 

tridimensional es notablemente parecido a la estructura tridimensional la actina G y a un dominio 

equivalente de la hexoquinasa (Flaherly et al., 1991). Esta similitud estructural y funcional (hidrólisis 

de ATP). ha llevado inclusive a sugerir homología entre estas proteínas. postulándose que éstas. 

además de las ciclinas bacterianas. comparten un origen evolutivo común (Bork et al.. 1992). Sin 

embargo. hay que hacer notar que a nivel de estructura primaria. estas proteínas prácticamente 
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no tienen similitud, lo cual indica un fenómeno de convergencia evolutiva mas que homología. 

De hecho, si se considera la tasa de cambio evolutivo a nivel de aminoácidos (reloj molecular) 

de la actina (1.55%/100 millones de años). (McDowell et al., 1996) y de las Hsp70 en el dominio de 

hidrólisis de ATP, (2.5%/100 millones de años), (Hughes, 1993; Boorsteln et al., 1994), se llega a la 

conclusión de que estos dos genes habrían compartido el último ancestro común hace más de 4 

mil millones de años (antes del origen de la vida), lo cual es desde luego absurdo. Por otro lado, 

se llegó a reportar que el dominio en el extremo carboxilo tenía una ligera similitud con moléculas 

del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), por lo cual se propuso que este dominio 

estaba implicado en el reconocimiento de los polipéptidos substrato (Rlppman et al., 1991). Si 

bien esto último ha sido confirmado i. e. que el dominio carboxilo interactúa con la proteína 

substrato; recientemente utilizando un análisis multidimensional de NMR, se ha demostrado que la 

topología de este dominio no se parece a la de las proteínas del MHC (Morshauser et al., 1995). 

El ciclo de unión y liberación, dependiente de ATP ha sido elucidado de manera general para el 

homólogo bacteriano DnaK y sus cofactores DnaJ y GrpE (Palleros et al., 1993). Cuando DnaK se 

une a ATP, la unión y liberación del péptido ocurre rápidamente. En contraste cuando tiene ADP 

el ciclo se lleva a cabo lentamente. DnaJ y GrpE. aceleran la interconversión entre estos dos 

estados (FIynn et al .. 1989). En cada evento de liberación una fracción del polipéptido alcanza 

su estructura nativa. El restante. que se encuentra como un intermediario inestable de 

plegamiento, se une nuevamente y se repite el ciclo (Schmld et al., 1994). De manera 

significativa. se ha demostrado que DnaK/DnaJ. liberan a su substrato proteico en una 

conformación desplegada (Harfl, 1996). Respecto a las características que reconocen las Hsp70 

en sus substratos. se ha demostrado que estas chaperonas moleculares se unen· a péptidos en 

una conformación extendida (Landry et al., 1992). En particular. se ha comprobado que Bip (un 

miembro de las Hsp70). se une preferencialmente a péptidos de 4-7 residuos de longitud. que 

tienen un relativamente alto contenido de residuos alifáticos, hidrofóbicos (Flynn et al., 1991). 

THE LORD OF THE RINGS (HSP60) 

Dentro de las chaperonas moleculares. las Hsp60 (GroEl/chaperoninas60/cpn60fTRiC) constituyen 

el grupo más complejo. Han sido descritas a todo lo largo de la escala filogenética localizándose 

en eubacterias. cianobacterias. arquea. y eucariontes. En estos últimos. inicialmente fueron 

reportadas en organelos celulares (plástidos y mitocondrias). pero hoy sabemos que también se 

encuentran en el citosol (Gupta, 1995). Si bien todas estas proteínas comparten notables 

similitudes estructurales y funcionales; la similitud a nivel de secuencia entre las chaperoninas 

citoplasmáticas y las de arquea por un lado contra las chaperoninas bacterianas. mitocondriales 
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y plastídícas por el otro, es tan baja que resulta difícil decidir si constituyen un grupo homólogo o 

no (Gupto, 19900; Horfh, 1991; ElIIs, 1992; Gupto, 1995). Por este motivo y como estas últimas (las 

clásicas), son las mejor caracterizadas; en lo que sigue me referiré principalmente a éstas y 

posteriormente se discutirá la familia TRiC. 

En E. coli, groEL. la chaperonina mejor caracterizada, forma un operón con groES, localizado a 

los 93.5 minutos del genoma de esta bacteria (11IIy et 0/., 1981; Guest .. Hice, 1978). GroEL y sus 

homólogos poseen una capacidad débil de hidrólisis de ATP, cuya actividad es modulada por 

GroEL (Chondrasekhor et al., 1986; Bochkorevo et ol, 1988; Ostermonn et al., 1989; Goloublnoff, 

1989). Más recientemente, se ha reportado que tanto GroEL como GroES son capaces de unir 

ATP; aunque aparentemente solo GroEL posee capacidad de hidrólisis de este nucleótido (Morfin 

et al., 1993b). Se ha propuesto que el significado de la capacidad de unión de ATP de GroES es 

el de facilitar la unión de ATP por GroEL (ElIIs 1993). Homólogos de groEL han sido localizados en 

todos los organismos en los que se ha buscado (Gupto, 1995). Inclusive, los nuevos proyectos de 

macro-secuenciación de genomas invariablemente detectan este gen (Adoms et al., 1995; Froser 

et al., 1995; Bult et 0/., 1996). Curiosamente en estos genomas no siempre se detectan homólogos 

de las otras Hsps. Por ejemplo, en la arquea metanogénica Methanococcus jannaschii, los genes 

de DnaK, no aparecen, pero de chaperonina si (Bult et al., 1996). 

Como se indicó antes, las chaperoninas tienen la función de promover el plegamiento 

dependiente de ATP de proteínas tanto en condiciones de stress como bajo condiciones 

normales. En general, estas proteínas son inducibles por stress, aunque habitualmente existen 

genes duplicados . homólogos ("cognates"/ cognados, parientes ó vinculados), que tienen un 

patrón de expresión constitutivo (Hemmlngsen, et al., 1988). Paradójicamente, se ha reportado 

que el homólogo del cloroplasto, no es inducible por calor (Vlerllng, 1991; Zoboleto, et al., 19940). 

Recientemente se ha reportado que GroEL podría tener un papel adicional, regulando la vida 

media del RNA mensajero (Georgellls, et al., 1995). Se ha especulado que esto, podría tener 

implicaciones que vincularan a las chaperoninas con el mundo ancestral de RNA (HartI, 1996). 

Estructura. 

Las chaperoninas de tipo GroEL, están constituidas de dos anillos, cada uno de los cuales está 

formado por siete subunidades, cada una de alrededor de 60 kDa. Estos, cooperan con un 

cofactor, GroES en E. coli, que está constituido por un solo anillo heptamérico de subunidades de 

alrededor de 10 kDa (SalbD & Wood, 1993). La estructura de GroEL ha sido ampliamente 

estudiada por microscopía electrónica (McMumn & Hallberg, 1988; Langer, et al., 19920; SolbD & 

Wood, 1993) y recientemente se ha reportado la estructura tridimensional de este gran complejo 

(Bralg, et al., 1994), El complejo cilíndrico tiene 150 A de altura y 140 A de ancho,'que encierra 
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una cavidad central donde se ubica el sitio de unión del polipéptido. Cada subunidad de 57 

kDa, está conformada por tres dominios: el ,?pical, el intermedio y el ecuatorial. El extremo amino 

terminal se localiza en el dominio ecuatorial. De ahi. la cadena polipeptidica pasa al dominio 

intermedio, luego al apical: regresa al intermedio y finalmente retoma al dominio ecuatorial 

(Bralg, et al., 1994). El dominio ecuatorial. contiene el sitio de unión al ATP y aporta la mayor parte 

de los residuos que determinan la interacción entre las subunidades (Bralg. e' al .. 1994: Fenton. e' 

al .• 1994). El dominio más pequeño, el intermedio, tiene regiones potenciales que pOdrían actuar 

como bisagras en los sitios de unión con los otros dominios y que permitirían el movimiento de 

estos (HartI 1994). Por su lado, la estructura tridimensional del heptámero de Gro ES revela una 

forma similar a un domo ó cúpula, con un orificio central, que se acoplaría fácilmente sobre el 

orificio central de GroEL (Hunt. e' al .. 1996: Mande. e' al .. 1996). 

Unión del substrato. 

En ausencia de Gro ES, GroEL, puede unir hasta dos moléculas de polipéptidos en el centro de 

cada uno de los anillos a nivel del dominio apical (Hartl. 1996). Sin embargo durante el ciclo 

normal de plegamiento, solo una de las cavidades es ocupada, lo cual sugiere cooperatividad 

entre los dos heptámeros (Langer. et al .. 1992a; ehen. et al .• 1994). No obstante, el requisito de 

que la chaperonlna funcione como dos anillos toroidales, podría no ser absoluto, ya que se ha 

descrito que en mitocondrías humanas la cpn60 funciona como un solo anillo heptamérico 

(VlHanen. et al .• 1992a). Como sea, la formación de un complejo estable, probablemente 

requiere que el polipéptido haga contacto con varias de las subunidades en el heptámero. Se 

ha demostrado que la proteína unida se encuentra en una conformación colapsada similar a lo 

que se ha descríto como el "glóbulo fundido" (Martln. et al .. 1991; Landry. et al .• 1992: Roblnson. et 

al .• 1994; Zahn. et al .• 1996). Este estado de glóbulo fundido fue propuesto desde los inicios de los 

setentas como un Intermediario de plegamiento que ya contiene estructura secundaria similar a 

la proteína nativa, pero que aún no adopta su estructura tridimensional definitiva (I'tIIsyn 1996). 

De hecho se ha propuesto, que las proteínas solo son capaces de existir en tres estados 

termodinámicos: el nativo, el glóbulo fundido y el desnaturalizado, que recordarían a los tres 

estados de la materia: sólido, liquido y gaseoso (I'tIIsyn 1995). Sin embargo, otro reporte señala 

que la chaperonina reconoce a su substrato en un estado mas desnaturalizado que el glóbulo 

fundido clásico (Okazalcl. et al.. 1994). Estos resultados contradictorios se podrían deber a 

discrepancias en el significado preciso del término glóbulo fundido empleado por diferentes 

grupos aunque se apliquen a la misma proteína (Kuwajlma 1996). Sin embargo, es claro que las 

chaperoninas reconocen a su substrato cuando ya tiene bastantes características nativas ya sea 

estructura (l o ~. (Landry & Glerasch. 1991; Schmldt & Buchner. '1992). pero aún expone algunas 
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regiones hidrofóbicas hacia el solvente; dicho de otro modo la interacción de GroEL con su 

substrato es de naturaleza hidrofóbica (Morfln et al •• 1991: Un. et al .• 1995: Horowltz.et al .• 1995: 

Glbbons & Horowltz. 1995). De hecho. en la estructura crístalina de GroEL. se pueden observar en 

el dominio apical. un cierto número de residuos hidrofóbicos expuestos hacia la cavidad central. 

Mutaciones en estos residuos bloquean la capacidad de unión de polipéptidos (fenton. et al .. 

1994). Inclusive se sabe que estos dominios aplcales pueden sufrir un movimiento en bloc. con 

respecto al dominio intermedio. lo que permitiría que en la cavidad central se acomodaran 

substratos pOlipeptídicos de tamaños diversos en el rango de 15-60 kDa; los cuales tendrían 

oportunidad de interactuar con los mencionados residuos hidrofóbicos de la chaperonina 

(Marfln. et al .• 1992: SalbD & Wood. 1993). La idea de que cpn60 interactúa y protege regiones 

hidrofóbicas expuestas en sus polipéplidos substrato. es reforzada por el reporte de que micelas 

de lípidos y detergentes anfipáticos pueden imitar la acción de la chaperonina en el 

plegamiento de polipéptidos desnaturalizados (Zordeneto & Horowltz. 1992). Así. fuera de estas 

características de las proteínas substrato: estar parcialmente desnaturalizadas en la forma de 

"glóbulo fundido". expaniendo algunas regiones hidrofóbicas; las cpn60 no muestran ninguna 

predilección por regiones específicas o secuencias de residuos de aminoácidos par:ticulares. Es 

par esta razón que se dice que las chaperoninas son paradójicamente promiscuas (Londry & 

Glerasch 1994). 

El ciclo de p1egomlento. 

En términos generales hay tres niveles funcionales que" contribuyen a la alta eficiencia del 

plegamiento de palipéptidos por las chaperoninas. 1) Prevención de la formación de agregados 

debido a la unión de palipéptidos parcialmente desnaturalizados. 2) Localización de 

polipéptidos desnaturalizados en un compartimento de plegamiento aislado. 3) Re-unión y 

rearreglo estructural de los polipéptidos que no han alcanzado su estructura nativa (Horfl & 

Morfln. 1992). Si bien la unión del polipéptido no-nativo es independiente de cualquier factor. la 

capacidad de GroEL para proveer un compartimento de plegamiento depende generalmente 

de cambios conformacionales que son inducidos por la llamada co-chaperonina GroES/cpn 1 O 

(Chondrasekhar. et 0/ •• 1986; Marfln. et al .• 19930; Chen et al •• 1994). La liberación del péptido o su 

re-unión requiere de la altemancia de ciclos de unión desunión GroEs-GroEL que son regulados 

por la capacidad de hidrólisis de ATP que pasee GroEL (Bloom. et al .• 1983; Hemmlngsen & EIIls. 

1986; Bochkorevo et al .• 1988; Goloublnoff. et al •• 1989; MorfIn et al •• 19930). Estudios de 

microscópía electrónica han revelado que Gro ES se une solo a uno de los extremos de GroEL. en 

el dominio apical (Longer et al •• 19920; Chen et al .. 1994). Otros autores sin embargo. han 

reportado la formación de complejos simétricos donde GroES es visualizada en los dos extremos 
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de GroEL. argumentando además la importancia funcional de este complejo (Azem el al., 1994; 

Schmldt el al .• 1994 Todd, el al.. 1994). Más recientemente se ha cuestionado la relevancia de 

dichos complejos y se ha sugerido que en dichos reportes se utilizaron concentraciones elevadas 

no fisiológicas de magnesio osi como un pH alto (Engel el al., 1995). En apoyo a los complejos 

asimétricos. cabe considerar que desde hace tiempo que las cinéticas de reacción bioquímicas 

han Indicado que la capacidad óptima de plegamiento e inhibición de la actividad de ATPasa 

se logra con una estequiometria 1: 1 de tetradecámeros de GroEL a heptámeros de GroES 

(Chadrasekhar el al., 1986; Goloublnoft el al., 1989; Langer el al., 1992a; Martln el al., 1993a; 

Hayer-HartI el al., 1995). Estos puntos de discrepancia sirven para enfatizar que aún son muchos 

los aspectos obscuros en la función y mecanismo de acción de las chaperoninas (Buchner, 1996). 

Como sea. en complejos simétricos o asimétricos. se ha reportado que la unión de GroES 

conduce al desplazamiento de la proteína unida en la región del dominio apical de GroEL, 

forzándola a que penetre mas profundamente a una región hidrofilica permisiva del 

plegamiento (Martln el al., 1993a: Hartl1994: Mayhew el al., 1996; Welssman el al .• 1996). Además. 

la asociación de GroES bloqueando el orificio central de GroEL. también tendría la función de 

prevenir la difusión del substrato al medio extemo, ya que el paso de un anillo al otro del deca­

tetra-oligómero no está libre (Brolg el al .• 1994; Mayhew & Hartl, 1996). Todos estos pasos de unión 

del substrato. unión de GroES. hidrólisis de ATP. liberación del substrato. re-unión del mismo. 

Involucran una compleja red de interacciones alostérícas caracterizadas por una cooperatividad 

positiva en la unión e hidrólisis del nucleótido en cada anillo de GroEL y una cooperatividad 

negativa para la unión del substrato entre los anillos (Martln el al., 1993a; Todd el al., 1994; Hayer­

Hartl el al .• 1995; HartI 1996). Una descripción detallada de cada paso. queda fuera de la 

intención de esta introducción. Sin embargo. hay algunos puntos que sería interesante 

mencionar. El costo energético de cada ciclo de plegamiento es alto. Se ha calculado que por 

cada polipéptido plegado se gastan alrededor de 100-130 moléculas de ATP (Martln el al., 1991). 

Este gasto probablemente se debe a que cada monómero del tetra-deca-oligómero hidroliza 

varias moléculas de ATP durante múltiples ciclos de unión de Gro ES antes de que el substrato 

adquiera su conformación nativa (Martln el al., 19930). Aunque los detalles varían. en general se 

acepta que durante el ciclo de plegamiento los dos anillos de GroEL no son equivalentes. En el 

anillo denominado cis se asocian· el substrato y posteriormente Gro ES. En este momento podrían 

ocurrir cambios conformaclonales asociados a una rápida hidrólisis 'de ATP. pero no 

necesariamente plegamiento del substrato. Casi simultáneamente el otro anillo denominado 

frans une ATP. pero su hidrólisis no es inmediata (este anillo puede unir a GroES. pero no se asocia 

al substrato). Sorprendentemente esta unión de ATP dispara un "reloj" de t1/2= 15-30 segundos. 

Después de este tiempo se hidroliza el ATP con la subsecuente liberación de GroES dando la 
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oportunidad al substrato de salir al medio ya sea plegado o para unirse nuevamente al anillo cis 

y repetir el ciclo. Se ha propuesto que el significado funcional de este "timer" posiblemente está 

relacionado con un compromiso entre la velocidad de plegamiento y la facilidad de plegarse 

de los diferentes substratos de GroEL. Un timer más rápido tal vez sería inadecuado para 

polipéptidos lentos (some misfolders: slow folders: no folders) y un timer mas lento sería 

desventajoso para proteínas que requieren menos asistencia de la chaperonina (fast folders: 

some misfolders) (Welssman et al., 1996). Así. conceptualmente el plegamiento del substrato 

ocurre en una serie de reacciones iterativas que corresponden a los ciclos de hidrólisis de ATP 

(Todd et al., 1996). 

La Jaula de Anftnsen. 

Como quedó señalado anteriormente, desde las épocas de Anfinsen. se ha planteado una 

especie de paradoja entre el plegamiento polipeptídlco in vivo contra in vitre (Anftnsen 1973; ElRs 

1996). Actuaimente se piensa que una de las diferencias fundamentales entre estos procesos es lo 

que se ha llamado conglomeración macromolecular (HaIfI 1996). Este concepto se refiere al 

hecho de que una fracciÓn considerable del volumen celular estó ocupado por proteínas y otras 

macromoléculas que alcanzan una concentración de alrededor de 340g por litro (Zlmmerman & 

MlRon 1993). Una consecuencia directa de esta conglomeración macromolecular es la de 

incrementar las constantes de asociación por arriba de las prevalentes en soluciones diluidas por 

varios ordenes de magnitud (EIOs & Hartl 1996). Por esta razón se entiende que el plegamiento 

exitoso in vitro sea favorecido al usarse bajas concentraciones de proteína y bajas temperaturas 

(Anftnsen. 1973). En este sentido es de notar que inclusive los experimentos de plegamiento in 

vitro que utilizan chaperonas moleculares. ni siquiera se acercan a las condiciones prevalen tes 

en el interior de las células (ElOs & Hartl1996). Se ha propuesto que se podrian simular condiciones 

de alto nivel de congestiona miento incluyendo en los experimentos polímeros de alto peso 

molecular como el Ficoll 70 y el Dextran,70 (Zlmmerman & MIRon, 1993). Sin embargo. es posible 

que ni así acabáramos de tener una idea clara del nivel de aglomeración. ni de las múltiples 

posibilidades de interacciones equivocadas que pueden ocurrir dentro de una célula (Goodsell 

1991 ). 

Así. estas consideraciones sugieren que el simple hecho de confinar al polipéptido substrato 

dentro de la cavidad de GroEL, sería equivalente a efectuar un procedimiento similar a los 

protocolos de Anfinsen. Al entrar la proteina a este medio aislado. la proteína alcanza una 

dilución infinita. Dicho de otro modo. en una primera aproximación. el plegamiento dentro de la . 

cavidad de GroEL seria equivalente al plegamiento en el tubo de ensayo. resolviéndose el 

problema de agregación. Estas consideraciones fueron expuestas por primera vez por Nilsson y 
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Anderson (NUsson & Anderson 1'1'11). Posteriormente, honrando los experimentos pioneros de 

Christian Anfinsen en este campo, este modelo de plegamiento en aislamiento ha sido llamado 

"la jaula de Anfinsen" (SalbU et al., 1'1'13). La localización de la proteina en confinamiento en la 

jaula de GroEL, podría tener consecuencias fisicas adicionales. A la manera de un aguijón, al 

pasar la proteina de interacciones iniciales de reconocimiento hidrofóbicas con la chaperonina, 

a una región m6s hidrofilica de la jaula (vide supra) (Martln et al" 1'1'13a; Hartl 1'1'14; Mayhew et 

al" 1'1'16; Welssman et al., 1'1'16) , se podría promover la intemalización de los residuos 

,hidrofóblcos expuestos mas efectivamente que en solución (Hartl1'1'16). Llevando la analogía de 

la jaula un poco mas a1l6, se ha mencionado que el papel de GroES es equivalente al del 

carcelero (ElOs, 1'1'14b). Es curioso como el uso de palabras del lenguaje común, en el terreno 

científico produce, a veces no Intencionalmente, conceptos extraños, La definición de 

diccionario de chaperón, ~e refiere a una persona, habitualmente una mujer madura, que 

acompaña a una dama, habitualmente no casada, para guiarla, protegerla y evitar que se den 

relaciones incorrectas ("dangereux liasons"/dangerous liaisons) (ElOs 1'1'IGb). Implícito en esta 

definición est6 el hecho de que habitualmente la chaperona tiene un comportamiento gentil, 

bondadoso, e inclusive ocasionalmente puede actuar en el sentido opuesto a aquel que se 

supone debe seguir (La Celestina era una chaperona). Ahora con el concepto de la jaula, esta 

gentileza se pierde. Las proteínas "mal portadas" son encarceladas, e Inclusive hay un celador 

(GroES), que no las deja salir hasta que han regresado al "buen camino". Este enfoque, 

implícitamente contiene un elemento de castigo. Las proteínas se portan mal y son enviadas a la 

c6rcel, No ser6 sorprendente que próximamente se mencione en la literatura del campo, que el 

costo energético del plegamiento es equivalente a pagar una fianza en moléculas de ATP. 

Plegar o desplegar. 

Adem6s de que el modelo de la caja de Anfinsen tiene atractivos conceptuales y mecanísticos 

muy obvios, existe una buena cantidad de, evidencia experimental a favor de este modelo (e. g. 

Ostermann et al., 1'1S'1; Martln et al., 1'1'11; Martln, et al .. 1'1'12; Langer et al., 1'1'12a; Marfln et al., 

1'1'130; SalbU et al., 1'1'13; Chen et al., 1'1'14; Hayer·Hartl et al., 1'1'15; Mayhew et al., 1'1'16; Welssman 

et al., 1'1'16) . Sin embargo, por otro lado existen también numerosos trabajos que sugieren que las 

chaperoninas m6s bien tienen un papel de desnaturalizar al polipéptido (Bochkareva et al., 1'188; 

Zahn et al" 1'1'14; Todd et al., 1'1'14; Welssman et al., 1'1'14; lanson et al., 1'1'15; Taguchl & Yoshlda 

1'1'15; Zahn et al., 1'1'16). En general en dichos reportes si bien el producto final es la proteína 

nativa, durante la fase cíclica de interacción GroEL . substrato, se pueden detectar intermediarios 

de plegamiento en solución después de que han entrado y salido de la jaula. La conclusión 

razonada de estos resultados es que una proteína trataria de adquirir su conformación nativa en 
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el citoso!. objetivo que en ocasiones no lograría. quedando "atrapada" en una conformación 

inadecuada. La participación de la chaperonina seria entonces desnaturalizar a ese 

intermediario y regresarlo al citoso!. para que la molécula intentara nuevamente plegarse 

"espontáneamente" (Welssman et al .. 1996; Todd et al .• 1996). Así. estos puntos de vista opuestos 

acerca de lo que realmente hace una chaperonina en su interior -(de lo que no hay duda es de 

que el substrato tiene que entrar al interior del anillo)- por el momento no están resueltos (ElOs & 

Hartl. 1996). A veces se argumenta que unos u otros protocolos experimentales no son correctos 

(Hartl 1996). Otras veces. se concede que los resultados discrepantes se podrian deber a la 

naturaleza del substrato i. e. algunas ptoteínas como la dihidrofolato reductasa se pliegan 

dentro del anillo. mientras que otras como la rodanasa salen de la jaula (ase escapan?) . 
• 

desnaturalizadas ("como locas"). pero eso si. en un estado de compromiso de plegamiento ("a la 

próxima si la logro") (Mayhew et al .. 1996; Welssman et al .• 1996). Recientemente un reporte. 

propone que los substratos pOdrían salir a veces plegados y a veces desnaturalizados (Bumon et 

al., 1996). Una solución a estos conflicfos y contradicciones ha sido esbozada recientemente. Al 

analizar la "desnaturalización" de Rnasa TI por GroEL se determinó que la chaperonina tiene una 

alta afinidad por este estado (desnaturalizado) de la proteína. de tal manera que el equilibrio 

global de confórmeros se Inclina hacia este estado. pero no cataliza la desnaturalización (WaHer 

et al .. 1996). Dicho de otro modo. desde el punto de vista conceptual. la distinción entre si la 

chaperonina pliega o desnaturaliza a su substrato, podría ser trivial o semántica. Se podría decir 

que GroEL puede desnaturalizar a un intermediario mal plegado por medio de un mecanismo 

termodinámico acoplado. cuando la energía libre de Gibbs de la unión a GroEL es mayor que la 

estabilidad conformacional del intermediario y cuando su tasa de desnaturalización es alta 

(WaHer et al., 1996). Ideas similares habían sido propuestas por John Ellis desde 1990. En particular 

Ellis decia que era posible representar gráficamente el modelo de acción de una chaperonina. 

visualizando la energia libre para el plegamiento polipeptídico en la célula contra dos posibles 

resultados: la proteína adquiere rápida y espontáneamente su conformación nativa o se pliega 

incorrectamente y queda atrapada en un intermediario de plegamiento. Ellis especulaba que 

para algunas proteínas la adquisición de la estructura correcta podría estar favorecida tanto 

cinética como termodinámicamente y por lo tanto no se requerirían chaperonas. En otros casos 

las chaperonas podrían ser esenciales para favorecer la adquisición de la estructura nativa. 

inhibiendo ya fueran las vías de plegamiento incorrecto o ya fuera disminuyendo la energía de 

activación de la vía de plegamiento correcto (ElDs 199Gb). Aparentemente en el caso de la 

chaperonina citoplasmática TRie. existe evidencia de que las proteínas substrato mantienen y 

posiblemente adquieren su conformación nativa en el interior de la chaperonina (nan et al., 

1995a). 

36 



Consideraciones adicionales 

Si la función de las chaperoninas es promover el plegamiento y ensamble de otras proteínas 

¿cómo se pliega y ensambla una chaperonina? La respuesta es ella misma. Ha sido demostrado 

que GroEL se auto-chaperonea. Esto es. cuando se hacen experimentos de replegamiento in 

vitro de GroEL. se requiere la presencia de GroEL nativo para que se formen nuevos oligómeros 

(Ussln el al .• 1990). Aún más. la Hsp60 de mitocondria es sintetizada en el citoplasma y debe de 

atravesar la membrana de la misma para desempeñar su función (Hartl & Neupert 1990). En este 

sentido la Hsp60 se comporta como cualquier otra proteína que sea importada al organelo y 

requiere de la presencia de Hsp60 pre-ensamblada funcional para poder formar oligómeros 

(Cheng el al .• 1990). Sin embargo. es posible que los oli!ilómeros se ensamblen a partir de 

monómeros nativos (L1ssln 1995). También. se ha reportado un protocolo que requiere sulfato de 

amonio y magnesio/ATP. mediante el cual es posible renaturalizar una pequeña cantidad de 

GroEL in vitro (Ybarra & Horowltz 1995). Sin embargo. pareceria que in vivo. cpn60 es de las 

proteínas que obligada mente requieren cpn60. Por el otro lado cpn 10 parece ser capaz de 

plegarse y ensamblarse sin ayuda ni de otra chaperonina. ni de protocolos rebuscados de 

plegamiento in vitro (Mascagnl el al .• 1991). Recientemente estos resultados han sido confirmados 

y además se ha demostrado que GroES es capaz de asistir al plegamiento asistido de GroEL por 

ella misma (Searle el al .• 1996). Dicho de otro modo GroES se puede plegar espontáneamente. 

pero GroEL requiere GroEL y mejora su plegamiento si Gro ES asiste en la reacción. 

Si bien in vitro las diferentes Hsps pueden actuar solas. in vivo en general. cooperan unas con 

otras en una compleja red de asociaciones (Buchner. 1996). En particular. en la mitocondria la 

Hsp70 y la Hsp60 interaccionan secuencialmente con los mismos substratos (Mannlng-Krleg el al .• 

1991). De igual manera en E. coli. las proteínas substrato primero se unen al complejo DnaK y 

DnaJ. para posteriormente con la participación de GrpE. ser transferidas a GroEL/GroES (Langer 

el al .• 1992b). Adicionalmente a lo anterior. se ha demostrado que en sistemas eucariontes a 

medida que la proteína va saliendo del ribosoma. interactúa secuencialmente con Hsp70. Hsp40 

(el homólogo de DnaK) y finalmente con la chaperonina del citoplasma eucarionte TRie 

(Frydman el al .• 1994; Frydman & HartlI996). 

En el espacio interior de la chaperonina. parece que se puede acomodar una proteína globular 

. de hasta 90 kDa ( Ellls. 1993). A este respecto. un problema no resuelto se refiere a la cuestión de 

cómo una proteína de mayor peso molecular podria entrar en esta cavidad central (HartI1996). 

Recientemente un estudio de inmuno-microscopia electrónica indica que si bien el 80-85% de la 

chaperonina mitocondrial de mamíferos se localiza justamente en las mitocondrias: el 15-20 % 

restante se localiza en sitios discretos extra-mitocondriales. Estos sitios incluyen algunos próximos a 
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la membrana extema de las mitocondrias. pero también se localizan cerca del reticulo 

endoplásmico. la superficie celular. vesículas no identificadas y en peroxisomas. Experimentos de 

inmunoprecipitación muestran que.en condiciones normales estos foci. no corresponden al 

precursor sin procesar de Hsp60. De hecho cuando se bloquea el importe a las mitocondrias con 

el ionóforo nonactina. solo se puede detectar el precursor. sugiriendo que Hsp60 tendria que ser 

importada a la mitocondria. ser procesada y después regresar a estos otros sitios. Estos estudios 

plantean interesantes preguntas acerca del posible papel de Hsp60 en sitios extra-mitocondriales 

(SoHys & Gupta 1996). 

¿Cuáles son los substratos fisiológicos de las chaperonlnas? 

Si bien el interva.lo de substratos que han sido ensayados in vitro es relativamente limitado. por el 

otro lado hay mucha evidencia experimental que indica que el rango de proteínas que 

interaccionan o requieren de chaperoninas es muy amplio. En primer lugar. se sabe que los 

productos polipeptídicos codificados por groEL y groES. son esenciales para la viabilidad celular y 

son requeridos para el crecimiento a todas las temperaturas. Mutantes en los que se han 

suprimido estos genes no son viables (Fayet el al" 1989). Asimismo se ha demostrado que la 

amplificación y/o sobreexpesión de groEL/groES. suprime ya sea el efecto de mutantes 

termosensibles particulares (dnaA46 / implicado en el inicio de la replicación en criC). asi como 

de múltiples productos polipeptídicos. lo cual sugiere un papel general de estas chaperoninas en 

las vías de plegamiento (Fayet el al .• 1986; Van Dyk el al., 1989). Por su lado. se ha demostrado 

que la Hsp60 mitocondrial es esencial para ei'ensamblaje de proteínas que son importadas a las 

mitocondrias de levadura (Cheng el al" 1989). También hay trabajos de que las proteínas que 

son importadas al cloroplasto requieren cpn60 (Lubben el al., 1989). Este tipo de evidencia ha 

llevado ha considerar que las chaperoninas son promiscuas y que in vivo obligatoriamente 

muchas proteínas las requieren aun en circunstancias donde no hay stress ni sobreexpresión 

(VIltanen el al" 1992b). No obstante lo anterior. no es totalmente claro qué significa "muchas 

proteínas". ni que tanto se deben generalizar este tipo de conceptos. Dicho de otro modo no 

está totalmente establecido qué proporción de proteínas interactúan necesariamente con las 

chaperoninas (Hartl 1996). Aún más. la rodanasa es uno de los substratos tradicionales en los 

ensayos in vitro de plegamiento asistido por chaperoninas. sin embargo se han reportado 

protocolos de plegamiento con una recuperación mayor del 80% en ausencia de chaperonina 

(Mendoza el al., 1991). 

En la siguiente sección que sigue quisiera acotar y delinear algunas ideas que me parecen 

relevantes al respecto del plegamiento asistido por las chaperoninas. 
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A veces en los experimentos de plegamiento in vitro, una chaperonina particular puede mostrar 

diferencias con respecto a substratos diferentes (Marfln el al" 1993a; Mayhew el al" 1996); 

inciusive a veces no se logra plegar a una proteína desnaturalizada. Por ejemplo, ni GroEL. ni 

cpn60 mitocondrial son capaces de asistir en el plegamiento de p-actina ni a.-tubulina (ambas 

proteínas se localizan en el citoplasma de células eucariontes donde interactúan con la 

chaperonina citoplasmática. vide infra). Ambas proteínas son unidas y liberadas en ciclos por 

GroEL/mcpn60. pero no se produce proteína nativa como producto final (TIan el al" 1995b). Una 

conclusión obvia de estos resultados es que la estructura de las proteínas y la maquinaria de 

plegamiento han co-evolucionado de tal manera que las chaperoninas muestran preferencias y 

particularidades dependiendo del organismo o del compartimento celular (HarfI1996). 

Por otro lado. un estudio reciente del grupo de Arthur L. Horwich. quien usó una mutación 

termosensible para apagar la producción de GroEL in vivo. concluye que un mínimo de 30% de 

las proteínas solubles en E. coli requieren GroEL para plegarse correctamente en condiciones de 

heat-shock. En general, en estos experimentos al pasar las células a la temperatura no-permisiva. 

la tasa global de síntesis de proteínas disminuye (como ya había sido descrito). pero en particular 

usando geles bidimensionales, se observa que algunas proteínas si bien son traducidas no 

alcanzan su conformación nativa y forman agregados insolubles (Horwlch el al,. 1993). Se puede 

enfatizar entonces que un importante grupo de proteínas necesitan de GroEL. En este sentido, los 

resultados del grupo de Horwich a grosso modo. concuerdan con otras observaciones in vitro 

que indican que aproximadamente el 50% de las proteínas solubles de E. coli se unen a GroEL 

después de diluir el agente desnaturallzante (VlHanen el al,. 1992). Pero la otra cara de la 

moneda está en que ambos resultados también indican, que entre el 50 y el 70% de las proteínas 

de E. coli, no requieren la ayuda de GroEL. Un caso particular es el que la p-galactosidasa no se 

ve afectada ni en su actividad especifica, ni en su solubilidad (Horwlch el al., '1993). Así una 

interpretación colateral sería que muchos más polipéptidos o bien utilizan asistencia de otras 

chaperonas moleculares como Hsp90, Hsp70, sHsps; o bien logran adquirir su conformación 

nativa de una manera espontánea. Respecto al primer punto, efectivamente se sabe que las 

chaperonas moleculares llegan a ser hasta cierto punto intercambiables e inclusive dispensables 

(Buchner 1996; Bardwell & Cralg 1988). Respecto al segundo punto, desde luego la posibilidad de 

que algunas proteínas no requieran de asistencia in vivo para plegarse ha sido considerada (ElIIs 

1990b; Todd el al" 1996; Walter el al" 1996; Welssman el al., 1996). Al respecto se ha reportado 

que no todas las proteínas desnaturalizadas cuando son micro-inyectadas, son capaces de 

disparar la respuesta de stress (Mlttlln & Cohen 1994). Pero aun así la pregunta subsiste ¿en 

concreto cuántas proteínas realmente requieren chaperoninas para plegarse in vivo? 

Recientemente George H. Lorimer ha sugerido una respuesta concreta (Lorlmer 1996b). De 
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manera independiente, supongo, John Ellis y Franz Ulrich Hartl han llegado a conclusiones 

similares (ElIIs & Hartl 1996). El razonamiento es como sigue. En lo general tenemos una idea 

razonable de la complejidad interior de una célula bacteriana como Escherichia cofi (Goodsnell 

1991). Considerando 1.56 x 10.13 g de proteína por célula, y suponiendo un peso molecular 

promedio de 40,000 daltones; entonces podemos consíderar que en prpmedio en el ínterior de E. 

coli debe de haber alrededor de 2.35 x 10· cadenas polipeptídicas. Sabiendo el tiempo de 

duplicación (40 minutos), se puede calcular la tasa mínima de síntesis de proteínas que 

correspondería a alrededor de 60,000 cadenas polipeptídicas por minuto por célula. Inclusive 

podríamos calcular con estas cifras que en promedio cada uno de los 35,000 ribosomas de E. 

coli, sintetiza un pOlipéptido cada 35 segundos, que corresponde' a aquellos reportes de Howard 

Dintzís referentes a que en cada ribosoma se incorporan en la cadena polipeptídica 10 

aminoácidos por segundo. Pero el punto realmente relevante es que cada 35 segundos salen de 

los ribosomas 35,000 nuevas cadenas polipeptídicas que deben plegarse correctamente, y este 

proceso continúa durante la fase de crecimiento exponencial, para que al final de cada ciclo 

celular deberán haber sido sintetizadas y plegadas mas de dos millones de cadenas 

polipeptídicas. La pregunta que se hace Lorimer es ¿existe suficiente Gro EL/Gro ES en la célula 

para contender con esta profusión de síntesis de proteínas? La respuesta concreta, directa es: no, 

no hay chaperonina que alcance para esta tasa de plegamiento. Pero creo que vale la pena 

abordar un poco sobre el enfoque de Lorimer. 

Para tener una respuesta a su pregunta; de hecho para que el plantear la pregunta sea posible; 

Lorimer tuvo que reunir una cantidad de datos dispersos en la literatura, que han sido obtenidos 

pacientemente por una gran cantidad de investigadores. Estos no son datos espectaculares 

(como calcular el volumen celular o la concentración de macromoléculas yagua), pero son 

resultados especificos que al irse juntando pueden dar una visión mucho mas amplia. Un punto 

de vista que o menudo paso desapercibido, es que actualmente lo biología molecular continúo 

siendo una disciplino principalmente descriptivo (Maddox 1994b). Por ejemplo es claro que los 

varios proyectos de secuenciación de genomas completos pretenden en esencia tener la lista de 

genes y su secuencio de nucleótidos (Oslon. 1995). Claramente, por si mismo este catálogo no 

nos va o decir nado acerco de lo lógico molecular de funcionamiento de un sistema biológico. 

Codo vez que se reporto lo secuencia de un nuevo 'genoma la impresión que le queda o uno es 

de atiborramiento. Es cloro que hoy por hoy, cientos de miles o millones de pares de bases son 

simplemente indigeribles (Short, 1995). Poro tener una idea de la magnitud de los proyectos de 

secuenciación, el catálogo de genes se ha comparado con la tabla periódica de 105 elementos 

i. e. 100,000 genes en el humano vs. 100 elementos en la tabla (Lander, 1996). No obstante el 

aparente estado de confusión que actualmente nos pueda porecer que se. deriva de estos 
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proyectos. es claro que si queremos movemos hacia la siguiente etapa del conocimiento. vamos 

a tener que intentar asimilar los datos y encontrar nuevas formas de visualizar los genomas. El 

momento actual. es el momento previo a una posible síntesis e integración del conocimiento que 

tenemos de los sistemas biológicos a nivel molecular. que va a cambiar radicalmente nuestra 

forma de ver la vida. Desde luego el saber totalmente la secuencia de los 4.000 genes de E. cofi o 

de los 100. 000 genes del humano no nos va a decir qué es un hombre. ni siquiera qué es una 

bacteria. Pero ya se anticipa que este conodmiento va a tener un impacto notable no solo en la 

ciencia sino en nuestra vida cotidiana. Actualmente estamos apenas comenzando a olfatear en 

las listas de genes. ya se anticipa que no pasará mucho tiempo antes de que comencemos a 

extraer conclusiones mas generales (Maddox. 1994b). Por ejemplo. aunque en realidad no esté 

secuenciado ni el 5% de genoma humano. ya se anuncia que "alegremente" nos dirigimos a la 

era postgenómica (Nowak. 1995). Desde luego. no ha pasado desapercibido el hecho de que 

las proteínas son los efectores teleonómicos de la economía celular (Monod. 1971) Y que si 

queremos entender a los genomas necesitamos entender al "proteoma"; queriendo este término 

significar las relaciones estructurales. funcionales y regulatorias de las proteínas en las células 

(Kahn. 1995; Lander. 1996). Es curioso a este respecto. que si bien entendemos en lo general el 

código genético. aún no comprendamos lo que se ha llamado la segunda mitad del código 

genéHco que son precisamente las reglas de plegamiento de los polipéptidos. esto es. cómo es 

que la información adimensional del gen produce estructuras tridimensionales funcionales que 

dan a las proteínas sus propiedades biológicas (EJOs & van der Vles. 1991). En concreto. antes de 

la gran síntesis. viene la fase descriptiva y de recopilación de datos. Una analogía podria ser 

ilustrativa. Antes de que Darwin pudiera hacer esa gran síntesis conceptual que conocemos 

como la Teoria General de Evolución por Selección Natural; Lineo tuvo que producir un sistema 

de clasificación coherente de los organismos. Dicho de otro modo. El sistema de clasificación de 

Lineo de acuerdo a las caracteristicas morfológicas de los seres vivos. constituye un catálogo 

ordenado de la complejidad biológica que fue fundamental para que Darwin pudiera extraer 

conclusiones mucho más amplias y generales (Darwln 1872) . Lineo demarcó las caracteristicas 

de los individuos a nivel especifico. Darwin trascendió este nivel y percibió. que lo importante en 

la evolución es la población (Jacob 1970). En este sentido. Darwin se anticipó inclusive a 

Boltzman. Maxwell y Gibbs al incorporar conceptos que abarcan grandes números. Cuando 

pensamos que el biólogo molecular modemo no puede dejar de considerar la ley de acción de 

masas. aunque a veces no sea sencillo hacerlo (Maddox 1994b). implícitamente se está rindiendo 

un tributo al raciocinio de Darwin. Si aislamos y caracterizamos moléculas sin considerar su 

entomo físico real estamos limitando nuestra perspectiva. Tanto a nivel evolutivo como a nivel 

molecular. cantidades especificas de individuos o moléculas logran que eventos altamente 
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improbables ocurran con certeza. o como elegantemente lo dijera el gran Jacques Monod: del 

azar surge la necesidad (Monod. 1971). Regresando al planteamiento inicial. Sydney Brenner ha 

enfatizado que actualmente la biología molecular ha regresado a la vieja tradición científica de 

observación. medición y cuantificación; una ganancia en su opinión. Brenner opina que aquellos 

que quieren saberlo todo acerca de una sola cosa. deben ser comprensivos con aquellos que 

quieren aprender un poco de fenómenos más generales y ciertamente antes de los experimentos 

cruciales. de las grandes integraciones. están los catálogos. los datos concretos. las medidas y 

cuantificaciones (Brenner. 1992). No es necesario ser demasiado rebuscado. un manejo sencillo 

de los datos puede llegar a revelar mucho más de lo que se piensa. Ese es justamente el enfoque 

de Lorimer. 

Habiendo calculado la tasa de síntesis de proteínas. Lorimer utilizando datos de la literatura. 

calcula la cantidad de GroEL en la célula bacteriana. Se sabe a grosso modo que E. coli. 

contiene 1.35 y 0.24% de GroEL y GroES respectivamente respecto a la proteína total. Durante el 

stress calórico GroEL puede llegar a constituir hasta el 15% de la proteína total (Undqulst. 1986). 

Sabiendo el peso molecular de los monómeros y su ensamblaje en oligómeros. se puede calcular 

que en E. coli durante la fase de crecimiento exponencial existen 1.580 parlículas de GroELI4 y 

3.072 de GroES7. La razón de la presencia de aproximadamente el doble de oligómeros de Gro ES 

es posiblemente una consecuencia de que ambos genes se encuentran en un operón 

policistrónico (mly et al.. 1981). Por otro lado. se ha sugerido que esta asimetría de 

concentraciones podrla dar apoyo a la propuesta de que el intermediario funcional de la. 

chaperonina es la estructura simétrica con dos moléculas de Gro ES asociadas a los extremos de 

GroEL. vide supra (Lorlmer 1996). Sin embargo. un punto de vista altemativo sería que. dado que 

Gro ES se asocia y disocia de GroEL durante los ciclos de plegamiento. justamente se esperarla 

que su concentración fuera mayor para facilitar el encuentro por difusión del heptámero y del 

decatetrámero. Ahora. promediando las tasas de plegamiento asistido por chaperoninas. Lorimer 

calcula que a 37 oC éstas van de 0.07 min-1• a 1.05 min-1• Aun considerando la tasa más rápida y 

multiplicando por el número de moléculas de GroEL. se concluye que a lo sumo se podrían 

plegar 1.660 cadenas polipeptídicas por minuto. por célula. o sea 36 veces menos que la tasa 

mínima de producción de cadenas polipeptídicas. Dicho de otro modo. la chaperonina de E. 

coli. solo es responsable del plegamiento de una pequeña proporción (2-5'70). del total de 

proteínas en la célula (Lorlmer. 1996b). Como se indicó anteriormente Ellis y Hartl. utilizando 

cálculos similares concluyen que GroEL alcanza para asistir al plegamiento del 7.5% del total de 

polipéptidos (ElUs & Harll 1996). Estos resultados sugieren entonces que o bien muchas proteínas 

alcanzan su conformación nativa de manera espontánea en ausencia de stress o bien son 

asistidas por otras chaperonas moleculares (Lorlmer 1996b; ElIIs & Harll 1996; Buchner. 1996). 
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Entonces el hecho de que las chaperoninas puedan asistir al plegamiento 'de substratos proteicos 

in vitro, no necesariamente prueba que talo cual proteína es su substrato in vivo, y entonces , 
aparece ahora un punto de vista algo contrastante con la supuesta promiscuidad de las 

chaperoninas: el 90-95% de las proteinas de E. coli normalmente no necesitan a GroEL (Lorlmer, 

1996b). Por supuesto en condiciones de stress, donde se incrementa la tasa de síntesis de GroEL y 

disminuye la tasa global de síntesis de proteínas (Horwlch el al .. 1993), el papel de la chaperonina 

debe ser más relevante y de hecho esto explicaña su promiscuidad. Sin embargo, es curioso que 

en Drosophila la Hsp60 no se comporte como una proteína clásica de stress calórico (Lakholla & 

SIngh 1996). En apoyo a este rango de substratos más limitado de las chaperoninas, 

recientemente se ha reportado que el sistema de chaperonina no es esencial para el 

plegamiento de todas las proteínas que son importadas a las mitocondrias de la levadura 

(Rospert el al., 1996). Como sea, vemos que actualmente el péndulo está oscilando de la 

hipótesis de que las chaperoninas interactúan con una wan cantidad de substratos, a un 

enfoque que circunscribe mas a los pOlipéptidos que in vivo requieren chaperoninas. Pero aun 

así. hay dos aspectos que no pueden ser minimizados: a) la presencia universal de homólogos de 

GroEL a lo largo de la escala filogenética que habla de su papel fundamental e indispensable 

(ZeDstra-Ryalls, el al •• 1991; Gupta 1995) y b) el hecho de que graELlgroES sean indispensables a 

todas las temperaturas y que mutaciones en estos genes no son viables (Fayet el al., 1989). A este 

respecto, Lorimer calcula que si E. coli contiene alrededor de 1.860 proteínas diferentes el 4% de 

éstas equivalen a aproximadamente 74 proteínas. Si todas éstas, son absolutamente 

dependientes de GroEL para alcanzar su conformación nativa, entonces la deleción de 

groEL/groES seña el equivalente de simultáneamente suprimir los genes de esas 74 proteínas. Si 

sólo uno de estos codificara un producto pOlipeptídico esencial para la sobrevivencia de la 

célula, se entendería por que el efecto de deletar a groELlgroES es letal (Lorlmer 1996b). A este 

respecto, utilizando una estrategia de mutagénesis por inserción al azar, se ha estimado que la 

frecuencia de productos génicos esenciales en Bacillus subtilis (cuyo genoma es de tamaño 

similar al de E. coli), es de aproximadamente 7-8% (6:79). Estos genes mapean a todo lo largo del 

genoma de esta bacteria y algunos como dnaA. dnaB y rpoD, han sido identificados (Itaya 

1995). Desde luego esta coincidencia de cifras, no implica que justamente esos genes esenciales 

sean los mismos que requieren a GroEL para plegarse: pero refuerza la idea de que al menos 

algunos de los productos polipeptídicos que requieren a la chaperonina podñan ser esenciales 

(Lorlmer 1996b). Una conclusión de los experimentos arriba descritos es que el tamaño mínimo 

para discriminar entre lo vivo y lo no vivo se ubica entre 318-562 kpb de tamaño de genoma 

(Itaya 1995). En este respecto, el mayor tamaño de genoma reportado para un virus es de 370 

kbp (Itaya 1995) y el de Mycoplasma genitalium, reportado como el gen ama más pequeño para 

43 



un organismo de vida libre es de 580 kbp (Fraser el al., 1995). Mycoplasma tiene homólogos de 

dnal( dnaJ, grpE y groEL/ES. 

Aspectos particulares de las chaperonlnas en plantas (vegetales). 

Como se describió antes la chaperonina RuSBP (cpn60). fue la que permitió desarrollar a 

profundidad el concepto de chaperona molecular (Gatenby & EIIIs, 1990). Cuando esta proteína 

plastídica es purificada a homogeneidad y analizada en geles desnaturalizan tes de 

poliacrilamida se pueden resolver dos polipéptidos de movilidad muy similar que han sido 

denominados cpn60-a. y cpn60-1l (Hemmlngsen & EIIIs, 1986: Musgrove el al., 1987). No hay 

evidencia de que este tipo de "subunidade.s" se encuentren ni en eubacterias, ni en mitocondrias 

(Gatenby & EIOs, 1990. En los plástidos estas llamadas subunidades a. y /3 se encuentran en 

concentraciones equivalentes y tienen entre sí alrededor del 50% de identidad a nivel de 

aminoácidos: esto es no son mucho más similares entre.si. de lo que lo son a GroEl (Musgrove el 

al., 1987: Martel, el al., 1990). Sorprendentemente no se sabe si los polipéptidos a. y f3, se localizan 

en el mismo o en diferentes tetradecámeros i. e. no se sabe si la chaperonina del plóstido forma 

homo o hétero oligómeros con estas subunidades, ni si cada uno de los péptidos forma un 

heptámero, ni si existen oligómeros que tuvieran diferente cantidad de a. y /3 (Vlftanen el al., 

1995). Los genes de las cpn6Chl y la cpn60-f3 de Brassica napus, han sido clonadas y expresadas 

en E. coli tanto juntos como de manera individual. Desafortunadamente, los niveles de expresión 

en estos estudios fueron bajos además de que las proteínas recombinantes formaron partículas 

mixtas con la GroEL endógena. A pesar de lo anterior se pudo concluir que para que a. pueda 

incorporarse en tetradecámeros se requiere la expresión de las subunidades /3. mientras que esta 

última se ensambla en oligómeros sin requerir de a.. Interesantemente en estos estudios, las 

bacterias mostraron un crecimiento anormal. además de que la sobre-expresión no regulada de 

la chaperonina de B. napus fue letal para E. coli (Cloney, el al., 19920; Cloney el al., 1992b: Wu el 

al" 1993). Un efecto similar ha sido observado cuando se expresa la cpn60-/l de Arabidopsis en E. 

coli (Valdés,López, observación no pubRcada). Se sabe que ocasionalmente la expresión de 

genes eucariontes en E. coli puede tener efectos tóxicos para la bacteria (Herskowltz 1987). Sin 

embargo, dada la similitud estructural y funcional de las chaperoninas éste es un resultado 

inesperado. Como explicación se ha propuesto que la expresión de las chaperoninas vegetales 

perturban las funciones normales de GroEL. o que interfieren con algún papel regula torio sobre el 

regulón de heat shock (Wu el al., 1993). Asimismo, en lo que considero un intento desesperado, se 

ha reportado la co-expresión de los genes de cpn60 a. y/o /l, la co-chaperonina del plástido (el 

homólago de Gro ES) y las subunidades L y S de la Rubisco de trigo .. El resultado: nada se 
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ensambla correctamente (Cloney el al .• 1993). Por el otro lado' de la moneda. plantas 

transgénicas de tabaco que expresan e importan a GroEL recombinante al cloroplasto, no 

muestran diferencias ni de crecimiento ni de desarrollo respecto a los controles y aparentemente 

se ensambla algo de GroEL,. correctamente, además de moléculas mixtas (Wu, el al., 1993). 

Asimismo, se han reportado efectos pleiotrópicos en plantas transgénicas que expresan niveles 

altos o bajos de cpn60-j} (Zabaleta el al" 1994b; VlHanen el al" 1995). Curiosamente, se ha 

reportado que la expresión en E. coli de la Hsp60 mitocondrial de Homo sapiens resulta en el 

ensamblaje correcto del anillo homo-heptamérico funcional de esta chaperonina, sin que se 

reporte toxicidad en la célula bacteriana (Slngh & Gupta, 1992). Así, posiblemente los resultados 

anteriores pudieran reflejar algo de la divergencia evolutiva de esta familia de proteínas. Hace 

tiempo que utilizando secuencias de genes y proteínas, se ha propuesto que tanto mitocondrias 

como cloroplastos se derivaron de procariontes particulares (Schwafrz & Dayhoff, 1978). En este 

sentido, claramente, las Hsp60 de mitocondria forman un grupo taxonómico que las agrupa con 

las chaperoninas de las a-proteobacterias (subdivisión a de las bacterias púrpuras Gram­

negativas) • mientras que las cpn60 de cloroplastos de plantas y algas rojas se agrupan con 

aquellas de cianobacterias. lo que sugiere un origen evolutivo común en ambos casos (Vlale & 

Arakakl. 1994; Gupta 1995). 

Otra característica particular de las chaperoninas en plantas superiores, es que solo se inducen 

moderadamente por calor (Zabaleta el al .. 19940; VlHanen el al .• 1995). Sin embargo, en el alga 

unicelular Chlamydomonas reinhardtii. tanto cpn6!Kt. como cpn60-13. se sobreinducen entre 10 Y 

30 veces por efecto del calor (Thomson el al .• 1995). 

A diferencia de bacterias y mitocondrias. en cloroplastos. la co-chaperonina cpn 1 O (homólogo 

de GroES), es del doble de tamaño y consiste de dos moléculas cpn10 que se han fusionado 

"cola con cabeza". formando un único polipéptido de 21 kDa (Bertsh, el al" 1992). Se ha 

propuesto, que esta organización binaria podría reflejar alguna adaptación particular de las 

plantas superiores en respuesta a las subunidades a/13 de las cpn60 (VlHanen el al.. 1995). Esta 

doble organización de la co-chaperonina está conservada filogenéticamente y se ha 

demostrado en hepáticas. musgos. helechos, gimnospermas, monocotiledóneas y dicotiledóneas 

(Baneyx, el al., 1995). Esta co-chaperonina (rebautizada como cpn21) expresada ya sea 

completa o ambas "mitades" por separado, pueden funcionar correctamente in vivo, en 

mutantes de E. coli deficientes de GroES e interactúan con GroEL (Baneyx, el al., 1995). 

Sorprendentemente tanto Gro ES, como el homólogo mitocondrial son a su vez compatibles con 

cpn60 de plástido in vitro (VlHanen, el al" 1995). Complicando un poco el panorama, se ha 

descrito que GroEL funciona bien con cpn10 mitocondríal además de cpn21 y desde luego con 

GroES (Vlllanen el al., 1995). Sin embargo, otro reporte concluye que in vitro, usando a GroEL 
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como chaperonina los dominios aislados de cpn21 son incapaces de ayudar como co­

chaperoninas (Bertsch & 5011 1995). Por su lado. la cpn60 de mitocondria de mamífero requiere 

estrictamente a la co-chaperonina de origen mitocondrial (VlHanen el al .• 1992a). pero la cpn60 

de mitocondria de levadura no puede funcionar con Gro ES. pero es parcialmente compatible 

con cpn21 de plantas. Se ha propuesto que este efecto posiblemente seria mediado por la mitad 

de cpn21 que se pareciera mas a la cpnlO mitocondrial (VlHanen el al .• 1995). Recientemente. 

usando anticuerpos contra cpn60 se ha encontrado que a diferencia del estroma en los 

cloroplastos. en el lumen de los filacoides se encuentra' una sola isoforma de cpn60 y que cpn 1 O 

es de tamaño "normal" (Schllcher & 50111996). 

Por último cabria mencionar que en las mitocondrias de plantas se localiza una chaperonina 

similar a las encontradas en las mitocondrias de animales (Prasad & Hallberg 1989; Prasad & 

Steward 1992; Cloney el al .• 1994; Cole el al .• 1994; Gupta. 1995) 

TRIC (TCP-1 contalnlng Rlng Complex). 

Para 1990. las chaperoninas habían sido descritas en bacterias. cianobaclerias. mitocondrias y 

cloroplastos y se había establecido su papel fundamental para el plegamiento correcto de otros 

polipéptidos (Morlmoto el al .• 1990). Sin embargo. existía una paradoja. Ninguna de las 

chaperoninas descritas se localizaba en el citoplasma de células eucariontes. Si la función de 

asistir al plegamiento de otros pOlipéptidos era universal. el porque no aparecian en este 

compartimento celular era un misterio. Considerando la hipótesis endosimbiótica para el origen 

de mitocondrias y cloroplastos (Margulls. 1970) . parecia como si el fenómeno ·fuera 

exclusivamente de tipo procarionte. Dicho de otro modo las chaperoninas citoplasmáticas 

brillaban por su ausencia. Justamente en ese año. Radhey S. Gupta. condujo una búsqueda 

amplia de similitud usando los bancos de almacenamiento de secuencias y detectó que había 

algunas proteínas que mostraban alguna similitud con las chaperoninas. En particular reportó 

que la mayor similitud era mostrada por una obscura proteína citoplasmática compuesta de 

monómeros de 62 kDa. denominada "t complex polypeptide 1" (TCP-l) y propuso que ésta 

podría ser la versión citoplasmática de la chaperonina (Gupta. 1990a). En este estudio. se 

mostraba que si bien la identidad a nivel de aminoácidos era extraordinariamente baja (17-20%). 

considerando criterios de similitud entre las substituciones. era posible inferir homología. Utilizando 

un enfoque similar John Ellis llego a las mismas conclusiones (ElIIs 1990). Si bien estos dos trabajos 

fueron los primeros que deteclaron a las chaperoninas citoplasmáticas. todavía pasaría algún 

tiempo antes de la confirmación experimental. 

La proteína TCP-l. había sido descrita como el producto de un gen codificado en el complejo t 

del ratón (WllIIson el al .• 1989). Los cromosomas t son variantes del cromosoma 1 7 del ratón que 
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existen de manera natural en las poblaciones y que se caracterizan por tener dos grandes 

inversiones (Herrmann el al .• 1987). Esta región es llamada complejo I y se ha calculado que 

incluye alrededor de 100 loci genéticos (lyon el al .. 1988). Además del ratón había sido 

demostrado que existían homólogos de este gen en humanos, Drosophila. y levadura, si bien la 

comparación de las secuencias derivadas de aminoácidos no habían permitído asignar una 

función a estas proteínas (WlUlson el al .• 1989). Había sído demostrado que TCP-1 está asociada a 

cambios en la espermatogénesís, expresándose de manera notable en los testículos del ratón 

adulto y en menor grado en muchos otros tejidos como la médula ósea. el timo. el cerebro y el 

corazón (WIllIson el al .• 1989: Kubota el al .. 1992). Usando anticuerpos monoclonales contra TCP-1 

se había demostrado la presencia de proteína en extractos solubles de chícharos pero no en 

cloroplastos o mitocondrias (EUls 1990a). Curiosamente se reportó tambíén que utilizando sueros 

anti-chaperonina (GroEL pero no RuSBP). se podían visualizar por microscopía electrónica 

polipéptidos citoplasmáticos en células de hojas y coleoptilos de avena (Grlmm el al .• 1991). 

Pero el momento clave. vino cuando se clonó el gen de la proteína principal de heat-shock 

(factor termofílico 55 I TF55). de la arquea termofílica Sulfolobus shibalae (Trent el al,. 1991). El 

razonamiento detrás de estos estudios fue que se ha sugerido que arquea está evolutivamente 

relacionada al citosol eucarionte (Woese & Fox 1977: Woese. 1981: Woese el al .. 1990). En 

particular. Sulfolobus shibalae habita a 75 oC, pero cuando es cambiada a 85 oC adquiere 

termotolerancia y la síntesis de TF55 se sobreinduce notablemente (North 1991). TF55 fue entonces 

purificado. demostrándose por microscopía electrónica de transmisión de barrido que el 

complejo nativo forma dos anillos de nueve subunidades cada uno, notablemente similares a los 

formados por las chaperoninas clásicas. Asimismo TF55 hidroliza ATP y se asocia a polipéptidos 

desnaturalizados. Por otro lado. utilizando la secuencia parcial de aminoácidos de TF55, se logró 

aislar el gen correspondiente. Sorprendentemente, la secuencia derivada de aminoácidos 

mostró no estar claramente relacionada con las chaperoninas sino tener alta identidad 36-40% . 

con TCP- 1, lo cual sugeria fuertemente que esta última efectivamente podría ser la elusiva 

chaperoriina citoplasmática (Trent el al .. 1991). 

La comprobación definitiva vino cuando se demostró que efectivamente una proteína 

homóloga a TCP-1 organizada en dos anillos toroidales y presente en el citoplasma de células 

eucariontes. tenía la capacidad de asistir en el plegamiento de las proteínas citoplasmáticas 

actina. tubulina y centractina. todas relacionadas con el citoesqueleto (Gao el al .• 1992: Yaffe el 

al .• 1992: Melld el al .• 1993). En este sentido. utilizando microscopía electrónica se ha demostrado 

que al igual que en GroEL. la proteína substrato se localiza en la concavidad central de TRiC 

(Marco el al .• 1994). Interesantemente. se reportó que TCP-l. formaba un complejo oligomérico 

de 800-950 kDa que contenía además, de cuatro a seis polipéptidos adicionales (con pesos 
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moleculares individuales entre 53-72 kDa) y posiblemente dos moléculas de Hsp70. de tal manera 

que a pesar de las similitudes con cpn60. este complejo tenía caracteñsticas únicas (Lewls et al., 

1992). Este aspecto comenzó a aclararse cuando se determinó la secuencia parcial de 

aminoácidos de algunas de estas otras proteínas. Todas mostraron una alta .identidad (40-60%) 

con la propia TCP-l, proponiéndose entonces que estaban codificadas por una nueva familia 

multigénica (Fl}'dman et al" 1992). Es en este trabajo cuando se acuña el término TRIC (TCP-l Rlng 

Complex) (Fl}'dman et al .. 1992). Posteriormente también se ha usado el término "Chaperonln 

Contalnlng TCP-l / CCT" (Kubota et al., 1994). Algunos autores para.distinguir a los grupos de 

chaperoninas las han clasificado como chaperoninas de grupo I o clásicas (GroEL/Hsp60/cpn60) 

y chaperoninas del grupo 11 o citoplasmáticas (TCP-l/CCT /TRiC) (Hemmlngsen 1992; Kubota et al., 

1995). Este mismo grupo (Kubota et al .. 1994) . logró la clonación y secuenciación de seis de los 

nueve genes del ratón. Las secuencias tienen entre si de 25-36% de identidad. incluyendo a TCP-l 

y 27-39% de identidad con TF55. Se propuso entonces. en base a esta divergencia. que CCT 

lIevaña a cabo funciones más complejas requeridas para el ensamblaje de distintas proteínas del 

citoplasma eucañonte (Kubota et al., 1994). Este optimista punto de vista se veía reforzado pOr 

reportes de que TRiC permitía el plegamiento de luciferasa y tubulina (Fl}'dman et al., 1992); los 

reportes de que había variación tejido específica en las subunidades (Kubota et al .. 1994); la 

clonación de genes homólogos en Arabidopsis (Morl et al., 1992) y la propuesta de que esta 

chaperonina estaba involucrada en la biogénesis del fitocromo en células vegetales (Mummert, 

et al., 1993). Este último reporte fue posteriormente retirado (Mummert, et al .. 1994) al clonarse el 

gen de la supuesta chaperonina y demostrarse que en realidad correspondía a ~-glucosidasa 

(Gus-Mayer et al., 1994). Curiosamente se informó que GroEL si es capaz de promover la 

renaturallzación y la formación de oligómeros funcionales del fitocromo in vitro (Grlmm et al .. 

1993). 

Sin embargo. si bien algunos reportes sugieren que TRiC pudiera estar involucrada en el 

plegamiento de algunos polipéptidos adicionales, la mayor parte de la evidencia sugiere 

fuertemente que TRie "chaperonea" particularmente a actina y tubulina (Cralg et al., 1994; 

Kubota et al., 1995; nan et al" 1995b; HartI1996). Estos resultados plantean varios problemas. En 

primer lugar. si TRie es una chaperonina específica, ¿por qué requiere de tantas subunidades? De 

. hecho se ha especulado que estas moléculas hetero-oligoméricas son desventajosas desde el 

punto de vista que la probabilidad de que una mutación que afectara a alguno de los ocho o 

nueve genes es mayor que en el caso de moléculas homo-oligoméricas (Kubota et al .. 1995). 

Inclusive en el caso de arquea las chaperoninas homólogas. no parecen tener más de dos 

subunidades (Phlpps et al., 1993; Knapp et al., 1994). Así, la estructura hetero-oligomérica de TRie 

debe de tener importantes ventajas. aunque por el momento no está claro cuales señan éstas; si 
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bien la estructura de subunidades diferentes parece estar conservada desde ciliados y 

protozoarios hasta mamíferos (Kubota el al., 1'1'15). Podría ser que actina y tubulina fueran 

proteínas especiales dado que constantemente se ensamblan y desensamblan dentro de la 

dinámica constante de cambio del citoesqueleto (Solomo n 1'1'11). Dado que mutantes 

termosensíbles en los genes que codifican las diferente subunidades de TRiC afectan 

fenotípícamente a actina y tubulina, se ha propuesto que evolutivamente TRiC se ha encargado 

de contender con substratos problemáticos como estas proteínas (Kubota el al., 1'1'15). Una 

explicación altemativa podría ser que durante el ensamble y desensamble del citoesqueleto 

existen múltiples oportunidades de interacciones incorrectas (dangerous liasons). De hecho se 

sabe que actina puede interactuar con más de 110 proteínas diferentes las cuales regulan y 

modulan su ensamblaje (Sheterllne & Sparrow, 1'1'14). De hecho utilizando las cantidades 

estimadas de TCP-1 (Lewls el 0/.,1'1'12), se puede calcular que en células germinales o en células 

en cultivo hay aproximadamente 2-3 x 105 partículas de TRiC por célula. Esta alta concentración 

se explicaría justamente en función de la dinámica del citoesqueleto. En este sentido una 

paradoja sería el aparentemente largo tiempo que TRiC utiliza en su ciclo de plegamiento. Por 

ejemplo el tiempo de plegamiento para la luciferasa es de aproximadamente 10 minutos 

(Frydman el al., 1'1'12): por su lado actina requiere de 2-3 minutos y tubulina de 5-10 (Sternllcht el 

al., 1'1'13). Así, la perspectiva general parece regresar a una paradoja: aPorqué en el citoplasma 

eucarionte las chaperoninas (TRiC) , parecen mostrar esta selectividad hacia proteínas del 

citoesqueleto? Ahora bien, por un lado TRiC parece estar involucrada en el plegamiento inicial 

de actina y tubulina y posiblemente en el de algunas proteínas de los filamentos intermedios. 

Pero por el otro lado otras chaperonas moleculares (Hsp70, Hsp90 y Hsp27) están involucradas en 

el ensamble y desensamble y/o en la protección al heat shock de los centrosomas, microtúbulos, 

microfilamentos y filamentos intermedios (Uang & MacRae, 1'1'17). Dicho de otro modo, los 

requisitos particulares de asistentes del plegamiento de las proteínas del citoesqueleto son 

notablemente complejos y apenas comienzan a aparecer algunos resultados tendientes a 

esciarecer estas complejas interacciones. 

Curiosamente, la posibilidad de que las chaperoninas estuvieran involucradas en el ensamble de 

citoesqueleto ya había sido postulada. La diferencia, es que se había pensado en un mecanismo 

que implicaría a las chaperoninas mitocondriales y se proponía que tubulina y actina entrarían a 

la mitocondria interactuarían con la Hsp60 de este organelo y saldrían al citoplasma a formar los 

microtúbulos y los microfilamentos (Gupta 1990b). Esta propuesta no ha tenido apoyos 

experimentales posteriores. 

Desde luego lo anterior, no excluye la posibilidad de que TRiC participe en el plegamiento de 

otros polipéptidos del citosol ya que ha sido demostrado que a diferencia de GroEL. TRiC 
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interactúa y asiste al plegamiento de polipéptidos a medida que estos van emergiendo del 

ribosoma in vitro (Frydman el al .. 1994). Es curioso que dentro de las pocas proteínas para las que 

se ha demostrado la participación de TRie. se encuentra la proteína de la cápside del virus de la 

hepatitis B (Ungappa el al .• 1994). A este respecto es interesante que se ha reportado que el gen 

de TCP-l. no es inducible por calor (Kubota el al .• 1995). mientras que TF55 (termosoma) de 

arquea si lo es (Trent el al .• 1991; Phlpps el al .. 1993). Asimismo. es posible que en arquea. el 

termosoma participe en el plegamiento de otros polipéptidos ya que se ha demostrado que el 

homólogo de Sulfolobus solfataricus previene lo inactivación irreversible a 70-90 oC de varias 

enzimas termofílicas y mesofílicas in vitro (Guagllardl el al .• 1994). Sin embargo. es posible que en 

arquea TF55 también participe en el plegamiento de posibles proteinas del "citoesqueleto". En 

este sentido FtsZ. el supuesto homólogo procarionte de tubulina ha sido localizado en el genoma 

de Methanococcus jannaschii (Bu" el al .• 1996). Aún más. el homólogo de FtsZ. de la arquea 

extremófila Halobacterium salinarium. muestra mayor similitud hacia las tu bu linos eucariontes que 

con los homólogos eubacterinanos (MargoJln el al .• 1996). Por el otro lado. en arqueo no se ha 

localizado el gen que codificaria para FtsA (Bu" el al .. 1996). Esto proteína. aunque tiene un boja 

nivel de expresión. es esencial paro la división celular en E. coli y se ha hipotetizado que seria el 

equivalente de actina en procariontes (Sánchez el al., 1994). Como fue discutido más arriba. la 

supuesta relación estructural entre esta proteína. Hsp70. hexoquinasas y actina (Bork el al., 1992). 

en el mejor de los casos representaria un caso de convergencia. no de divergencia y además 

como se dijo no aparece en el genoma de M. jannaschii. Interesantemente. se ha propuesto que 

en arquea el "citoesqueleto" podria estar constituido por su propia chaperonina. ya que ha sido 

visualizado por microscopía electrónica que tonto in vivo. como in vitro se forman filamentos de 

chaperonina (Trent, el al., 1997). 

Por último. parece que ni TRie. ni el termosoma de arquea requieran co-chaperoninas similares a 

GroES. A este respecto se ha reportado que dos factores (cofactores A y B). pueden estimular el 

plegamiento de tubulina. pero no de acfina in vitro (Gao el al., 1993). El cofactor A actúa como 

dimero. pero al igual que Gro ES. modula la actividad de ATPasa de la chaperonina 

citoplasmática. Sin embargo. la" secuencio de aminoácidos derivado de la clona de cDNA. 

define un polipéptido de 13 kDa. sin ninguna homología discemible ni a Gro ES. ni a ninguno otro 

secuencia reportada (Gao el al .. 1994). Es interesante que la proteína Gp23 de la cápside del 

fago T4. que interactúa con GroEL. no requiere de GroES. En vez de ésta. su ensamblaje correcto 

requiere de la proteína Gp31. codificada por el genoma de T4. Esto proteína no tiene similitud 

con Gro ES. pero puede substituirlo en el ensamblaje de T5 y A. in vivo. así como participar en el 

ensamblaje asistido por GroEL. in vitro e in vivo de Rubisco de cianobacteria (van der Vles el al .• 

1994). En el coso del termosoma de Pyrodictium occultum visualizado por microscopía 
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electrónica, se ha observado que en el sitio donde debería aparecer la apertura en los anillos se 

observa una masa que parece ocultar dicha apertura. Se ha sugerido como una altemativa que 

en este termosoma, los equivalentes de GroEL/GroES,. se encuentran integrados en un solo 

polipéptido (Phlpps el al., 1993). A este respecto, recientemente se ha reportado una cierta 

similitud entre los aminoácidos 314-431 de GroEL de E. coli y GroES de Bacillus sublilis (Gupta 

1995). La región de sobrelape de 94 residuos muestra 31 identidades, más 19 substituciones 

conservativas. Anteriormente, otro reporte demostraba similitud entre cpn 10 y cpn60.Sin 

embargo en este caso la zona de sobrelape correspondía a los aminoácidos 114-234 de cpn60 

(Martell el al., 1990). Desde luego una posibilidad que explicaría estos resultados, sería que 

efectivamente hubiera dos regiones en la chaperonina 60 que tuvieran similitud con 

cpnlO/GroES. Sin embargo, si esto fuera cierto, un alineamiento de cpn60/GroEL contra si misma, 

debería mostrar una duplicación interna, cosa que no se detecta (Valdés-lópez resultados no 

publicados). Además, si cualquiera de las dos regiones de GroEL que supuestamente muestran 

similitud de secuencia con Gro ES fueran realmente significativas, se esperaría poder detectar 

similitud estructural. Justamente, al comparar de manera sencilla las estructuras secundarias y 

tridimensionales de los mon6meros respectivos no se observa ninguna similitud. GroES 

topol6gicamente corresponde a un barril de tipo f3 irregular ¡, e, contiene exclusivamente 

regiones en /3-conformaci6n (Hunt el al" 1996). Por el otro lado, a nivel de estructura secundaria, 

las dos supuestas regiones de sobrelape de GroEL presentan: eL-hélice seguida en el primer caso 

(hacia el lado amino) y altemada en el segundo (hacia el lado del carboxilo) de /3-conformación 

(Bralg el al 1994). Desde luego en ambos casos, es posible hacer un alineamiento que haga 

coincidir algunas regiones de f3-conformaci6n en los dos transectos e inclusive percibir alguna 

tendencia de similitud de tres o cuatro aminoácidos en un segmento particular. Pero en lo 

general. a nivel de estructura secundaria, la coincidencia parece ser mas bien casual. A nivel de 

estructura terciaria, la similitud es todavía menos probable. Curiosamente, en ambos casos, las 

regiones de supuesto sobrelape se localizan principalmente en el dominio intermedio de GroEL. 

En el primer caso (aminoácidos 114-234 de GroEL), la región de sobrelape se inicia al final del 

dominio ecuatorial. pasa al dominio intermedio y supuestamente terminaría al inicio del dominio 

apical. En el segundo caso (314-431), la región de sobrelape se iniciaría al final del dominio 

apical, pasaría al intermedio y terminaría al inicio del dominio ecuatorial. Dicho de otro modo, en 

el caso de GroEL, ambos transectos están localizados en dominios separados, mientras que la 

cadena polipeptídica en Gro ES se organiza en una sola estructura globular. Asimismo, una 

inspección visual de los pares estereosc6picos de ambas proteínas en relación a la dirección que 

sigue la cadena polipeptídica, no indica ningún parecido que no sea incidental (Valdés-lópez 

observaciones no pubncadas). Aún mas, si dichas similitudes existieran al menos sería lógico 
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esperar que funcionalmente las regiones fueran equivalentes. Como quedó indicado más arriba, 

se ha reportado que GroES también tiene capacidad de unión de nucieótidos trifosfatados 

(Mortln et al .• 1993b). Sin embargo, esta pequeña secuencia de aminoácidos en Gro ES (61-74), no 

tiene correspondencia estructural de ningún tipo con la región reportada de unión a ATP de 

GroEL (aminoácidos 470-497. localizados en el dominio ecuatorial) (Mortln et al" 1993b), ni con el 

bolsillo de unión a ATP visualizado en la estructura tridimensional que involucra principalmente a 

los residuos 22-90. en el dominio ecuatorial de GroEL (Fenton et al .• 1994). 

En conclusión. dados los problemas de relaciones estructurales. funcionales y evolutivos que se 

presentan al comparar diferentes polipéptidos. que no están claramente relacionados entre si. a 

veces los criterios se hacen tan laxos que las conclusiones dificilmente se pueden validar con 

otros enfoques. Sin embargo. en el caso de la inferencia de homologia entre la familia TRiC y la 

familia de GroEL. esta conclusión parece razonable por el momento. Sin embargo, realizando un 

alineamiento estructural entre miembros de las dos familias. se ha reportado que existe un alto 

nivel de identidad entre todas las chaperoninas, particularmente en las regiones que 

corresponden al sitio de unión de ATP de GroEL 'en el dominio ecuatorial. También se pueden 

detectar homologias tanto en la parte ascendente. como en la parte descendente del dominio 

intermedio. pero en el dominio apical. el cual está implicado en la unión del substrato. la 

homologia entre las dos familias brilla por su ausencia (Klm et al., 1994). Las implicaciones 

funcionales de estas diferencias no son claras. pero posiblemente tengan que ver con la clase de 

substratos reconocidos por estos dos tipos de chaperonina. ya que por el otro lado son 

notablemente similares en estructura tridimensional y función. 

LA NODULACION 

Todas las formas de vida dependen del nitrógeno. Sin embargo. aunque la atmósfera terrestre 

contiene grandes cantidades de este elemento. pocos organismos lo pueden asimilar 

directamente. De hecho este es el único mineral que no puede ser absorbido directamente del 

suelo por las raices de las plantas. Para que pueda ser utilizado es necesario que el nitrógeno se 

reduzca a amonio (NH3) o a nitratos (N03). Este tipo de compuestos se encuentran naturalmente 

en el suelo en pequeñas cantidades y se originaron principalmente en la atmósfera reductora 

de la tierra primitiva. En la actualidad sólo se pueden producir por algunos fenómenos naturales 

como incendios. actividad volcánica o relámpagos (lehnlnger 1982). En su estado molecular (N2), 

el nitrógeno atmosférico es un gas muy poco reactivo y para ser incorporado al material 

orgánico los tres enlaces covalentes que mantienen unidos a los átomos en pares deben ser rotos 

mediante un proceso denominado fijación del nitrógeno que tiene un elevado costo energético 

52 



(Loslck & Kaiser 1997). En la naturaleza. la fijación del nitrógeno es efectuada por unas cuantas 

especies de bacterias. Sin ellas. la vida habría desaparecido hace mucho tiempo y el nitrógeno 

que fijan eventualmente regresa a la atmósfera gracias a otros microorganismos que liberan este 

gas cuando degradan desechos orgónicos. Además de costoso. el proceso de fijación del 

nitrógeno es un proceso altamente sensible al oxigeno. Esto se debe a que la enzima que 

catoliza la fijación del nitrógeno. la nitrogenasa. se inactiva por el oxigeno razón por la cual los 

organismos fijadores de nitrógeno han tenido que evolucionar mecanismos de protección de 

este elemento. La nitrogenasa es una enzima compleja que catoliza la conversión del nitrógeno 

atmosférico en amoniaco que posteriormente se convierte en glutamina. glutamato y finalmente 

en todos los demás aminoácidos (Klm & Rees 1992). 

Algunas bacterias pueden fijar nitrógeno en vida libre ya sea en el suelo o en el agua. Estos 

organismos no simbióticos fijan nitrógeno para su propio uso y son llamados diazótrofos. Sin 

embargo los fijadores mas eficientes establecen una simbiosis con plantas superiores en la cual la 

energía para la fijación del nitrógeno y en general la protección al oxígeno es aportada por la 

planta. En dos clases de interacciones simbióticas la parte procarionte son bacterias del suelo 

(rhizobio en los simbiosis con leguminosas y Frankio en las simbiosis con actinorhizas). En la 

simbiosis con Gunnera el nitrógeno es fijado por la cianobacteria Nostoc (Myolna et al., 1995). 

Con mucho, la simbiosis con leguminosas, es la fuente individual de nitrógeno orgánico mas 

grande en el ciclo global del nitrógeno y es el proceso que ha sido más estudiado. Desde la 

roma antigua, las cualidades enriquecedoras del suelo de las leguminosas fueron reconocidas y 

se desarrollaron sistemas de rotación de cultivos, usando leguminosas para abonar el suelo (Nap 

& Blssellng 1990). Asimismo, en mesoamérica nuestros antepasados usaban el co-cultivo del maíz 

y del frijol con el mismo propósito (Sánchez, F. comunicación personal) 

Las leguminosas pueden formar interacciones simbióticas con bacterias de los géneros 

Rhizobium, Brodyrhizobiun y Azorhizobium, denominadas colectivamente rhizobia. Cuando estas 

bacterias se encuentran en vida libre son incapaces de fijar nitrógeno. Una especie particular de 

rhizobia es capaz de interactuar con una o número limitado de plantas. Las bacterias se 

adhieren a las raíces de la planta provocando el curva miento característico de los pelos 

radiculares (día O). Posteriormente las bacterias invaden la planto por medio de un tubo 

denominado hilo de infección. Mientras tanto, las células interiores en el cortex de la raíz se 

comienzan o dividir y forman el primordio del nódulo (días 1-10). El hilo de infección entra a estas 

células y las bacterias se diferencian en las formas endosimbióticas llamadas bacteroides. En ese 

momento se. inicia la fijación del nitrógeno, (día 10-14). Posteriormente en el coso de nódulos 

determinados comienza la senescencia (día 20). Coda nódulo maduro contiene 

aproximadamente la mitad de su peso en bacteroides intracelulares los cuales han perdido la 
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mayor parte de su propia pared celular. La membrana plasmática de las bacterias se conserva, y 

a su vez se rodea por una membrana formada por la célula huésped, la llamada membrana 

peribacteroidal (PBM) y al conjunto se le denomina simbiosoma. El nitrógeno fijado como amonio 

es transportado de los bacteroides al citoplasma de la célula vegetal donde es asimilado y 

transportado finalmente al resto de la planta (Brewln 1991). Todo este proceso requiere de un 

continuo intercambio de señales por parte de la bacteria y de la planta así como de la expresión 

especifica de genes de ambos simbiontes. 

NoduRnas. 

Las proteínas expresadas por la planta durante la morlogénesis del nódulo son llamadas 

nodulinas (van Kammen 1984). Los genes de nodulinas han sido operacional mente definidos 

como tempranos y tardíos de acuerdo al momento de su ~xpresión durante el desarrollo del 

nódulo. Las nodulinas tempranas se expresan antes de que se inicie la fijación del nitrógeno 

durante la fase de infección y están involucradas en la formación del nódulo. La expresión de las 

nodulinas tardías comienza cerca del momento cuando se va a iniciar la fijación del nitrógeno, y 

están involucrados en la interacción con el endosimbionte y con la especialización metabólica 

del nódulo (Mylona el al., 1995). Se ha demostrado que algunas nodulinas se expresan en otros 

órganos de la planta además del nódulo i. e.. no son genes especificos del proceso de 

nodulación. De hecho es posible que las verdaderas nodulinas, en el sentido que solo se 
, 

expresen en el nódulo. sean escasas. Sin embargo el concepto de nodulina provee el marco 

conceptual y molecular de desarrollo del proceso simbiótico (Sánchez el 0/ .. 1991). 

La mayor parte de las noduRnas tempranas tienen un alto contenido de residuos de prolina y se 

ha propuesto que por lo tanto son componentes de la. pared celular (Nap & BlsseRng 1990). 

Dentro de las nodulinas tempranas. ENOD40 y ENOD12 son de las primeras en detectarse durante 

la etapa de la infección (Kouchl & Hato 1993). Sin embargo. la infección por la bacteria tarda 

uno o más días dependiendo del huésped y del hospedero. A esta fase se le llama la etapa de 

pre-infección y prácticamente no se han identificado genes específicos de este periodo. Sin 

embargo. las peculiaridades bioquímicas y genéticas de los polos radiculares son determinantes 

para que se establezca la infección. Durante el proceso de invasión debido a la acción de 

cambios localizados en la pared de los pelos radiculares. se desarrolla una nueva pared. celular 

alrededor del sitio de penetración. adelante de las bacterias. Se han identificado varias proteinas 

específicas de los pelos radiculares (RH proteins). pero no se ha establecido su función (Sánchez 

el 0/ .. 1991). 

Recientemente sin embargo se ha reportado la inducción transitoria de un gen de peroxidasa 

(Ripl) en la etapa de pre-infección en alfalfa (Medicago truncatu/a). Se ha especulado que el 
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papel' de esta peroxidasa es el de restringir la infección por Rhizobium, de una manera análoga a 

otros mecanismos que ocurren en las interacciones planta-patógeno, permitiendo que la planta 

se prepare para el momento de la infección (Cook el al., 1995), En este sentido, a pesar de que 

eventualmente la simbiosis entre la bacteria y la planta será benéfica para esta última, la 

infección es altamente regulada por la planta. Un mecanismo de control de la infección es la 

llamada inhibición por retroalimentación que se evidencia como una susceptibilidad transitoria 

de las células de los pelos radiculares a la infección por las bacterias (Bhuvaneswarl el al" 1981). 

Mutantes en esta función continúan produciendo nódulos. Un segundo posible mecanismo para 

controlar la infección involucra la supresión temprana de la infección en la zona de nodulación. 

De hecho, solo la minoría de las infecciones iníciales persisten y solo algunas llegan a·colonizar el 

tejido del nódulo. En los sitios donde se detienen las infecciones que abortan se presentan 

caracteristicas clásicas de inducción de mecanísmos de defensa de la planta, denominadas 

reacción hipersensible (Vasse el al" 1993). Se ha reportado que el fitoregulador etileno está 

implicado en la respuesta de las plantas a ataques por patógenos (Ecker 1995). Recientemente 

se ha presentado evidencia de que el mecanismo fisiológico de supresión de la infección por 

rhizobia involucra justamente al etileno (Penmetsa & Cook 1997). En particular, se ha reportado 

que la inhibicióh de la síntesis de etileno causa un notable incremento de infecciones 

bacterianas persistentes con un aumento notable en el número de nódulos. Por el otro lado, la 

aplicación exógena de este gas reduce la nodulación. Estos dos hechos se correlacionan con los 

resultados de que mutantes de Medicago frunca/ufa insensibles a ese gas sean hiper-infectadas 

por la bacteria simbionte. Todavía no se ha determinado ni el mecanismo de acción del etileno 

para detener la infección, ni como es que algunas células no responden al fitoregulador de tal 

manera que la infección por rhizobia ocurra (Penmetsa & Cook 1997). Como sea, es claro que el 

proceso de simbiosis está íntimamente relacionado con los procesos más habituales de 

patogénia, de tal manera que tanto la planta como los rhizobia controlan sus respectivos 

arsenales moleculares de defensa y ataque para que finalmente se de. la interacción 

mutuamente benéfica. 

Por su parte, las noduDnas tardías constituyen un grupo mas amplio y mejor caracterizado de 

proteínas que se expresan alrededor del día 12 cuando comienza la fijación del nitrógeno. Las 

nodulinas tardías ayudan a crear las condiciones para la fijación y asimilación del nitrógeno, 

participan en el metabolismo de carbohidratos y en la biogénesis de amidas y ureidos (Sánchez 

el al" 1991). Dentro de las enzimas de asimilación del amonio están la glutamino sintetasa (GS) y 

la glutamato sintasa (GOGAT), las cuales incrementan su actividad junto con la actividad de 

nitrogenasa (Sánchez el al., 1991). De la GS existen dos isoformas de la enzima: la citoplasmática 

(GS,) y la del cloroplastotplástido (GS2) , codificadas en ambos casos, por una pequeña familia 
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multigénica. En los nódulos radiculares la forma GS, predomina, aunque también se ha 

observado la expresión de GS2 en nódulos de frijol (Bennel el al., 1989). En algunas plantas se ha 

reportado la expresión nódulo especifica de.GS" mientras que en otras plantas lo que ocurre es 

un significativo incremento transcripcional de los genes de GS. En este caso se habla de 

expresión nódulo incrementada (Temple el al" 1995), lo cual significa que un gen que 

normalmente se expresa en otros tejidos es reclutado durante la simbiosis. Como se vera mas 

adelante, ésta podría ser la regla, mas que la excepción. Dentro de las enzimas que participan 

en el metabolismo del carbón se encuentran la fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa y desde 

luego la sacarosa sintasa. En ambos casos se han descrito isoformas nódulo especificas (Sánchez 

el al., 1991), Dependiendo del tipo de nódulos que forman (indeterminados o determinados), las 

leguminosas transportan el nitrógeno asimilado como amidas o como ureidos. Como ejemplo de 

enzimas involucradas en estas vías metabólicas están la aspartato aminotransferasa (AAT) de 

alfalfa y la uricasa de frijol. La AAT está codificada por una pequeña familia multigénica y se han 

documentado isoformas citosólicas, mitocondriales y plastídicas. En alfalfa la isoforma AAT-2 se 

localiza en los plástidos y su expresión en nódulos es varias veces mayor que en hojas y raíces 

(Gantt el al., 1992). Se ha descrito una uricasa nódulo especifica de soya y de frijol. Esta enzima se 

localiza en los peroxisomas de células no-infectadas (Sánchez el al., 1987). En nódulos 

determinados se ha reportado una familia de nodullnas tardías en el rango de 30 kDa, cuya 

función no se ha esclarecido (Sánchez el al., 1991), En el frijol el representante de esta familia, la 

nodulina 30, tiene un nivel de transcripción aun más alto que el de leghemoglobina. El transcrito 

correspondiente se acumula abundantemente 'en las células infectadas en la región central de 

nódulos maduros. Sorprendentemente, el producto polipeptídico correspondiente es apenas 

detectable (Campos el al., 1995). 

La nodulina tardía más abundante, es la leghemoglobina (Lbs). Esta proteína, fue detectada por 

primera vez e leguminosas en 1947 (Kemn & SmHh 1947), y justamente es la responsable del color 

rojo que se ve al cortar un nódulo. Por su similitud estructural y funcional con las hemoglobinas 

animales se ha propuesto que la Lbs tiene en los nódulos la función de acarrear oxígeno y 

facilitar su difusión a los bacteroides (Appleby 1984). Ciertamente el análisis de la similitud de las 

hemoglobinas entre plantas y animales sugiere que los genes respectivos se. derivan de un 

ancestro común (Lesk & Cholhla 1980), A nivel genómico, sin embargo, en los genes de plantas se 

encuentran cuatro exones a diferencia de los genes de animales donde solo se localizan tres 

(Holland & Blake 1987). Los exones correspondientes a la región del amino y del carboxilo, son 

completamente equivalentes en plantas y animales. La diferencia se localiza en el exón central 

de animales que es justamente donde en plantas, este exón se divide en dos por la presencia de 

un intrón adicional. Es interesante que este intrón fue predicho antes de ser descubierto. Por las 
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características del péptido codificado por el exón central en las globinas animales (mioglobina y 

hemoglobina), se derivó la posibilidad de que ancestralmente los genes de globinas de 

vertebrados, hubieran tenido este intrón y que posteriormente se hubiera perdido, dando como 

resultado la fusión de dos exones en uno solo (Go 1981; Blake 1993). El descubrimiento de este 

intrón en los genes de leghemoglobina, apoyan aquella propuesta y sugieren que este intrón se 

conservo en la línea evolutiva que se derivó hacia las plantas (0stergaard Jensen el al., 1981). Es 

interesante que los genes homólogos de insectos no tengan ningún intrón (Antolne & Nlesslng 

1984), lo cual descarta cualquier posibilidad de que el gen de plantas hubiera sido adquirido por 

transferencia horizontal a partir del de animales (insectos) por un vector de tipo viral (Lewln 1984). 

Este no parece ser el único caso en que los genomas vegetales son más conservadores respecto 

a la pérdida de intrones. Por ejemplo, en el caso de los genes de actina se presenta una 

situación similar: en plantas la posición de los intrones está muy conservada y en animales es muy 

variable (Sheterilne & Spanow 1994). Sin embargo, dado que se han secuenciado 

comparativamente menos genes de plantas que de animales, es difícil por el momento 

generalizar esta característica de los genomos vegetales (Blrd 1995). Se ha señalado que la 

leghemoglobina podría ser una "verdadera proteína simbiótica" ya que la síntesis del grupo 

heme es aportada por el bacteroide, mientras que la globina está codificada por el genoma de 

la planta (Nap & BIsseUng 1990). Esta situación es de alguna manera similar a la síntesis de la 

hemoglobina en las células eritroides, donde la síntesis del grupo heme es llevada a cabo de 

manera parcial por las mitocondrias (Sano & Granlck 1961). En este sentido es interesante notar 

que la simbiosis entre los rhizobia y las leguminosas, particularmente en el momento en que las 

bacterias penetran al citoplasma de la célula vegetal, podria ser un modelo de los eventos 

iniciales que derivaron en el establecimiento definitivo de la endosimbiosis que culminó con la 

aparición de mitocondrias y cloroplastos. En el caso de la fijación del nitrógeno parecería que el 

siguiente paso lógico evolutivo sería efectivamente la colonización definitiva del citoplasma 

vegetal por los rhizobia. Desde luego habria que considerar que existen muchos otros casos de 

parasitismos intracelulares y que hasta donde sabemos solo algunos pocos han derivado en una 

endosimbiosis permanente i. e. mitocondrias y plástidos. Sin embargo. recientemente se han 

descrito los llamados endosimbiontes secundarios, en particular un "organelo" , el apicoplasto, 

presente en protozoarios parásitos del phylum Apicomplexea como Toxoplasma y Plasmodium, el 

cual aparentemente se ha derivado de la endosimbiosis a partir de un alga verde completa 

(Kohler el al., 1997). Asimismo, se ha sugerido que los eventos que han derivado en endosimbiosis 

definitivas ocurrieron al menos media docena de veces durante las etapas relativamente 

tempranas de la evolución celular (Vogel 1997). En este sentido patogenia y simbiosis podrian 

estar íntimamente relacionadas. Por el otro lado, los eucariontes mas divergentes como Giardia y 
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Trichomonas, parecían no tener mitocondrias, y se había sugerido que tal vez los perdieron 

posteriormente o su adquisición (Pace 1997): sin embargo aparentemente lo pérdida no fue total. 

En Trichomonas vaginalis se ha descrito un organelo, el hidrogenosoma, que es en realidad uno 

mitocondria altamente modificado, Ton modificada que de hecho ha perdido su genoma y la 

función de respiración, La evidencia a favor de esta hipótesis proviene del análisis que muestro 

que en el núcleo de Trichomonas existen genes de origen mitocondrial. Curiosamente estos son 

los genes de las proteínas de heat shock HsplO. Hsp60 y Hsp70 (Polmer 1997), El análisis 

filogenético de la secuencía de estas proteínas. muestra que se asocían con el grupo 

monofilético compuesto exclusivamente por homólogos mitocondriales, Estos datos establecen 

entonces que los mitocondrias y los hidrogenosomas tienen un ancestro eubacteriano común e 

implican que estos eucariontes (tricomonados). que parecen surgir muy temprano en la 

evolución celular. ya contenían al ancestro endosimbionte (Bul et al,. 1996), Un enfoque 

altemativo podria ser que en realidad que los eventos de endosimbiosis son altamente 

improbables ya que solo ocurrieron algunas pocas veces en los origenes de las células 

eucariontes y actualmente. aunque aparentemente existen oportunidades para su 

establecimiento. en realidad no se desarrollan mas allá del caso de la interacción simbiótico que 

permite la fijación del nitrógeno e, g, rhizobia/leguminosa: Fronkia/actinorhizas: Nostoc/Gunnero 

(Mylono et al .. 1995), 

Regresando a la simbiosis yola leghemoglobina: la función de esta proteína es fundamental. La 

Lb constituye hasta el 25% de la proteína total soluble en nódulos maduros. y controla la 

concentración de oxígeno en este órgano, Su presencia permite un flujo controlado de oxígeno 

a los bacteroides que debido a su alta actividad metabólica. requieren del oxígeno y al mismo 

tiempo proporciona protección al daño que pOdría sufrir la nitrogenasa (Nop & Blssellng 1990), En 

el chícharo. se ha demostrado que mutaciones que reduzcan la expresión ya sea de la globina o 

de la síntesis del grupo heme producen un fenotipo donde ocurre la infección pero los 

bacteroides carecen de actividad de nitrogenasa (Sugonumo et al .• 1995). Las Lbs son 

codificadas por una pequeña familia multigénica. En la soya se han identificado cuatro 

isoformas. cuya expresión se activa un poco antes de la fijación del nitrógeno (0stergoord Jensen 

et al .• 1981). Las diferentes isoformas poseen ligeras diferencias en su afinidad por el oxígeno. y su 

expresión se induce de manera ligeramente desfasada durante la maduración del nódulo 

(Sánchez et al •• 1991). Al respecto de si Lb es verdaderamente una autentica nodulina. se ha 

reportado que existen genes homólogos a ésta en otras plantas que no forman nódulos 

simbióticos, incluida la monocotiledónea centeno (Anderson et al .• 1996) . Por ejemplo. en Trema 

tormentoso (Ulmaceae). el patrón de expresión de su Lb es tejido especifico. detectándose en la 

raíz pero no en las hojas de esta planta. En Parasponia andersonii (relacionada con Trema). que 
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si forma nódulos. se ha demostrado que Lb no se detecta en hojas. pero si en raíces no 

infectadas. Cuando Parasponia es nodulada. el nivel de expresión de su Lb se incrementa 

alrededor de mil veces (Bogusz el al .• 1988). En soya. se ha descrito un gen que codifica para una 

hemoglobina adicional a la simbiótica que se expresa en cotiledones. tallos de plántulas. raíces. 

hojas jóvenes y en algunas células en nódulos. si bien en estos últimos el nivel de expresión muy 

bajo. Este gen tiene solo 58% de similitud con el gen de la leghemoglobina simbiótica de la 

propia soya. pero tiene 85-87% de similitud con las hemoglobinas de las plantas no-leguminosas 

Parasponia. Casuarina y cebada (Anderson el al .• 1996). En Casuarina glauca. (que forma 

nódulos simbióticos con Frankia). también se han descrito hemoglobinas simbióticas y no­

simbióticas. Además. ambos genes mantienen sus patrones de expresión especificos cuando son 

introducidos en la leguminosa Lolus comiculatus. sugiriendo que los mecanismos de control de la 

expresión de las leghemoglobinas se ha conservado evolutivamente (Jacobsen-Lyon el al .• 1995). 

Otro aspecto interesante es la estructura de las globinas. Por ejemplo. en Trema al igual que en la 

leguminosa soya y la no-Ieguminosa Casuarina (Frankia). el producto nativo de Lb es 

monomérico; en Parasponia. la Lb nativa es dimérica y en el insecto Chironomus. existen 

isoformas monoméricas y homodiméricas (Bogusz. el al., 1988; 0sfergaard Jensen el al.. 1981; 

Antolne & Nlesslng 1984). En este sentido. se podría decir que las formas monoméricas de Lb se 

parecen más a la mioglobina. mientras que las formas diméricas podrían representar un estado 

de transición hacia la forma tetramérica de la hemoglobina de los vertebrados. Una situación 

similar parece haber ocurrido en etapas posteriores a la separación de los genes de mioglobina y 

de globina en vertebrados. ya que se ha reportado que la hemoglobina de las lampreas 

(Agnala). es monomérica (Lanfranchl et al., 1994). Sin embargo. se ha reportado que la 

hemoglobina de la bacteria Vitreoscilla. es dimérica (Wakabayashl el al., 1986). mientras que en 

gusanos como la de la lombriz de tierra. o gusanos que vive en pozas hidrotermales. su 

hemoglobina forma agregados de cientos de miles a millones de Daltons (Zhu el al .. 1996; Zal et 

al., 1996). Recientemente, utilizando fragmentos de proteina aislados de trabéculas óseas de 

Tyrannosaurus rex. se han inmunizado ratas y los anticuerpos producidos reaccionan 

positivamente con hemoglobinas purificadas de aves y mamíferos. La explicación más 

parsimoniosa, es que los dinosaurios tenían hemoglobina; si bien con dicha evidencia. no es 

posible asegurar si éstas eran tetraméricas (SchweHzer el al., 1997). Dicho de otra manera. el 

criterio de si una globina forma monómeros. dímeros o tetrámeros no implica una clara relación 

evolutiva. Por el otro lado. la afinidad de la globina por el oxígeno tampoco parece ser un 

criterio. ya que por ejemplo. la constante de asociación por el 02 de las leghemoglobinas 

(monoméricas) es de 120 mM" s" . mientras que la de la mioglobina de ballena es de solo 19 mM" 

S" (Harutyunan el al., 1995). sugiriendo que dicha afinidad se correlaciona con las condiciones de 
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aerobiosis o microaerobiosis y no con la distancia filogenética. A pesar de las deficiencias de los 

métodos de comparación de secuencias, ésta parece ser la altemativa más razonable para 

decidir que en efecto, la Lb debe ser considerada una' hemoglobina y no una mioglobina 

(Arredondo-Peter & Escamllla 1991). En este sentido es interesante que la leghemoglobina de 

Il:'pin (leguminosa), muestre una mayor similitud con la hemoglobina de la bacteria Vitreoscilla 

(34% de identidad), que con globinas de vertebrados (23% de identidad). En este sentido aún es 

prematuro especular si estas hemoglobinas comparten un ancestro o si son el producto de 

evolución convergente (Wakabayashl et al., 1986). 

Finalmente, las nodulinas en general llevan a cabo tareas que individualmente no son exclusivas 

de los nódulos, sino que se encuentran en otras partes de la planta e inclusive en otras plantas 

que no forman nódulos. Así se ha propuesto que la formación de los nódulos evolucionó a partir 

de modificaciones relativamente menores en las vías de diferenciación radicular, y en la cual 

algunos genes y vías de diferenciación comunes a todas las plantas se adaptaron para 

contender con las demandas fisiológicas, regulatorias y morfológicas especificas de la simbiosis 

(Nap & Blssellng 1990; Blssellng et al., 1996). En consecuencia la comprensión de las alteraciones 

que han sufrido estos procesos y como podrian ser alteradas podria llevar a diseñar estrategias 

para conferir a plantas no-Ieguminosas la capacidad de establecer simbiosis con microbios 

fijadores de nitrógeno (Mylona et al., 1995). 

Nodulaclón, día -3 I O 

La interacción planta-bacteria se inicia con señales quimicas que actúan a distancia en la 

rhizosfera. En particular, la planta produce y exporta una señal química en la forma de un 

flavonoide (F1sher & Long 1992) . Estas moléculas funcionan como quimioatrayentes y además, 

aparentemente penetran a la bacteria y estimulan la expresión de los genes bacterianos de 

nodulación (nod). Los flavonoides son productos normales en las plantas y en particular diferentes 

leguminosas sintetizan diferentes flavonoides, los cuales actúan de manera especifica sobre 

diferentes especies de Rhizobia. Estos flavonoides actúan a concentraciones extremadamente 

bajas (J(}7 - I ~ M) Y estimulan la expresión de los genes nod a los pocos minutos de su 

exposición, lo cual hace que estas señales sean particularmente adecuadas para la localización 

mutua en la rhizosfera (Sánchez et al., 1991; F1sher & Long, 1992). A su vez, los genes nod codifican 

enzimas involucradas en la síntesis del factor de nodulación. Este, es un lipo-quito-oligosacárido 

que causa cambios morfológicos en la raíz de la planta (VI)n et al., 1993). El gen nodO codifica 

para una proteína reguladora que constituye el control central de regulación del resto de los 

genes nodo En particular la región omino terminal de NodD está involucrada en la unión al DNA. 

mientras que la región, más variable del carboxilo terminal está involucrada en la interacción 
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con los flavonoides (flsher & long 1992). A excepción de nodD. los genes nod no se expresan en 

la bacteria de vida libre. Los genes nodASC. comunes a todos los rhizobia son los responsables de 

la síntesis del núcleo básico del factor Nod. mientras que genes especificos controlan la 

decoración del factor con grupos laterales. los cuales en última instancia son los responsables de 

la especificidad de la interacción simbiótica. Los factores Nod purificados a concentraciones de 

10-12 M. son capaces de estimular la diferenciación de células epidérmicas en pelos radiculares. 

de provocar la deformación de estos pelos radiculares y formación del hilo de pre-infección 

( Mylona et al .. 1992; Downle 1994). Al respecto de ambas señales. "es interesante que las señales 

emitidas por la planta. los flavonoides pertenecen a una clase de compuestos que incluyen a las 

moléculas de defensa de tipo fitoalexinas. Isoflavonas de la soya no solo inducen la expresión de 

los genes nod en S. japonicum. sino que también disparan la resistencia bacteriana a la 

fitoalexina de la soya. A su vez la señal de la bacteria. el factor Nod. estructuralmente se asemeja 

a un elicitor. en el sentido de que la quitina es una señal que normalmente las plantas interpretan 

como evidencia de un patógeno. Tal vez sean las modificaciones del factor Nod. lo que 

determina que la leguminosa acepte a los rhizobia como simbiontes en vez de desencadenar 

una respuesta de defensa contra el invasor (f1sher & long 1992). Una altemativa que no. es 

excluyente de la anterior. es que los factores Nod imiten fitoreguladores del crecimiento vegetal. 

A este respecto. la morfogénesis del nódulo. incluyendo expresión de nodulinas tempranas puede 

ser simulada por citosinina y por inhibidores del transporte de auxinas (flsher & long 1992; Hirsch 

et al .• 1989). 

En las especies de Bradyrhizobium. de crecimiento lento. los genes simbióticos se localizan en el 

cromosoma principal. mientras que en las especies de Rhizobium. de crecimiento rápido. estos 

genes están contenidos en megaplásmidos (pSyms). Además. en estas especies se pueden llegar 

a presentar de uno a diez plásmidos diferentes llegando a representar hasta más del 40% del total 

del DNA. Normalmente tenemos la creencia de que las bacterias están limitadas respecto a la 

cantidad de genes que pueden contener. La presencia de estos megaplásmidos. que más 

parecen cromosomas. indica que lo anterior podría ser una sobre simplificación debida a nuestro 

conocimiento limitado de la vida a nivel de microorganismos (Pace 1997). Es interesante que en 

Azotobacter vine/andii. una bactería gram-negativa del suelo que es capaz de fijar nitrógeno 

atmosférico. se haya reportado que cuando se cultiva en medio rico. llega a tener hasta más de 

80 copias de su genoma al llegar a la fase estacionaria (el tamaño haploide de su genoma es de 

4.7 mega pares de bases i. e. muy similar al del genoma de E. coli). Cuando Azotobacter es 

cultivada en medio mínimo. no alcanza estos altos niveles de ploidía. lo cual sugiere que 

habitualmente esta amplificación no ocurre fuera de condiciones de laboratorio. Se ha 

reportado que el número normal de copias de su genoma es cercano a cuatro. i. e. realmente 
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no es una bacteria poliploide (Nagpal el al., 1989: Manna & Das 1993: Maldonado el al., 1994). En 

Rhizobium etJi (antes R. leguminosarum biovar phaseoJi), se localizan seis megaplósmidos que 

tienen tamaños entre 150 a 600 kilobases. En el pSym, de 390 kilobases, se localiian la mayoría de 

los genes de la simbiosis. pero los genes contenidos en los otros cinco plósmidos también 

contribuyen al establecimiento exitoso de la simbiosis (Glrard el al .. 1991). En este plósmido. 

también se localizan los genes nif y fix, esenciales para la fijación del nitrógeno, dentro de los 

cuales se encuentra el gen estructural de la nitrogenasa (Quinto el al., 1985). A pesar de la 

importancia intrínseca de los genes Nif y fix, mutantes es éstos son capaces de inducir la 

formación de nódulos en los cuales se expresan nodulinas y poseen una morfologia similar al tipo 

silvestre. Aparéntemente entonces, la fijación del nitrógeno es la consecuencia y no un 

prerrequisito para el desarrollo del nódulo (Nap & BlsseUng 1990). Ademós de los genes NoD, nif. y 

fix se han descríto otros genes (exa, Ips y ndv) que están involucrados en la estructura de la 

superficie extema de la bactería (Nap & BlsseJlng 1990). 

Nodulaclón, días 1 /10 

El primer cambio, visible microscópicomente, de la planta en respuesta al contacto con 

Rhizobium, en particular con el factor Nod, es lo deformación y el enrrollamiento de los pelos 

radiculares. Estos cambios morfológicos están precedidos por despolarización de la membrana 

plasmática, cambios en el flujo de calcio, rearreglos de los filamentos de actina y un incremento 

del reflujo citoplasmático (Mylona el al., 1995). Respecto al citoesqueleto, éste es una estructura 

esencial del citoplasma eucarionte y modificaciones en el citoesqueleto podrían explicar muchos 

de los cambios morfológicos que se encuentran en etapas tempranas y tardías de la interacción 

planta-Rhizobium. La posibilidad de que el factor Nod pudiera disparar cambios en los niveles de 

calcio, los cuales a su vez podrían alterar significativamente al citoesqueleto, había sido predicho 

(Sánchez el al .. 1991): recientemente está relación ha comenzado a ser estudiada (Ehrhardt el 

al., 1996). Una vez que la bacteria entra en contacto con el pelo radicular. los rhizobia quedan 

atrapados, resultando en una alta concentración de factores. Este contacto desencadena la 

infección propiamente dicha, que se inicia con una hidrólisis muy localizado de la pared celular 

de los células vegetales (van Spronsen el al .. 1994). Lo anterior, resulta en la formación de una 

estructura tubular denominada hilo de infección, a través del cual la bacteria entra a la planta. 

La bacteria en el interior del hilo de infección se encuentra rodeado de una matriz que parece 

consistir de compuestos secretados tanto por la planta como por la bacteria. El hilo de infección 

atraviesa células corticales de la raíz por medio de puentes citoplasmóticos alineados 

radialmente que son denominados hilos de preinfección. Estas estructuras siempre preceden la 

formación del hilo de infección propiamente dicho y atraviesan la vacuola central de las células 
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corticales centrales. Aunque estas células corticales externas que forman el hila de preinfección 

nunca se dividen. los cambios morfológicos recuerdan a aquellos que se observan en células que 

entran al ciclo celular. El factor Nod purificado induce la formación del hilo de preinfección pero 

los hilas de infección no se forman. lo cual sugiere que para que se formen. se requiere de la 

presencia de los rhizobia (van Brussel et al .• 1992). Concomitantemerite con la formación del hilo 

de infección. las células corticales se activan mitóticamente formando el primordio del nódulo. 

En leguminosas tropicales como la soya y el frijol. son las células corticales externas las que se 

activan. formando estructuras globosas denominadas nódulos determinados. En leguminosas de 

climas templados como el chícharo y la alfalfa se activan las células corticales internas. 

formando estructuras alargadas denominadas nódulos indeterminados (Mylona et al .• 1995). En 

los nódulos indeterminados se presenta un gradiente morfogenético desde un meristemo apical 

persistente. hasta la región proximal de senecencia (Vasse et al .• 1990). En nódulos determinados 

el meristemo deja de dividirse en una etapa temprana del desarrollo. Como resultado. todas las 

células del tejido central se encuentran en el mismo estado de diferenciación y senecen al mismo 

tiempo (Brewln 1991). Utilizando Rhizobium meliloti marcado con proteína verde fluorescente 

(GFP). se ha propuesto que en el interior del hilo de infección solo las bacterias que se localizan 

en la punta de éste son capaces de crecer y dividirse. Dicho de otro modo. debe de existir 

comunicación molecular entre la bacteria y la planta de tal manera que las bacterias distales no 

proliferan activamente. Una posibilidad podría ser que la planta controlara la cantidad de 

nufrientes a lo largo del hilo de infección. La explicación de este fenómeno podría ser que con 

esta estrategia se limitaría el crecimiento de otras especies de bacterias que pudieran ser 

acarreadas junto con el Rhizobium (Gage et al .• 1996). Como se menciono anteriormente. en este 

sentido la observación de que frecuentemente. la planta termina el crecimiento del hilo de 

infección y se presenta una reacción de tipo hipersensible. podría ser un mecanismo lógico de 

prevenir la entrada de otras especies contaminantes de bacterias. a '10 vez que serviría para 

regular el número de nódulos que se desarrollan en la planta (Vasse et al" 1993). 

Nodulac:lón. días 10/ 14 \ 

Así. a medida que el hilo de infección penetra. las bacterias proliferan en la punta de éste. hasta 

que el hilo de infección llega al primordio del nódulo. Una vez que se establece el contacto. el 

hilo de infección se bifurca y penetra al interior de algunas de las células centrales del primordio 

(loslc:k & Kaiser 1997). En ese momento. las bacterias salen de las puntas del hilo de infección 

hacia el citoplasma de la célula vegetal. Esta liberación es un proceso endocitico. en el que la 

bacteria termina rodeada de la membrana peribacteroidal (PBM). Esta. forma la interfase entre el 

citoplasma vegetal y el endosimbionte a través de la cual se intercambian señales y metabolitos 
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y se evita una respuesta de la planta en contra de la bacteria intracelular (Verma 1992). 

Interdispersas entre las células infectadas. se localizan células más pequeñas que no son 

infectadas (las células no Infectadas). Subsecuentemente los endosimbiontes pierden su pared 

celular. crecen. se multiplican y se diferencian en bacteroides. ocupando eventualmente la 

mayor parte del volumen de las células infectadas. los bacteroides rodeados de la PBM. son 

denominados simbiosomas. Se ha propuesto que el simbiosoma tiene las propiedades de un 

compartimento lítico que se neutraliza constantemente por el amonio producido por los 

bacteroides. De acuerdo a esta hipótesis. se esperaria que la falta de fijación de nitrógeno 

llevara a la degradación delbacteroide. Efectivamente existe evidencia de degradación 

prematura de los bacteroides en mutantes de Rhizobium que no fijan nitrógeno (Hirsch & Smlth 

1987). Durante la formación del simbiosoma. el crecimiento de los rhizobia y la síntesis de la 

membrana que lo rodea están sincronizadas. de tal manera que se requiere de una síntesis 

masiva de esta membrana plasmática. En las leguminosas. ésta se incrementa 30 veces (Verma 

1992). la PBM tiene una composición diferente a la de la membrana plasmática normal que le 

permite desempeñar funciones especiales. A través de la PBM se intercambian amonio. el grupo 

hemo. compuestos carbonados y posiblemente los productos de la asimilación del amonio 

(Verma & Hong 1996). En general se desconocen las proteínas que participan en estos procesos. 

De hecho. la PBM contiene varias nodulinas (como la nodulina-26). e inciusive proteínas 

bacterianas (Mylona el al .. 1995). los bacteroides expresan un sistema de asimilación de ácidos 

dicarboxílicos. lo cual sugiere que son éstos la fuente primaria de carbón aportada por la planta 

al bacteroide. llegados a este estado. las bacterias finalmente expresan la nitrogenasa y el 

amonio. producto de la fijación del nitrógeno es exportado a la planta. la forma en que el 

nitrógeno fijado es transportado depende de la planta. En las plantas que forman nódulos 

Indeterminados. el nitrógeno fijado se exporta como amidas. mientras que en las que forman 

nódulos determinados. se exporta como ureidos. En ambos casos. el amonio exportado es 

asimilado en el citoplasma por vía de la glutamino sintetasa vegetal (GS). En' nódulos 

determinados algunos componentes de la asimilación del amonio y la biosíntesis de ureidos 

pueden estar espacialmente separados. Mientras que la GS es expresada tanto en' células 

infectadas como no infectadas (Mlao el al .• 1991).10 uricasa (nodulina-35). una enzima clave en 

la oxidación de purinas que catoliza la oxidación de ácido úrico a alantoina. solo ha sid,o 

detectada en los peroxisomas de las células no infectadas (Hanks el al .• 1981; Nguyen el al .• 

1985; Sánchez el al .• 1987). la alantoinasa. que catoliza el siguiente paso de la oxidación de 

purinas. también ha sido localizada en células no infectadas (Hanks el al .. 1981). También. en 

nódulos determinados las células no infectadas parecen estar involucradas en el transporte del 

nitrógeno fijado como ureidos. conformando una red más o menos continua de plasmodesmos 
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entre estas células. a través del tejido central. que facilita el transporte al tejido vascular (Selker 

1988). En contraste. no existe evidencia de que en nódulos indeterminados. las células no 

infectadas presenten una especialización similar (Nap & Blssellng 1990). 

Nódulos después del día 14 

Debido a la presencia de un meristemo persistente. en los nódulos de tipo determinado una vez 

que se llega a esta etapa. la fijación del nitrógeno continúa indefinidamente. Por el contrario. en 

nódulos determinados donde no existe este meristemo. a partir del día 20-25. comienza la 

senecencia del nódulo (Sánc:hez et al .• 1991; Mylona et al .. 1995). 

ANTECEDENTES 

El proceso de diferenciación del nódulo simbiótico. ofrece una oportunidad de estudiar los 

procesos morfogenéticos y de regulación génica que ocurren en este órgano. En este sentido. en 

el laboratorio del Dr. Federico Sánchez se han abordado diversos aspectos de este proceso 

(Sánc:hez et al., 1987; Sánc:hez et al .. 1991; Campos et al., 1995). Más recientemente, este grupo 

volviendo a una vieja querencia (Sánc:hez et al., 1983), se ha interesado en el papel funcional de 

las proteínas y genes relacionados con el citoesqueleto durante el desarrollo y morfogénesis del 

nódulo (Pérez et al., 1994; Vldall et al., 1995; Sánc:hez et al., 1996). De una manera análoga a 

cuando John Ellis purificaba a la Rubisco (vide supra); durante las etapas iniciales de purificación 

de la actina de raíces y nódulos de frijol. el Dr. Héctor Pérez detectó una proteína que 

copurificaba con la actina. Columnas de exclusión molecular (TSK 4000) sugerian que en estado 

nativo esta proteína podria tener más de 400 kDa. En geles de SDS-PAGE se detectaba una 

banda de alrededor de 60 kDa. que sugeria que esta proteína pudiera ser un homo-oligómero. 

Extrañamente. su presencia era revelada por un anticuerpo monoclonal anti-actina. Aunque 

estos datos no fueron incluidos en el reporte final (Pérez et al., 1994); las similitudes con los 

trabajos originales de la Rubisco Subunit Binding Protein. (excepto desde luego la unión del 

anticuerpo), eran obvias (Banac:lough & ElUs 1980). Por otro lado. durante la caracterización 

electroforética de las isoformas de actina en plantas, en particular de soya. el grupo de Richard 

B. Meagher, usando diferentes anticuerpos contra actina. también había reportado la presencia 

de lo que llamaron "epítopes relacionados a actina" (ARE) en extractos de hipocotilo/raíz y hoja. 

Estos. fueron parcialmente caracterizados como polipéptidos de alto peso molecular (52-62 kDa) 

y se sugería que podrían estar relacionados con las chaperoninas del cloroplasto. si bien éstas no 

tienen ninguna relación de secuencia o estructural conocida con la actina (Mc:lean et al., 1990). 

Sin embargo. se sabía que a su vez las chaperoninas de mitocondria humana presentaban 
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reactividad inmunológica con anticuerposanti-actina (Varma el al., 1987; Me lean el al., 1990). El 

posible significado biológico de esta reactividad cruzada chaperonina-actina no ha sido 

aclarado. Vale la pena aclarar que la similitud estructural reportada entre el dominio amino 

terminal de la Hsp70 (ATPasa) y la actina (Flaherty el al., 1991; Bork el al., 1992), no parece ser de 

relevancia en este caso. De cualquier manera, en particular por la forma en que Meagher 

generó los anticuerpos anti-actina de soya (SAcl:257-272), usando el oligopéptido sintético 

F§CPGVlYQP~MvGMJi, los anticuerpos deberían reconocer secuencias similares. Una búsqueda 

rápida de secuencias similares en 18 secuencias de chaperonina a lo largo de la escala 

filogenética incluyendo TF55 y TCP-l. indica que solo en la cpn60-a de trigo y de Brassica napus, 

existe la secuencia v§PDGVLSIE~SSSFJi (aa's 167-182), que muestra una baja identidad con la 

secuencia de actina de soya en particular el tripéptido ~ (las identidades se muestran en 

negritas). Otros dos anticuerpos contra las secuencias (isoformas) de actina de soya Sac4:257 y 

Sac3:257 de secuencias FRCPEVlFQP~MIGMJi / FRCPKI!FQP~MIFMJi, respectivamente, tienen 

menor identidad con cpn6O-a, no tienen el tripéptido ~, y aparentemente no detectan a la 

chaperonina (ARE). Desde luego, muchas otras proteinas podrían contener dicho tripéptido, por 

lo cual si acaso la secuencia detectada fuera el epítope "común" entre Sacl y chaperonina: 

debe de haber otros factores involucrados. Estructural y/o funcionalmente, es imposible derivar 

ninguna similitud. En el caso de los otros anticuerpos anti-actina que detectan chaperoninas 

(Varma el al., 1987; Pérez el !3'., 1994) , no es posible detectar la menor similitud de secuencia. 

Curiosamente, actina no es la única proteína del citoesqueleto que cruza inmunologicamente 

con cpn60. En este sentido, se ha reportado que una proteína de 65 kDa, de Spirochaeta 

bajacaliforniensis, inicialmente caracterizada como "tubulin-like", por detección con al menos 

cuatro diferentes anticuerpos contra tubulina, es en realidad una chaperonina (Munson el al., 

1993). 

De cualquier manera, la detección en el laboratorio de una proteína, que copurificaba con 

actina y que pOdría corresponder a una chaperonina, valía la pena de ser investigada. 

Por otro lado, existen reportes que demuestran que en varias circunstancias donde hay una 

parasitosis o simbiosis intracelulares: por un lado el citoesqueleto juega un papel primordial y por 

el otro en el microsimbionte las chaperoninas tienen un nivel de expresión elevado y 

desempeñan importantes funciones. 

Por ejemplo, en el caso de la bacteria parasítica intracelular Listeria monocytogenes, después de 

ser fagocitada por macrófagos, ésta se encapsula por filamentos de actina. A medida que la 

bacteria crece y se divide, los filamentos de actina se rearreglan dando la apariencia de "colas 

de cometa", cuya velocidad de crecimiento concuerda con el desplazamiento de la bacteria 
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en el citoplasma de la célula infectada. Esta capacidad de la bacteria para utilizar al 

citoesqueleto de actina. le permite moverse por el citoplasma de una célula a otra y así evitar la 

respuesta inmune del huésped (TIlney & Portnoy 1989). Shigella flexneri. presenta una conducta' 

similar dentro de la célula huésped. Inclusive el virus de vaccinia comparte esta habilidad de 

enrolar al citoesqueleto de actina. Los genes responsables de reclutar a la actina comienzan a 

ser caracterizados. Curiosamente en el caso de Lisferia y Shigella. las proteínas involucradas. 

ActA y lesA respectivamente. no tienen ninguna similitud de secuencia entre si y vaccinia no 

contiene ningún gen parecido a éstos lo cual sugiere que existe más de un mecanismo para 

orientas al citoesqueleto a favor del patógeno intracelular (Strauss & Falkow 1997). 

Por otro lado, Salmonella typhimurium cuando infecta macrófagos, permanece dentro de una 

vacuola durante toda su fase intracelular (Strauss & Falfow 1997). Durante esta etapa se 

incrementa selectivamente la síntesis de más de 30 proteínas de la bacteria. Dentro de éstas, las 

dos que mayor inducción alcanzan son GroEL y DnaK. Si bien deben ser otros genes los 

responsables de la patogenia, la sobreexpresión de estas proteínas de stress claramente le 

confieren una ventaja al patógeno para sobrevivir el ambiente hostil dentro de los macrófagos 

(Buchmeler & Heftron 1990). Amoeba profeus cepa D, adquirió en el laboratorio. una bacteria 

endosimbionte no identificada (bacteria X). Aparentemente esta bacteria no es dañina a la 

ameba que acumula 42,000 bacterias intracelulares. Sin embargo, si bien se desconoce el papel 

que juega la bacteria, actualmente este protozoario se ha hecho dependiente de estos 

endosimbiontes y no puede sobrevivir sin ellos. Estudios de las proteínas bacterianas involucradas 

en esta relación, detectaron altas niveles de un homólogo de la familia GroEL, que sugieren que 

la condición de endosimbionte es una situación de stress y que por lo tanto la bacteria X. 

mantiene un alto nivel de expresión de GroEL para sobrevivir dentro de una célula eucarionte 

(Chol el al., 1991). El punto de vista de que el interior de una célula podria ser un ambiente hostil 

fue propuesto originalmente en 1974 y desarrollado posteriormente (Moulder 1974; Moulder 1985). 

Este enfoque está basado en la conceptualización de las barreras que se le van a presentar a los 

parásitos intracelulares para interiorizarse, sobrevivir y multiplicarse dentro. del huésped. Estas 

condiciones intracelulares pueden ser comparables a las condiciones abióticas de stress como el 

calor, el frio, la salinidad o la desecación. Se podria pensar que el enfoque de que el citoplasma 

de la célula huésped pOdría ser un medio ambiente hostil. podria no aplicarse en el caso de 

simbiosis establecidas. El caso de la bacteria X y otros casos revisados más adelante señalan que 

aun en el caso de relaciones mutuamente benéficas esta percepción del citoplasma como un 

medio agresivo se sostiene. 

Desde luego todos los parásitos intracelulares tienen genes de stress. pero no siempre se ha 

cuantificado si existe una diferencia en su nivel de expresión comparativamente entre el estadio 
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intracelular y el de vida libre. Por ejemplo. se ha reportado que Mycobacterium tuberculosis y 

Mycobacterium leprae expresan un homólogo de GroEL. que se sabe que éste es uno de los 

principales inmunógenos de estas bacterias ya sea en la infección o después de una 

inmunización. Inclusive. este antígeno podria estar involucrado el fenómenos de autoinmunidad 

y en la artritis (Shlnnlck et al .• 1988). En Mycobacterium tuberculosis. esta proteína está codificada 

por dos genes. A nivel de aminoácidos las proteínas muestran solo 61% de identidad. lo cual 

sugiere una divergencia funcional de los polipéptidos. Aunque no se ha demostrado. se ha 

sugerido que uno de los pOlipéptidos (cpn60-2). podria estar más relacionado con la 

patogenicidad que el otro (cpn60-1) (Kong et al .• 1993). 

Otro ejemplo es el de los Afidos (Insecta: Homoptera). Estos. poseen procariontes intracelulares 

simbiotróficos del genero Buchnera. en células especializadas del abdomen denominadas 

baderiocitos. Las bacterias endosimbiontes no pueden vivir fuera del citoplasma de su célula 

huésped y no se les conoce un estado de vida libre. Afidos aposimbióticos (sin bacterias 

endosimbiontes). muestran un crecimiento lento y son estériles. Se ha sugerido. que estos 

endosimbiontes aportan amino ácidos esenciales y vitaminas a su huésped. lo cual significa que 

existe una relación mutualista. Un aspecto importante en esta relación. es que el endosimbionte 

sintetiza predominantemente una sola proteína: la slmblonlna. Esta ha sido purificada del áfido 

del chícharo. y se ha demostrado que estructural y funcionalmente es un homólogo de GroEL 

(Kakeda & Ishlkawa 1991). En este caso. basándose en las caracteristicas morfológicas. 

metabólicas y genómicas del endosimbionte. se ha propuesto que se les podría considerar como 

formas intermediarias entre baderias de vida libre y organelos (Fukatsu & Ishlkawa 1993). pero 

vide supra. El genoma de este endosimbionte tiene una alta proporción de adenina-timina. Esta 

caracteristica también la poseen los genomas mitocondriales y apoya la idea de que su genoma 

está sufriendo cambios concertados con su condición de endosimbionte. Pero lo más notable es 

que el tamaño de su genoma es mayor que el de E. coli. i. e .• en potencia tiene capacidad 

codifican te para miles de proteínas y sin embargo se concentra en la síntesis de una sola 

(Ishlkawa & Hashlmoto 1986). A nivel de secuencia. la simbionina está codificada por el operón 

symSL que codifica a los homólogos de GroES y GroEL y muestran respectivamente 79.6% y 85.5% 

de identidad con los homólogos de E. coli. Experimentos de complementación muestran que 

mutantes de E coli pueden funcionar con los genes del endosimbionte (Ohlaka el al .• 1992). Sin 

embargo. en el endosimbionte la expresión del homólogo de Gro ES es mucho más baja que la 

de GroEL. El Significado evolutivo y funcional de esta asimetria no ha sido esclarecido (Fukalsu & 

Ishlkawa 1993). Una posibilidad sería que la fisiologia del endosimbionte ha cambiado de 

acuerdo a su situación de comensal obligado. En este sentido es interesante que se ha reportado 

que si bien el operón symSL en potencia podria responder al heat-shock (el promotor contiene las 
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secuencias regulotorios) (Ohtaka el 011992) , lo cantidad de mRNA de symSL, no se incremento 

en respuesto o este stress. Posiblemente esto falto de respuesto es debido a defectos en lo 

expresión y/o estructuro del factor sigma 32, que regulo este tipo de operones. Por el otro lado, lo 

evolución de las vías regulotorias de estas bacterias deben de haber llevado a suprimir una 

regulación hasta cierto punto innecesaria y o facilitar lo expresión de lo simbionina aun en 

ausencia de stress calórico, pero en respuesta 01 medio ambiente intracelular del bocteriocito 

(sato & Ishlkawa 1997). Sin embargo no en todos los cosos de parasitismo intracelular se ha 

perdido lo capacidad de respuesta 01 stress calórico. Por ejemplo, en Legionella pneumonia, se 

ha reportado que efectivamente lo sobreexpresion de su Hsp60 se presenta durante lo infección 

de monocitos humanos y de ratón. Sin embargo, una cepa ovirulento de Legionella, es capaz de 

responder 01 heot shock, sugiriendo que en esta cepa, lo vía regulotorio de stress funciona bien, 

pero la regulación durante la infección está defectuoso (Femández el al •• 1996). Finalmente, 

entre los insectos, el coso de los áfidos no parece ser único, yo que se han reportado bacterias 

endosimbiontes, que también tienen niveles elevados de SymL (GroEL), en moscas tse-tse y en tres 

especies de gorgojos (Aksoy 1995: Charles el al., 1995). 

Por lo anterior, se puede apreciar que las chaperoninas están íntimamente asociadas al 

fenómeno del endoparasitismo y lo endosimbiosis, 

Por lo que respecta a la relación de chaperoninas y fijación del nitrógeno, el primer reporte que 

indicaba uno relación entre éstas proviene no de uno bacteria del genero Rhizobia, sino de lo 

bacteria diazotrófico de vida libre Klebsiello pneumoniae. En esto bacteria se reportó que GroEL 

estario involucrado en la biogénesis y plegamiento correcto de lo nitrogenosa y de NifA 

(Govezensky el al., 1991). Dado que NifA es un octivodor transcripcional de lo expresión de los 

genes nif, se ha considerado o la chaperonina como un regulador potencial de lo expresión 

génica, aunque de segundo mano dirio yo (Govezensky el al .. 1994). Consecuentemente, en 

ambos aspectos (endosimbiosis y fijación del nitrógeno), lo bacterias del genero Rhizobio no 

podían ser lo excepción. En Bradyrhizobium japonicum, se ha reportado que GroEL se 

incremento 7 veces cuando la bacteria se encuentro como bocteroide en los nódulos de soya, 

en comparación con lo bacteria de vida libre (Chol et al., 1991), Adicionalmente, en contraste 

con E. coli o Mycobacferium tuberculosis, que tienen 1 y 2 copias de GroEL respectivamente, se 

ha determinado que en Bradyrhizobium japonicum, el operon groESL. se localizo en uno familia 

multigénica de cinco miembros. En particular el llamado groESG, no se induce por stress calórico, 

sino que es co-regulodo simultáneamente con los genes de lo fijación del nitrógeno y su 

expresión es estrictamente dependiente de la proteína regulotoria NifA yo sea en el bocteroide o 

en condiciones de microoerofilio. Curiosamente, mutaciones en este gen groEG, no afectan ni lo 

69 



viabilidad. ni la nodulación. ni la fijación del nitrógeno. Esto parece indicar que los productos 

polipeptídicos pueden funcionalmente ser reemplazados uno por otro. pero que uno es 

preferencialmente inducido durante la fijación del nitrógeno. aunque en el mutante de éste la 

cantidad de GroEL sintetizada a partir de los otros genes sería suficiente para compensar la falta 

de la proteína GroEL3. Dos miembros de esta familia. parecen tener un patrón de expresión 

constitutivo y al menos uno de los operones es fuertemente inducido por el stress calórico. Los 

genes groEG y groEL. están localizados en el cromosoma principal. (Flscher el al .. 1993). En 

Rhizobium meliloti. utilizando Southern blot. se han reportado entre cuatro y cinco copias de 

groEL. En este caso. se ha determinado que algunas de las copias están localizadas en sus dos de 

los megaplásmidos (Rusanganwa & Gupfa 1993). Por su lado. Rhizobium leguminosarum. parece 

tener al menos tres copias de groEL ninguna de las cuales está en el plásmido simbiótico 

(Walllngfon & Lund 1994). Finalmente. se ha demostrado que en Rhizobium meliloti. GroEL está 

involucrado en el plegamiento y el ensamblaje del activador transcripcional NodD. Mutaciones 

en la copia cromosómica (groELc) afectan notablemente la actividad de NodD!. además de la 

de NodD3 y SyrM. A diferencia del caso de Bradyrhizobium. estas mutantes son lentas en la 

formación de nódulos y presentan el fenotipo Fix .. Sin embargo la actividad de NifA no se ve 

disminuida. por lo cual se ha sugerido que el efecto de la mutación debe de estar a otro nivel de 

la fijación del nitrógeno. por ejemplo en el ensamblaje de la nitrogenasa. Aparentemente. el 

producto polipeptídico de otra de las copias de la chaperonina (groELa). localizada en el 

megaplásmido pSyma. puede complementar las mutaciones en la copia cromosómica. lo cual 

sugiere una divergencia regulatoria de estos genes i. e .. desde el punto de vista estructural 

funcional ambos polipéptidos son similares; sin embargo presentan un patrón de expresión 

temporal diferente de manera que la copia en pSyma no puede compensar la mutación en la 

copia cromosómica. Aunque se han detectado otras copias adicionales de groEL éstas no 

parecen codificar productos polipeptídicos relevantes ya que dobles mutantes en groELc y groELa 

no son viables ya sea por razones funcionales o regulatorias (Ogawa & Long 1995). En resumen. el 

genero Rhizobia presenta caracteristicas particulares primero en el sentido de que a diferencia 

de otros procariontes. GroEL está codificado por pequeñas familias multigénicas y segundo 

porque al menos alguna de las isoformas está relacionada especifica mente con la nodulación 

ylo la fijación del nitrógeno. 
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OBJETIVO GENERAL 

Por todo lo anterior, es claro que lcis chaperoninas ocupan una posición distintiva en los 

fenómenos de endosimbiosis en general y muy particularmente en la simbiosis Rhizobia-planta. Sin 

embargo, hasta donde sabemos, no existe ningún reporte en la literatura que haya estudiado a 

la contraparte del citoplasma de la célula eucarionte huésped ya sea animal o vegetal. 

Así. por las razones antes expuestas, nos pareció interesante preguntarnos si desde el punto de 

vista de la planta, la simbiosis también constituye un evento estresante y si las chaperoninas 

vegetales también están implicadas en el proceso de morfogénesis del nódulo simbiótico. 

Aparentemente, este sería el primer reporte en ese sentido. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Aislar, secuenciar y caracterizar clonas de chaperonina (cpn60) del frijol común Phaseo/us 

vulgaris. 

• Determinar la composición genómica del gen o genes aislados. 

• Establecer si algún miembro de ésta familia multigénica, (en caso de que así se determinara), 

participa específicamente en alguna de las etapas de morfogénesis del nódulo simbiótico. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y RESULTADOS GENERALES 

A continuación se presenta el esquema de la estrategia experimental desarrollada y abajo se 

describen sucintamente los resultados generales. 

DETERMINACION DE lAS CONDICIONES DE HIBRIDACION 

Durante la colaboración con el grupo del Dr. Luis Herrera-Estrella en el CINVESTAV, Irapuato, se 

aislaron clonas genómicas y de cDNA de la chaperonina cpn60-(3 de Arabidopsis fhaliana 

(Zabaleta el al" 1992). Una de éstas, la clona b3, fue utilizada como sonda heteróloga para la 

detección de secuencias homólogas en el frijol (Phaseolus vulgaris). Un primer experimento de 

tipo northem con RNA de nódulos de frijol. dio resultados negativos. Por esta razón se desconocía 

si la chaperonina mencionada se expresaba en nódulos. Como antecedente. en Arabidopsis, el 

nivel de expresión de esta chaperonina es muy bajo en raíz, pero alto en hojas. Este resultado es 

congruente con el hecho de que originalmente la cpn60, fue aislada asociada a la proteína del 

cloroplasto Rubisco, donde esta chaperonina es muy abundante (Barraclough & EIIls 1980). Se 

intentó entonces un experimento de tipo Southem con DNA genómico de frijol en condicíones de 

baja severidad, el cual mostró señales tenues pero positivas. Este resultado nos permitió 

establecer entonces las condiciones de hibridación para intentar el tamizado de bibliotecas de 

cDNA. Sin embargo, el resultado negativo del northem de nódulo, podía ser interpretado de dos 
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maneras. Primero; podría ser que la abundancia del transcrito fuera marginal, con la 

consecuencia de que la representación de las clonas correspondientes en una biblioteca de 

cONA de nódul.os también sería muy baja y sería muy difícil. utilizando la sonda heteróloga de 

Arabidopsis. aislar clonas positivas. La segunda posibilidad. sería que dado que en Brassica napus 

y en Arabidopsis. cpn60-~ ha sido reportada como codificada por una familia multigénica 

(Martel e' al.. 1990; Zabaleta e' al.. 1992). existía la posibilidad de ocurriera una expresión 

díferencial de míembros de esta supuesta familia y que la isoforma que se expresara en nódulo. 

tuvíera una identidad baja con la sonda heteróloga que estabamos usando y que por lo tanto la 

detección fuera sumamente difícil. si no imposible. Por el otro lado el experimento del Southem 

genómico indicaba que podíamos detectar a las secuencias homólogas del frijol. Sin embargo. 

esas secuencias detectadas podrían corresponder a los genes que se expresan en hoja. 

Considerando las razones antes expuestas. el razonamiento entonces fue el siguiente: Si la 

chaperonina está codificada por una familia multigénica. sabiendo que la representación de 

clonas de cONA en una biblioteca de hoja de frijol es alta y que la sonda de Arabidopsis 

representa a la supuesta chaperonina de hoja. entonces el mejor camino sería primero efectuar 

un tamizado de una biblioteca de cONA de hoja. En este razonamiento. se veía más probable 

aislar clonas de hoja. La segunda parte del razonamiento era más ingenua. Si logramos aislar 

clonas que representen a alguno de los miembros de la familia mUltlgénica. al menos será una 

secuencia de frijol. que. en teoría nos permitirá detectar secuencias homólogas en bibliotecas de 

nódulo. La ingenuidad consiste desde luego en que cuando los miembros de una familia 

multigénica de un organismo tienen un potrón de expresión diferencial. habitualmente también 

ha divergido su secuencia (McElroy e' al .• 1990). de tal manera que podría ser tan dificil la 

hibridación I detección de los cONA's de nódulo usando la sonda de Arabidopsis. que con una 

clona de hoja de frijol. Pero tal vez por eso dicen que los biólogos moleculares somos los 

científicos más creyentes: Siempre estamos esperando el milagro. Nuestra esperanza era que la. 

identidad reportada a nivel de nucleótidos entre los genes de cpn60 en la misma especie es más 

alta (cerca de 90% de identidad). que entre los homólogos de diferentes plantas (alrededor de 

72%) (Valdés-López & Herrera-EstreDa. 1992). de tal manera que metodológicamente el 

razonamiento por el que optamos era justificado. 

TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA DE HOJA Y COMPARACION DE SECUENCIAS DE lAS CLONAS AISLADAS 

Así. utilizando las condiciones de hibridación antes determinadas. se tamizó una biblioteca cONA 

de hoja de Phaseolus. construida en i.gt22A. Como resultado se obtuvieron dos clonas positivas 

(de un total de 10.000 placas). Ambas resultaron ser clonas truncadas. Sin embargo. la mayor 
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( .. 1.200 pb). fue subclonada en el vector pBluescript SK+ para su mejor manejo y designada 

chapphas-6.1. Las comparaciones de secuencia de nucleótidos y la secuencia derivada de 

aminoácidos. con las secuencias correspondientes de la sonda de Arabidopsis. indicaron 

claramente que la clona aislada en efecto correspondía a un homólogo de cpn60-~. 

TAMIZADO DE LA BIBLIOTECA DE NODUlO 

La clona de trijol aislada de hoja. fue utilizada como sonda para efectuar ahora el tamizado de 

una biblioteca de cONA construida en el vector llAPo a partir de RNA de nódulos de trijol de 12 

días. Las condiciones de hibridación fueron más severas que en el primer tamizado. pero no se 

llegó a lavados de alta severidad. De un total de 80.000 placas se aislaron 19 clonas positivas i. e .. 

la representación de clonas en esta biblioteca. es similar a la representación de clonas en la 

biblioteca de hoja. lo cual sugiere que el nivel de expresión de los genes correspondientes es 

similar. Después de convertir al fásmido en fagémido. se realizó el patrón de restricción de las 

clonas aisladas que indicó que la mayoría. nuevamente eran clonas truncadas. La mayor ( .. 1900 

bp). designada chapnod-4.2. se utilizó para determinar la secuencia de nucleótidos. Cabe 

Indicar que. sin embargo. el patrón de restricción de las diferentes clonas era muy similar. si no 

idéntico. entre ellas mismas y con respecto a la clona aislada de hoja (Chapphas-6.1). 

SECUENCIACION y ANAlISIS DE LA CLONA DE NODUlO 

Como era de esperarse. la secuencia de nucleótidos y la secuencia derivada de aminoácidos. 

confirmaron que la clona aislada de nódulo correspondía a la chaperonina cpn60-~. 

Específicamente. se realizó un alineamiento múltiple con la secuencia de aminoácidos 

correspondiente al péptido maduro (péptido señal excluido). contra secuencias a todo lo largo 

de la escala filogenética y particularmente con secuencias de algunas plantas. derivadas de los 

polipéptidos correspondientes a la mitocondria y a las llamadas subunidades alfa y beta del 

cloroplasto. Como se indicó. la secuencia aislada se agrupó con esta última. indicando que en 

los nódulos radiculares de Phaseolus vulgaris ésta tendría una localización plastídica. Por otro 

lado. la secuencia de nucleótidos señaló que a pesar del tamaño de la clona. no era una clona 

completa en el sentido de que dada su localización plastídica. el mRNA tendría que codificar no 

solo para la secuencia de aminoácidos de la proteína madura. sino. además. para la secuencia 

del péptido señal que dirige al polipéptldo a su sitio definitivo. en este caso el plástido 

(Hemmlngsen el al .• 1988; Martel el al .• 1990; Zabaleta el al .• 1992; Cole el al .• 1994). Dicho de 

otro modo. la clona aislada contenía toda la parte codificante de la proteína madura. pero solo 
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parte del péptido señal. Como era importante determinar la secuencia de este péptido líder 

para confirmar que tuviera las características esperadas para una proteína que se aloja en el 

pl6stido decidimos intentar aislar una clona completa. Se tamizó nuevamente la biblioteca de 

nódulo. pero utilizando ahora solo la región hacia el extremo 5' de nuestra clona de frijol 

(restricción Nco1/EcoRV-743 bp). para tratar de detectar en lo posible las clonas m6s completas 

hacia dicho extremo. las condiciones de hibridación y lavado de los filtros fueron severas. Como 

resultado de este tamizado se aislaron 6 clonas. El patrón de restricción de la mayor. indicaba 

que contenía alrededor de 70 nucleótidos adicionales. De esta clona. se secuenciaron 700 bp de 

cada extremo (1.400 bp en total). observ6ndose que la secuencia correspondiente era 100% 

idéntica a nivel de nucleótidos a la clona aislada anteriormente y. adem6s. confirmando el 

tamaño determinado con el patrón de restricción. contenía sesenta y seh nucleótidos 

adicionales en el extremo 5'. lo cual fue suficiente para llegar al codón de inicio y derivar la 

secuencia completa del péptldo señal. El an61isis de esta región. mostró que las características 

de este péptido efectivamente corresponden a un péptldo señal de exportación al pl6stido. 

Dado que por lo dem6s. las clonas de nódulo eran idénticas en el resto de los nucleótidos. para 

la secuencia reportada completa se fusionó la información de ambas clonas. en una sola. 

DETERMINACION DEL PATRON DE EXPRESION (NORTHERN BLOT) 

Se inocularon plantas de frijol con Rhizobium tTOpici cepa CIAl 899. Se aisló RNA total de raíces y 

nódulos de 7-41 días. Después de la transferencia. la hibridación se efectuó utilizando como 

sonda a la región codificante completa de la clona de nódulo. los resultados muestran que en 

raíces y nódulos de siete días. no se observan diferencias en la señal. lo cual indica que la 

chaperonina tiene un nivel basal de expresión similar en estas muestras. Después del día 10. la 

señal de chaperonina se incrementa hasta el día 14. Posteriormente la señal dismínuye 

manteniéndose aproximadamente en los mismos niveles de expresión que en la raíz. Estos 

experimentos muestran que durante el momento que las células de la planta son penetradas por 

Rhizobium. este se diferencia en bacteroide. se induce la síntesis de nodullnas tardías y comienza 

la fijación del nitrógeno. se presenta una sobreexpreslón de cpn60-Jl. 

SOUTHERN BLOT GENOMICO. CARACTERIZACION DEL GEN DE CHAPERONINA 

Cuando se comparó la secuencia de nucleótidos de las clonas obtenidas de las bibliotecas de 

hoja y de nódulO de fnjol. (Chapphas-6.1 VI Chapnod-4.2). se estableció que éstas eran 100% 

idénticas. Este era un resultado inesperado debido a lo expuesto anteriormente. respecto a los 
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reportes de que cpn60-1l en Arab;dops;s y en Brass;ca estón codificados por una pequeña familia 

multigénica de tres o cuatro miembros. Si el razonamiento de la expresión diferencial de genes 

parólogos se aplicara en este caso. lo que deberíamos de haber encontrado era que una 

isoforma se expresara mayoritariamente en hoja y la otra mayoritariamente en raíz y nódulo. de 

tal manera que aislar de las bibliotecas correspondientes exactamente a la misma clona era muy 

poco probable. Adicionalmente. datos parciales de secuencia de otras clonas. así como los 

mapas de restricción. sugerían que no solo estas dos clonas eran idénticas. sino que todas las 

clonas en ambas bibliotecas. parecian serlo. Ademós. hibrídaciones de tipo Southem de la región 

3' no traducida de la clona completa de nódulo hibridaban con todas las clonas. 

Habitualmente. esta región trailer es considerada como gen especifica y es capaz de distinguir 

entre transcritos de genes parólogos. si los hay (Mlchelson & Orlcln 1980; Valdés-López & Herrera­

Estre"a 1992; Klslauslds et al .• 1993; An et al., 1996). Surgió entonces la hipótesis menos 

convencional de que posiblemente en Phaseolus vulgaris, cpn60-f}. podría estar codificada por 

un solo gen y no por una familia multigénica. Para abordar esta pregunta. se aisló DNA genómico 

total de la planta (se manejaron muestras de plantas individuales. para evitar posibles problemas 

derivados de polimOrfismos). se realizaron restricciones con varias enzimas y se realizaron 

hibridaciones de tipo Southem utilizando como sondas: la región codificante completa, las 

regiones correspondientes al extremo 5' codificante. al extremo 3' codificante y al extremo 3' no 

codifican te. El resultado de estos experimentos efectuados tanto en alta como en baja severidad 

es compatible con el hecho de que en el triJol cpn60-fl. estó codificada por un solo gen. 
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MATERIAL Y MElODOS 

AISLAMIENTO DE DNA DE PLASMIDO 

El aislamiento de DNA derivado de plásmidos de las diferentes clonas y subclonas se efectuó por 

una combinación de' los siguientes métodos: Blrnbolm. 1993; lhou. el al.. 1990; Stephen. et al .. 

1990. De manera resumida: 1.5 mi de cultivo de Econ. crecido 16 hrs en medio LB a 37 oC. es 

centrifugado por 20-30 segundos (la temperatura es intrascendente; puede hacerse a 4 oC o a 

temperatura ambiente). Es posible agregar nuevamente 1.5 mi de cultivo al mismo tubo. con lo 

que la recuperación de plásmido se duplica. Después de descartar el sobrenadante, el pellet es 

resuspendido en 1 mi de 100 mM NaCI en TE (lO mM Tris-HCI pH 7.4, 1 mM EDTA). Aquí es 

recomendable centrifugar nuevamente y repetir este paso de lavado, Se centrifuga nuevamente 

por 20-30 segundos y se decanta el sobrenadan te dejando 50-100 1,11 de la solución. Después de 

resuspender vigorosamente. se adicionan 450 ¡J.I de TENS (TE, adicionado de 0.1 N NaOH y 0.5% de , 

SOS). Se agita suavemente por inversión y se deja reposar 5 minutos en hielo. Se agregan 225 ¡J.I 

de acetato de sodio 3 M pH 4.8-5,2 Y nuevamente se agita suavemente por inverSión hasta que 

aparece un floculado blancuzco y se deja reposar 5 minutos en hielo. Pasado este tiempo se 

centrifuga por 7 minutos a 18° C (aproximadamente a temperatura ambiente. aunque se puede 

centrifugar a 4° C). Después de pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, se agrega 1 volumen de 

etanol absoluto (aproximadamente 700 ¡LI). Normalmente los métodos de precipitación de ácidos 

nucleicos emplean 2 volúmenes de etanol. Sin embargo, usando 1 volumen. la calidad aumenta 
, v 

notablemente, si bien lógicamente, la cantidad disminuye. Después de mezclar por inversión, la 

mezcla se deja en hielo por no más de 5 minutos y se centrifuga por 7 minutos. El pellet se lava 

con etanol 70%. Después de descartar el sobrenadante. se pulsa en la microfuga y se aspira el 

poco líquido remanente, El tubo se Invierte y se deja evaporar el resto del alcohol por 10 minutos, 

Es importante no sobre-secar el pellet ya que como se sabe desde hace tiempo '(Avery et al., 

1944), el DNA sobre-deshidratado. pierde actividad biológica, es difícil de resuspender y puede 

ser difícil de manipular posteriormente. en particular si subsecuentemente se va a efectuar algún 

procedimiento con enzimas. Finalmente el pellet se resuspende en 10-100 ¡LI de TE. 

TAMIZADO DE lAS BIBLIOTECAS DE cDNA 

El tamizado inicial se hizo a partir de una biblioteca de cONA de hoja de frijol amablemente 

proporcionada por el laboratorio de la Dra. Alejandra Covarrubias. construida en ;l.gt22A. usando 

los sitios Sal 1 (5') / Notl (3') del "polylinker" (GIBCO BRL). Se plaquearon dos cajas de Petri (90 mm) 
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con 5.000 unidades formadoras de placa (pfu). cada una. Como sonda de utilizo el cONA de 

cpn60-p de Arabidopsis tha/iana (lavaleta et a/ .. 1992) y las condiciones de hibridación y lavado 

fueron laxas (vide infro). Se detectaron dos clonas positivas. Una de estas fue aislada. se aisló el 

DNA (Chlsholm. 1989; Ausubel. et al .• 1992) se restringió con Eco RI I Not I y el inserto fue 

subclonado en el plósmido (fagémido). Bluescript SK +. 

Para aislar clonas de nódulos. se utilizó una biblioteca de cONA construida en A ZAP (Stratagene) 

a partir de nódulos de trijol de 12 días. Para el tamizado se plaquearon 4 cajas de Petri de 150 

mm con .. 20.000 unidades formadoras de placa (pfu). por caja. Como sonda se utilizó la clona 

aislada de la biblioteca de hoja y las condiciones de hibridación y lavado fueron de severidad 

media (vide infro). Después del tercer tamizado. las clonas positivas fueron aisladas y convertidas 

al plósmido Bluescript SK- por medio del protocolo de escisión in vivo con el fago ayudador 

ExAsslst. de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Stratagene). Se aislaron los plósmidos y se 

restringieron con EcoRI y Xhol para determinar el tamaño de los insertos. la clona mayor fue 

escogida para su posterior caracterización (Ausubel. et al •• 1992). 

INDUCCION DE NODULOS 

Semillas del frijol común Phaseo/us vu/garis lo cv Negro Jamapa. fueron obtenidas de Pronase 

(México). las semillas fueron germinadas por 2 días. transferidas a macetas e inoculadas con 

Rhlzoblum tropici cepa CIAT 899 (Martínez-Romero el al •• 1991). las plantulas se cultivaron en 

invemadero y los nódulos se colectaron después de diferentes días de la Inoculación (entre 7 y 

41). Raíces no infectadas fueron obtenidas de plantas cultivadas en condiciones similares. Ambos 

tejidos fueron congelados (-70 o C) inmediatamente después de colectados (Lora et 01 .. 1984). 

AISlAMIENTO DE DNA DE PLANTA 

El DNA de planta fue obtenido a partir de hojas de frijol por medio del método de Dellaporta 

(Dellaporta et al .• 1983); del método de Doyle y Doyle (Doyle & Doyle. 1990); o por una 

combinación de ambos. En este último caso se siguió el método de Doyle y al DNA aislado se le 

reprecipitó con CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) de acuerdo con mejoras propuestas por 

el método de Dellaporta. En este caso el DNA aislado fue de la mejor calidad. 
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SOUTHERN BLOTS GENOMICOS (Southem. 1975) 

A fin de evitar posibles problemas de polimorfismos. el aislamiento del DNA de planta se hizo a 

partir de hojas de individuos. Habitualmente 5-7 g de hoja resultan en una extracción de 300-500 

~g de DNA. En el Southem genómico que se hizo utilizando la sonda homóloga de cpn6()...f3 de 

Nabidopsis thaliana. el experimento se hizo con 16 ~g de DNA. En los Southems que se hicieron 

utilizando como sonda secuencias homólogas del cDNA de la clona de frijol se utilizaron 

únicamente 2-5 ~g de DNA. El DNA fue digerido con las enzimas de restricción adecuadas 

(Boehringer Mannheim. Mannheim. Germany). y se corrió una elecfroforesis en gel de agarosa al 

1.2%. Después de teñido. el DNA fue transferido a membranas de Nylon (Hybond-N+ / Amersham) 

por el método de transferencia alcalina que posibilita la transferencia y el fijado simultáneos a la 

membrana sin necesidad de homeado o "crosslinking" (Sambrook, el al .• 1989). Como sonda se 

utilizaron la clona de Arabidopsis thaliana o la clona de frijol de cpn60-f3, marcadas 

radioacfivamente con 32p por el método de primers al azar (Felnberg & Vogelsfeln. 1983). la 

actividad especifica de las sondas en éste y en otros marcajes fue de alrededor de 5 X 10S cpm / 

~g. En la hibridación. la condición suave fue a 42" C. la condición media a SO-55° C y la 

condición severa fue a 65° C. Como bloqueador se utilizó heparina (Slngh& Jones. 1984). En los 

lavados. la condición severa fue a 65° C en 0.1X SSC. 1% SDS; la condición de severidad media 

fue en 0.5 X SSC. 1% SDS a 55° C y la condición suave en 2-1 X SSC. 1% SDS a 42" C. las 

membranas se expusieron con película X-Omat para rayos x (Kodak). con dos pantallas 

intensificadoras a -700 C por 1-7 días. 

NORTHERN BLOT (Thomos. 1980) 

Se aisló RNA total de raíces y nódulos de frijol de 7-41 días por el método del fenol caliente (de 

Vrles. el al •• 1991). 5 ~g de este RNA total fueron corridos en gel de agarosa al 1.5% con 

formaldehído (Logemonn. el al .. 1987;) y transferidos a membranas de Nylon (Sombrook el al .• 

1989). Como sonda se utilizó la clona de frijOl de cpn60-1l. las condiciones de hibridación y 

lavado fueron de alta severidad. 

OBTENCION y ANAUSIS DE LAS SECUENCIAS DE DNA 

Se efectuó un análisis de restricción de las clonas aisladas. Debido al tamaño de las clonas « 

1.000 bp). para obtener la secuencia completa. se realizó una restricción Xba l/Eco RI. o Kpn 1 / 

Xho 1 a fin de generar una colección de deleclones anidadas por el método de exonucleasa 111 
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(Putney, el al, 1981; Jasln, el al., 1983; Henlkoff, 1984). Tonto los. deleciones como los cionas 

originales. fueron secuenciados utilizando cadena sencillo o cadena doble. por el método de los 

dideoxi-terminadores (Sanger, el al., 1977). Como iniciadores. se usaron los" primers" T3 y/o T7 que 

se ubican en el propio vector de clonación (Bluescript SK (+/-). En un coso, lo clono se secuenció 

comercialmente (Molecular Genetics Core Facllity. Dep. of Microbiology & Molecular Genetics. 

UT-Houston Medical School / Co. David S. Needleman. Ph. D.). Los clonas relevantes se 

secuenciaron varios veces en ambos cadenas. 

Poro el análisis y comparación de lo secuencio se utilizaron los programas GeneWorks. versión 

2.31; PCGENE, versión 6.01 (lnteIliGenetics. Mountain View. CA) y bancos de datos asociados. 

OTROS METODOS DE DNA RECOMBINANTE 

El aislamiento y pUrificación de fragmentos de restricción poro ser subclonados o poro marcaje 

radioactivo se hizo por el protocolo de polvo de vidrio comercializado como GENECLEAN (BIO 

101. Inc .. Lo Jolla, CA). (Felnberg & Vogelsteln, 1983), o por el método de congelamiento y 

centrifugación (Koenen, 1989). Lo transformación de células de E coli, se hizo por el método de 

cloruro de calcio (Mandel & Higa, 1970; Cohen el al., 1972; Olshl & Cosloy, 1972; Hanahan, 1983) ; 

por el método de dimethyl sulfoxido (Chung, el al., 1989) y ocasionalmente por electroporación 

(Dower el al., 1988; SOIloI & Blenz, 1990). Los cepos de Ecoli que se usaron en lo manipulación de 

plásmidos, fásmldos. fagémidos y fagos fueron: Xl1-Blue, Xl1-Blue MRF. SOLR (Stratagene); 

Yl090hsdR y DH5a (GIBCO-BRL). Todos los enzimas (endonucleasas de restricción, polimerasas. 

nucleosas. fosforilosas, fosfatasas y ligasas), así como los reactivos, fueron de lo más alto calidad. 

El resto de los procedimientos (ligaciones. defosforilaciones, etc.), fueron realizados de acuerdo o 

protocolos establecidos de DNA recombinante (Ausubel. el al., 1992; Sambrook. el al., 1989). 
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. RESULTADOS Y DISCUSION 

Determinación de las condiciones de hibridación 

Southern genómlco de Phaseo/us vulga"s con la sonda de cpn60-p de Arabldops/s thal/ana. , 

El ONA total aislado de Phaseo/us vu/garis. se digirió con Hindlll. se corrió en un gel de agarosa al 

1.2% y se tiñó con bromuro de etidio. En la figura 1 A se muestra este gel. Este ONA se transfirió a 

una membrana de nylon y se hibridó con la clona completa de cpn60-f3 de Arabidopsis thaliana 

(figura lB). Las condiciones de hibridación y lavado permitieron observar bandas de hibridación. 

alguna de las cuales podrian corresponder al gen o genes homólogos del frijol. 

A 

ti.· 
~i 
.!'; j.~' 

• 
• 

B 

Kb 
- 21.226 121.2) 

5.148 (5.l) 
".973 (M) 

4.268 ' •. 3) 
3.530 t3.S) 

2.027 120) 
1.9o" (1.9) 

1.584 (1.6) 
1.375 fl . .04, 

0.947 ¡M} 
0.831 ro.S) 

0.564 10.6) 

FIgura 1. Al Gel de agarosa al 1.2% del ONA total de Phaseo/us vulgaris (16 ¡tg) digerido con 
Hindlll. El marcador de peso molecular es el genoma del fago ).. digerido con Hindlll I EcoRI. 
Bl Southern genómlco del ONA total de Phaseo/us vulgaris. hibridado con la clona completa de 
cpn60-p de Arabidopsis thaliana (Zabaleta et al •• 1992). La hibridación se efectuó a 42" e con 50% 
formamida y los lavados a 60" e con 2 ~ sse. 0.1% sos. 

Tamizado de la biblioteca de hoja de trljol con la sonda cpn60-p de Arabldops/s thal/ana. 

la biblioteca de cONA de hoja de frijol construida en )..gt22A, fue plaqueada en dos cajas de 90 

mm usando E. coli Yl090. a una densidad de aproximadamente 5.000 pfu por caja. Para la 
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transferencia se utilizaron filtros de Nylon Hybond N+ (original y duplicado). Estos. fueron 
, 

hibridados con lo mismo sonda y en los mismos condiciones establecidos anteriormente. Como se 

ve en lo figura 2. se detectaron dos señales muy cloros en uno de los filtros. Lo otro cojo no mostró 

ninguno señal. por lo que tenemos uno relación señales/pfu de 1 :5.000. Este volar. de alguno 

manero indico que la representación de este transcrito en los células de la hoja equivale , 
aproximadamente 01 0.02% del mRNA total ('" 40-60 moléculas I célula. asumiendo que cado 

célula contiene 200.000-300.000 moléculas de mRNAs). lo cual lo catalogo en un nivel de 

abundancia bajo moderado (Hlghtower & Meagher. 1985; lewln. 1994; Sambrook. et al.. 1989; 

Adams et al .• 1995; Velculescu. et al.; 1995; lhang. et al .• 1997) 

",~ . 

yO 

• 
¡ . 

~,f;~~.· ~.Y 
"Il"<,_", -

'4 ~J.'_~:~,>!{ 

" .~) . . , 

Rgura 2. Clonas positivas de hoja de frijol detectadas en el primer tamizado de la biblioteca de 
cONA. Como sonda se utilizó la clona ,completa de cpn60-~ de Arabidopsis thaliana. Se muestra 
el filtro que dió 2 señales positivas que se identifican claramente con las flechas en el filtro y su 
duplicado. 

Subclonaclón del Inserto de la clona de hoja en pBluescrlpt SK. 

Después del tercer tamizado. una de las placas. fue separada. cultivada y su DNA asilado y 

digerido para liberar el inserto y subclonarlo. En la figura 3 se muestra que el inserto contenido en 

la clona es de alrededor de 1.200· bp.llo cual indica que es una clona truncada. circunstancia. 

que no impide que pueda ser utilizadalcomo sonda homóloga. 
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Figura 3. Restricción Eco RI / Not I de la clona (Agt22A) aislada de la biblioteca de hoja de frijol. 
La flecha indica la posición del inserto liberado. El carril 1 contiene un plásmido de 3 Kbp: el carril 
2 a la clona sin digerir y los carriles 3 y,4 a la clona digerida con las enzimas indicadas. . 

I 

El inserto fue aislado y subclonado en el vector pBluescript SK +. Después de aislar varias 

transformantes individuales, se aislaron los plásmidos. se digirieron con las mismas enzimas que 

sirvieron para subclonarlo (Eco RI / Not 1) y se efectuó una transferencia de tipo Southem. Para 

comprobar su identidad las subclonas se hibridaron contra la sonda original cpn60-(3 de 

Arabidopsis thaliana. Como control adicional el inserto de frijol fue utilizado a su vez como sonda 

para efectuar la hibridación reciprocó. Como se puede apreciar en la flgura 4, las hibridaciones 

. indican que la clona de frijol es homóloga al gen cpn60-13 de Arabidopsis. 
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A: GEL 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 

B) SONDA: cpn60-¡3 DE ARABIDOPSIS 

• • -... ---
e) SONDA: INSERTO DE FRIJOL 

• 

Figura 4. A) Gel de agarosa de las clonas aisladas de la biblioteca de hoja de frijol. digeridas 
con Eco RII Not 1. Los carriles I y 14 contienen el marcador de peso molecular (escalera de 1 kb). 
El carril 2 contiene al vector sin inserto. Como control negativo. el carril 11 contiene una clona de 
actina de Acantamoeba digerida con Bam HI. Como control positivo. el carril 13 contiene a la 
clona de cpn60-~ de Arabidopsis thafiana digerida con Eco RI. Los carriles 3-10. contienen a las 
clonas aisladas de transformantes indiyiduales de cpn6D-/3 de frijol. B) Este gel fue transferido a 
una membrana de Nylon (Hybond N+) e hibridado con la sonda cpn6D-~ de Arabidopsis 
thafiana. e) Después de remover la marca radioactiva. la misma membrana fue hibridada 
utilizando ahora el propio inserto liberado de las clonas de frijol. En ambos casos la hibridación se 
efectuó a 42" C en 50% forma mida y los lavados hasta 0.2 x SSC. 0.2% SOS. 65° C. 
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SecuencIa y comparación de la clona chapphas-6.1 de hola de frllol. 

Como todas las subclonas provienen de la misma clona original. una de éstas. designada a partir 

de aqui chapphas-6.1. fue secuenciada para confirmar su identidad. En la figura 5. se muestra la 

secuencia de nucleótidos y la secuencia derivada de aminoácidos. Como se puede apreciar. la 

clona consta de 1.189 nucleótidos incluyendo 22 adenilatos correspondientes al Poly-A. Así 

mismo. la secuencia muestra un marco de lectura con capacidad de codificar 322 residuos de 

aminoácidos. Obviamente. por la longitud de la clona. se trata de una ciona incompleta 

(truncada). En la figura 6. se muestra el alineamiento de nucleótidos de esta clona de hoja. con 

la secuencia completa de la clona B3 de cpn60-~ de Arabidopsis thaliana. A partir del 

porcentaje global de identidad (74.0 %). claramente se puede inferir que ambas secuencias son 

homólogas. En particular desde el inicio del alineamiento hasta los codones de término 

respectivos. el porcentaje de identidad es de 79.77 %. sin un solo "gap" (773 identidades 1969 

bp). Por el otro lado. como era de esperarse. en la región 3' no traducida la Identidad es de 28.9 

%. además de que en esta región se localizan todos los "gaps" del alineamiento. La 

comparación de las secuencias derivadas de aminoácidos (88.8% de identidad). también 

confirma que la clona 6.1 de hola de frijol corresponde a una chaperonina cpn60-f3 . 

• *.***** ....... * •••••• ~ •••••••••••••••••••• 
.. TRAHSLATION OF A IfUCLEIC ACID S!Q!1ENC! .. ............................................... 
Done on [Ii1t lIequenee CHAPHOJA. 
Total nWlt>er ot ha.-es 1a: 1189, 
Analysl.! done on thOiO co~lete lIequene •• 
Done on (abaolutel phase(s): lo 
uslnq the Univl!nd qenetlc codeo 

A.U.AAGATAACCA.ATGe'l'AGGGA.TCTTTTCllCATACTGGAGGATGCT .... TTAGAAG'Y'OOAT ... TCCTATATTGGT'I'ATTGCAGAOOATATTGMCA.GG.UGCTCTAGeAACTCTAGTOOTG 120 
K KIT N ... 1\ D L r N 1 L ¡ D A 1 R S G Y P 1 LVI A E D 1 !i O 1: A L A T L V V .0 

AACAGAC'!"!'AGAGGATCACTGAAGA'l'TGCA.GCGC'TT AAGGCCCCTGGGTT'l'GGTGAACGCAAGAGCCAGTACC'I"rGATGACA'l"TGCllTTTTGACTGGAGGT ACTG'l' AATCAGAGAAGAG 240 
N 1\. L It G : L K 1 A A L K A P G r G 11: 1\ K :: O y L D D 1 A 1 L T G G T V 1 1\ lt 11: 80 

GTTGGCC'M'AC'M'TGGoACMAGCTGGGA.UGAGG'M'C"l'CGGAT ATGCGTCC.u.GGTGG'l' AC'l'CACCMGGAT J..CAACAACAA'I"l'G'I"l'GGTG.\'l'GGA.\G'l' ACCc.AGGAGGCAG'l'GUCAAG J GO 
V G L '1' L O K A G K E V L G Y A S K V V L ,. K O T '1' '1' 1 V G O G S '1' O E A V N K 120 

AGAGTTGCACAAAT'I'AAGATCCAAAT'l'GAGGC'f'GCAGAGC.v..GAT'I' AeGAGAGGGAGAAGCTGAATGAGAGAAT'l'GCT AAAT'l"GTCTQGTGG'l'GTGGCCGTGA'l'ACAGG'l'TGGTGCACAA 4 eo 
R. V A O 1 K 1 O 1 ¡ A A ¡ O O Y ¡ R E K L N ¡ R. 1 A K L S G G V A' V 1 Q V G A Q 160 

AC'l'GMACAGAGC'I'CA ~C-G' •• AG_' ''l''I'GAGAG'l'TG.V.G.\ TGe't'C'l'T AATGCTACMAGGCAGC'l'G'I' AGAGGAAGGT A'I"I'GT AG'l''l'GGAGG'l'GGC'I'GCACTC't'CCTGAGAC'tTGCATCA 600 
T E T E L K E K K L R V E O A L N A T K A A V E ¡ G 1 V V G G G C T L L R L A S 200 

AAGGTGGATGCCA'l'CAGAGATA.G'l'C'M'GATAA'I'GATG··G·····G'M'GGAGCTG..\TATTGTA.AAAAG..\GCTCTAGTTACCCCCTGAAATTMT'I'GCCAAGAA1'GCTGG'l'G'l'CAATGGT 120 
K V O A 1 R D S L D N O ¡ ¡ K V G A O 1 V K R. A L S Y P L K L 1 A K N A G V N' G 24.0 

AGTG'l'TGTCAGTGAGAAGGT ATTGTCCAGCGACAATGeAAG..\T ATGGA T A'l'AATGCTGCCJ..CCGGGA.ACTATGAAGATTTGA 'l'GTCTGCCGGGATCATTGACCCAACAAAGGTGGTCAGA 840 
S V V S E K V L S S O N A R Y G Y N A A T G N Y I o L M S A GIl O P 'l' K V V R 2~ 

'l'G'!"I'GCl'TGGACATGCAGCTTCAGTTGCC.v..GACCT'I'CTTAATG'l'CAGA'l'TGCG'l'GGTTG'l"TGAGAT~CG'l'ACCTGC'l'GGAAACCCCATGGA.C:GCTTCAGGA'l'AT ?60 
e C L E H A A S V A K T F L H S o C V V VII K ¡ P"E A V P A G N P H D A S G y l~ 

GGT ATG".AOAGAGCMCGGAGAAGTTGAG'l'GAGAACAGAATTTTTTGT'I'TTCTCAGAGAAA't'GCAGM TT'l'GGAAGGCATTTT A'l'C)TAGCAACAGGTCCAAATT'l'ACG.\TGGAAACC'l'GT loe o 
G H -;- 322 

AGTAGTGt'{aTGAACCAGATAG'l'GA'l'GeACCCCCCATCCCA'l'CCCAAA'M'TT"l"'M"rAAGTTATT!!!!!!TT'M"M'TGCTATTTTCT' ...................... , • 11 B? 

FIgura 5. Secuencia de nucleótldos y secuencia derivada de aminoácidos de la clona de hoja 
de frijol chapphas- 6.1. El codón de término y el sitio de poliadenilación están subrayados. 
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~ ALIGNMENT OF TWO NUCLEOTIDE SEQUENCES ... ....... ...... .... .... ..... ..... .... ........ . 
The two ~equence~ to be 41igned are: 
61CHAHOJ. Cpn60jJ. Hoja Phaseolus vulgaris. 
Tot.!ll number of base!!: 1189. 
SEQATH60B. Cpn60jJ. Arabidopsis thal1ana. 
Total number of ba!!es: 2054. 

: 10 
: 10 

) 

Open gap ccst 
Unit gap cost 
The character to show that two aligned residuos are identical 19 ':' 

SEQATH60B crTCC'I'TTCCTTGC'I"I'CAGCTCCCCTTTTCTTATCCGGAAACCAAAAACTTCCGGTGATAAAACCTCCTTCGTCATCTCTCTACTTCTTGGATMAATGGCGTCMCTTT -110 
SEQATH60B CACTGCCACATCTTCTAATQGTTCAATGGTTGCTCCGAATGGtCACAAATCTGATAAGAAACTTATCAGCAAGTTGTCTTCAAGCtCATTTGGAAGGAGACAAAGTGTGT -220 
SEQATH60a GTCCTAGACCCAGAAGATCCAGTTCTGCAATTGTGTGCGCAG~TTACATTTCAACAAAGATGGGACTACCATTAGGAGACTTCAAGCTGGTGTCAACAAGCTC -330 
SEQATH60B GCAGATCTTGTTGGTGTTACACTTGGACCCAAAGGACGAAATGTTGTTCTTGAGAGCAAGTATGGATCACCACGAATTGTTAATGATGGTGTGACTGTTGCAAGAGAGGT -140 
SEQATH60B TGAGTT~CCCGGTTGAGMCATTGGCGCTAAGCTTGTGAGGCAAGCGGCrGCC1\MACCMTGAcrTGGCTGGTGACGGTACMCAACATCTGTTGTTCTTGCAC -550 
SEQATH60B AAGGTTTTATOGCTGAGGGTGTCAAGGTGGTAGCTGCTGGTCGAAACCCTGTTTTGATCACCAGAGGTATTGAGAAGACAGeA.AAGGCTTTGGTTACOGAGeTCAAGAAA -660 
SEQATH60B _ ATGTCTAAGGAGGTTQAAGACAGTGMCTTGCAGATGTTGCAGCTGTTAGTGCGGGTAACAACGACGAAATTGGAAATATGATTGC'tGAAGCMTGAGeAAAGTGGGCAG -770 
SEQATH60B.- GAAAGGTGTGGTGACCCTTGAGGAGGGTAAAAGTGCOGAGAACAACCTCTAOGTOGTAGAAGGAATGCAATTTGATOGTGGTTATATCTCTCCTTACTTTGTGACAGACA -880 

61CHAHOJ ~TMCCAA'I'GCTAGGGATCTTTTCAACATACTGGAGGATGCTATTAGAAGTGGA - 60 
:: :: :: :::::::: ::::::::: : :::::::::: :::::: : ::: 

SEQATH60B GCGAGAAAATGTCCGTOGAGTTCGACAATTGCAAGTTACTTCTOGTTGACAAGAAAATTACCAATGC~TCTTGTTGGTGTTTTGGAGGATGeAATTAGAGGCGGA -990 

61CHAHOJ TATCCTATATTGGTTATTGCAGAQGATATTGAACAGGAAGCTCTAGCAACTCTAGTGGTGMCAGACTTAGAGGATCACTGAAGATTGCAGCGCTTAAGGCCCCTGGGTT -170 
:: :: ::::: : : : : : :: :: :: :::::::: :: ~ : :: :::: ::::: :: :: :::: : : ; : : : : : : : : : : : : : :: ::::: ::: :::;: : : : : 

SEQATH60B TACCCAATATTAATTATTGCTGAAGACATTGAACAAGAAGCTTTAGOGACTCTTGTTGTAAACAAGCTTAGAGGTACACTGAAGATAGCAGCTCTCAGAGCTCCAGGGTT -1100 

61CHAHOJ TGGTGAACGCAAGAGCCAGTACCTTGATGACATTGCAATTTTGACTGGAGGTACTGTAATCAGAGAAGAGGTTGGCCTTACTTTGGACAAAGCTGGGAAAGAGGTTCTCG -260 
::: :: ::::::;:::: ::::::::::: ::::: ::: : ::::::: ::::: ::: : :: :: ::::: :::: : ::::::::::: ::::::::::: : 

SEQATH60B TGGAGAGCGCAAGAGeCMTACCTTGATGATATTGGCATTCTAACTGGAGCAACTGTGATCOGTGAGGAAGTTGGTCTTTCACTTGACAAAGCTGGAAAAGAGGTTCTTG -1210 

61CHAHOJ GATATGOGTCCAAGGTGGTACTCACGAAGGATACAACAACMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGAACAAGAGAGTTGCACAAATTAAGATCCAAATTGAG -}90 
:::: :: ::::: :: ::::: ::::::: ::::::: ::::::::::: :: ::::: :::::::: ::: : ::: :::: ::::: : 

61 CHAHOJ GCTGCACi1'.GCMGATT AOGAGAGGGAGAAGeTGAATGAGAGMTTGCT MATTGTCTGGTGGTGTGGCOGTGATACAGGTTGGTGCACAAACTGAAACAGAGCTCAAGGA -5 O O 
:::: :::::::::::: :::::: :: :::::::::::::::: : :::::::: :: :: ::::: :::::::: ::::::::::: ::::: ::::: :: 

SEQATH60B CAAGCOGACGAAGATTACGAGAAGGAGAAACTCAATGAGAGAATTGCAAAGCTCTCTGGTGQAGTTGCTGTGATTGAGGTTGGAGCACMACTGAGACAGAACTCAAAGA -1430 

61CHAROJ AAAGAAATTGAGAGTTGAAGATGCTCTTAATGCTACAAAGOCAGCTGTAGAGGAAGGTATTGTAGTTGGAGGTGGCTGCACTCTGGTGAGACTTGCATCAAAGGTGGATG -610 
::::: :::::::::::::::::::::::!:; :::::::: ::::: :::::::::::::: ::::: ::::: ::::::::::: ::::::::::::::::: 

SEQATH60B G~~TTGAAGATGCTCTTAATGCAACAAAGGCCGCTGTOGAGGAAGGTATTGTTGTTGGTGGTGGTTGCACTCTGCTTOGTCTTGCTTCCAAGGTTGATG -1540 

61CHAHOJ CCATCAGNJATAGTCTTGATAATGATGAAGAA».AGTTGGAGCTGATATTGTMl\AJ>..GAGCTCTTAGTTACCCCCTGAAATTAATTGCCAAGAATGCTGGTGTCAATGGT -720 
:::: ::: :::::::::::::::::::: :::::::: ::::; :: :::::::: :: ::::::::::: ::: :::: ::::::::::::::::: ::::: 

SEQATH60B CCATTAAAGCCAOGCTTGATAATGATGAAGAAAAGGTTGGAGCGGATATAGTT~CTAAGTTACCCCCTAAAACTAATCGCCAAGAATGCTGGTGTTAATGGA ~1650 

61CHAHOJ AGTGTTGTCAGTGAGAAGGTATTGTCCAGCGACAATGCAAGATATGGATATAATGCTGCCACCGGQAACTATGAAGATTTGATGTCTGCCGGGATCATTGACCCAACAAA -630 
::::: t: :: :::::::: : :1:: ::: ::: ,'. :::: :::::::: ::::: :: :: :: ::::::::: JI:: :: ::::: :: :::::::: 

SEQATH60B AGTG!AGTTAGOGAGAAGGTGCTTTCCAAOGATAAOGTGAAATTCGGTTACAATGCTGCAACCGGCAAGTAOGAGGATTTGATGGCTGCAGGAATCATCGATCCAACAAA -1~60 

61CHAHOJ - GGTGGTCAGATGTTGCTTGGAACATGCAGCTTCAGTTGCCAAGACCTTCTTAATGTCAGATTGOGTGGTTGTTGAGATAAAGGAACCTGAGGCCGTACCTGCTGGAAACC -940 
::: :: ::::::::::::::::: :::::::: ::::: Ir::: ::::: ::::: :: ::::: Ir::::::::: ::::::::::: :::::: ..... . 

SEQATH60B GGTTGTGAGATGTTGCTTGGAACACGCAGCTTCGGTTGCAAAGACTTTCTTGATGTCGGACTGOGTTGTTGTTGAGATCAAGGAACCTGAACCAGTTCCQGTCGGCAACC -1670 

61CHAHOJ CCATGGACGCTTCAGGATATGGTATG,f~---AGAGCAACGGAGAAGTTGAGTGAGAACAGAATTTTTTGTTTTCTCAGAGAAATGCAGAATTTGGAAGGCATTTTATG -1046 
: Ir:::: ::::::::: :: :::: ..... : ::: ::: :: ::: :::: .. ::: ::: ::: : 

S EQATH60B CAATGGAGAACTGAGGATT AGGAT A~TATGGA-CAT AGGCTAAAT--ATTGA-AAGGGA-TTTATTCTTAGCTT'ffiCGJI,G-TGT A -AATGT--- ----AUT -- -G -1963 

61CHAHOJ TAGCAACAGGTCCMATTTAGGATGGAAACCTGTAGTAGTG'I'GATGAACCAGATAGTGATGCACCCCCCATCCCATCCCAAATTTTTTTTAAGTTATT~TTTTTT -1156 
: ::: :: JI::: :: : :: : ::: :::: ::: ::::::: 

SEQATH60B AA-CAAGAG------AAT--------------------AGTGT----AATCTGAAACTGA---A-----------A'I'TTTGMTTAATGATCA--TAT~TGATGT -2027 

61CHAHOJ TGCTATTTTCT~ -1189 (1161 WO/POLY Al 
: : 

SEQATH60B TAC------CT~ -2054 (2032 WO/POLY A) 

Identity (WO/POLY A) : 861 ( 74.01) 
Number oC gap:! inllerted in 151CRAHOJ: 1 
Number of gaps insertad in SEQATH60B (a11 in 3' UTR): .16 

Figura 6. Alineamiento pareado de la secuencia de nucleótidos de la clona de frijol chapphas 
6.1, Y la secuencia de la clona b3 de Arobidopsis fha/iana. los codones de término y los sitos de 
poliadenilación están subrayados El porcentaje global de identidad no incluye las regiones de 
poly-A. la región de identidad de las clonas se inicia en el nucleótido 931 de la secuencia de 
Arabidopsis fha/iana, 
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TamIzado de la bIblioteca de nódulo utlRzando como sonda la clona chapphas-6.1. 

Dado que la clona aislada de frijol. corresponde a la secuencia buscada. el inserto fue aislado y 

usado para tamizar una biblioteca de nódulos de frijol. 

La biblioteca de cDNA construida en A. ZAP (Stratagene) a partir de nódulos de frijol de 12 dios se 

plaqueó en 4 cajas de Petri de 150 mm con 20.000 unidades formadoras de placa (pfu). por caja. 

Como sonda se utilizó la clona aislada de la biblioteca de hoja y las condiciones de hibridación y 

lavado fueron de severidad media. En la figura 7. se muestra el resultado de una de las cajas 

después del primer tamizado. 

• 

• 
• 

FIgura 7. Clonas positivas de nódulo de frijol detectadas en el primer tamizado de la biblioteca 
de cDNA. Como sonda se utilizó la clona completa de cpn60-~ (chapphas-6.1) de Phaseolus 
vulgaris. Se muestra el filtro que dió 6 señales positivas que se identifican claramente en el filtro y 
su duplicado. 

En total de las cuatro cajas (80.000 pfu totales). se Identificaron 19 señales positivas. que dó una 

relación 1: 4.210. Este resultado sugiere que el nivel de expresión de este gen en nódulos de 12 

días es muy similar al de hoja; indicando que al menos en este estado de diferenciación. cpn60-~ 

es tan abundante en nódulo como en hoja. 

Después del tercer tamizado. las clonas positivas fueron aisladas y convertidas al plósmido 

Bluescripr SK - por medio del protocolo de escisión in vivo con el fago ayudador ExAssist. Una de 

las clonas no pudo ser recuperada por este protocolo. por lo cual se trabajó con las 18 clonas 

restantes. Después de aislar a los plósmidos de 18 de las clonas. éstos se restringieron con Eco RI y 
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Xho I para determinar el tamaño de los insertos. En la figura 8 se muestra la restricción de las 

clonas así como la hibridación de tipo Southem. Como se puede apreciar. de las clonas aisladas 

la mayoria contienen insertos que. o son muy pequeños. o no hibridan con la sonda. o han 

perdido alguno de los sitios de restricción del "polylinker" e inclusive alguna contiene insertos 

dobles uno de los cuales hibrida y el otro no (carril 15). Sin embargo. una de las clonas (carril 8*) 

designada a partir de aquí chapnod-4.2. contiene un inserto de más de 1.8 Kbp que hibrida 

claramente. Inclusive. comparando el tamaño de este inserto con la clona completa de 

Arabidopsis thaliana. pareceria que esta clona pudiera contener la secuencia completa de la 

chaperonina. 

A ELLECTROFORESIS B SOUTHERN 

1 2 3 .·5 6 ., '''9 10 11 12 13 U 15 16 17 lB 19 20 21 22 23 24 25 1 2 3 ... 5 6" .*9 la 11 12 13 14 15 16 17 la 19 20 21 22 23 24 25 

Figura 8. A) Gel de agarosa con el ONA de 18 de las clonas aisladas de la biblioteca de nódulo 
de frijol. digeridas con Eco RII Xho l. Los carriles 1 y 25. contienen el marcador de peso molec'ular 
(X Hind 111 I Eco' RI). El carril 2 contiene como control positivo. a la restricción de la clona 
chapphas 6.1. El carril 3 contiene al vector de clonación sin inserto. El carril 4* contiene como 
control "heterólogo". a la restricción de la clona completa de Arabidopsis thaliana. Los carriles 5 
y 6 contienen como control negativo. a la restricción de dos clonas de actina de frijol. Los carriles 
7-24. contienen a las restricciones de 18 de las clonas aisladas de la biblioteca de nódulo. En el 
carril 8* se encuentra la clona designada chapnod-4.2. B) Hibridación de tipo Southe·m. Como 
sonda se uso el insertó completo de la clona de frijol chapphas 6.1; La hibridación se efectuó a 
65° C y los lavados hasta 0.1 x SSC. 0.2% SOS a 65° C. 

Secuencia y comparación de la clona chapnod-4.2 de nódulo de frijol. 

Por el tamaño de la clona de nódulo. para obtener la secuencia completa se optó por generar 

deleciones con el protocolo de la exonucleasa 111 (Putney. et al. 1981; Jasln. et al .• 1983; Henlkott. 

1984). Como sitios de· restricción se utilizaron Xba I (rellenado con «-tionucleótidos) y Eco RI. En la 
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figura 9, se muestran varias subclonas después de efectuar el protocolo de deleciones restringidas 

con Apa lINo! L para mostrar el tamaño de los insertos, De izquierda a derecha se puede 

apreciar que el tamaño de los insertos disminuye desde la clona completa hasta la deleción con 

el inserto mas pequeño de alrededor de 125 pares de bases. De éstas, se escogieron para 

secuenciar 10 subclonas que en promedio difieren en su longitud en 185 pares de bases (carriles 

1. 5, 9,10,11,12,14,15, 17y 19). 

123456 78910 111213141$ 1617181920>.22 

Figura 9. Subclonas seleccionadas de chapnod-4.2, después de efectuar deleciones progresivas 
por el protocolo de exonucleasa 111. Los carriles 1-20, muestran los tamaños de las clonas después 
de una doble restricción Apa I / Not 1. El carril 21 contiene a 1.. Eco RI / Hind 111. En el carril 22 está el 
vector (pBluescript SK-) sin inserto y restringido con las mismas enzimas. 

La secuencia completa de las clonas seleccionadas, incluyendo la original sin deleciones, mostró 

que esta clona de nódulo, contiene 1,965 pares de bases (no mostrados) y que tanto a nivel de 

nucleótidos, como de aminoácidos corresponde a una secuencia de cpn60-~ de frijol. Sin 

embargo el ORF de esta clona, si bien incluye la región codificante completa del péptido 

maduro, más 37 aminoácidos correspondientes al péptido líder, no llega al codón de inicio y por 

lo tanto no contiene la secuencia codificante completa que incluiría al péptido líder completo, 

ni la región 5' no traducida. Dicho de otro modo, la clona está truncada, si bien le faltan pocos 

nucleótidos. No obstante lo anterior se decidió tamizar nuevamente la biblioteca de nódulo para 

aislar a la clona completa. 
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Tamizado secundarlo de la blbnoteca de nódulo para aislar una clona completa. 

Para aumentar las posibilidades de aislar clonas completas hacia el extremo 5', se utilizó como 

sonda un fragmento Eco RI I Xho I de la clona chapnod-4,2, que contiene los primeros 223 pares 

de bases de esa clona. Se plaquearon 6 cajas de ISOmm. con IS.ooo pfu cada una de la misma 

biblioteca de nódulo. se prepararon los filtros y se hibridaron y lavaron en condiciones de alta 

severidad. Se identificaron 6 señales positivas (datos no mostrados). Después del tercer tamizado. 

se obtuvieron los plásmidos y se restringieron con Eco RI I Xho I y se hlbridaron con el fragmento 

S' de la clona chapnod-4.2. En la Agura 10. se puede apreciar que de las clonas aisladas todas 

hibridan con dicho fragmento. Sin embargo. la clona 1 no libera el fragmento completo. las 

clonas 2, 4 Y 6 si liberan un fragmento S' pero son clonas truncadas hacia el extremo 3'. La clona 

3 libera un fragmento del mismo tamaño que la clona chapnod-4.2. de tal manera que solo la 

clona 5 corresponde a una clona completa que parece contener nucleótidos adicionales en el 

extremo S' que la clona chapnod-4.2. 
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A) GEL 

1 2 3 4 5 6 7 r 9 10·11 12 13 14 

8) SOUTHERN 

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

FIgura 10. A) Electroforesls de agarosa de las clonas aisladas utilizando como sonda el fragmento 
Eco RI I Xho I de la clona chapnod-4.2. restringidas con las mismas enzimas. Los carriles 1. 2 Y 12. 
contienen a la clona chapnod-4.2 como control positivo. Los carriles 3 y 14 contienen a ).. (Hind 111 
I Eco RIJ. como marcador de peso molecular. Los carriles 10. 11 Y 13 contienen otras clonas 
como controles negativos. En los carriles 4-9 se encuentran las clonas aisladas. La clona 5 está en 
el carril 8". B) Southem blot usando como sonda el fragmento Eco RI I Xho I de '10 clona 
chapnod-4.2. 

91 



RestriccIón de las clonas para vIsualizar el tamaño de los Insertos 

Para confirmar el tamaño de los insertos las clonas 1, 3 Y 5, éstas se digirieron con Sma 1 / Apa 1 y 

Eco RI / Apa 1. Estas enzimas no tienen sitios de corte intemo en las clonas sino solo en el 

polylinker. Como se puede apreciar en la figura 11, solo la clona 5 tiene un inserto de mayor 

tamaño que las clonas 3 y 4.2. Por otro lado la restricción Sma I / Apa I de la clona 1, libera un 

inserto de alrededor de 3.9 kbp, mientras que la restricción Eco RI / Apa 1. solo lineariza a la clona. 

Este resultado sugiere que la clono 1 es un artefacto de clonación. 

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

FIgura 11. Gel de agoroso de los clonas de nódulo aislados con el extremo 5' de lo clona 
chopnod-4.2. En todos los cosos primero se presento lo restricción Sma I / Apa 1 y después lo 
restricción Eco RI / Apa 1. Coniles 1 y 14, A Hind 111 / Eco RI. Coniles 2 y 3, clona 1. Carriles 4 y 5, 
clono 3. Coniles 6 y 7, clono chopnod-4.2. Caniles 8 y 9, clona 5. Coniles 10 - 13, pBluescript SK+. 

Continuando lo caracterización de los clonas 1, 3 Y 5 se efectuó una restricción múltiple Sma I / 

Nco l/Eco RV / Apa I de estos clonas. (Paro visualizar los prodUctos esperados, ver el mapa de 

restricción de lo clono completo más adelante). En el coso de lo clono 1 los restricciones fueron 

secuenciales (ve( pie de figuro). En lo figura 12, se muestro el resultado de estos restricciones y el 

resultado de hibridorlos con el inserto completo de lo clono chopnod-4.2. Poro lo clono 

chopnod-4.2, se espero, en orden decreciente, los siguientes fragmentos: el vector de clonación 

en 3 kb (Sma 1 / Apa 1); lo región codificonte correspondiente 01 corboxilo terminal de 880 pb 

(Eco RV / Nco 1): la región codifican te correspo,:!diente 01 omino terminal de 774 bp (Nco l/Eco 

RV); lo región 3' UTR de 241 bp (Nco I / Apa 1) y la región hacia el extremo 5'de la clorÍa que 

codifico porte del péptido líder de 110 bp (Sma 1/ Nco ¡). Como se ve en lo figura 12, los clonas 3 

y 5 muestran un patrón de restricción muy parecido, si no idéntico con lo clono chapnod-4.2 y 
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además la hibridación corrobora este parecido. En particular los fragmentos de la región 

codificante son idénticos. Adicionalmente. si bien se aprecia una pequeña diferencia en el 

tamaño de la región 3' UTR que es un poco menor en la clona 3 (posiblemente debido a la 

longitud del Poly-A). la Intensidad de la hibridación sugiere que esta reglón tiene la misma 

secuencia en todas las clonas aisladas. (Inclusive la clona 1). Este resultado indicaría que todas 

las clonas provienen del mismo gen. ya que justamente ésta es la región más divergente en 

genes parálogos. Respecto a la clona 1, estos resultados confirman que es un artefacto de 

clonación. que si bien contiene regiones homólogas a la región codificante yola región 3' UTR 

de cpn60-J3. se aprecian otras dos bandas de 1100 y 12S0 bp aproximadamente que no hibridan 

con la sonda. En la figura presentada. por el tiempo de exposición del filtro (l.S hrs). en el 

Southem blof. no se alcanza a apreciar la hibridación del extremo S' de las clonas. Sin embargo 

una sobreexposición del filtro (18 hrs). confirma la posición e identidad de este fragmento de 110 

bp (datos no mostrados). 

A) ELECTROFORESIS B) SOUTHERN 

• 
• 

• d l 
..,u .... -- .,.. 

1 2 3 4 5 , 7 8 , 10 11 1 2 3 4 5 , 7 8 , 10 11 

Figura 12. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.4 % de las clonas 1. 3. Y S aisladas de una 
biblioteca de nódulo. Carriles 1. S Y 10. A Hind 111 / Eco RI como marcador de peso molecular. 
carriles 2. 3 Y 4 clona 1 digerida secuencialmente Apa I / Sma 1; Apa / Neo 1; Apa / Eco RV. 
respectivamente. Carriles 6. 7 Y 9. clonas 3. S Y chapnod-4.2 respectivamente. digeridas Sma I / 
Neo 1/ Eeo RV / Apa 1. Carriles 8 y 11 controles negativos. B) Southem blot utilizando como sonda 
el inserto completo (Sma 1/ Apa 1). de la clona chapnod-4.2. 
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Secuencia de la clona completa aislada de la biblioteca de nódulo (chapnod-S.1). 

Por sus características. la clona S (designada a partir de aquí chapnod-S.l J. fue escogida como 

el mejor candidato para contener la secuencia completa de la chaperonina de frijol. En la figura 

13. se muestra un ejemplo de la comparación de la secuenclación manual y la secuenclación 

automática de los nucleótidos del extremo S' de la clona chapnod S.l. 

A Secuencia automática B Secuencia manual 

Figura 13. Comparación de la secuenciación de la región S' de la clona completa de nódulo 
chapnod-S.1. Al Impresión de la secuencia automática. Bl Autorradiografía del gel de 
secuencia manual. Se muestran diferentes corridas de las deleciones de la clona de nódulo. El 
orden de cargado del gel es GATC. Las marcas y los números indican las regiones que se 
corresponden con la numeración de la secuencia automática. si bien esta numeración no 
corresponde a la numeración final de la clona. que comienza en el nucleótido 60 de la 
secuencia automática. :.Los primeros 59 nucleótidos corresponden al polylinker del vector de 
clonación. 

Secuencia de la clona 5.1 

La secuencia de nucleótidos obtenida por los dos métodos es idéntica a la de la clona chapnod-

4.2. excepto que la nueva clona contiene 66 nucleótidos adicionales en el extremo 5'. En esta 

región. se localiza el ATG de inicio. lo que significa que esta clona si es una clona completa. que 
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incluye toda la región codificante (vide infra). En la figura 14, se muestra la secuencia de 

nucleótidos y la secuencia derivada de aminoácidos. 

__ 20_ ... pR_19~8 ________ " __ " __ " ___ ,, __ ,,_,,,,,,,,_,,_,, __ "_" __ PC/G¡:;HE"''''' 

............................................. 

.. TRANSLATION OF A NUCLEIC ACID SEQUENCE .. .... ......... ... ................... ...... . 
Done on DN" .nquence 51CHANOD. 
Total numbar of ba::se'! i!:1: 2031. 
Jlnaly"i" dOlle on th. complete seq\.lence. 
Done on (absoluta) phal:lO(lI): 1-
U::sing the Unlver"",l genetic codeo 

OCACGAGCCACAACAJ..ACCCTCCT'l'AAACCCTAGCCA'l'OOCTTCCACCTTCTCCGCMTGTCCTCCTACAAGCTCTCCTCCTCCGCCGCCATCTCCTCCTTCCCeTTCTCCGGCTCCCGC 
MI. S T F S JI. H S S Y K L S S S Jo. A J S S F P F S G S JI. 

CGTCAATCCAATGGCGTCGTTCTCGCCAGAAGAAGCCGCAA03CCAGGGTCTCCGCCATGGCCAAGGAGTTGCACTTCAACAAGGACGGTACTGCAATC1>oAGAAI3CTCCAGAGCGGTGTT 
R Q S N G V V L A JI. JI. S R N A R V S A H A K E L,H F N K D G T JI. 1 K K L Q S G V 

MCAAGCTCGCGGATCTGGTTGCGGTCACGCTTGGTCCCMGGGAAGGMTGTTGTTCT~TATGGTTCGCCGAJ.AATCGTTMCGACGGTGT0.CTGTCGCCAAAGAGGTT 
N K L JI. O L V A V T L G P K G R N V V L E S K Y G S P K 1 V N O G V T V A K 8 V 

GAGTTGGAGGATOCOGTTGAGAATATTGGTGCTAAGTTGGTGAGACAAGCTGCTGCCAAGACCAAOGACTTGGCTGGTGATGGAACCACGACATCTGTTGTTCTAGCTCAAGGCCTTATC 
E L E O P V E N 1 G A K L V R Q A A A K T N O LAG O G T T T S V V L A Q G L 1 

GCGGAAGGTGTTAAGGTTGTTGCTGCCGGTGCCMCCCTGTGCTCATCACTCGTGGCA'l'TGAAAAGACAGCCMGGCTCTGG'l'GTCTGMCTTJ>.J..J..AJotJATGTC/Vto.AAGAGGTTGAAGAT 
A E G V K V V A A G A N P V LIT R G 1 E K T A K A L V S E L K K H S K E V E O 

AGTGAGTTGGCAGATGTGGCAGCTGTTAGTGCTGGGAACAATTATGAAGTAGGAAATATGATTGCTGAAGCATTGAGTAAAGTTGGTAGAAAGGGTGTTGTGACCCTTG"G'GGGAA~ 
S! LADVAAVS AOHN y E VG NH 1 A EA L S KVG R KGVVT L E E G K 

AGTGQCGACAACAGTTTATATGTTGTCGAGGGAATGCAGTTTGACCGTGGCTACATTTCTCCATACTTOGTGACTGACAGTGAGAAAATGGCTGTTGAOTATGAGAACTGTAAGTTGCTG 
SAONSLYVVEGMQFDRGYISPYFVTOS8KMAVEYENCKLL 

TTGGTTGACAAAAAGATAACCAATGCTAGGGATCTTTTCAACATACTGGAGGATGC1ATTAGAAGTGGATATCCTATATTGGTTATTGCAGAGGATATTGAACAGGAAGCTCTAGCAACT 
L V O K KIT N A ROL F ti 1 L E O A 1 R S G Y P 1 LVI A E O 1 E Q E A L A T 

CTAGTGGTGAACAGACTTAGAGGATCACTQMGATTGCAGCGctTAAGGCCCCTGGGTTTGGTGAACGCA.AGAGCCAGTACCTTGATGACATTGCAATTTTGACTGGAGGTACTGTAATC 
L V V ti R L R G S L K 1 A A L K A P G F G E R K S Q y L O O r A 1 L T G G T V r-

AGAGAAGAGGTTGGCCTTACTTTGGACAAAGCTGGGAAAGAGGTTCTCGGATATGOGTCCJVtGGTGGTACTCACCMGGATACAACAACM.TTGTTGGTGATGQMGTACCCAGGAc;GCA 
REEVGLTLOKAGKEVLGYASKVVLTKOTTTIVGOGSTQEA 

GTGMCM.G1t.GAGTTGCACJoMTTAAGATCCAAATTGAGGCTGCAGAGCMGATTACG}tG'~~GCTGAA.TGAGAGMTTGCTAAATTGTCTGGTGGTGTGGCOGTGATACAGGTT 
VNKR,VAQIKIQIEAAEQDYEREKLNERIAKLSGGVAVIQV 

GGTGCACAAACTGAAACAGAGCT~TTGAGAGTTGAAGATGCTCTTAATGCTACAAAGGCAGCTGTAGAGGAAGGTATTGTAGTTGGAGGTGGCTGCACTCTGCTGAGA 

GAQT E T E LK E KK L R,VE DA LN Al KA AV E EG 1 VVGGG C T L L R 

CTTGCATCAAAGGTGGATGCCATCAGAGATAGTCTTGATAATGATGAAGAAAAAGTTGGAGCTGATATTGTAAAAAGAGeTCTTAGTTACCCCCTGAAATTAATTGCCAAGAATGeTGGT 
LASKVOAIRDSLDNDEEKVGAOIVKRALSYPLKLIAKNAG 

GTCAATGGTAGTGTTGTCAGTGAGAAGGTATTGTCCAGOGACAATGCAAGATATGGATATAATGCTGCCI\CCGGGAACTATGAAGATTTGATGTCTGCCGGGATCATTGACCCAACAAAG 
VNGSVVSEKVLSSDNAR,YGYNAATGNYEDLMSAGIIDPTK 

GTGGTCAQATGTTGCTTGGMCATGeAGCTTCAGTTQCCAAGACctTCTTAATGTCAG.ATTGCGTGGTTGTTG.l.QATAAAGQMCCTGAGGCOGTACCTGeTGGAAA.CCCCATGGACGCT 
VVRCCL8HAASVAKTFLMSDCVVVEIKEfEAVP/l,GNPMOA 

TCAGGAT/I,TGGTA~AGAGAGCAACGGAGAAGTTGAGTGAGAACAGAATTTTTTGTTTTCTCAGAGAAATGCAGAATTTGGAAGGCATTTTATGTAGCAACAGGTCCA.AATTTAOGATG 

SGYGM-;-

GAAACCTGTAGTAGTGTGATGAACCAG/I,TAGTGATGCACCCCCCATOCCATCCCAAATTTTTTTTAAGTT"TT~TTTTTTTGCT~ 
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Figura 14. Secuencia de nucleótidos y secuencia derivada de aminoácidos de la clona de 
nódulo de frijol chapnod-5.1. El codón de inicio, el codón de término y el sitio de poliadenilación 
están subrayados. Arriba del codón de inicio, se marcó en negrita un triplete TAA. en la misma 
fase de lectura del ORF (nucleótidos 25-27). La secuencia del péptido líder, está subrayada. La 
numeración de la secuencia derivada de aminoácidos inicia con números negativos en la región 
correspondiente al péptido líder (47 residuos de aminoácidos) y continúa con numeración 
positiva a partir de la secuencia correspondiente al péptido maduro (546 residuos de 
aminoácido). 
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La secuencia sin incluir el Poly-A. consta de 2.009 pares de bases y contiene un ORF del 

nucleótido 37 al 1.818 que va del codón de inicio al codón de término. La capacidad 

codificante de este ORF es de 593 residuos de aminoácido. De éstos. los primeros 47 

corresponden al péptido señal y los 546 restantes al péptido maduro. Arriba del codón de inicio 

(nucleótidos 25-27). existe un triplete TAA en la misma fase de lectura del ORF. lo cual sugiere que 

la fase de lectura correcta se inicia en el primer ATG localizado en la posición 37 (Joshl. 1987). 

Adicionalmente. como se muestra en la figura 15. la secuencia alrededor del codón de inicio se 

adapta al contexto reportado para otros genes de plantas dicotiledóneas: AAA(A/CJ~GCT 

(Joshl et al .• 1997). 

plants 
rnonoeot 
dieot 
CHAPNOD-5.1 

e a A (A/C)a AUG GCg 
e(a/e) (A/G) (A/C) e AUG GCG 
a a A (A/C)a AUG GCu 
T A G C C ATG GCT 

Figura 15. Comparación de la secuencia alrededor del codón de inicio reportado para plantas 
en general. monocotiledoneas y dicotiledoneas. con la reglón equivalente de la clona chapnod-
5.1 

Por lo demás. la región 5' UTR. no muestra ninguna caracteristica peculiar. Abajo del codón de 

término se extiende una región 3' UTR de 202 pares de bases donde se ubica la secuencia de 

poliadenilación canónica AATAAA. Sin embargo. en esta región no se localiza una estructura 

tallo-asa. similar a la que se ha reportado para otros genes de plantas (Heldecker & Messlng. 

1986). 

CARACTERfsTICAS GENERALES DE LA SECUENCIA 

RNY 

A nivel de nucleótidos. la clona chapnod-5.1. muestra una distribución asimétrica de purinas (R) y 

pirimidinas (Y). particularmente en la región codificante. La gráfica de la figura 16. presenta el 

análisis denominado RNY (Shepherd, 1981; Shepherd, 1990). El análisis se basa en que en una 

secuencia de nucleótidos al azar. la probabilidad de que un nucleótido particular sea purina (R) 

o pirimidina (Y) es de 50%. Sin embargo. al analizar las reglones codificantes. Shepherd encontró 

que esta relación no es simétrica. Al considerar codones de genes especificos. la probabilidad de 
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que la primera base del cadón sea R. la segunda N (R/Y 50%) Y la tercera Y. excede los límites del 

azar. La inferencia de que la distribución RNY. pudiera reflejar un código ancestral. ha sido 

cuestionada (Jukes. 1996). No obstante. el análisis de Shepherd enfatiza una característica 

intrinseca de las regiones codificantes. que las distingue de las regiones no-codificantes de los 

genomas. De hecho. otros métodos para detectar regiones potencialmente codificantes (Staden. 

1990). implícitamente incluyen la distribución RNY. ~ara la clona chapnod-5. 1. la figura 16 muestra 

que en la fase de lectura 1. se localiza el ORF y que en esta fése de lectura se cumple la 

predicción RNY a lo largo de toda la región codificante. Como era de esperarse. las otras dos 

fases de lectura contiene un gran número de tripletes TAA. TAG Y TGA. En particular. en la región 

codificante del péptido maduro de la clona la proporción R : Y para la primera. segunda y 

tercera posición de los cadones es: 77.8: 22.2/49.4: 50.6 / 46.5: 53.5. respectivamente. 

Program COD RNY 
Search for protein coding region by the S.hepherd' s method 
On DNA sequence 51CHANOD 
Total number of basen 15: 2031 

3 

2 

" I ~.j.'.1 al U l' , '.lU U 'U, I H 

1 488 1288 1688 2888 

Plat 01 the Ift'/ rNlle InalYI¡' fol' .. !lIence SlCHAftOJ. 
00 .UtIB 1 to Z831 ca.,uted ~ I • ..,th of 147 .p. wlUl a ete, o, 3 !Ir, 

FIgura 16. Análisis de distríbución de purínas (R) y pirimidinas (Y) en la secuencia de la clona 
chapnod-5.1. Los números señalan las tres fases de lectura. Las flechas indícan posibles codones 
de término. La línea horizontal continua marca la fase de lectura en la que se cumple la 
distribución asimétrica RNY para 1 a. 20 y 30 posición respectivamente. 

UHllzaclón de codones 

Se ha demostrado. que en diferentes organismos la utilización preferencial de codones sinónimos 

es una característica especifica. relacionada con el nivel de expresión génica (Ikemura. 1985; U 

& luo. 1996). En organismos unicelulares. claramente se puede definir un dialecto del código 

genético. En organismos pluricelulares. el dialecto es más difícil de definir ya que aparentemente 
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existen diferencias tejido específico. Sin embargo. se han publicado patrones de utilización 

preferencial de codones poro diversos grupos de organismos incluyendo plantos (Ausubel. el al .• 

1992). Lo ngura 17. muestro el análisis de utilización de codones de lo porción codificonte del 

péptido maduro de lo clono chopnod-5.1. Lo región correspondiente 01 péptido líder se omitió 

. del onálísis yo que los presiones de selección en esto región podrían ser diferentes. Sin embargo. 

el análisis de todo el ORF. no muestro diferencias significativos con los datos presentados. 

En lo prímero porte de lo ngura 17. se muestro lo tabla de los 64 codones y su frecuencia de 

utilización en lo clono chopnod-5. l. Subrayados se muestran los codones poro los que 

claramente se aprecio uno utilización preferencial (11 codones en total). Estos datos sugieren que 

en esto clono existe un "dialecto" del código genético tal cual ha sido descríto poro otros 

organismos (Ikemura, 1985). Este resultado se puede apreciar más claramente en lo porte final de 

lo figuro. donde se muestro lo frecuencia de utilización de los diferentes codones poro codo 

aminoácido. El primer valor indico el número de veces que codo codón es utilizado en lo clono. 

El segundo valor (porcentual). presento lo proporción de utilización de los diferentes codones 

sinónimos como ha sido descrito después de analizar un total de 71. 408 codones de plantos 

dicotiledóneos (Ausubel. el al., 1992). Vale lo peno enfatizar que los valores son particulares poro 

dicotiledóneos y que los valores poro monocotiledóneos difieren de éstos. En el coso de lo clono 

chopnod-5. l. se puede apreciar que en lo gran mayoría de los cosos. tonto los codones 

preferencioles. como los codones menos utilizados coinciden en esto tabla. Los excepciones se 

encuentran en los aminoácidos glutamina. prolino y serína y en el codón de término. No 

obstante. en lo general se puede inferir que esta clona de frijol presento uno utilización 

preferencial de codones que se enmarco dentro del dialecto general de plantos dicotiledóneos. 

En total de los 546 codones. 267 corresponden o codones preferencioles de dicotiledóneos. lo 

cual significo que 21 codones corresponden 01 48.9% del total de codones y los 40 codones 

restantes corresponden 01 51.1 %. 

Se ha encontrado, que lo utilización de codones preferencíoles y no preferencioles puede 

mostrar uno distribución no aleatorio en los regiones codificontes de algunos genes y que en 

particular los codones no-preferencioles podrían servir como pausas troduccionoles que 
\ 

facilitaron el plegamiento de dominios polipeptídicos portículores (Cromble. el al .. 1992; Netzer & 

Hart!, 1997). En el coso de lo clono chopnod-5. l. lo distribución de estos dos tipos de codones o lo 

largo de lo clono. no muestro un patrón, sino que se observo uno oltemoncio 01 azor (datos no 

mostrados). El significado de estos resultados, es que finalmente los pausas troduccionoles 

parecen ser característicos de proteínas citoplosmáticos de sistemas eucoriontes. En el coso de 

esto choperonino de frijol. su localización es plastídico (vide infra). queriendo decir con esto que 

su plegamiento dentro del plástido ocurríría de acuerdo o los características de plegamiento de 
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un sistema de tipo procanonte y por lo tanto dependiente de eventos pos-traduccionales. 

posiblemente supeditado a la participación de chaperonas moleculares (Gethlng. 1997). 

*********************************** 
• CODON USAGE STATISTICS ANALYSIS * 
*********************************** 
Done on DNA sequence 510RF •. 
DE ORF. CPN60 BETA PHASEOLUS. FROM START TO STOP 
Total number of bases is: 1641. 
Analysis done on the complete sequence. 
Using the Universal genetic codeo 
Total number of codons: 547 
No unidentified coden. 
Base composition: A~ 477 ; T~ 412 ; G~ 475 ; C~ 277 

29%; 25.1% ; 28.9%; 16.8%. 

---------------------------------------
Normal coden usage tableo 
========================= 

TTT Phe 2 .3% TCT Ser 5 .9% TAT !l(r 10 1.8% TGT Cys 2 .3% 
TTC Phe 4 .7% TCC Ser 2 .3% TAC Tyr 5 .9% TGC Cys 3 .5% 
TTA Leu 3 .5% TCA Ser 6 1% TAA --- O 0% TGA --- O 0% 
TTG Leu 16 2.9% TCG Ser 1 .1% TAG --- 1 .1% TGG Trp O 0% 

CTT Leu 13 2.3% CCT Pro, 5 .9% CAT His 1 .1% CGT Arg 2 .3% 
CTC Leu 7 1.2% CCC Pro 4 .7% CAC His 1 .1% CGC Arg 1 .1% 
CTA Leu 3 .5% CCA Pro 2 .3% CM Gln 6 1% CGA Arg O 0% 
CTG Leu 9 1. 6% CCG Pro 1 .1% CAG Gln 6 1% CGG Arg O 0% 

ATT Ile 18 3.2% ACT Thr 10 1. 8% AAT Asn 12 2.1% AGT Ser 12 2.1% 
ATC !le 8 1.4% ACC Thr 8 1. 4% AAC Asn 13 2.3% AGC Ser 4 .7% 
ATA !le 5 .9% ACA Thr 8 1. 4% AAA Lys 14 2.5% AGAArSl 14 2.5% 
ATG MET 9 1. 6% ACG Thr 2 .3% AAG L::a:s 34 6.2% AGG Arg 3 .5% 

GTT Val 32 5.8% GCT Ala 27 4.9% GAT Asp 20 3.6% GGT GI::a: 22 4% 
GTC Val 7 1.2% GCC Ala 15 2.7% GAC Asp 12 2.1% GGC Gly 5 .9% 
GTA Val 8 1. 4% GCA Ala 16 2.9% GAA Glu 20 3.6% GGA Gly 15 2.7% 
GTG Val 15 2.7% GCG Ala 5 .9% GAG Glu 28 5.1% GGG G1y 5 .9% 

---------------------------------------
Sorted list by ceden frequency. 
=============================== 
(01) AAG Lys 34 (23) ATG MET 9 (45) TGC Cys 3 
(02) GTT Val 32 (24) CTG Leu 9 (46) TTA Leu 3 
(03) GAG Glu 28 (25) ACC Thr 8 (47 ) CTA Leu 3 
(04) GCT Ala 27 (26) ACA Thr 8 (48) TGT Cys 2 
(05) GGT Gly 22 (27 ) GTA Val 8 (49) CGT Arg 2 
(06) GAT Asp 20 (28) ATC !le 8 (50) ACG Thr 2 
(07) GAA Glu 20 (29) CTC Leu 7 (51) TCC Ser 2 
(08) ATT Ile 18 (30) GTC Val 7 (52) CCA Pro 2 
(09) GCA Ala 16 (31) TCA Ser 6 (53) TTT Phe 2 
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(10) TTG Leu 16 (32) CAG G1n 6 (54) CGC Arg 1 
(11) GGA Gly 15 (33) CAA Gln 6 (55) TCG Ser 1 
(12) GCC Ala 15 (34) GGC Gly 5 (56) CCG Pro 1 
(13) GTG Val 15 (35) GGG Gly 5 (57) CAT His 1 
(14) AGA Arg 14 (36) GCG Ala 5 (58) CAC His 1 
(15) AAA Lys 14 (37) TCT Ser 5 (59) TAG 1 
(16) CTT Leu 13 (38) CCT Pro 5 All others are not found. 
(17) AAC As:p. 13 (39) ATA !le 5 
( 18') AGT Ser 12 (40) TAC Tyr 5 
(19) AAT Asn 12 (41) AGC Ser 4 
(20) GAC Asp 12 (42) CCC Pro 4 
(21) ACT Thr 10 (43) TTC Phe 4 
(22) TAT Tyr 10 (44 ) AGG Arg 3 

---------------------------------------

Codon usage table by ami no acid. 
================================ 

se!!!. ~ se!!!. ~ 
Ala GCT 27 (44.6%) CTC 7 (16.9%) 

GCC 15 (21.8%) CTA 3 (9.8%) * 
GCA 16 (27.0%) CTG 9 (11.0%) * l: => 51 
GCG 5 (6.6%) * l: => 63 Lys AAA 14 (42.3%) 

Arg CGT 2 (18.8%) AAG 34 (57.7%) l: => 48 

CGC 1 ( (9.0%) MET ATG 9 (100%) l: => 9 
CGA O (9.5%) Phe TTT 2 (49.5%) 
CGG O (5.0%) * TTC 4 (50.5%) l: => 6 
AGA 14 (32.6%) Pro CCT 5 (34.1%) 
AGG 3 (25.1%) l: => 20 CCC 4 (15.9%) 

Asn AAT 12 (45.9%) CCA 2 (41.9%) 

AAC 13 (54.U) l: => 25 CCG 1 (8.2%) * l: => 12 
Asp GAT 20 (60.U) Ser TCT 5 (23.6%) 

GAC 12 (39.9%) l: => 32 TCC 2 (17.2%) 
Cys TGT 2 (49.3%) TCA 6 (19.7%) 

TGC 3 (50.7%) l: => 5 TCG 1 (5.8%) * 
Gln CAA 6 (60.3%) AGT 12 (16.4%) 

CAG 6 (39.7%) l: => 12 AGC 4 (17.3%) l: => 30 
Glu GAA 20 (51.U) Thr ACT 10 (35.0%) 

GAG 28 (48.9%) l: => 48 ACC 8 (27.2%) 
Gly GGT 22 (35.6%) ACA 8 (29.3%) 

GGC 5 (14.9%) ACG 2 (8.5%) * l: => 28 
GGA 15 (37.9%) Trp TGG O (100%) l: => O 
GGG 5 (11.6%) * l: => 47 Tyr TAT 10 (46.9%) 

His CAT 1 (53.0%) TAC 5 (53.1) l: => 15 
CAC 1 (47.0%) l: => 2 Val GTT 32 (40.0%) 

Ile ATT 18 (46.211) GTC 7 (17.4%) 
ATC 8 (34.9%) GTA 8 (14.0%) * 
ATA 5 (18.9%) * l: => 31 GTG 15 (28.6%) l: => 62 

Leu TTA 3 (11.1%) * Stop TAA O (30.6%) 
TTG 16 (26. U) TGA O (51.4%) 
CTT 13 (25.211) TAG 1 (18.0%)* l: => 1 
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Figura 17. Utilización de codones en lo región codificonte de lo clono chopnod-5.1. Lo tabla 
normal de utilización de codones. muestro lo frecuencia con lo que se uso codo uno de los 64 
codones. En negrito y subrayado. se indican los codones que claramente muestran uno 
utilización preferencial en lo clono. Lo listo de frecuencia de codones muestro en orden 
descendente lo frecuencia con lo que se utilizo codo codón. Lo tabla de utilización de codories. 
muestro lo frecuencia de utilización de codones sinónimos poro codo aminoácido. Los valores 
porcentuales en paréntesis señalan" el valor de utilización de los codones en plantos 
dicotiledóneos (Ausubel. el al .• 1992). De estos valores. en negrito y subrayados se señalan los 
codones preferencioles y con asterisco (0). los codones menos utilizados en dicotiledóneos. Lo 
sumo se refiere 01 número de veces que codo aminoácido es codificado por los diferentes 
codones sinónimos. 

Características del péptldo líder 

Respecto 01 polipéptido codificado por lo clono chopnod-5.1. los primeros 47 residuos de 

aminoácido codifican un péptido señal. En lo figura 18. se muestro lo comparación de esto 

secuencio con lo de otros péptidos de exporte o cloroplosto y o mitocondrio (principalmente de 

plantos). Si bien no es posible derivar homologíos. yo que no existe conservación de lo secuencio 

de aminoácidos. los diferencias entre estos dos tipos de péptidos han sido definidos. En primer 

lugar. los péptidos de exporte o cloroplosto tienden o ser de mayor tamaño que los de exporte o 

mitocondrio. En segundo lugar. ambos tipos de péptidos son básicos con pocos o ningún residuo 

ácido. Sin embargo. en el coso de los péptidos de cloroplosto se define un primer dominio (" la 
oo's) hacia el extremo omino que no tiene aminoácidos cargados. mientras que lo contrario 

ocurre en los mitocondrioles. Adicionalmente. los secuencias de cloroplosto inician con MA. Sin 

embargo. lo corocteñstico más distintivo de los péptidos de tránsito plostídicos es su inusuolmente 

alto contenido de serino (von HeQne. el al .• 1989). Como se puede apreciar en lo figura 18. en el 

coso de lo clono chopnod-5. l. todos los característicos del péptido topogénico corresponden 

con los característicos de uno secuencio de exporte 01 plástido si bien con esto información no 

es posible definir si es de tipo a; o Il (pero vide infra). 
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PEPTlDOS LIDER DE CHAPERONINAS PLASTIDICAS y MITOCONDRIALES. 

PLASTIDICAS (CLOROPLASTO) 

>vi 11223D10 PLU'!rZD G~D-60 alpha aul:nmit Az'.tb1.dop_i. tbaliana 

MASANALSSASVLCSSRQSKLGGGNQQQGQRVSYNKRTIRRFSVRA 46 aa 

>giI1710a07IspIPOB926IRUBA_PEA Pi3um sativum ~ (PEAl RUBISOO SUBUNIT BINDING-PROT~IN ALPHA SUBUNIT PRECURSOR (60 
KD CHAPERONIN ALPHA SUBUNIT) (CPN-6Q ALPHA) 

MASTNALSSTSILRSPTNQAQTSLSKKVKQHGRVNFRQKPNRFVVKA 47 aa 

>v"1181601Ip1rll~OSlOl !!:!!!!!! ~D 60 :bota - Arabtc:fopd. t:baltoUUl 

MASTFTATSSIGSMVAPNGHKSDKKLISKLSSSSFGRRQSVCPRPRRSSSAIVC 54 aa 

BRA60BDNA chaperonin 60 beta BrasslcB napus PLIS~ ACC M35600 

MASTFTATSSIGSMVAPNAHKTDKKLMNKLSSSSFGRRQNVFPLRRSSPAVVC 53 aa 

.PIJa..ola. wl.gar.U, Gh.qmod. 5.1 ~ 60 .beta (thia work) ~ 

MASTF~SYKLSSSAAISSFPFSGSRRQSNGVVLARRSRNARVSA 47 aa 

heat shock protein 26.68. Tritlcum aestivum ACC 21811 TrlHs26 ~ 

MAAANAPFALSRLS-PAARLPFRAWRAARPAPVWTGRTRPLSVASAA 46 aa 

Ara a -MASANALSSASVLCSSRQSKLGGGNQQQGQRVSYNKRTIRRFSVRA 
Pea a -MASTNALSSTSILRSPTNQAQTSLSKKVK9HGRVNFRQKPNRFVVKA 
Ara 13 -MASTFTATSSIGSMVAPNGHKSDKKLISKLSSSSFGRRQSVCPRPRRSSSAIVC 
Sra 13 -MASTFTATSSIGSMVAPNAHKTDKKLMNKLSSSSFGRRQNVFPLRR-SSPAVVC 
Pha 13 -MASTFSAMSSYKLSSSAAISSFPFSGSRRQSNGVVLARRSRNARVSA 
Tri H -MAAANAPFALSRLS-PAARLPFRAWRAARPAPVWTGRTRPLSVASAA 

MI TOCONDRIALES 

>gil 116229 I sp I P2919., I CHSO _ ARAD .&rabtcSop.U tbal.1aJM KI!'OCKCXNDRDL CKU&lt01ttIf HSP60 PUCURSOll 

46 
47 

54 
53 
47 
46 

MYRFASNLASKARIAQNARQVSSRMSWSRNY 31 aa 

>giIS43992IspIP354S0ICH60_BRANA ~OHDRlAL Brassica napas CHAPERONIN CPN6Q PRECURSOR 

MYRLISSIASKARVARNCTSQIGSRLSSTRNY 

HUMCAPDNA KI!OCHORDaIAL ACC. H22383 
MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRA 

Ara Mit -MYRFASNLASKARIAQN---ARQVSSRMSWSRNY 
Zea Mit -MYRAAASLASKARQAGNSLATRQVGSRLAWSRNY 
Sra Mit -MYRLISSIASKARVARN--CTSQIGSRLSSTRNY 
Hum Mit -MLRLPTVFRQMRPVSRVLAPHLTRA 

31 aa 
34 aa 
32 aa 
25 aa 

34 aa 

32 aa 

25 aa 

aa 
aa 
aa 
aa 
aa 
aa 

Figura 18. Comparación del péptido líder de la clona chapnod-5.1, con secuencias equivalentes 
de exporte a cloroplastos y mitocondrias. Se muestra la fuente de cada secuencia y la 
comparación de las secuencias entre sí. 
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Composición de aminoácidos 

Por lo que respecta a las características del péptido maduro codificado por la clona de frijol, en 

la IIgura 19, se presenta la composición de residuos de aminoácido, En general, tiene una 

composición promedio para una proteína globular i. e. los aminoácidos abundantes y los poco 
1 

abundantes corresponden con el promedio de muchas proteínas. Contiene 5 cisteínas y no tiene 

triptofano. No se ha reportado que en ninguna chaperonina las cisteínas estén formando enlaces 

disulfuro y en general la posición de estos residuos no está conservada filogenéticamente (vide 

infra). De hecho, el modelaje molecular de este péptido con la estructura tridimensional 

publicada para Escherichia coli, muestra que la distancia de los residuos de cisteína entre si. no 

es favorable para la formación de enlaces disulfuro debido a la distancia (datos no mostrados). 

El peso molecular de esta proteína, sería de 58, 059 Daltons y su punto isoeléctrico de 4.91. 

Comparativamente con otras chaperoninas no muestra desviaciones, ni particularidades 

distintivas en todas estas características. 
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************************** 
* AMI NO ACID COMPOSITION * 
************************** 
Done on sequence CPN60$BEAN. 
DE PHASEOLUS MATURE PEPTIDE 
05 BEAN 
Total number of residues i5: 546~' 
Analysis done on the complete 3e~ence. 
Molecular weight (MW) : 58059 
Isoelectric point: 4.91 

Solrted composition tableo 
========================= 

* ** *.* ** * ** ** .. * .. * * ** ** * .. * ... * .. 
* Code * Nb * % * 
**************************** 

* Ala * 63 * 11. 5 * 
* Val * 62 * 11. 3 * 
* Leu * 51 * 9.3 * 
* 'Lys * 48 * 8.7 * 
* Glu * 48 * 8.7 * 
* Gly * 47 * 8.610 * 
* Asp * 32 * 5.8 * 
* Ile * 31 * 5.6 * 
* Ser * 30 * 5.4 * 
* Thr * 28 * 5.1 * 
* Asn * 25 * 4.5 * 
* Arg * 20 * 3.6 * 
* Tyr * 15 * 2.7 * 
* Pro * 12 * 2.1 * 
* Gln * 12 * 2.1 * 
* Met * 9 * 1.6 * • Phe • 6 • 1.0 • 
• Cys * 5 * .9 • 
* His * 2 * .3 * 
* Trp * O * • O * 
**************************** 

Semi graphical representation. 
============================== 

Percent. 
, 

12-1 # 
1 # 

9-1 # # # # # 
1 # , # # # # 

6-1 # # # # # # # # 
1 # # # # # # # # # 

3-1 # # # # # # # # # # 
1 # # # # # # # # # # # # # # # 

# 
# 
# 
# 
# 

# # 
# # # 
# # # 

-------------------------------------------
A A A A C G G G H 1 L L M P P S T T T V 
L R S S Y L L L I L E Y E H R E H R Y A 
A G N P S N U Y S E U S T E O R R P R L 

FIgura 19. Composición de amlnoócidos del péptido maduro codificado por la clona chapnod-
5.1 
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Hidropatía 

En la IIgura 20, de manera ilustrativ,a, se muestra comparativamente el perfil de hidrofobicidad 

del péptido maduro de frijol, de GroEL de una bacteria (E. coli) , GroEL de una cianobacteria 

(Syneccocystis) y de una HSP60 mitocondrial (Homo sapiens), sin considerar el péptido señal. A 

pesar de los origenes filogenéticos tan diversos de estas proteinas, se puede apreciar que el 

grado de parecido en estos patrones es notable. En particular en la región comprendida entre 

los aminoácidos 360-420, se aprecian dos transiciones muy marcadas de hidrofilico a hidrofóbico, 

que es prácticamente idéntica en todas las secuencias de chaperoninas (resultados no 

mostrados). En esta región, se localizan las secuencias altamente conservadas GGVAV (374-378) y 

GGG (414-416), consideradas las regiones de firma de las chaperoninas'(vide infra). Sin embargo, 

es notable que la conservación a nivel del perfil de hidrofobicidad en esta región, sea mayor que 

la conservación evolutiva a nivel de residuos de aminoácido. Sorprendentemente, estudios de 

mutagénesis sitio dirigido en aminoácidos puntuales en esta región no parecen afectar 

drásticamente la función de la chaperonina de E. coli, cuando se considera el efecto de 

mutaciones en otras regiones. Aparentemente el mayor efecto de mutaciones en esta región, 

consiste en que los polipéptidos resultantes no pueden producir oligómeros adecuados (Fenlon, 

el al" 1994). A nivel de estructura tridimensional esta región abarca principalmente la segunda 

mitad del dominio intermedio (residuos 377-408) y las regiones que lo preceden o siguen en los , 
dominios apical y ecuatorial respectivamente. Dicho de otro modo, desde el punto de vista 

estructural. esta zona parece solo estar participando en la conexión entre los dos dominios 

extremos de las chaperoninas (8ralg el al., 1994), de manera que su relevancia estructural y/o 

funcional está por establecerse. 
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A) chapnod-S.1 (cpn60-f\/Phaseo/us vulgaris) 
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D) Homo saplens (mltocondrlal) 

Figura 20. Perfiles de hidrofobicidad de chaperoninas seleccionadas (Kyte & Doollltle. 1982). A) 
cpn60-[3 de frijol. Péptido maduro codificado por la clona chapnod-5.1. B) GroEL de Escherichia 
co/i. e) GroEL de la cianobacleria Synechococcus sp. strain PCC 7942. D) HSP60 (mitocondrial). 
péptido maduro de Homo sapiens. Los perfiles se hicieron tomando una ventana de 15 
aminoácidos. Las regiones de mayor hidrofobicidad promedio se ubican arriba del promedio de 
la línea horizontal punteada. 
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Comparac:lón de la sec:uenc:la derlyada de amlnoác:ldos del pépfldo maduro 

La figura 21. muestra el alineamh,mto y el dendograma derivado de la comparación de la 

chaperonina de frijol y otras chaperoninas seleccionadas que incluyen chaperoninas plastídicas 

de tipo CJ. y 13. chaperoninas mitocondriales. de bacteria y de cianobacteria. El alineamiento 

muestra 146 residuos invariantes a lo largo de la escala filogenética. Este valor es muy alto 

considerando lo diverso de las secuencias. Así mismo se puede apreciar varias regiones a lo 

largo del alineamiento que definen regiones de alto grado de similitud. en particular la región 

360-420. En el dendograma claramente muestra que la secuencia de frijol tiene una relación más 

cercana con su homólogo plastídico cpn60-f3 de Arabidopsis fhaliana (89.9% de identidad) y que 

está más dlstantemente relacionada con los homólogos de planta cpn6O-a. y mitocondrial ( .. 54% 

de identidad). La inferencia obvia. es que la clona aislada de nódulos de frijol codifica para una 

chaperonina plastidica de tipo 13. 
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Figura 21. Alineamiento múltiple y dendograma de la chaperonina de frijol con chaperoninas 
seleccionadas. La secuencia del péptido maduro derivada de la clona de nódulo de frijol 
(42CHAPN.SE2). fue alineada con la chaperonina plastídica cpn60-p de Arabidopsis fhaliana 
(RUBB_ARAT2); la chaperonina plastídica cpn6Ü-<l de Brassica napus (RUB2_BRANA2); la 
chaperonina de cianobacferia GroEL de Synechococcus sp. (CH61_SYN3); la chaperonina 
mitocondrial m-cpn60 de Arabidopsis fha/iana (CH60_ARATH2) y la chaperonina GroEL de 
Escherichia coli (CH60_ECOLl). Los marcos representan· a los residuos conservados en todas las 
secuencias y abajo del alineamiento se muestra la secuencia consenso de estas zonas. El 
dendograma refleja el grado de similitud de las diferentes secuencias. 
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DetermInacIón del patrón de expresIón de la clona chapnod-5.1 (northern blot) 

Se cultivaron plantas de frijol, se inocularon con Rhizobium tropici y se aisló el RNA de raíces no' 

infectadas y de nódulos obtenidos, de 7 a 41 días después de la infección. En la FIgura 22. se 

muestra la electroforesis del RNA aislado así como el northem blot correspondiente. Como se 

puede apreciar en el gel el RNA ai~lado no muestra señales de degradación. e inclusive. a partir 

del día 12 de observa la aparición ~e los RNAs ribosomales correspondientes a las bacterias. que 

migran un poco por debajo de los RNA ribosomales de la planta. El northem blot muestra que la 

señal de raíz y nódulos de 7 días es equiparable. mientras que a partir del día 10 la señal se 

incrementa hasta un 100% en el día 12. para decrecer después del día 14 disminuyendo 

progresivamente. Este valor fue obtenido con un analizador de imágenes. Cabe indicar que por 

las condiciones de alta severidad de la híbridación y de los lavados del filtro. la señal que podría 

corresponder a la GroE del bacteroide no se detecta en estos experimentos. Estos resultados 

indican que como respuesta de la planta a la penetración intracelular de los bacteroides. se 

requiere de la sobreexpresión de 'estas proteínas de stress. Esta respuesta puede ser explicada 

debido a que justamente cuando la bacteria se establece como endosimbionte. la célula vegetal 

procede a sintetizar varias nodl;Jlinas tardías muy abundantes (como la leghemoglobina). 

necesarias para el establecimiento de la función propiamente dicha del nódulo que es la fijación 

del nitrógeno (Bennel el al., 1989; SÓnchez el al .. 1991; Temple el al .. 1995; loslck & KaIser 1997). 
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Figura 22. Al Gel de agarosa al 1.5 % con formaldehido del RNA aislado de raices y nódulos 
simbiontes de Phaseolus vulgaris inoculados con Rhizobium fropici cepa CIAT 899. Cada carril 
contiene 5 fl9 de RNA total. R: Raíz. Los números indican el dio después de la infección en que 
fueron colectados los nódulos. Los datos obtenidos con un analizador de imágenes indican que las 
variaciones en la cantidad de ácido nucleico en los carriles es minima Bl Northem blot de la 
membrana utilizando como sonda a la clona completa aislada de frijol que corresponde a la 
chaperonina cpn60-~. Los resultados obtenidos con un analizador de imágenes indican que la 
expresión máxima en el día 12 corresponde a un aumento de 100 % respecto a la de raiz o nódulos 
en el dio 7. La hibridación se efectuó a 42° C en 50 % formamida y los lavados a 50° C con 1 x SSC. 
0.1 % ssc. 
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Comparación de la secuencia de las clonas de hoja y nódulo de frijol 

Como quedó indicado anteriormente se aislaron dos clonas de cONA de cpn60-~ de frijol; una de 

hoja y la otra de nódulo. En la figura 23 se presenta el alineamiento de las secuencias respectivas a 

nivel de nucleótidos. Como se pue,de apreciar. éstas son prócticamente idénticas. excepto por 

siete nucleótidos antes del poly-A que no se encuentran en la clona de hoja. Esta pequeña 

diferencia puede ser explicada simplemente por ligeras diferencias de procesamiento del 

transcrito en cada caso. De cualquier manera. se puede concluir que ambas clonas estón 

codificadas por el mismo gen . 

....... ........ ........... ....... .......... . 
• ALIGNMENT OF NO NUCLEOtIDE SEQUENCES •• 

The two ,equences to be 1I1igned are: 
!51CHANOO. 
DE CP»60 BETA PIlASEOLUS F1JLL LENGHT (CHAPERONIN VICTOR SEAN) 
DE S'UTR, LEADER PEPTIDE. ORF (MATURE PEOTIOS) 3' UTR, POLY-A 
Total numbtir of ba".,: 2031. 

OIAPROJA. ORIGINAL H»G!:: 61CHAHOJ. Cpn60p. LEAF Ph,ueolus vulgar1s. 
Total number of b.!l"e,,: 1169. 
Opan gap cost : 20 
Uni t gap co.st : 20 
¡he charll.cter to ,how the.t two aligned rasidue" are idllntical i, ':' 

51CHAAOD 
51CHJ\NOD 
51CHANOO 
51CHANOD 
51CHANOD 
51CHAAOD 
51CHANOO 
51CHANOD 

CHAPHOJA 

51CHANOD 

CHAPHOJA 

51CHANOO 

CHAPHOJA 

51CHANOD 

CHAPHOJA 

SlCHANOn 

CH}>.PHOJA 

SlCHANOn 

CHAPHOJA 

SlCHANOD 

CHAPHOJA 

SlCHANOD 

CHAPHOJA 

SlCHANOO 

CHAPHOJA 

GCACGAGCCACAACAAACCCTCCTTAAACCCTAGCWGGCTTCCACCTTCTCCGCM TGTCCTCCTACAAGCTCTCCTCCTCCGCCGCCA.l'CTCCTCCTTCCCCTTCl'C -11 O 
CGGCTCCCGCCGTCAA TCCAATGGCGTCGTTCTCGC&"GAAGAAGCCGCMCGCCAGGGTCTCCGCCA TGGCCAAGGAGTTGCACTTCAACAAGGACGGT ACTGCAA TCA - 2 2 O 
AGAAGCTCCAGAGCGGTGTTMCAAGCTCGCGGJ..TCTGGTTGCGGTCACGCTTGGTCCCAAGGGAAGciAATGTTGTTCTCGAGAGCMGTATGGTTCGCCGAAAATcal'! -330 
AACGACGGTGTCACTGTCGCCAAAGAGGTTGAGTTGGAGGA TCCCGTTGAGAA TATTGGTGCT MGTTGGTGAGACAAGCTGCTGCCMGACCAACGACTTGGCTGGTGA - 4 4 O 
TGGAACCACGACATCTGTTGTTCT.AGCTCAAGGCCTTATCGCGGMGGTGTTMGGTTGTTGCTGCCGGTGCCAACCCTGTGCTCATCACTcaTGGC1ITTG.AAAAGACAG -550 
CCAAGGCTCTGOTGTCTGAACTT~~TGTCAAAAGAGGTTGAAGATAGTGAOTTGGCAGATGTGGCAGCTGTTAGTGCTGGGAACAA.TTATGAAGTAGGAAATATG -660 
ATTGCTGAAGCATTGAGTAAAGTTGGTAG1\AAGGGTGTTGTGACCCTTGAAGAGGGAAAGAGTGCCGACAACAGTTTATATGTTGTCGAGGGAATGCJ..GTTTGACCGTGG -770 
CTACATTTCTCCATACTTCGTGACTGACAGT~TGGCTGTTGAGTATGAGAACTGTM.GTTGCTGTTGGTTGACAAAAAGATAACCAATGCTAGGGATCTTTTCA -aao 

::::;;:::::::::::::::::;::::::: 
AAAJ..AGJ..TAACCAATGCTAGOGATCTTTTCA -31 

ACATACTGGAGGATGe'l'ATTAGMGTGGATA,!cdATATTGGTTATTGCAGAGGATATTGMCAGGAAGCTCTAGCAACTCTAGTGGTGAACAGACTTJ\GAGGATCACTG -990 
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
ACATACTGGAQGATGCTATTAGAAGTGGATATCCTATATTGGTTATTGCAGAGGATATTGAACAGGAAGCTCTAQCAACTCTAGTGGTGAACAGACTTAGAGGATCACTG -141 

MOA TTGCAGCGCTT AAGGCCCCTGGGTTTGGTGM.CGCMGAGeCAQTACCTTGA TGAGA TTGCAA TTTTGACTGGAQGT ACTGT AATCAGAGAAGAGGTTGGCCTT AC -11 O O 
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;:::::::::::::::::::::::::: 
MOATTGCAGCGCTTAAGGCCCCTGGGTTTGGTGAACGCAAGAGeCAQT ACCTTGATGACA'I'TGCAA TTTTGACTGGAQGT ACTG'I'AA TCAGAGAAGAGGTTGGCCTTAC -251 

TT'I'GGACAMGCTOOGAAAGAGGTTCTCGGATATGCGTCCAAGGTGGTACTCACCMGGATACAACMCMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGAACAAGA -1210 
:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
TTTGGACAAAGCTGGG¡'-~G.&.GGTTCTCGGATATGCGTCCMGGTGGTACTGACCMGGATACMCMCMTTGTTGGTGATGGAAGTACCCAGGAGGCAGTGAACMGA -361 

GAGTTGCACAAA TT AAGATCCAAATTGAGGCTGCAGAGCAAGA'I'TACGAGAGGGAGAAGCTGAA TGAGAGAA 1'lOCT AAA TTGTCTGGTGGTGTGGCCGTGATACAGGTT -132 O 
:;::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;:::::::::::::;;::::::::::::;:::::::::::;::::::::;:::::::;:::::: 
GAGTTGCACAAATtAAGATCCAAATTGAGGCTGCAGAGCMG.l\TTACGAGAGGGAGMGCTGAATGAGAGAATTGCTAAATTGTCTGGTGGTGTGGCCGTGATACAGOTT -471 

GGTGCACMACTGAAACAGAGCTO K-G- - - ~TTGAGAGTTGMGATGCTCTT AA TGCT ACAAAGGCAGCTGT AGAGGM.GGT A TTGT AGTTGGAGGTGGCTGCAC -14 3 O 
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
GGTGCACMACTGMACAGAGCTCMGGAAAJ.13AAA TTGAGAGTTGAAGA TGCTCTT AATGCT ACAAAGGCAGCTGT AGAGGAAGGTATTGT AGTTGGAGGTGGCTGCAC -:, a 1 

TC'I'GCTGAGACTTGCATCAAAGG1'GGA TGCCATCAGAGAT AGTCTTGA T AA TGATGMGAAAAAGTTGGAGCTGA T ATTGTMAAAGAGCTCTT AaTT ACCCCCTGAAAT -154 o 
::::::::::::::::::::::::::::::::::,::::::::::::;:::::::;:::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::::::: 
TCTGCTGAGACTTGCATCAM.GGTGGATGCCATCAGAGATAGTCTTGlITAATGATGAAGAA..V.AGTTGGAGCTGATATTGTAAJt.MGAGCTCTTAGTTACCCCCTGAAAT -691 

TAATTGCCMGAATGCTGGTGTCAATGGTAGTGTTGTCAGTGAGAAGGTATTGTCCAGCGACMTGCAAGATA'I'GGATATAATGCTGCCACCGGGMCTATGAAGATTTG -1650 
:;::::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;:::::::::::::::::::::;:::::::::: 
TAATTGCCMGMTGCTGGTGTCAATGGTAGTG~TGTCAGTGAGAAGG'I'ATTGTCCAGCGACMTGCAAGATATGGATATAATGCTGCCACCGC'..GAACTATGAAGATTTG -BOl 

ATGTCTGCCGQGATCATTGACCCMCAAAGGTGGTCAGATGTTGCTTGGAACATGCAGCTTCAGTTGCCAAGACCTTCTT AA TGTCAGATTGCGTGGTTGT1GAGAT MA -1 760 
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::: 
ATGTCTGCCGGGATGATl'GACCCAACAMGGTGGTCAGATGTTGC1'TGGAAGATGCAGCTTCAGTTGCCAAGACCTTCTTAATGTCAGATTGCGTGGT'I'GTTGAGATMA -911 
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51CHANOD _ GGMCC'¡'GAGGCCG1'ACC1GC1'C..GAAACCCCA1'GGACGCT1'CAGGATA'!'GG1'ATG~CMCGGAGMGT1GAGTGAGMCAGAATTTTTTGTTTTCTCAGlIGAM -1870 

CH1\PHOJA _ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~l~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~l~~~ -1021 

51 CHANOD _ 1'GCAGMTT1'GGMGGCATTTT A1'GTAGCMCAGG1'CCAAATTTlICGA TGGAMCCTGT AG1' AGTGTG1\TGAACCAGAT AGTGA TGCACCCCCCA TCCCA TCCC1\M 1'1'1' -19 B O 

CHAPlfOJA _ TGCAGAATTT~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~l~;~~~~~~~;~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ -1131 

51CHANOD _ TTTTTMG1'T1\T1'~TTTTTTTGCT-_nn-AAAA~~~~~u~uu~u~u -2031 

c;v.PHOJA 

Identity : 1182 ( 99.4l) 
t<'umbec of gap:! in!lerted in 51CH1\t<'OD: 1 
Nurnbec ot gap:! insected in CHAPHOJA: O 
~_ ... =-_", ___ "" ....... ____ ", ___ .... __ .. __ ...... ___________ .. ___ ......... _ ......... c 

Figura 23. Alineamiento pareado de la secuencia de nucleótidos de las clonas de frijol chapnod-
5.1 y chapphas 6.1. aisladas de nódulos y hojas respectivamente. Los codones de término y los sitios 
de poliadenilación respectivos están subrayados. Asimismo, en la secuencia de chapnod-5.1, se 
indican el codón de inicio y el codón GCc. donde termina la región codificante correspondiente 
al péptido lider. La identidad es menor al 100%, debido a que en la clona de hoja, la 
poliadenilación se inicia 7 nucleótidos mas allá que en la clona de nódulo. La identidad de las 
clonas se inicia en el nucleótido 850 de la clona de nódulo. 

Caracterfzaclón genómlca de cpn60-1l de Phaseo/us vulgarls. 

El resultado anterior no es congruente con nuestra hipótesis original de que a nivel genómico, esta 

chaperonina pOdría estar codificada por una familia multigénica, en la que habría miembros 

individuales que presentarían una expresión mayoritaria de tipo tepdo específico como ocurre en 

otras plantas (Martel el al., 1990: Zabaleta el al .. 1992). A fin de obtener datos sobre la estructura 

genómica del gen o genes correspondientes, se aisló DNA total a partir de hojas y se efectuaron 

diversas hibridaciones de tipo Southem. En la figura 24, se muestra el experimento básico. En 

particular, se puede apreciar que para ninguna de las enzimas de restricción utilizadas se aprecian 

muchas bandas. Inclusive, para algunas enzimas se observa una sola banda. Este resultado 

normalmente se puede interpretar para sugerir que a nivel genómico, cpn60-1l no está codificado 

por una gran familia multigénica' (Huang el al" 1996: Guillen el al., 1999). Adicionalmente, en la 

figura 24, los carriles finales presentan la restricción con Hindlll de el DNA obtenido de tres plantas 

adicionales. El propósito de este experimento, fue visualizar mínimamente el posible nivel de 

polimorlismos que pudieran ocun)r en diferentes alelos presentes en diferentes individuos. Como se 

puede ver el patrón de restricción con esta enzima para el DNA de cuatro individuos diferentes es 

idéntico, indicando que a nivel genómico el polimorfismo es bajo. 
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figura 24. A) Gel de agarosa al 1.2 % de DNA genómico total de Phaseolus vulgaris. Cada carril 
contiene 3 ¡tg de DNA digerido con las enzimas que se indican en la figura. Los últimos tres caniles 
de DNA genómico corresponden a DNA aislado de diferentes individuos. Southem blot genómico 
de Phaseolus vulgaris usando c9mo sonda la clona completa de cpn60-~. B) Southem blot 
hibridado con la sonda completa de cpn60-~ de Phaseolus vulgaris. La hibridación se efectuó a 65° 
C y los lavados a 60° C en 0.1 x SSC. 0.2 % SDS. 

A fin de tener mas elementos sobre la composición genómica de cpn60-~. se efectuaron diversas 

restricciones utilizando enzimas que cortan (EcoRV I Sau3AI) o que no cortan (EcoRI I Hindllll Xbal) 

la secuencia nucleotídica del clDNA correspondiente. En la figura 25. se muestra el mapa de 

restricción así como la estrategia para generar las diversas sondas. Se utilizaron cuatro sondas. La 

primera corresponde a la región codificante completa: la segunda corresponde a la primera 

mitad del cDNA en la región que codifica la porción amino terminal del polipéptido; la tercera 

corresponde a la segunda mitad del cDNA en la región que codifica la porción carboxilo terminal 

del polipéptido y la cuarta corresponde a la región 3' no traducida del transcrito y que 

correspondería a lo que se considera la región gen especifica. 
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FIgura 25. Estructura del cDNA de cpn60-~ de Phaseo/us vu/garis. La primera línea muestra el mapa 
de restricción de la clona. Los nombres de las enzimas se indican en la parte de debajo de la línea. 
En la parte superior se marca la posible posición que tendrían los intrones. tomando como base la 
estructura genómica de uno de los genes de Arabidopsis tha/iana (Zabalefa et al .. 1992). La 
segunda línea. muestra la correspondencia con el polipéptido codificado. indicando la porción 
del péptido líder (PL) y la del péptido maduro. En las líneas correspondientes a las sondas se 
indican las enzimas de restricción utilizadas para liberar las diferentes regiones. EcoRI y Apal. se 
encuentran en el polylinker del v~ctor de clonación. 

La figura 26. muestra el resultado de las hibridaciones respectivas. La hibridación con EcoRI y Xbal. 

son idénticas en todos los casos. sugiriendo que la restricción del gen siempre genera una única 

banda que contiene las regiones correspondientes a todas las sondas. La posibilidad de que 

existieran dos genes no alélicos que presentaran este mismo patrón es baja. La restricción con 

Sau3AI. no es particularmente útil dado que tanto los exones como los posibles intrones tienen 

varios sitios para esta enzima. S,in embargo esta restricción también presenta caracteristicas que 

excluyen la posibilidad de dos copias parálogas del gen. La restricción con Hindlll. es problemática 

ya que no se detecta señal en el Soulhem hibridado con la sonda correspondiente al omino 

terminal. Una explicación podría ser que en la prímera mitad del gen. los inlrones tuvieran muchos 
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sitios para esta enzima. lo cual gerjeraría fragmentos demasiado pequeños para ser detectados. 

La restricción con EcoRV. es la más informativa. Esta enzima corta el cONA justo a la mitad. La 

hibridación con la región codificante muestra solo dos bandas. Cuando se hibrida con la sonda 

del omino. una de las bandas desaparece. Por el contrario. en la restricción con las sondas 

correspondientes al carboxilo terminal yola región 3' no traducida es la otra banda la que se 

detecta y no se observa la que hibridaba con el omino. Este resultado sería muy improbable si 

existieran dos o mas copias no alélicas del gen. 

figura 26. Southem blot genómk:o de Phaseo/us vu/garis usando como sondas diversas regiones del 
cONA de cpn60-f3. Los nombres. de las enzimas se indican en la figura. La hibridación se efectuó a 
65° C y los lavados a 6CJ' C en 0.1 x SSC en 0.2 % SOS. 

Así. en su conjunto. estos resultados indican que en Phaseolus vulgaris. cpn60-f3 es un gen de copio 

único. Lo región regulatoria. de este único gen le debe permitir variar su expresión en diferentes 

condiciones. Oicho de otro modo. el promotor debe tener señales que permiten la expresión 

constitutiva de este gen y por otro lado debe contener secuencias que como en el coso del 

nódulo le permiten incrementar su expresión de acuerdo a las demandas de la célula. 
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CONCLUSIONES FINALES 

• Se aislaron clonas de cONA idéntica's tanto de hoja como de nódulos de frijol. La abundancia 

de las clonas en las bibliotecas 'correspondientes es similar (0.02 % del mRNA. total). 

Considerando que la biblioteca de nódulo se hizo con RNA de nódulos de 12 días y sabiendo . , 
que la expresión de este gen en raiz es baja comparativamente con hoja. se puede concluir 

que durante esta etapo de diferenciación del nódulo este gen está sobre expresado. 

• Comparaciones de secuencia de. las clonas indican que éstas corresponden a una 

chaperonina (cpn60-J3). que se localiza en los plástidos. El requerimiento de estos asistentes del 

plegamiento en estos organelos debe de incrementarse de acuerdo a las demandas 

• 

impuestas por la endosimbiosis de lo~ Rhizobia yola síntesis. de proteínas involucradas en la 
, 

fijación del nitrógeno. 

Análisis de flpo northem. corroboran que durante la morfogénesis del nódulo. el mRNA de esia 

chaperonina se incrementa alcanzando un máximo de expresión de hasta 100 % entre los días 

10 - 14 después de la infección. 
I 

• Análisis de tipo Southem genómico er;¡ distintas condiciones indican que muy probablemente 

en el genoma de Phaseolus vu/garis, cpn60-J3 se encuentra representado por un solo gen. 

PERSPECTIVAS 

, 
Los resultados obtenidos plantean varias preguntas que serían interesantes de ser abordadas 

experimentalmente. En primer lugar, se podría determinar a nivel de la proteína si el aumento de 

expresión es de igual al detectado a nivel del mRNA. Otro aspecto sería establecer si el incremento 

en la expresión ocurre sólo en la células infectadas, en las no infectadas o en ambas. Aclarado 

este punto, se debería abordar el estudio de cuales proteínas relevantes en la fijación del 

nitrógeno de localización plastídica requieren asistencia en el plegamiento. Este es un punto 

relevante para establecer algún factor limitante en este proceso. Por otro lado, esta el problema 

de caracterizar las señales regulatorías de éste gen para identificar las secuencias responsables de 

la respuesta constitutiva, la respuesta a la síntesis de la Rubisco y de relevancia a los datos 

presentados, las señales de regulación durante la nodulación. También, valdría la pena 

caracterizar en otras leguminosas si también tienen un gen cpn60-J3 de copia única o si es una , 
característica particular de Phaseolus vulgaris. En este sentido, se ha demostrado que en el caso 

de la' profilina el frijol solo tiene dos genes mientras que en otras plantas esta proteina esta 
, 

codificada por una familia multigénica (Guillen et al" 1999), lo cual sugiere que el frijol utiliza 

mecanismos de regulación postranscripcionales para producir iso formas de proteínas particulares. 
I 
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