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RESUMEN 

La resistencia bacteriana a los antibióticos es un problema global que continúa 
creciendo de forma alarmante. Esta situación, en combinación con la dificultad para 
desarrollar y validar nuevos antibióticos, pone de manifiesto la necesidad imperiosa de 
buscar nuevas estrategias frente a esta emergencia sanitaria. El mecanismo más 
desarrollado y estudiado por el cual las bacterias adquieren la capacidad de transmitir 
los genes de resistencia a antibióticos es la transferencia horizontal de genes, 
principalmente mediante el proceso de conjugación bacteriana. En bacterias Gram-
negativas este proceso es mediado por un Sistema de Secreción Tipo IV, el relaxosoma 
y el pilus. Este proyecto se ha centrado en el estudio de parte del complejo del 
relaxosoma, usando como modelo el plásmido conjugativo R388. El relaxosoma es 
responsable del procesamiento inicial del ADN plasmídico y está compuesto por la 
relaxasa TrwC y dos proteínas auxiliares (IHF y TrwA) unidas al origen de transferencia 
del plásmido. En este trabajo se ha llevado a cabo la clonación, sobreexpresión y 
purificación de la proteína IHF (Factor de Integración del Hospedador) para, en un futuro, 
tratar de formar el relaxosoma completo. La formación del complejo IHF-ADN tiene como 
objetivo demostrar, en futuros proyectos, que la curvatura inducida en el ADN tras la 
unión de IHF favorece el acoplamiento del resto de proteínas.  
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ABSTRACT 

The emergence and spread of antibiotic-resistant bacteria represent a major and 
growing threat to global health. This challenge, combined with the difficulty in developing 
new antibiotics, highlights the urgent need to explore alternative strategies to face this 
health emergency. The most studied and well-characterized mechanism by which 
bacteria acquire and disseminate antibiotic resistance genes is horizontal gene transfer, 
primarily mediated through bacterial conjugation. In Gram-negative bacteria this process 
involves the Type IV Secretion System, the relaxosome and the pilus. In order to 
characterize this system, this project focuses on characterizing components of the 
relaxosome complex, using plasmid R388 as a model system. The relaxosome is 
responsible for the initial processing of plasmid DNA and it is composed of the TrwC 
relaxase and two auxiliary proteins (IHF and TrwA) bound to the origin of transfer of the 
plasmid. In this project, the Integration Host Factor (IHF) protein was cloned, 
overexpressed and purified. Subsequently, the IHF-DNA complex was assembled. This 
study provides the basis for future research, to demonstrate how the DNA U-turn induced 
by IHF binding facilitates the recruitment and assembly of other proteins that also 
constitute the relaxosome complex. 

PALABRAS CLAVE 

Resistencia a antibióticos, conjugación bacteriana, plásmido R388, relaxosoma, 
complejo proteína-ADN.  
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INTRODUCCIÓN  

La aparición y propagación de mecanismos de resistencia a los antibióticos se ha 
convertido en un grave problema para la salud pública. Si bien es sabido que el 
descubrimiento de los antibióticos fue un acontecimiento trascendental, circunstancias 
como el uso masivo de los mismos o el incumplimiento de los tratamientos prescritos 
han incrementado la aparición de resistencias1. Esto, sumado a la falta de interés de las 
compañías farmacéuticas para desarrollar nuevos antibióticos, hace que estas 
“superbacterias” multirresistentes supongan una amenaza mundial2,3. Un estudio 
recientemente publicado en la revista The Lancet4, realizado en distintos hospitales de 
España sobre la carga sanitaria de las infecciones por microorganismos 
multirresistentes, revela que la cifra atribuible a las muertes por dichos patógenos es 
muy superior a la estimada, e incide en la necesidad de tomar conciencia de esta nueva 
y preocupante realidad.  
 
La necesidad de buscar nuevas formas de neutralizar estos patógenos multirresistentes 
abre nuevas líneas de investigación. Por ello, conocer los mecanismos que permiten la 
aparición de resistencias resulta fundamental. Los principales mecanismos para la 
aparición de bacterias multirresistentes son las mutaciones espontáneas y la 
transferencia horizontal de genes (HGT)3. La HGT se define como la transferencia de 
material genético de un organismo a otro, no existiendo relación de descendencia entre 
ellos. En el reino procariota es fundamental, ya que contribuye enormemente a la 
generación de diversidad genética, facilitando una mayor capacidad de adaptación. 
Lamentablemente, también es esencial en el proceso de diseminación de genes de 
resistencia. Esta transferencia puede darse de tres formas: Transformación, 
Transducción y Conjugación, siendo esta última la más desarrollada y frecuentemente 
estudiada.   
 
La conjugación bacteriana se define como la transferencia de ADN de forma 
unidireccional entre una célula donadora y una célula receptora a través de un contacto 
célula- célula. Esta unión es normalmente mediada por un pilus o por adhesinas de la 
superficie celular. Generalmente, el material transferido es un plásmido conjugativo 
capaz de codificar los genes necesarios para formar la maquinaria conjugativa. También 
hay otros tipos de plásmidos, entre ellos los denominados movilizables o no 
conjugativos, que no son capaces de formar dicha maquinaria volviéndose 
dependientes de la presencia de un plásmido del primer tipo3,5–7. 
 
A diferencia de los escasos conocimientos que hay acerca de los eventos moleculares 
que suceden en las células receptoras durante este tipo de procesos, sí se conoce que 
en las células donadoras se precisa la presencia de tres complejos macromoleculares 
sintetizados a partir de la secuencia plasmídica. Estos son el relaxosoma, un Sistema 
de Secreción Tipo IV (T4SS), y el pilus conjugativo6,7.  
 
El citado T4SS es un complejo macromolecular que permite el transporte del sustrato 
conjugativo entre bacterias Gram-negativas. Este complejo abarca toda la membrana 
bacteriana, desde la membrana interna hasta la externa, lo que permite el transporte del 
ADN plasmídico y proteínas directamente a la célula receptora sin necesidad del auxilio 
de otras maquinarias. La estructura del T4SS del plásmido R388 se ha resuelto 
recientemente8. Se compone de 11 proteínas, denominadas VirB1 a VirB11 que, junto 
con la proteína acopladora VirD4, (según la nomenclatura de Agrobacterium 
tumefaciens), forman cuatro dominios diferenciados (Figura S1)6–10.  
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El primero de los dominios es el complejo central de membrana externa, formado por 
VirB7 (TrwH), VirB9 (TrwF) y VirB10 (TrwE). Está conectado a un segundo complejo 
ubicado en el espacio periplásmico, compuesto por las proteínas VirB5(TrwJ), 
VirB6(TrwI) y VirB8 (TrwG). Este, a su vez, está anclado al tercero de los dominios, el 
complejo de la membrana interna, integrado por VirB3(TrwM), VirB4 (TrwK) y el dominio 
transmembrana de VirB8 (TrwG). El cuarto y último dominio es el pilus conjugativo, 
formado por VirB2 (TrwL). Este pilus es fundamental para establecer contacto con la 
célula receptora y solamente se forma en presencia de ésta. Todas estas proteínas se 
encuentran en distintos estados oligoméricos, formando un gran complejo 
macromolecular en la membrana (Figura S1) , que constituye el T4SS6,8. 
 
Tanto la biogénesis del sistema como el transporte del sustrato requieren energía, 
proporcionada por tres ATPasas esenciales: VirB4(TrwK), VirB11(TrwD) y VirD4(TrwB). 
Esta última, también conocida como proteína acopladora, se encuentra anclada a la 
membrana interna y conecta el complejo nucleoproteico que va a ser transferido con el 
T4SS (Figura S1), empleando la energía liberada por la hidrólisis del ATP para favorecer 
la transferencia del sustrato nucleoproteico a la célula receptora9. El procesamiento 
inicial del ADN plasmídico es promovido por un complejo de nucleoproteínas 
denominado relaxosoma, formado por la relaxasa, el ADN y dos proteínas auxiliares: 
TrwA e IHF. En el plásmido R388, la proteína relaxasa se conoce como TrwC y es la 
responsable de iniciar el proceso de conjugación mediante la realización de un corte 
especifico en una de las cadenas del ADN, en concreto, en el sitio nic que se encuentra 
en el origen de transferencia del plásmido u oriT, quedándose unida covalentemente al 
extremo 5´ del ADN. A su vez, TrwC presenta en su extremo C-terminal un dominio 
helicasa que favorece el desenrollamiento de la cadena de ADN.  
 
Las proteínas auxiliares que conforman el relaxosoma son TrwA e IHF. TrwA es un 
tetrámero que se une al oriT en dos secuencias específicas. Su función es clave en la 
conjugación bacteriana, mejorando la actividad relaxasa de TrwC y estabilizando el 
complejo nucleoproteico. Además, en cantidades crecientes de esta proteína, la 
actividad ATPasa de TrwB aumenta significativamente9,11–13. Por último, IHF (Factor 
Huésped de Integración), es la otra proteína auxiliar del relaxosoma. Se trata de una 
proteína codificada por el genoma de la bacteria, capaz de unirse a una secuencia 
específica en el ADN y generar tras su unión una curvatura de más de 160º en el mismo. 
El oriT del plásmido R388 contiene esta secuencia de reconocimiento para IHF, de 
forma que, tras su unión al ADN, pone en contacto secuencias del plásmido más 
alejadas y facilita la unión de las proteínas TrwA y TrwC. IHF forma un heterodímero 

compuesto de dos subunidades, IHF y IHF, con una masa molecular de 11,3 kDa y 
10,6 kDa, respectivamente, y con una identidad del 30% en su secuencia. Su unión 
forma dos brazos largos con un residuo de prolina en el extremo de cada uno de ellos, 
permitiendo la interacción con el ADN y promoviendo la curvatura mencionada12,14.  
 
En este proyecto se ha realizado el clonaje y la purificación del heterodímero IHF con el 
propósito de formar el relaxosoma junto a las proteínas TrwA y TrwC y el origen de 
transferencia del plásmido R388, y poder realizar el análisis estructural de este complejo 
macromolecular.   
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RESULTADOS 

Este proyecto se ha desarrollado en base a los conocimientos teóricos sobre la 
formación del relaxosoma y la importancia de la presencia de la proteína IHF en su 
ensamblaje. A continuación, se presentan los resultados obtenidos en el transcurso del 
estudio.  
 

Clonaje de las proteínas IHF e IHF 

Con el objetivo de construir los plásmidos necesarios para la expresión de las proteínas 

IHF e IHF, se han llevado a cabo dos estrategias distintas de clonaje descritas en la 
sección de metodología: clonaje por enzimas de restricción y ensamblaje isotérmico, 
respectivamente.  
 
En ambos casos se obtuvieron numerosas colonias tras la transformación bacteriana 
por electroporación. Se realizó la extracción de ADN plasmídico, según se indica en la 
sección de metodología, y las muestras se mandaron a secuenciar con el objetivo de 
comprobar su correcta inserción y descartar la aparición de mutaciones que pudieran 
alterar la proteína de interés. Los resultados de secuenciación (Figura S2) fueron 
comprobados con el uso del programa Chromas, mostrando, en su lectura, muy buena 
calidad de secuenciación en ambos casos. Estas secuencias fueron alineadas en 
SnapGene con sus respectivos vectores (pCDF::ihfA y pET3a::ihfB). En ninguno de los 
dos casos se observaron mutaciones, de forma que la secuencia obtenida correspondía 
con la secuencia teórica esperada.  
 

Sobreexpresión y estudios de solubilidad del heterodímero IHF 

Previo a la purificación, es necesario conocer las características de nuestra proteína de 
estudio. Con este fin, se realizaron pruebas de sobreexpresión a distintas temperaturas 
tras la inducción con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). Además, se estudió la 
solubilidad de IHF para saber si existía un correcto plegamiento de la proteína. 
 

La proteína IHF está compuesta por el heterodímero IHF. Con el propósito de 
favorecer la correcta formación de cada monómero y el posterior ensamblaje de la 
proteína funcional, se llevó a cabo la co-expresión de las dos proteínas a 37ºC y a 25ºC, 
respectivamente. Tal y como se describe en el apartado de metodología, las muestras 
recogidas a distintos tiempos durante la prueba de sobreexpresión fueron preparadas 
para ser cargadas en un gel SDS-PAGE. Se tomaron muestras de 1 ml a diferentes 
tiempos y cada una de ellas se centrifugó a 13.000 rpm durante 1 minuto. Se descartó 
el sobrenadante y el pellet se re-suspendió con tampón de carga. La mayor 
sobreexpresión se obtuvo después de una inducción o/n (datos no mostrados). 
 
Tras recoger la muestra de los cultivos incubados o/n, se realizó el ensayo de solubilidad 
manteniendo separadas las dos pruebas a distinta temperatura. Como se explica en la 
sección de metodología, se realizó una primera centrifugación para concentrar las 
células en el pellet y así, lisarlas con el buffer de lisis mediante el uso del sonicador. 
Después, se efectuaron tres centrifugaciones seriadas de las que se recogieron 
muestras tanto del sobrenadante como del pellet y se cargaron en un gel SDS-PAGE. 
 
Los resultados a 37ºC y 25ºC se muestran en los paneles A y B, respectivamente, de la 
Figura 1. En los geles se distinguen dos bandas que se corresponden con la masa 

molecular de las proteínas IHF e IHF. En ambas imágenes se observa, en el pellet 
de la centrifugación a 800 x g, una banda ancha e intensa que corresponde a proteína 
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presente en células sin lisar. Lo mismo sucede en el pellet de la centrifugación a 10.000 
x g, correspondiente en este caso a la formación de agregados de proteína. No obstante, 
en el sobrenadante de la última centrifugación (100.000 x g) se observan dos bandas 
de la masa molecular esperada, lo que indica que tenemos abundante proteína en la 
fracción soluble. Es importante señalar que las muestras en los dos geles no tienen la 
misma concentración. 
 
 

 
 
Figura 1. Resultados de sobreexpresión y solubilidad de las proteínas IHF e 

IHF  

(A) Gel SDS-PAGE al 15%, teñido con BlueSafe que muestra el resultado del ensayo de 

solubilidad de IHF e IHF a 37ºC. (1) Marcadores de peso molecular (kDa), (2) muestra tras 
sonicar, (3 y 4) sobrenadante y pellet tras centrifugación a 800 x g, respectivamente, (5 y 6) 
sobrenadante y pellet de la centrifugación a 10.000 x g, respectivamente, y (7 y 8) sobrenadante 
y pellet tras la centrifugación a 100.000 x g, respectivamente. El recuadro señala las bandas que 

corresponden a IHF e IHF. (B) Gel SDS-PAGE al 15%, teñido con BlueSafe del resultado del 

ensayo de solubilidad de IHF e IHF  a temperatura 25ºC, con muestras en orden idéntico al 
panel A de la figura. 
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Purificación del heterodímero IHF 

Con la proteína ya sobreexpresada, se procedió a la lisis celular y se comenzó la 
purificación cargando la muestra del lisado, una vez centrifugada a 100.000x g, en una 
resina P11, con el objetivo de eliminar contaminantes. La resina P11 es un tipo de resina 
de intercambio iónico que se utiliza para separar proteínas que se unen al ADN. Tras la 
elución de la proteína en un gradiente de NaCl, se continuó con una cromatografía de 
intercambio catiónico. La proteína, en buffer de equilibrio A (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM 
EDTA, 100 mM NaCl, 0,001% PMSF), se cargó en una columna HiTrapSP de 1 ml 
previamente equilibrada con el mismo buffer. IHF tiene un punto isoeléctrico de 9,34, de 
forma que a pH 7,8 la proteína tiene carga positiva y se unirá a la resina de esta columna, 
permitiendo hacer un segundo cribado frente al resto de componentes de la muestra.  
 
El cromatograma resultante (panel A, Figura 2) mostró un pico principal de elución a un 
volumen de 150-155 ml, en un gradiente de NaCl en tampón B (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 
mM EDTA, 1M NaCl, 0,001% PMSF). Las fracciones que contenían el heterodímero 
(F8-13) fueron cuantificadas por el método de Bradford15 y posteriormente cargadas en 
un gel SDS-PAGE al 15%, teñido con BlueSafe (panel B, Figura 2). En el gel se observa 
la co-elución de ambas proteínas que forman el heterodímero, con masas moleculares 
de 11,3kDa y 10,6 kDa, respectivamente. 
 
 

 
 
Figura 2. Resultado cromatografía de intercambio catiónico de IHF  

(A) Cromatograma que muestra el perfil de elución del heterodímero IHF resultante tras cargar 
la muestra en una columna HiTrapSP. Se representa la absorbancia a 280nm frente al volumen 
de elución (Ve). La línea rosa muestra el porcentaje de concentración del tampón de elución y 
en negro se indican las fracciones correspondientes a los picos de elución obtenidos. (B) Gel 
SDS-PAGE al 15% de las fracciones correspondientes a los picos de elución de la cromatografía 
de intercambio catiónico. MW: marcadores de peso molecular (kDa). Las fracciones se han 

numerado en orden de elución (5-16). El recuadro señala las bandas que corresponden a IHF 

e IHF (fracciones 8-13).   
 
 

Las fracciones se concentraron en un centricon hasta un volumen final de 500µl. Dicha 
muestra se sometió a cromatografía de filtración en gel utilizando una columna 
Superdex-75 increase 10/300GL con el tampón S75 (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 
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100 mM NaCl, 0,001% PMSF, 5% glicerol). Así, se realizó un último paso de purificación 
con el objetivo de separar las proteínas según su tamaño molecular e intentar aumentar 
el grado de pureza de la muestra de IHF. Concretamente, esta columna permite 
distinguir tamaños entre 3 y 70 kDa. Los resultados se muestran en el siguiente 
cromatograma (panel A, Figura 3), en el que se observa un único pico definido con un 
volumen de elución de 9,62ml. Este pico corresponde con nuestra proteína de interés, 

el heterodímero formado por IHF e IHF. Las fracciones correspondientes al pico 
fueron preparadas y cargadas en un gel SDS-PAGE (panel B, Figura 3).  
 
El gel muestra en las fracciones 13-18 dos bandas con la masas moleculares esperadas. 
Además, la intensidad máxima del pico de elución, la cual refleja una mayor cantidad de 
proteína, se alcanzó en las fracciones 14 y 15, disminuyendo progresivamente en las 
posteriores fracciones.  
 
 

 
 
Figura 3. Resultado de la cromatografía en gel filtración de IHF 

(A) Cromatograma que muestra el perfil de elución resultante tras cargar en una columna 
Superdex 75 increase las fracciones obtenidas en la cromatografía de intercambio iónico, 
previamente concentradas. Se representa la absorbancia a 280nm frente al volumen de elución 
(Ve). (B) Gel SDS-PAGE al 15% de las fracciones correspondientes al pico principal de la 
cromatografía de filtración en gel. MW: marcadores de peso molecular (kDa). Las fracciones se 
han numerado en orden de elución (12-21). El recuadro señala las bandas que corresponden a 

IHF e IHF (fracciones 14-18). Las fracciones se cuantificaron mediante Bradford para su 
posterior almacenamiento a -80ºC. 

 
 

Formación de complejos IHF y ADN 

Una vez obtenido el heterodímero IHF purificado, se procedió a la formación de un 
complejo de esta proteína con ADN del oriT del plásmido. Para ello, se adquirieron 
comercialmente dos oligonucleótidos 81-mer (de secuencia complementaria) que 

incluían las secuencias de unión del heterodímero IHF y la proteína accesoria TrwA 
(panel A, Figura 4). 
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Con el objetivo de evaluar la interacción entre este heterodímero y el fragmento de ADN 
de 81pb (formado previamente por la hibridación de los dos oligonucleótidos), se llevó 
a cabo un EMSA (Ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética) o ensayo de 
retardo en gel (en sección metodología). Este procedimiento permite distinguir a través 
de la migración en un gel de agarosa si se ha producido unión entre el ADN y la proteína, 
pues el patrón de migración difiere. 
 
El resultado del gel agarosa 3%, visualizado mediante el uso del sistema ChemiDoc 
(panel B, Figura 4), muestra como en la calle control, dónde se cargó solamente el ADN, 
aparece una única banda estrecha muy intensa. En el siguiente carril, se cargó una 
reacción con la misma cantidad de ADN y una concentración 0,5 µM de IHF y el patrón 
de migración ya no muestra una única banda bien definida, si no que se aprecia un 
ligero retardo. Tal y como se aprecia en la figura, a medida que aumenta la 
concentración de IHF en las reacciones, se aprecia como el retardo observado va 
incrementándose de forma proporcional, mientras que la señal de ADN libre va 
perdiendo intensidad; siendo la intensidad de banda a 5 µM indetectable respecto a la 
banda del control. 
 
 

 
 

Figura 4. Resultado EMSA del complejo IHF-ADN 

(A) Secuencia de 81 pares de bases del oriT del plásmido R388. En azul se resalta uno de los 

dos sitios de unión del heterodímero IHF, denominado sitio de unión ihfB. (B) Gel de agarosa 
al 3% que muestra el retardo producido por la unión de IHF al ADN. MW: marcadores de peso 

molecular (kDa). (1) ADN (0,2 µ M) en ausencia de proteína IHF. (2) ADN (0,2 µ M) incubado con 

IHF (0,5 μ M) a 25ºC durante 30 min. (3-7) ADN (0,2 µ M) incubado con concentraciones 

crecientes de IHF (1μ M, 1,5 μ M, 3μ M, 4μ M y 5μ M, respectivamente). Experimento realizado 
en colaboración con Tamara Menguiano, cuyo resultado forma parte de su tesis doctoral. 
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Otra forma experimental de demostrar la unión entre IHF y el oriT del plásmido R388 es 
mediante la realización de cromatografía de filtración en gel, tal y como se explica en la 
sección de metodología. En este caso, se utilizó una columna Superdex200 increase 
10/300GL, que permite separar las proteínas en un rango de masa molecular de 10kDa 
a 600kDa. Primero se realizó una carga del heterodímero IHF solo, luego se cargó la 
muestra de 81 pb de ADN del oriT sola, y después se realizó una última carga con el 
complejo IHF-ADN.  
 

El cromatograma obtenido de la carga del heterodímero IHF (panel A, Figura 5) 
muestra un único pico principal bien definido, con un volumen de elución de 15,72 ml. 
En la carga del ADN de 81 pb se obtuvo un volumen de elución (Ve) de 10,95 ml (datos 
no mostrados). Cuando, posteriormente, se cargó la muestra preincubada de IHF con 
el ADN, se aprecia un pico de mucha mayor absorbancia y de un volumen de elución 
intermedio (11,5 ml) (pico 1 panel B, Figura 5), coincidiendo con lo esperado, puesto 
que el complejo proteína-ADN es de mayor tamaño que la proteína sola. En este panel 
B se observa la superposición de los dos cromatogramas. El complejo IHF-ADN 
(cromatograma en color azul) tiene una absorbancia significativamente mayor debido a 
la presencia de ADN. Además, aparece otro pico de elución posterior (pico 2) que 
coincide con el volumen de elución del heterodímero IHF solo, sin ADN, lo que puede 
explicarse por la relación ADN: IHF (1: 3,6). Es decir, este segundo pico refleja la 
proteína en exceso que no está formando complejo con el ADN.  
 
 

 
 
Figura 5. Resultado de la cromatografía gel filtración del complejo IHF-ADN 

(A) Cromatograma que muestra el perfil de elución resultante tras cargar en una columna 
Superdex 200 increase una fracción de IHF purificada (200µl). Se representa la absorbancia a 

280nm frente al volumen de elución (Ve). (B) Superposición del cromatograma obtenido tras la 

carga de un complejo IHF-ADN (cromatograma azul) con el cromatograma de IHF sin ADN 
(cromatograma naranja). Experimento realizado en colaboración con Tamara Menguiano, cuyo 
resultado forma parte de su tesis doctoral. 
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DISCUSIÓN 

El relaxosoma es un complejo nucleoproteico esencial en la conjugación bacteriana, 
siendo responsable del procesamiento inicial del ADN plasmídico y de su preparación 
para ser transferido a otra célula receptora. Está compuesto por una relaxasa (TrwC), 
el ADN y dos proteínas auxiliares IHF y TrwA. El presente estudio se ha realizado con 
el objetivo de profundizar en la caracterización de la estructura de dicho relaxosoma y 
en su posible implicación en el proceso de la resistencia bacteriana a los antibióticos. 
Mediante técnicas de clonaje, sobreexpresión y purificación se ha logrado obtener el 

heterodímero IHF disponible para la formación del complejo ADN-IHF. Los 

resultados obtenidos respaldan la hipótesis sobre la interacción de la proteína IHF 
con una secuencia de 81pb en la región oriT del plásmido R388. 
 
Las colonias logradas a través de clonaje con enzimas de restricción (pCDF::ihfA) y 
mediante ensamblaje isotérmico (pET3a::ihfB) han sido verificadas por medio de 
secuenciación Sanger. La calidad de lectura de ambas secuencias ha sido muy buena 
y su alineación nos ha permitido confirmar la ausencia de mutaciones o errores en ella, 
garantizando la correcta formación de los constructos. La posterior sobreexpresión de 
la proteína revela la existencia de una relación directamente proporcional entre el tiempo 
de incubación y la cantidad de proteína, reflejando a tiempo overnight la concentración 
más elevada. En la comparativa entre ambas temperaturas parece distinguirse una 
mayor producción de proteína a tiempo overnight a 25ºC respecto a 37ºC, lo que podría 
indicar que a una temperatura más baja se favorece un mejor plegamiento de la 
proteína.  
 
En lo relativo a los resultados obtenidos en la prueba de solubilidad, se ha detectado 
una pérdida significativa de proteína en el pellet de la centrifugación a 800 x g que 
sugiere que el proceso de lisis celular no ha sido efectivo. Además, en la centrifugación 
a 10.000 x g se han observado cuerpos de inclusión en el pellet, lo que podría explicarse 

por la sobreproducción de la subunidad IHF frente a la cantidad de IHF. Esta 

descompensación favorecería la aparición de IHF en estado monomérico, presentando 
menos estabilidad y favoreciendo su agregación. No obstante, en el sobrenadante de la 
última centrifugación se puede visualizar la presencia de las dos proteínas, lo que 
sugiere que una parte importante permanece en la fracción soluble, permitiendo 
continuar con la purificación. En este caso, no es posible concluir que la solubilidad sea 
mayor a 25ºC, puesto que las muestras no fueron cuantificadas antes de ser cargadas 
en los distintos geles. (se ha cargado una mayor cantidad de proteína en este segundo 
gel SDS-PAGE, dada la intensidad de las bandas y la notable ineficacia del proceso de 
lisis). 
 
La dos cromatografías de intercambio iónico (P11 y HiTrapSP) permitieron la separación 
de numerosos contaminantes, generando perfiles de elución con un pico principal bien 
definido, indicando una interacción significativa entre la proteína y la matriz de la 
columna. El posterior análisis, mediante SDS-PAGE de las fracciones correspondientes 
al último pico de elución, reveló la presencia de dos bandas con un tamaño compatible 

al de las proteínas de interés, IHF e IHF.  En una última etapa de purificación, la 
muestra fue sometida a cromatografía de filtración en gel. El cromatograma muestra un 
único pico estrecho y de elevada absorción en el que el volumen de elución de la 
proteína es de 9,6ml. El posterior gel SDS-PAGE en el que se cargaron las fracciones 
de ese pico presenta, de nuevo, dos bandas con una masa molecular igual a la 
teóricamente esperada. 
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Tras haber obtenido IHF purificada, se continuó el proyecto iniciando la formación del 
complejo relaxosoma del plásmido R388. Se seleccionó un fragmento de 81pb del oriT, 

el cual contenía una de las secuencias de unión del heterodímero IHF (sitio de unión 
ihfB). Con el objetivo de estudiar la unión de ambos elementos, se realizó un ensayo 
EMSA (Ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética) y una cromatografía de 
filtración en gel. Los resultados del gel retardo mostraron una correlación entre 

concentraciones mayores de IHF y el retardo producido en la migración de ADN, 
demostrando que se produce unión. De forma complementaria, el cromatograma 
resultante en la filtración en gel muestra un volumen de elución menor en el complejo 

IHF-ADN (11,5 ml) en comparación con el pico observado en el cromatograma del 

heterodímero IHF solo (15,7 ml), indicando la formación de un complejo de mayor 
tamaño en presencia de ADN. Es importante señalar también que el complejo IHF-ADN 
(11,5 ml) presenta un volumen de elución mayor que el sustrato de dsDNA de 81pb solo 
(10,9 ml). Este resultado se explica por la curvatura de más de 160º que IHF produce 
en el ADN, eliminando su forma extendida y favoreciendo su migración como sustrato 
de menor tamaño. 
 
A través de una reciente versión del programa AlphaFold16 se ha realizado una 

predicción de la interacción entre el ADN y el heterodímero IHF, reafirmando lo 
predicho teóricamente sobre la curvatura pronunciada que ocasiona la unión de esta 
proteína al ADN.  
 
 

 
 
Figura 6. Predicción Alphafold3 del Complejo IHF-ADN 

(A) Representación en PyMol17 de la secuencia de 81pb del oriT (azul) y del heterodímero 

IHF(magenta)- IHF(rosa) (pdb1IHF). (B) Representación en PyMol de la predicción por 

AlphaFold de la interacción entre el heterodímero IHF(magenta)- IHF(rosa) y la secuencia de 
81pb del oriT del plásmido R388. Se observa la curvatura de casi 180º esperada en el ADN por 
la unión del heterodímero. En la ampliación se destaca la interacción de los residuos de prolina 
(Pro, en amarillo) con el surco menor del ADN (azul).  
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En conclusión, estos hallazgos confirman la purificación del heterodímero IHF- IHF y 
la posterior formación del complejo estable con el fragmento de 81 pb del oriT del 
plásmido R388. Sin embargo, es preciso seguir profundizando en el análisis estructural 
para conocer exactamente si la unión producida es igual a la teóricamente esperada y 
evaluar su implicación en la formación del resto del complejo. Futuros experimentos se 
centrarán en la incorporación del tetrámero de TrwA y de la relaxasa TrwC a este 
sustrato ya formado, con el fin de poder ensamblar el complejo relaxosoma completo. 

Es de esperar que la curvatura que IHF produce en el oriT acerque espacialmente 

los dos sitios de unión de la proteína TrwA (flanqueando el sitio de IHF), favoreciendo 
su ensamblaje en el ADN. Este análisis estructural del relaxosoma supondrá un 
importante avance en el estudio del procesamiento y transporte del ADN plasmídico en 
la conjugación bacteriana, y, por ende, un avance en el desarrollo de inhibidores que 
impidan la diseminación de genes de resistencia a antibióticos.  

METODOLOGÍA 

Cepas Bacterianas 

Las cepas empleadas en este proyecto fueron las siguientes: Escherichia coli K12 DH5 
(almacenamiento de los plásmidos construidos) y Escherichia coli B C41 
(sobreexpresión de proteínas). 
 

Clonaje por enzimas de restricción  

Se llevó a cabo el clonaje con enzimas de restricción seleccionando el sitio de inserción 
del gen que codifica la proteína de interés dentro del vector y asegurando que ambos 
portaran los sitios de restricción compatibles para dichas enzimas. En el clon PCDF::ihfA 
se utilizaron NcoI y BamHI como enzimas de restricción. Utilizando el programa 
SnapGene se realizó un boceto del clon resultante que permitió visualizar el corte de las 
enzimas de restricción y comprobar la conservación del marco de lectura. 
 

El inserto IHF se amplificó mediante PCR, para ello se diseñaron los siguientes 
primers: ihfA Forward (5’ GATATACCATGGCGCTTACAAAAGC 3’) e ihfA Reverse 
(5’CAATTGGGATCCTTACTCGTC 3’). Se prepararon reacciones de 50 μl: 10 μl del 5x 
Buffer GC, 1 μl de mezcla de dNTP (10mM), 2,5 μl de cada cebador (10 μM), 0,5 μl de 
ADN polimerasa Phusion, 1,5 μl de ADN molde (10ng/μl) y agua Mili-Q hasta completar 
el volumen. Las condiciones de la reacción PCR fueron: 98ºC,1’ para desnaturalización 
inicial, 12 ciclos de 98ºC,10” (desnaturalización), 61ºC,1’ (anillamiento), 72ºC,30” 
(elongación) y un último paso de elongación final, 10 minutos a 72ºC. Los productos de 
PCR fueron purificados siguiendo las instrucciones del GeneJET PCR Purification Kit 
(Thermo Fisher). 
 
Para la digestión con las enzimas NcoI y BamHI de la muestra amplificada por PCR se 
prepararon reacciones en un volumen final de 20μl, añadiendo 500 ng ADN, 2 μl de 
10xFast Digest Buffer,1 μl de NcoI y 1 μl BamHI y el resto de agua Mili-Q.  La reacción 
se llevó a cabo a 37ºC durante una hora en el termobloque. Finalmente, las muestras 
se purificaron de nuevo con el GeneJET PCR Purification Kit y, una vez listas, se 
cuantificaron en el nanodrop. 
 
En caso del vector pCDF, se realizó la extracción de ADN a través de un cultivo 
inoculado de 10 ml siguiendo el protocolo del kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo 
Fisher). Las muestras extraídas se cuantificaron en el nanodrop y se procedió a la 
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digestión de 500 ng de ADN bajo las mismas condiciones que el inserto. Los productos 
de la digestión se cargaron en un gel de agarosa al 1%, se cortó la banda de interés y 
se purificó con el GeneJET Gel Extraction Kit. Para prevenir la religación del vector, se 
procedió a la desfosforilación del vector mediante reacciones con 12,5 μl ADN, 1 μl Fast 
Alkaline Phosphatase, 2 μl 10x Fast Alkaline Phosphatase buffer y agua Mili-Q hasta 20 
μl. Se siguieron las indicaciones del fabricante activándola durante 15 minutos a 37ºC e 
inactivándola durante 5 minutos a 75ºC en el termobloque. Finalmente, las muestras 
recogidas fueron purificadas siguiendo de nuevo el GeneJET PCR Purification Kit. Una 
vez listas, las muestras se cuantificaron en el nanodrop. 
 
Con el inserto y el vector listos, se efectuaron las reacciones de ligación poniendo una 
relación vector: inserto de 1:5. Cada reacción de 20 μl contenía: 15 ng de vector, 75 ng 
de inserto, 1 μl T4 ADN ligasa, 4 μl 5X ADN T4 ligasa buffer y agua Mili-Q. Las mezclas 
se incubaron overnight a 22ºC y la ligasa se inactivó a 65ºC durante 10 minutos. Los 

productos de ligación se sometieron a microdiálisis, electroporación en E.coli DH5 y 
plaqueo en la resistencia correspondiente (Estreptomicina y Nalidíxico). 
 

Clonación por ensamblaje isotérmico 

El método de ensamblaje de Gibson o ensamblaje isotermal es un técnica de clonación 
que no depende de enzimas de restricción, si no que permite unir varios fragmentos de 
ADN específicos de manera simultánea en una sola reacción18. En este proyecto se 

empleó esta técnica para introducir el gen que codifica la proteína IHF en el vector 
pET3a. 
 
Para la reacción de ensamblaje, se utilizó de molde un fragmento de 365pb que contenía 
la secuencia del gen IHFB flanqueada por 40pb del vector pET3a en cada uno de sus 
extremos, asegurando así la presencia de secuencia solapante con el resto de los 
fragmentos de ADN del vector empleados en el ensamblaje (se emplearon muestras de 
PCR de otros dos fragmentos solapantes del vector previamente preparadas por otro 
miembro del grupo de investigación). Por lo tanto, solo se tuvo que preparar 
directamente la reacción de ensamblaje de Gibson. Para ello, se usaron 15 μl de la 
mezcla comercial Gibson (New England Biolabs), que incluye las enzimas necesarias 
para el ensamblaje: exonucleasa 5´, polimerasa de ADN y ligasa de ADN. A ese master 
mix de 15 μl se le añadió 5 μl de ADN total, suma de los tres fragmentos necesarios 
para el ensamblaje. Para calcular cuanta cantidad poner de cada fragmento amplificado 
se tomó como referencia el fragmento que incluye el origen de replicación (oriT). La 
fórmula empleada fue: pares de bases segmento/pares de bases de referencia x100. 
Así, en los 5 μl de ADN totales se pusieron 1,37 μl del fragmento que contenía el oriT, 
1,19 μl del otro fragmento del vector y 2,4 μl del inserto amplificado. A continuación, los 
20 μl fueron incubados a 50ºC durante una hora utilizando un termociclador para permitir 
el ensamblaje. Finalmente, el nuevo constructo se electroporó a células competentes 

DH5 y se plaqueó en la resistencia correspondiente (Nalidíxico y Ampicilina) 
 

Microdiálisis 

La microdiálisis se utilizó para eliminar el exceso de sales de nuestra muestra de ADN 
plasmídico y permitir así la posterior electroporación. Para ejecutar este procedimiento 
se empleó una membrana de filtración MF-milipore de un tamaño de poro de 0,05 μm. 
Primero, se depositó en un placa Petri estéril agua Mili-Q y, con sumo cuidado, se colocó 
la membrana de filtración en el centro de la placa. Sobre la membrana se añadieron 20 
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μl de muestra y tras un tiempo de incubación de 30 minutos, se recogió de nuevo para 
poder continuar con la transformación bacteriana por electroporación. 
 

Transformación bacteriana por electroporación 

La transformación bacteriana se llevó a cabo por electroporación utilizando las células 

electrocompetentes de Escherichia coli DH5 (para almacenamiento plasmídico) o C41 
(para sobreexpresión proteica). Se emplearon cubetas de electroporación de 0,05 cm y 
se aplicó un único pulso eléctrico de 2,5 kV, con una capacitancia de 25 μF y una 

resistencia de 200. 
 
Las células electrocompetentes (60 µl), conservadas a -80ºC, se descongelaron en 

hielo. A continuación, en hielo, se añadieron 1-2 μl de ADN al volumen de las células y 
la muestra se transfirió a la cubeta para la electroporación. Tras la descarga, se 
incorporó 1 ml de medio LB estéril directamente en la cubeta. Posteriormente, se 
transfirió todo el contenido a un eppendorf y se incubó a 37ºC con agitación (140 rpm) 
durante una hora. Finalmente, como la eficiencia de transformación esperada era baja, 
se centrifugó la muestra 30 segundos a 13.000 rpm. Se descartaron 700 μl de 
sobrenadante y el pellet se resuspendió en el volumen restante (100 μl), dejando la 
muestra lista para ser plaqueada en su antibióticos correspondientes. 

 

PCR de colonia 

La presencia del gen de interés insertado en el vector de clonaje se verificó mediante 
PCR de colonia. Se empleó el kit comercial NZYTaq II 2X Green Master Mix (NZYTech), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
El master mix contiene todo lo necesario para realizar una PCR. Se prepararon, en hielo, 
las reacciones de 50 μl que contenían: 25 μl de master mix, 1,25 μl de oligo foward (0,25 
mM), 1,25 μl del oligo reverse (0,25 mM) y se enrasó con agua Mili-Q. A cada reacción 
se le añadió una colonia aislada picada con la punta de pipeta. A continuación, se realizó 
una reacción de PCR con las siguientes condiciones: 95ºC,3’ para desnaturalización 
inicial y 25-35 ciclos de: 94ºC,30” (desnaturalización), 60ºC,30” (anillamiento), 72ºC,30” 
(elongación) y un último paso de elongación final, 10 minutos a 72ºC. Finalmente, los 
productos de PCR se cargaron en un gel de agarosa y se realizó una electroforesis, 
visualizada posteriormente en el GelDoc. 

 

Extracción y secuenciación de ADN plasmídico 

Para la extracción de ADN plasmídico se empleó el kit comercial GeneJet Plasmid 
Miniprep (Thermo Fisher). Se añadieron 10 μl de los antibióticos apropiados (de acuerdo 
con la resistencias) a 10ml de medio LB y, seguidamente, se inoculó una colonia de 

E.coli DH5 portadora del constructo de interés. El cultivo se incubó overnight a 37ºC 
con agitación. 
 
Al día siguiente, las células se recuperaron por centrifugación a 4.000 rpm durante 15 
minutos a 4 ºC. A continuación, la extracción de ADN plasmídico se llevó a cabo 
siguiendo el protocolo del kit. El ADN plasmídico fue eluido en 50 μl de agua Mili-Q 
mediante centrifugación de la columna a 13.4000 rpm durante 2 minutos. La 
concentración y pureza del ADN eluido fueron evaluados en un espectrofotómetro 
NanoDrop mediante medición de la absorbancia a 260 nm y la relación A260/A280. 
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Una vez se comprobó que la muestra tenía una concentración aproximada de 100 ng/μl, 
se prepararon distintas reacciones para mandar a secuenciar, que contenían 10 μl del 
ADN plasmídico y 3μl del oligonucleótido (10 μM). Los resultados de la secuenciación 
por el método Sanger fueron analizados con los programas Chromas y SnapGene. 
 

Plásmidos construidos  

Durante el desarrollo de este proyecto se construyeron dos plásmidos:  pET3a::ihfB ApR 

(generado a través de la técnica de ensamblaje isotérmico (Gibson)), pCDF::ihfA StrR 

(creado mediante la digestión por enzimas de restricción específicas). 
 

Pruebas de sobreexpresión y solubilidad 

Para evaluar la sobreexpresión y solubilidad de IHF, se inocularon 10mL de medio 
LB suplementado con 10 μl de estreptomicina (Str) y 10 μl ampicilina (Ap) con una 
colonia aislada de Escherichia Coli C41 portadora de los plásmidos pCDF::ihfA y 
pET3a::ihfB. El cultivo se incubó overnight a 37ºC y agitación 140 rpm. Al día siguiente, 
1 ml de este cultivo se transfirió a un matraz de 50ml de LB agar estéril con los mismos 
antibióticos y se dejó incubando a 37ºC en agitación (140 rpm) hasta que alcanzó una 
densidad óptica entre 0.4-0.6, medida en un espectrofotómetro. A continuación, la 
expresión se indujo añadiendo isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) en una 
relación 1:1000, por lo que se añadieron 50 μl en el matraz de 50 ml y se tomaron 
muestras postinducción a tiempos 0, 1 hora, 2.5 horas, 5 horas y overnight. En paralelo, 
se realizó el mismo procedimiento a 25ºC. Tras la sobreexpresión overnight, el matraz 
crecido se centrifugó a 4.000rpm durante 15 minutos a 4ºC y el pellet resultante se 
resuspendió en el tampón de lisis (1,25 ml Tris pH 7,5 (50 Mm), 50 µl EDTA (1 mM), 25 
µl PMSF (0,001%), 250 µl DNAsa y 1 ml NaCl (200mM)). El contenido se vertió en un 
recipiente conservado en hielo y la ruptura celular se efectuó por sonicación. 
 
Una vez se produjo la lisis se llevaron a cabo tres centrifugaciones secuenciales, a partir 
de la cuales se tomaron muestras, tanto de sobrenadante como de pellet. La primera a 
850 x g (15 minutos, 4ºC), la segunda a 10.000 x g (15 minutos, 4ºC) y la última a 
100.000 x g (30 minutos, 4ºC) para separar los fragmentos de células intactas, cuerpos 
de inclusión y proteínas de membrana, respectivamente. El sobrenadante final, 
correspondiente a la fracción soluble, se recogió para ser purificado. 
 
Finalmente, se prepararon las muestras recogidas a lo largo de los dos ensayos y se 
cargaron en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15% para ver la producción de 
nuestra proteína y para comprobar que es soluble. 
 

Purificación del heterodímero IHF-IHF 

Para la purificación del heterodímero IHF-IHF, los plásmidos pCDF::ihfA y 
pET3a::ihfB, contenidos en la cepa C41 de E.coli, fueron sobreexpresados en 2 L de LB 
a 25ºC overnight tras la inducción con IPTG. Posteriormente, las células se recolectaron 
por centrifugación a 4000 x g durante 15 minutos a 4ºC y se resuspendieron en el 
tampón de lisis (50 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA,0,001% PMSF, DNAsa, 20mM NaCl, 
pastilla de inhibidores de proteasas, 50 mg Lisozima). Se incubaron durante 1 hora en 
el buffer de lisis en hielo y fueron lisadas por sonicación. A continuación, se realizaron 
las tres centrifugaciones seriadas para obtener la proteína soluble.  
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El último sobrenadante obtenido tras la centrifugación a 100.000 x g (30 minutos a 4ºC), 
se ajustó a 100mM de NaCl mediante dilución con tampón sin sal (50 mM Tris pH 7,5, 
1 mM EDTA,0,001% PMSF), dado que la muestra se encontraba a 200mM de NaCl. 
Seguidamente, se cargó la muestra en la resina P11 (15 ml), previamente equilibrada 
en tampón A (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,001% PMSF). La 
elución de la proteína se efectuó con dos volúmenes de columna (2 CV) de un tampón 
B 0,6M de sal (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 0,6M NaCl, 0,001% PMSF), seguidos 
de 2CV de tampón 1M (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 1M NaCl, 0,001% PMSF) 
para asegurar su completa elución. 
 
Antes de la segunda cromatografía de intercambio iónico, se diluyó de nuevo la muestra 
en el tampón sin sal para reducir la concentración de 1M a 100mM NaCl y, tras descartar 
precipitados por centrifugación, se cargaron 137 ml sobre una columna de intercambio 
catiónico Hitrap-Sp-Sepharosa de 1ml. La cromatografía se realizó en el tampón de 
equilibrio A, de composición ya mencionada, con un gradiente creciente de 0 a 100% 
de tampón B 1M de sal para eluir las proteínas. Se recogieron fracciones de 750μl, que 
se concentraron en centricones (Amicon Ultra 0,5 ml - 3K, Merck Millipore). 
 
Finalmente, para la elución del heterodímero en cromatografía en gel filtración se cargó 
la muestra en una columna Superdex75 increase 10/300GL equilibrada en tampón S75 
(50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,001% PMSF, 5% glicerol). Se 
recogieron fracciones de 300μl, se cuantificaron por el método Bradford15 y se 
alicuotaron para su almacenamiento a -80ºC. 
 

Ensayos de retardo en gel de agarosa 

El ensayo de gel retardo o Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) se realizó con el 
objetivo de detectar la formación de complejos proteicos con ácidos nucleicos. Se 
preparó un gel de agarosa al 3%, disolviendo 3 gramos de Agarose D1 Medium en 
100ml de TBE1X pH 6,8. La mezcla se fundió en el microondas y, una vez atemperada, 
se añadieron 2,5 µl de SafeView por cada 50 ml de gel. La mezcla se vertió en la cubeta 
del gel, se colocó el peine para los pocillos y se dejó solidificar a temperatura ambiente, 
protegiéndolo de la luz. 
 
El fragmento de ADN del 81pb correspondiente al oriT se preparó por hibridación de dos 
oligos 81-mer comerciales con la secuencia requerida del oriT del plásmido: 
 
OriT_81b_Fw(5’CCTGTGTAGTGTTATGCCACTACAATATTGCCGCAACCCCTTGTA
AATGCTAGGATTGAACCACTACAGTAACACTACGGG3’).  
 
OriT_81b_Rv(5’CCCGTAGTGTTACTGTAGTGGTTCAATCCTAGCATTTACAAGGGG
TTGCGGCAATATTGTAGTGGCATAACACTACACAGG3’). 
 
Para las reacciones de EMSA se prepararon 7 reacciones de 20 μl, incorporando en 

todas 0,2 μM de ADN oriT y aumentando la concentración de proteína IHF de 0,5 a 5 
μM  (0,5; 1,0; 1,5;3,0; 4,0; y 5,0 μM), reservando la primera reacción sin proteína a modo 
de control negativo. El volumen final se ajustó con agua Mili-Q. Las muestras se 
incubaron a 25ºC durante 25 minutos en un termobloque y, tras el periodo de unión, se 
cargaron en el gel.  
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Análisis por gel filtración de los complejos 

Para la formación del complejo ADN- IHF, se preparó una mezcla de 200 μl que contenía 

ADN del oriT de 81pb, a una concentración 10 μM, e IHF, previamente purificada, a 
una concentración 36 μM. La reacción se incubó a 25ºC durante 25 minutos en el 
termobloque.  
 
La muestra se cargó directamente en la columna Superdex200 increase 30/100GL a 
través de un loop de 200 μl. Para la elución de las proteínas en cromatografía en gel 
filtración se equilibró la columna, previamente, con tampón S200 (50 mM Pipes pH 7,5, 
0,1 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,001% PMSF). Para comparar los perfiles de elución, se 

cargó de forma individual la proteína IHF sola, el fragmento de ADN de 81pb y, 

posteriormente, el complejo IHF-ADN. 
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Figura S1. Sistema de Secreción tipo IV  

(A) Arquitectura del T4SS del plásmido R388 (figura tomada de Cabezón et al. 2023)10. Las 
subunidades se nombran según la nomenclatura de este plásmido. Se compone de 12 proteínas, 
organizadas en cuatro dominios distintos. El complejo de membrana externa (OMC) está 
constituido por TrwH, TrwF y TrwE formando en la capa más exterior un ensamblaje 
tetradecamérico y en la capa más interna hexadecamérico (representado en colores verde 
oscuro y verde claro, respectivamente). Por otro lado, la región periplásmica está compuesta por 
un pentámero de TrwJ (en color morado) dispuesto sobre la base del pentámero de TrwI (en 
color morado) y rodeado de un hexámero de TrwG (en color rosa). El complejo de membrana 
interna (IMC) se dispone en seis protómeros, cada uno de ellos constituido por un monómero de 
TrwM (en color cyan), un dímero de TrwK (en colores amarillo claro y oscuro) y tres colas N-
terminal de TrwG (en color rosa).  Finalmente, se incluye la proteína acopladora TrwB (en color 
marrón), una ATPasa hexámérica anclada a la membrana interna, responsable de conectar el 
relaxosoma con el canal de secreción. En relación al relaxosoma, se muestra la proteína TrwC 
(en color magenta) y el ADN plasmídico de doble cadena. 
  

A 
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Figura S2. Análisis de los resultados de secuenciación.  

(A) Resultado de la reacción de secuenciación de la colonia 3 del plásmido pCDF:ihfA visualizado 

en Chromas. El codón de iniciación ATG de la proteína IHF, en el sitio de clonaje NcoI del 
plásmido, se indica en rojo. (B)  Alineamiento, con la aplicación SnapGene, de la secuencia 
teórica del plásmido pCDF:ihfA con el resultado de la muestra enviada a secuenciar. Se 
representan en rojo los codones de inicio y de parada en la secuencia de la proteína. NcoI y 

BamHI son las enzimas de estricción empleadas para la introducción de la secuencia de IHF 
en el vector pCDF.(C) Resultado de la reacción de secuenciación de la colonia 6 del plásmido 

pET3a::ihfB visualizado en Chromas. El codón de iniciación ATG de la proteína IHF, en el sitio 
de clonaje de NdeI del plásmido, se indica en rojo. (D) Alineamiento, con la aplicación SnapGene, 
de la secuencia teórica del plásmido pET3a::ihfB con el resultado de la muestra enviada a 
secuenciar. Se representan en rojo los codones de inicio y de parada en la secuencia de la 

proteína. NdeI y BamHI son las enzimas de restricción que delimitan la secuencia de IHF en el 
vector. 
 
 
 
 


