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RESUMEN

La quitina es un homopolimero de N-acetil-D-glucosamina con enlaces (-(1-4),
ampliamente distribuido en la naturaleza y solo es superado en volumen por la
celulosa. Por otra parte, la quitina se encuentra formando parte de los desechos
de las industrias camaronicolas, pero debido a su estructura altamente cristalina,
este polimero no es soluble en soluciones acuosas, lo que dificulta su

aprovechamiento biotecnolégico.

El derivado N-desacetilado de la quitina, el quitosano, es un copolimero
policatiénico soluble en agua y en soluciones acidas, tiene un caracter no toxico
para animales y puede manejarse con mayor facilidad que la quitina. Al quitosano
se le han encontrado una serie de aplicaciones relevantes en areas como
medicina, farmacologia, alimentos, cosmetologia, biotecnologia, entre otras. En la
actualidad, la mayor parte de la produccién de quitosano se lleva a cabo mediante
un proceso de desacetilacién quimico-térmico. Alternativamente, la desacetilacion
enzimatica se reconoce como un proceso mas controlable y menos degradativo,

siendo la enzima quitina desacetilasa quien cataliza esta reaccion.

La levadura Saccharomyces cerevisiae contiene en su genoma dos genes que
codifican para quitina desacetilasa denominados CDA1 y CDA2. En base a las
secuencias nucleotidicas de estos genes reportadas en el GenBank, se disefiaron
oligonucledtidos especificos para amplificarlos mediante PCR. Los productos
obtenidos se clonaron en el vector pYES6 (de 5.8 Kb) para expresion heteréloga
en células de levadura, utilizando los sitios de restricciéon Hind Ill y Xho |. Las
ligaciones se comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa, y los
plasmidos recombinantes obtenidos se transformaron en células de Escherichia

coli JM109. Mediante la secuenciacion de ambas moléculas recombinantes, se
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comprobo6 que las clonaciones obtenidas en este trabajo son adecuadas para la
sobreexpresion de ambos genes en levaduras transformadas con estos clones
que resulte en cantidades suficientes de enzimas para estudios de desacetilacion

enzimatica de quitina.



Este trabajo de investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular de Organismos Acuaticos, de la Coordinacion de
Ciencia y Tecnologia de Alimentos de Origen Animal del Centro de
Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, A. C. Unidad Hermosillo,
Sonora; bajo la direccion del Dr. Rogerio R. Sotelo Mundo y la Dra.
Ma. Gabriela Romo Figueroa y financiado por el proyecto 36928B
“Caracterizacion Estructural de Quitinasa y Lisozima de Camaron
Sobreexpresada en Escherichia coli” del Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT).




l. INTRODUCCION

La quitina es un homopolimero compuesto de residuos de N-acetil-D-glucosamina
con enlaces B-(1-4); es uno de los biopolimeros mas abundantes en la
Naturaleza, es renovable y de facil obtencion, solo superado en volumen por la
celulosa. Se encuentra formando parte del exosqueleto o cuticula de un gran
numero de invertebrados y en la pared celular de la mayoria de los hongos.
Debido a su estructura cristalina la quitina es insoluble en soluciones acuosas y

solventes organicos (Tsigos et al., 2000).

Por otro lado, el quitosano es un polimero policationico de D-glucosamina soluble
en agua, obtenido a partir de la N-desacetilacion de la quitina. El quitosano esta
constituido por una familia de polimeros con algunas fracciones acetiladas. Es
biodegradable, no toxico para animales, soluble en soluciones &cidas, puede
encontrarse en varias formas y es de mas facil manejo que la quitina (Tsigos et
al., 2000). Por lo tanto, tiene un gran numero de aplicaciones en areas como
medicina, ingenieria biomédica, alimentos, cosmetologia, farmacologia,

biotecnologia, entre otras.

Actualmente, el quitosano es producido mediante un proceso quimico-térmico de
desacetilacion de la quitina (Martinou et al., 1995; Goycoolea et al., ; Tsigos et al.,
2000). Sin embargo, este proceso no es seguro para el medio ambiente y no es
facilmente controlado, ademas se obtienen productos heterogéneos de variados
pesos moleculares y distintos grados de desacetilacion. Alternativamente, el
proceso de desacetilacidn enzimatico se ve como un proceso mas controlado y
eficiente, ademas de ser un proceso no degradativo que resulta en la produccion
de oligbmeros y polimeros de quitosano mas definidos y con un grado de

desacetilacion mayor.



La quitina desacetilasa (CDA, EC. 3.5.1.41) es la enzima que cataliza la hidrdlisis
del grupo N-acetamido de la quitina para producir quitosano. Por lo que se ha
postulado su aplicacién para establecer un proceso enzimatico para la produccion
de quitosano (Kafetzopoulos et al., 1993; Martinou et al., 1995; Tsigos y Bouriotis,
1995). Sin embargo, el proceso se encuentra influenciado por factores como las
propiedades y el mecanismo de accion de la enzima, las propiedades
estructurales de la quitina, y el modo de interaccion entre la enzima y las
moléculas de quitina. Para minimizar estos efectos, los estudios hechos con
CDAs han utilizado oligdmeros de quitina como sustrato y han reportado métodos

para monitorear el proceso de desacetilacion (Martinou et al., 1995).

Por su parte, la sobreexpresion recombinante de proteinas es una herramienta
basica de la biotecnologia mediante la cual es posible generar grandes
cantidades de proteina nativa o mutante tanto para aplicaciones diagndsticas,
farmacéuticas, determinacion de estructura, entre otras (Lewin, 1997). Mediante la
manipulacién in vitro del DNA es posible recombinar genes de organismos

distintos y conseguir la expresion del gen de interés.

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Organismos Acuaticos, dentro de la Coordinacion de Tecnologias de Alimentos de
Origen Animal, en el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A. C.
unidad Hermosillo, Sonora, México. El apoyo econémico y técnico para el mismo
fue otorgado por el proyecto CONACYT 36928-B “Caracterizacion Estructural

de Quitinasa y Lisozima de Camardn Sobreexpresada en Escherichia coli”.

Los principales objetivos a corto plazo son obtener los recombinantes de CDA1 y
CDA2 para su transformacion y sobreexpresion en un sistema eucariote. De esta
manera sera posible que en trabajos posteriores se estudien las condiciones
necesarias para establecer un proceso de desacetilacién enzimatica de quitina
utilizando las clones recombinantes obtenidos en este trabajo. Ademas, se
plantea el establecimiento de un protocolo para la clonacion de genes

encaminado a su sobreexpresion en células de levaduras.



1.1 Justificacién.

La produccion de quitosano a partir de quitina requiere del desarrollo de
metodologias mas inocuas para el medio ambiente, siendo la desacetilacion
enzimatica una alternativa viable que aun no ha sido completamente
implementada. El estudio de estas aplicaciones, mediante la produccion de
proteinas recombinantes, puede incidir en la generacién de biotecnologia aplicada
para aprovechar un subproducto de la camaronicultura en el estado de Sonora,

como recurso para generar un producto con alto valor agregado.

1.2 Planteamiento del Problema.

Para la sobreexpresion recombinante de las quitina desacetilasas CDA1 y CDA2

se requiere de su clonacién en un vector de expresion.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Clonar los genes CDA1 y CDA2 de Saccharomyces cerevisiae en un vector de

expresion recombinante.

1.3.2. Objetivos Especificos

Disefiar un par de oligonucleoétidos iniciadores especificos para cada

gen.

Amplificar los genes CDA1 y CDA2 de S. cerevisiae mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa.

Clonar los productos de PCR en un vector de expresion recombinante

para expresion en levaduras.

Analizar las moléculas recombinantes obtenidas por electroforesis en

gel de agarosa.

Transformar en cepas bacterianas competentes de E. coli.



¢ Analizar células transformadas por PCR de colonias.

o Aislar DNA plasmidico y secuenciar las construcciones recombinantes

para asegurar su correcta clonacion.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Quitina y Quitosano.

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza. En contraste
con la celulosa, la biomasa en la que se encuentra la quitina no es disponible para
su utilizacion. La cantidad de quitina a partir de los crustaceos en todo el
ecosistema marino ha sido estimada en 1,560 millones de toneladas (Goycoolea
et al., 2000). El exoesqueleto de los crustaceos es actualmente la mayor fuente
de quitina industrial, que suma de un 14 al 27 % del peso seco de los residuos de
camaron y del 13 al 15 % para los de cangrejo. Obviamente, la cantidad de quitina
disponible por este medio, esta restringida a la demanda de estos productos. Por
otra parte, en el exoesqueleto de crustaceos, la quitina se encuentra intimamente
asociada a proteinas, sales inorganicas como carbonato de calcio y lipidos,
incluyendo pigmentos, por lo que su aislamiento requiere de varios pasos de
purificacion. A partir de las conchas de almejas y ostras se han obtenido bajos
rendimientos de quitina y el contenido de minerales es alto en ambas (Goycoolea
et al., 2000).

Se ha sugerido que la quitina proveniente de los hongos tiene ciertas ventajas
sobre la de crustaceos, que incluyen composicion uniforme del material crudo,
disponibilidad en todo el afio y que no requiere desmineralizacion. Sin embargo,
ésta se encuentra frecuentemente asociada a otros polisacaridos que deben ser

removidos. Por otra parte, dos diatomeas marinas, Cyclotella cryptica y



Thalassiosira fluviatilis, son una fuente de quitina pura que no se encuentra
asociada a proteinas, sin embargo, en cultivos por lote y continuos crecen
lentamente y producen cultivos de baja densidad, siendo requeridos 50,000 litros
de cultivo para producir un kilogramo de quitina (Goycoolea et al., 2000). A corto
plazo, se anticipa que estas fuentes novedosas de quitina no seran explotadas
con fines comerciales, ya que la demanda actual de quitina es satisfecha
adecuadamente por los exoesqueletos de crustaceos obtenidos como material de

desecho de la industria procesadora de alimentos marinos.

2.1.1 Estructura Molecular.

Quitina. La estructura quimica de la quitina se describe como un polisacarido en
forma de cadena lineal compuesto de residuos de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-
glucosa con uniones (B(1-4). Se conocen dos formas de quitina en la naturaleza,
nombradas a y B-quitina, estas se muestran en la figura 1 (panel A y B,
respectivamente). En la a-quitina las cadenas estan alineadas en un arreglo
antiparalelo, mientras que en la B-quitina las cadenas tienen un arreglo paralelo.
Cada una de estas estructuras puede ser distinguida facilmente en base a sus
patrones de difraccion de rayos X, de resonancia magnética nuclear y a su

espectro en la region del infrarrojo (Saito et al., 1997; Goycoolea et al., 2000).

La a-quitina es la forma mas estable y de amplia distribucion, se encuentra en el
exoesqueleto de artropodos y hongos. Mientras que la B-quitina se encuentra en
la pluma del calamar, en las espinas de ciertas diatomeas y en otras especies que
se encuentran en altas profundidades en el océano. Se ha sugerido la presencia
en la naturaleza de una tercera forma de la quitina conocida como y-quitina, en la
cual se presenta una combinacion de ambos arreglos paralelo y antiparalelo; no
obstante, su existencia sigue siendo controversial (Muzzarelli, 1999). La quitina es
insoluble en agua y en la mayoria de los solventes organicos debido a su alto
grado de cristalinidad, lo que ha limitado ampliamente su utilizacion directa en la

industria de alimentos como hidrocoloide funcional.



Quitosano. El quitosano (figura 1, panel C), es producido por la ruptura quimica
de los grupos N-acetilo de la quitina. La reaccién de desacetilacion raramente es
llevada a su totalidad, de aqui que el quitosano sea descrito generalmente como
una estructura copolimérica compuesta por residuos de D-glucosamina con cierto
grado de residuos N-acetilados. El grado de desacetilacion depende directamente
de las condiciones de la reaccion, y a la vez influye en las propiedades fisicas,
quimicas y en la actividad biologica del quitosano obtenido (Goycoolea et al.,
2000).

2.1.2 Métodos de Obtencion.

Quitina. Los desechos de exoesqueleto de crustaceos estan compuestos por un
20-40% de proteina, 30-60% de sales de calcio y magnesio, 20-30% de quitina y
0-14% de pigmentos. Por tanto, el aislamiento de la quitina de estos desechos

requiere de tres operaciones basicas:

1. Remocién de proteina residual
2. Remocién de materia inorganica

3. Remocion de lipidos y pigmentos
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Figura 1. Estructuras quimicas de quitinay quitosano.

Panel A: Arreglo antiparalelo de la a-quitina.
Panel B: Arreglo paralelo de la B-quitina.

Panel C: Estructura del quitosano, la forma N-desacetilada de la quitina.
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El proceso quimico convencional para el aislamiento de la quitina incluye un
tratamiento alcalino con una base diluida para la remocién de proteina y un
tratamiento acido para la remocion de sales. La decoloracion es llevada a cabo
por tratamientos con H,O, y NaCIO para destruir los pigmentos carotenoides, sin
embargo, si los pigmentos han de ser comercializados, pueden ser extraidos
usando una fase adecuada. También se han empleado procesos biotecnoldgicos
y enzimaticos para la obtencién de quitina. La fermentacién bacteriana ha sido
sugerida como una tecnologia alternativa para el pretratamiento de los desechos
de camarén (Rao et al., 2000). Por fermentacién sdlida, la quitina puede ser
recuperada con tratamiento acido o alcalino disminuyendo la cantidad de agentes

quimicos requeridos (Goycoolea et al., 2000).

Quitosano. La reaccién principal de la quitina para la obtenciéon de derivados es
la hidrolisis del grupo N-acetilo en la posicién C2. Normalmente es llevada a cabo
por tratamientos severos de hidrdlisis alcalina, y en si, el proceso de
desacetilacion puede resultar en degradacién del polimero. Generalmente, los
tratamientos térmicos en soluciones altamente alcalinas son requeridos para
obtener quitina parcialmente desacetilada con grado de desacetilacion menor al
30% considerada como quitosano. El criterio principal para diferenciar el
quitosano de la quitina es su solubilidad en soluciones de acido diluido, resultante
cuando la fraccién residual de grupos acetilo es baja y por tanto la fraccion de
grupos NH3;" es suficientemente alta para favorecer la disolucion del polimero
(Goycoolea et al., 2000). En general, se conocen dos métodos principales para
preparar quitosano a partir de quitina con variacibn en los grados de

desacetilacion:

1. Desacetilacion heterogénea de quitina solida en solucion acuosa
2. Desacetilacion homogénea de quitina pre-humedecida en solucion

acuosa

La desacetilacion heterogénea involucra la reaccion preferencial en las regiones
amorfas del polimero, dejando casi intactas las impenetrables regiones cristalinas

en la quitina. Este es el tratamiento industrial preferido. Alternativamente, la
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modificacion homogénea es llevada a cabo por uso de alcali moderadamente
concentrado, cerca del 13% en peso, actuando en quitina pre-humedecida en
vacio y dejando la reaccion a 25-40°C por 12 a 24 horas. Esto permite el acceso
del agente quimico a los grupos N-acetilo y por tanto una modificacion mas
uniforme a lo largo de la cadena del polimero. En cualquiera de las dos
condiciones, la reaccion requiere el uso de soluciones de alcali concentrado y
periodos de procesamiento largos. Factores conocidos que afectan el grado de
desacetilacion incluyen: concentracion de la base, tratamiento previo, tamafo de
particula y densidad de la quitina, que se relaciona con su porosidad. En la
practica, el nivel de desacetilacion maximo que se puede obtener en un solo

tratamiento de desacetilacion es cercano al 75-85% (Goycoolea et al., 2000).

2.1.3 Aplicaciones.

En el mercado se encuentran, desde hace 15 afos, productos comerciales de
quitina y quitosano preparados de desechos de cangrejos y camarones. En la
industria de alimentos existe una alta demanda por polimeros de bajo costo y con
propiedades funcionales deseables como espesante, gelificante y estabilizante.
Por ejemplo, en Japoén, el quitosano es utilizado comunmente como aditivo para
mejorar la calidad nutrimental de varios alimentos, particularmente para la
reduccion del colesterol. El quitosano se ha utilizado en agricultura como un fuerte
inhibidor de hongos. También en la postcosecha de frutas y vegetales, se han
aplicado peliculas comestibles de quitosano para prolongar la vida de anaquel de

los productos (Goycoolea et al., 2000).

En el tratamiento de aguas residuales el quitosano se ha usado como agente
coagulante o floculante. Esto en base en las cargas positivas del polimero que le
confieren la capacidad de combinarse con una amplia variedad de moléculas
cargadas negativamente. En la industria de bebidas la quitina parcialmente
desacetilada, con distintos grados de desacetilacion, ha sido utilizada como

material adsorbente de intercambio idnico para la clarificacion de jugo de pifia.
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Ademas, el quitosano se ha empleado para prevenir el oscurecimiento del jugo de
manzana a niveles de 200 ppm. En la produccion de vinos, el quitosano ha
probado ser un adsorbente efectivo de compuestos fendlicos (Goycoolea et al.,
2000).

Una aplicacién importante del quitosano es la microencapsulacion de otras
sustancias. Este término se refiere al proceso en el cual una sustancia se empaca
dentro de particulas 0 membranas poliméricas, generalmente esféricas, de 2 a 50
mm de diametro. Los requerimientos que debe cumplir el material para encapsular
son: presentar propiedades sensoriales adecuadas, poseer estabilidad
fisicoquimica y microbiana, estar libre de compuestos toxicos, ser seguro para la
salud y no contaminante. Al respecto, el quitosano es un polimero natural que

cumple con estas cualidades.

También se ha logrado la inmobilizacion de enzimas de uso industrial en soportes
de quitina/quitosano. Algunos ejemplos en la industria alimentaria de enzimas
inmovilizadas en esta clase de soportes son: a-amilasa, glucoamilasa, D-glucosa
isomerasa, D-galactosidasa, papaina, pepsina, a-quimotripsina. En otros
aspectos, el quitosano se ha empleado para inhibir el crecimiento de

microorganismos (Goycoolea et al., 2000).

2.2 Quitina Deacetilasas.

Existe evidencia de que en ciertas bacterias y hongos ocurre la reaccion
enzimatica de desacetilacion de quitina. Quitina desacetilasa (CDA, EC. 3.5.1.41)
es la enzima que hidroliza el grupo N-acetamido en los residuos de N-acetil-D-
glucosamina de la quitina. Se han aislado y caracterizado quitina desacetilasas de
hongos como Mucor rouxii, Absidia coerula, Aspergillus nidulans y de dos cepas
de Colletotrichum lindemuthianium (Kafetzopoulos et al., 1993; Tsigos y Bouriotis,
1995; Tsigos et al., 2000). Las caracteristicas mas importantes de estas enzimas

se resumen en la Tabla 1.



Tabla 1. Caracteristicas de quitina desacetilasas de hongos.
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Fuente
Mucor rouxii  Absidia Aspergillus  Colletotrichum  Colletotrichum
coerulea nidulans lindemuthianum lindemuthianum
(ATCC 56676) (DSM 63144)
Medio de Medio de Medio de
Localizacion Periplasma  Periplasma ) ) )
cultivo cultivo cultivo

Peso molecular

75 27 24 150
(kDa)
Punto . .

ND 2.75 ND 3-5
isoeléctrico
pH 6ptimo 5.0 7.0 11.5 8.5
Temperatura

50 50 50 50
optima (°C)
Inhibicién por

Si No No No
acetato

Fuente: Tsigos et al., 2000.
ND: No determinado

En los organismos descritos en la tabla anterior, las CDAs son glicoproteinas que
son secretadas tanto en el espacio periplasmico como en el medio de cultivo.
Ademas, presentan una notable estabilidad térmica a su temperatura 6ptima de
50°C, y una marcada especificidad a polimeros de N-acetil-D-glucosamina
solubles en agua. Sin embargo, varian considerablemente en sus pesos
moleculares y contenido de carbohidratos, y el rango del pH al que presentan
actividad es muy amplio (Tsigos et al., 2000). Una caracteristica deseable de las
CDAs para su aplicacion biotecnolégica es que no presenten inhibicion por

acetato, que es un producto de la reaccion de desacetilacion.

Por otra parte, se han sugerido dos roles bioldgicos para las CDAs fungicas: la
formacion de las paredes celulares y la formacién de interacciones planta-

patdégeno. En el hongo Metarhizium anisopliae la produccion de CDA se relaciona
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con un proceso de invasion a insectos donde se sugiere que la enzima tiene
también un rol doble. Primeramente, la enzima extracelular contribuye a la
modificacion de la cuticula del insecto favoreciendo la penetracion del micelio; y
segundo, la enzima contribuye a la modificacion de las paredes celulares del
hongo como un mecanismo de defensa contra quitinasas del insecto (Nahar et al.,
2004). También se ha identificado actividad de CDA en bacterias quitinoliticas
como algunas especies de Vibrio, donde se postula un rol importante en la
degradacion de los desechos de quitina en el ambiente marino (Li y Roseman,
2004; Meibom et al., 2004).

2.3 La Levadura Saccharomyces cerevisiae.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es reconocida como un microorganismo
eucariota ideal para estudios biolégicos. A pesar de que las levaduras tienen
mayor complejidad genética que las bacterias, comparten muchas de las ventajas
técnicas que permitieron un rapido avance en la genética molecular de los
procariotas y sus virus. Por otra parte, S. cerevisiae posee una arquitectura
intracelular similar a la de las células de mamiferos, lo cual favorece que la
levadura sea utilizada comunmente como un huésped sustituto para el estudio de
proteinas recombinantes de otros organismos eucariotes (Guthrie y Fink, 1991;
Gietz y Woods, 2001).

Algunas propiedades que hacen a S. cerevisiae particularmente conveniente para
estudios bioldgicos son su crecimiento rapido, la facilidad de hacer réplica en
placa, un sistema genético bien definido y un sistema de transformacion de DNA
altamente versatil. Ademas, por su caracter de no patdégena, la levadura puede
manejarse en el laboratorio con facilidad. El desarrollo de las técnicas de
transformacion genética han hecho de esta levadura particularmente accesible
para la clonacion de genes y para las técnicas de ingenieria genética (Guthrie y
Fink, 1991).
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2.3.1 Quitina Desacetilasas en S. cerevisiae.

En Saccharomyces cerevisiae, han sido identificados dos genes de quitina
desacetilasa, denominados CDA1 y CDA2. Se ha observado que la transcripcion
de estos genes se encuentra restringida a un periodo durante la etapa de

esporulacion (Christodoulidou et al., 1996).

La quitina es un componente estructural de la pared de las células vegetativas, y
es esencial para la viabilidad de la levadura S. cerevisiae; sin embargo, la pared
de la ascospora presenta una estructura ordenada distinta. Esta confiere
proteccion mayor en condiciones de estrés en comparacion con la pared de las
células vegetativas y esta conformada por cuatro capas. Las dos capas internas
estan compuestas principalmente por glucanos y mananos estrechamente
yuxtapuestos. Una tercera capa que contiene 95 % de quitosano, y la capa
externa proteica con un alto contenido de residuos de ditirosina. Mientras que el
quitosano no es esencial para la viabilidad de la espora parece tener un rol
importante en la formacion de la capa de ditirosina, que finalmente protege a las
esporas maduras de la accion de enzimas hidroliticas, de agentes quimicos y

condiciones ambientales de estrés (Christodoulidou et al., 1999).

Ambos genes, CDAl1 y CDA2, se encuentran codificados en el genoma de la
levadura dentro del cromosoma Xll. Los marcos de lectura correspondientes se
encuentran separados por un intervalo de 1411 nucleétidos y se transcriben en la
misma orientacion. La traduccién de ambas secuencias nucleotidicas muestra una
identidad de 57% y una similitud de 72% entre sus secuencias de aminoacidos,
con una masa molecular estimada de 34.6 y 35.6 kDa, respectivamente
(Christodoulidou et al., 1996). Por otra parte, se ha observado que CDA2 lleva a
cabo la mayor parte de la desacetilacién, mientras que CDA1 probablemente

contribuye a perfeccionar el proceso (Christodoulidou et al., 1999).
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2.4 Biologia Molecular Como Base de la Biotecnologia.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) fue
desarrollada por el investigador Kary Mullis (1986). Es una técnica que se utiliza
para amplificar un fragmento de DNA que se encuentra entre dos regiones con
secuencias conocidas. Se utiliza un par de oligonucleétidos como iniciadores o
cebadores, para una serie de reacciones sintéticas que son catalizadas por una
DNA polimerasa termoestable. Cada uno de estos oligonucledtidos es
complementario a una secuencia en una cadena y se encuentran a cada lado del
fragmento de interés. En la técnica, inicialmente se desnaturaliza el DNA por
calentamiento, y se adiciona un exceso molar de los oligonucleétidos y de los
cuatro  desoxiribonucledtidos trifosfato  (dATP, dTTP, dGTP, dCTP).
Seguidamente, la reaccién se enfria hasta una temperatura que permita la
hibridizacion de los oligonucleotidos con el DNA que contiene el fragmento a
amplificar. Una vez alineados, los iniciadores son extendidos por la DNA
polimerasa. Este ciclo de desnaturalizacion, alineacién y elongacién es repetido
varias veces y debido a que los productos de un ciclo de amplificacion son
utilizados como molde para el ciclo siguiente, en cada ciclo se duplica la cantidad
de DNA (Sambrook et al., 1989).

La clonacion de un fragmento de DNA permite producir altas cantidades del
mismo a partir de solamente una molécula original. Un clon se define como un
conjunto de células o moléculas idénticas a una célula o molécula parental de la
cual se originaron (Lewin, 1997). La tecnologia de clonacion incluye Ia
construccion de nuevas moléculas de DNA uniendo secuencias de procedencias
distintas. El producto obtenido es llamado comunmente DNA recombinante, y las
técnicas son conocidas como ingenieria genética. Estas técnicas son aplicables
tanto a organismos procariotes como eucariotes, si bien, el potencial de su
aplicacion es especialmente evidente en genomas eucariotes. La clonacién de un
gen es posible gracias a la capacidad de los plasmidos bacterianos y de los
bacteriéfagos de replicarse después de haberse incorporado secuencias
adicionales en sus genomas (Lewin, 1997). Las moléculas de DNA recombinante

pueden ser construidas utilizando enzimas de restriccion que corten el vector y el
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inserto de DNA en sitios especificos y después uniéndolos con una DNA ligasa, la

cual cataliza la formacioén de los enlaces fosfodiéster 5’-3’.

Los plasmidos se han convertido en una herramienta poderosa en la clonacion de
genes debido a la facilidad de ser manipulados. Un plasmido es una molécula de
DNA circular de doble cadena que puede tener una longitud entre 1 Kb y hasta
mas de 200 Kb. Se encuentran en una variedad de especies bacterianas, donde
se comportan como unidades genéticas accesorias que se replican y son
heredadas independientemente del cromosoma bacteriano. Los plasmidos de
expresion son aquellos que contienen elementos promotores y reguladores que
generan grandes cantidades de mRNA complementarios a las secuencias del
DNA recombinante introducido y que finalmente son traducidos a proteina por la

magquinaria bioquimica de la célula (Sambrook et al., 1989).

El DNA plasmidico puede ser introducido en bacterias mediante un proceso
artificial denominado transformacién. El término transformacién fue usado por
primera vez en el aio de 1928, para describir cambios hereditarios de ciertas
caracteristicas en Pneumococcus. Actualmente, “transformacion” se utiliza para
describir la incorporaciéon de DNA heterdlogo en procariotes y eucariotes, que es
detectada por cambios en el fenotipo (Gietz y Woods, 2001). La mayoria de los
métodos para transformacion bacteriana se basan en las observaciones de
Mandel y Higa (1970), quienes mostraron que bacterias tratadas con soluciones
de CaCl, enfriadas en hielo y luego calentadas brevemente podian ser

transfectadas con DNA del bacteri6fago lambda (A).

El método quimico fue utilizado también para transformar bacterias con DNA
plasmidico por Cohen y cols. (1972). Durante este proceso las bacterias son
tratadas con una mezcla de cationes divalentes para hacer sus membranas
temporalmente permeables a moléculas pequenas de DNA. Alternativamente,
existe el método de transformacion por electroporacion; en este método las
células se llevan hasta crecimiento en fase exponencial, son enfriadas,
centrifugadas y lavadas varias veces con soluciones buffer de baja salinidad para

reducir la fuerza ioénica de la suspensiéon. Posteriormente se aplican unos pulsos



18

eléctricos para permeabilizar la membrana de las células y lograr la incorporacién
del DNA heterélogo (Sambrook et al., 1989).

Los métodos de transformacion quimica y la electroporacion también han sido
utilizados para transformar células de levadura (Ito et al., 1983; Delorme, 1989).
La primera transformacion genética de la levadura S. cerevisiae fue reportada en
el afno de 1960 por Oppenoorth. Posteriormente, se han desarrollado y mejorado
las técnicas para introducir DNA heter6logo dentro de la levadura (Gietz y Woods,
2001). Cada una de estas técnicas tiene ventajas y desventajas, y la mejor opcion
dependera de las necesidades del estudio en particular y de los recursos de que
se disponga. Una vez hecha la transformacion, se utilizan marcadores de
selecciéon codificados por el plasmido recombinante para identificar las células

transformadas, tanto en bacterias como en levaduras.

2.5 Sobreexpresién de Proteinas.

La produccién de proteinas en un organismo diferente al hospedero del gen, o
heterdloga, se ha implementado en diversos sistemas. Uno de los sistemas mas
utilizados es el sistema pET, que utiliza cepas de la bacteria Escherichia coli
como célula “huésped”. Aqui, los genes son clonados en un plasmido bajo el
control de elementos promotores de la transcripcion del bacteriéfago T7 (Studier y
Moffatt, 1986). En este sistema, el gen heterdlogo es incorporado a la bacteria en
forma episomal o plasmidica y la expresion del mismo esta bajo control del
promotor T7 regulado por un sitio lac. La T7 RNA polimerasa, también regulada
por lac, es altamente activa y selectiva, y se halla codificada por una copia
cromosomal en el genoma de la célula hospedera. Normalmente, la expresion se
encuentra reprimida hasta que se induce por un analogo de la lactosa no

metabolizable: isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) afiadido al medio de cultivo.

No obstante, la expresion de proteinas de organismos eucariotes expresadas en

bacterias ocasionalmente conlleva ciertos problemas. Estas proteinas pueden
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tener un plegamiento incorrecto o ineficiente que se refleja en una baja actividad
especifica. Ademas, la produccion de proteinas biolégicamente activas a partir de
DNA recombinante, frecuentemente requiere de modificaciones
postraduccionales, procesos que no son realizados por células procariotes; como
por ejemplo, la formacion adecuada de puentes disulfuro, glicosilacion,
fosforilacién, o modificacién proteolitica de un precursor inactivo (Sambrook et al.,
1989). Estas proteinas inactivas y agregadas forman los llamados cuerpos de

inclusion.

La sobreexpresién de proteinas en células de levadura ha sido de importancia
practica para la industria biotecnoldgica y de utilidad técnica en investigacion
basica. Existen tres tipos de metodologias para lograr la sobreexpresién de un
gen en levaduras: (1) fusiébn de un marco de lectura a un promotor mas potente
como GAL1, GAL10, y ADH1, (2) uso de un vector plasmidico que se replique en
alto numero de copias por célula, (3) uso de vectores de transposicion Ty para
aumentar el numero de copias del gen por insercion semialeatoria de copias del

gen en el genoma (Guthrie y Fink, 1991).

La preparacion de un gen heterdlogo para expresion en S. cerevisiae requiere de
la construccion de un vector adecuado y de la utilizacién de la bacteria E. coli
como huésped para facilitar la manipulacion del DNA recombinante. El gen
heterélogo debe ser situado dentro de un “casette” de expresion. Esto se refiere a
que debe ser clonado entre un elemento promotor y un elemento terminador
dentro del vector. Los vectores para transformar levaduras pueden ser
clasificados dentro de dos categorias, como vectores integrativos o vectores
plasmidicos extracromosomales. Los primeros plasmidos para transformar a la

levadura S. cerevisiae fueron desarrollados por Struhl et al. (1979).

Los vectores de integracion (pYl, Yeast Integration plasmid) se integran a un
cromosoma de la levadura mediante recombinacién homéloga, lo cual puede ser
utilizado para integrar un gen nuevo. Estos vectores resultan en solamente una
copia del gen de interés por célula y su expresion se realiza a niveles constantes.
Por otra parte, son estables mitéticamente y ofrecen la mejor manera de mantener

genes recombinantes, ya que menos del 0.1% del DNA recombinante se pierde



20

en cada generacion cuando la levadura se cultiva en medio sin un agente de
seleccion (Guthrie y Fink, 1991; Thukral et al., 1993).

Ademas, existen tres clases de plasmidos extracromosomales denominados pYR
(del inglés Yeast Replicating plasmid), pYC (Yeast Centromeric plasmid), y pYE
(Yeast Episomal plasmid). En general, los plasmidos extracromosomales son
menos estables que los plasmidos integrativos; sin embargo, algunos pueden ser
mantenidos en alto numero de copias dentro de la célula, lo que puede resultar en
niveles de expresion altos del gen de interés. Estos vectores requieren de la
presencia de un marcador de seleccién y de un origen de replicacion de DNA que

funcione en levaduras.

Los plasmidos pYR contienen la secuencia del origen de replicacion cromosomal
ARS (del inglés Autonomously Replicating Segment), asi como un marcador de
seleccion. Sin embargo, estos plasmidos son muy inestables, entre el 10-20% de
las células pierden el plasmido en cada generacion, y solamente del 10 al 30% de
las células mantienen el plasmido. El niumero de copias del plasmido pYR puede
variar de 0 a 100 por célula. Una variante de este tipo de plasmidos es el pYC,
que contiene DNA centromérico ademas de la secuencia ARS. La adicién de un
centromero incrementa la estabilidad mitotica de estos plasmidos (cerca del 1%
del plasmido se pierde por cada generacion); sin embargo, estan presentes en

solamente una o dos copias por célula (Guthrie y Fink, 1991; Thukral et al., 1993).

Los plasmidos episomales de multiple numero de copias poseen la secuencia del
origen de replicacion del plasmido 2u, que se encuentra de manera natural en
levaduras y depende de proteinas codificadas por el plasmido enddégeno para el
mantenimiento del alto numero de copias. La presencia del origen de replicacion
del plasmido 2u resulta en un numero de copias promedio de 10 a 40 por célula.
Son estables mitdticamente, perdiendo de 0.2 a 2% del plasmido por generacion.
Cuando la levadura transformada se hace crecer en medio selectivo, cerca del 80
al 99% de las células contienen el plasmido. Estos vectores son ampliamente
aplicados partiendo del hecho de que la gran mayoria de las cepas de laboratorio
contienen el plasmido 2u (Guthrie y Fink, 1991; Thukral et al., 1993).
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Otro tipo de vectores son los cromosomas artificiales de levaduras (YAC), que se
utilizan cuando es necesario clonar fragmentos de DNA heter6logo de gran
tamano en la levadura. Estos vectores se replican como un plasmido circular con
un centromero y una secuencia ARS, ademas contienen dos marcadores de
seleccion, dos telomeros y un sitio de clonacion. El vector es linearizado por la
remocion de una secuencia ubicada entre los teldmeros y el gen de interés es
insertado en el sitio de clonacion. El resultado es un cromosoma lineal artificial
con una longitud entre 100 a 1000 Kb, que se propaga mediante mitosis y meiosis
(Guthrie y Fink, 1991; Gietz y Woods, 2001).

El pladsmido comercial pYES6 (Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizado como vector en
este trabajo, es un plasmido episomal de 5.8 Kb y fue disefiado para la expresion
inducible de proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Ademas, contiene el
origen de replicacion del plasmido 2u para el mantenimiento episomal y la
replicacién en alto numero de copias (de 10 a 40 copias por célula). La expresion
del gen de heterélogo se encuentra regulada por el promotor de levaduras
inducible por galactosa GAL1. Una vez introducido en bacterias o en levaduras, el
plasmido confiere caracteristicas fenotipicas para la seleccion de células
transformadas, que consisten en la resistencia a los antibidticos ampicilina para E.
coli, y blasticidina para E. coli y S. cerevisiae. En la figura 2, se muestran algunos
elementos del vector pYES6 (panel A), asi como la secuencia nucleotidica del

sitio multiple de clonacion (panel B).
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Comments for pYESG/CT:
5839 nucleotides

GALT promoter: bases 1-451
GALT forward priming site: bases 414-437
T7 promoter/priming site: bases 475-494
Multiple cloning site: bases 501-594

V5 epitope: bases 607-648

Palyhistidine {6xHis) region: hases 658-675

CY(C{ transcription termination signal: bases 708-961

CYC1 reverse priming site: bases 725-743

pUC origin: bases 1145-1818

Ampicillin resistance gene: bases 1963-2823 {complementary strand)

URAZ transcription termination signal: bases 2841-2898 (complementary strand)
Blasticidin resistance gene: bases 2843-3341 (complementary strand)

EM7 promoter: bases 3359-3408 (complementary strand)

TEF1 promoter: bases 3411-3821 (complementary strand)

2 origin: hases 3828-5259

1 origin: bases 5367-5822 (complementary strand)

GAL1 promater
TATA box
1

TTAACAGATA TATRAAATGCA AAARACTGCAT AACCACTTTA ACTRAATACTT TCARCATTTT

’—b start of transcription

—
CGGTTTGTAT TACTTCTTAT TCAAATGTAA TAARAGTATC AACRAARAART TGTTAATATA

GAL1 forward priming site = end of GAL? promoter

1
CCTCTATACT TTAACGTCAZA GGAGARAARAR CCCCGGATCG GACTACTAGC AGCTGTRAATA

T7 promoterfpriming site Hfﬂld 1 ASPTTB | Kplﬂ I SBacl BamH |
1 L) ~
CGACTCACTA TAGGGAATAT TAAGCTTGGT ACCGAGCTCG GATCCACTAG TAACGECCGC

BstX 1" EcoR| EcoRV BstxX I N{)lfl Xhol Xba |
| | | | | |
CAGTGTGCTG GAATTCTGCA GATATCCAGC RACAGTGGCGG CCGCTCGAGT CTAGAGGGCC

V5 epitope

I 1
CTTCGARA GGT AAG CCT ATC CCT ARAC CCT CTC CTC GGT CTC GAT TCT ACG
Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr
Polyhistidine region Pnl;e |
T 1
CGT ACC GGET CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTAAACCC GCTGATCCTA

Zrg Thr Gly His His His His His Hisg #***
CYC1 reverse priming site

[ 1
GAGGGCCGCA TCATGTAATT AGTTATGTCA CGCTTACATT CACGCCCTCC CCCCACATCC
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Caracteristicas del vector de expresion heteréloga para levadura

Panel A: mapa resumido de los elementos del vector pYESG.
Panel B: diagrama de la secuencia del sitio multiple de clonacion del vector

PYESS.

Fuente: www.invitrogen.com




lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos.

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Genosys (The Woodlands,
TX). El vector pYESG, la Taq DNA polimerasa y la T4 DNA ligasa fueron de
Invitrogen (Carlsbad, CA), la mezcla de desoxiribonucledtidos trifosfato, (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP) fueron de Gibco-Invitrogen (Carlsbad, CA). Las enzimas de
restriccion Hind 11l y Xho | fueron de New England Biolabs (Beverly, MA). La SAP
(fosfatasa alcalina de camarén) fue de MBI Fermentas (Hanover, MD). El sistema
de purificacion de DNA fue adquirido de Qiagen (Valencia, CA). Los demas
reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado de biologia molecular de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). La cepa de E. coli JM109 fue de Promega

(Madison, WI). Los medios de cultivo fueron de Difco (Detroit, MI).

3.2 Disefio de Oligonucleétidos.

Se disefid un par de oligonucledtidos especificos para CDAL y otro para CDA2 en
base a las secuencias nucleotidicas depositadas en la base de datos del genoma
de Saccharomyces cerevisiae (CDAL: YLR307W; CDA2: YLR308W). El disefio de
los oligonucledtidos se realizd siguiendo las consideraciones para clonacion
incluidas en el manual de uso del vector (Invitrogen, Carlsbad, CA), de manera tal,
que los productos amplificados por PCR llevaran una secuencia consenso de la

levadura necesaria para la adecuada iniciacion de la traduccién. Ademas, se
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eliminod el codén de terminacion con la finalidad de que los genes clonados, una
vez introducidos en levaduras, se expresaran como proteinas de fusién con una
etiqueta de polihistidina (6xHis). Esta adecuacion codifica para un dominio de
unién a metales que facilita la purificacién de la proteina recombinante mediante
cromatografia por afinidad a metales (IMAC, por sus siglas en inglés). A los
oligonucledtidos se afadieron los sitios de restriccion Hind Ill y Xho | de tal
manera que se encuentren en los extremos de los genes y facilitar la union al
vector por clonacién direccional; ademas, estos sitios se incluyen en el sitio

multiple de clonacion del vector pYES6.

Los oligonucleodtidos se recibieron liofilizados y se resuspendié cada uno en una
cantidad de agua bidestilada estéril necesaria para obtener una concentracion de
100 pmol/uL (100 uM). Posteriormente se prepard una alicuota de trabajo de cada
oligonucledtido tomando 50 uL de cada solucion y llevando a 100 pl con agua

bidestilada estéril para una concentracién final de 50 puM.

3.3 Amplificacion de los Genes CDA1y CDA2.

Los fragmentos de DNA que contienen las regiones codificantes para CDAL y
CDA2 se amplificaron por PCR a partir de DNA gendmico de Saccharomyces
cerevisiae, proporcionado por la Dra. Islas-Osuna (Laboratorio de Biologia
Molecular de Plantas, CIAD). Se utiliz6 una Taq DNA polimerasa (Invitrogen,
Carlsbad, CA) de alta fidelidad para disminuir la probabilidad de introducir algun
error en la secuencia durante la amplificacion por PCR. Las mezclas de reaccion
utilizadas para la amplificacion de CDA1 y CDA2 se resumen en las Tablas 2 y 3,

respectivamente.

Las reacciones de PCR de 50 uL se prepararon por separado utilizando una
mezcla 200 uM de dNTPs, 1.5 uM de MgCl,, buffer de reaccién 10X que contiene
200 uM Tris-HCI, 500 uM KCI. A éstas se anadio 1 ug de DNA gendmico de S.
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cerevisiae, 50 pmol de cada oligonucledtido y 1.25 U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Para amplificar CDAL se utilizaron los oligonucleétidos
CDA1ext-Fw y CDA1ext-Rv; a su vez, para la amplificacion de CDA2 se utilizaron
los iniciadores CDA2ext-Fw y CDAZ2ext-Rv. El volumen restante se ajusté con
agua destilada desionizada y estéril. Se aplicd una leve agitacién para mezclar los

contenidos.

La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador DNA ENGINE PTC-200 (MJ
Research, Watertown, MA) utilizando dos bloques separados. El programa para
amplificar CDAL difiere del programa para amplificar CDA2 en la temperatura de
alineacion de los oligonucledtidos al templado, siendo el udltimo de menor
astringencia. Las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 3. Los
productos esperados de aprox. 850 bp se identificaron por electroforesis en gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Tabla 2. Composicion de la mezcla de reacciéon de PCR para amplificar
CDAL.

Componentes Volumen  Concentracion
(uL) final

Agua estéril 39.25
Buffer 10x 5.0 1x
dNTPs 10 mM 1.0 200 uM
50 mM MgCl, 1.5 1.5 mM
CDA1ext-Fw 50 uM 1.0 1 uM
CDA1ext-Rv 50 uM 1.0 1uM
DNA templado 1 pg/uL 1.0 1 ug
Taq DNA pol 5 U/uL 0.25 1.25U

Volumen total 50.0
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Tabla 3. Composicion de la mezcla de reaccion de PCR para amplificar

CDAZ2.
Componentes Volumen  Concentracién
(uL) final

Agua estéril 39.25

Buffer 10x 5.0 1x
dNTPs 10 mM 1.0 200 uM
50 mM MgCl, 1.5 1.5 mM
CDA2ext-Fw 50 uM 1.0 1 uM
CDA2ext-Rv 50 uM 1.0 1 uM
DNA templado 1 pg/uL 1.0 1 ug
Tag DNA pol 5 U/uL 0.25 1.25U
Volumen total 50.0

CDA1 CDA2

94°C por 3 minutos

94°C por 30 segundos
65°C por 30 segundos
68°C por 1 minuto

68°C por 7 minutos
4°C indefinidamente
Fin

94°C por 3 minutos

94°C por 30 segundos

26 ciclos 55°C por 30 segundos

68°C por 1 minuto

68°C por 7 minutos
4°C indefinidamente
Fin

Figura 3. Condiciones de amplificacion por PCR para CDA1y CDAZ2.
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3.4 Electroforesis en Gel de Agarosa.

Se disolvié agarosa (Sigma) a una concentracion del 1% en buffer TAE (40 mM
Tris-Acetato, 1 mM EDTA) calentando en un horno de microondas hasta su
completa disoluciéon. Se dejo enfriar hasta una temperatura aproximada de 50°C y
se vacio sobre un molde con un peine formador de pozos (Bio-Rad, Hercules,
CA). Una vez polimerizado el gel, se transfiri6 a una camara de electroforesis
Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, Hercules, CA) conteniendo buffer TAE. Se mezclaron
las muestras con buffer de carga 6x (30% glicerol, 0.25% azul de bromofenol y
0.25% de xilén-cianol), se cargaron dentro de los pozos y se corrié el gel a 75 V
constantes. Los geles se tifieron con bromuro de etidio a concentracion de 1

ug/mL durante un minuto y destefidos en agua bidestilada durante 10 min.

El DNA se observd en el gel utilizando un transiluminador de luz ultravioleta
(Gibco BRL) a una longitud de 302 nm con un tiempo de exposiciéon de 4
segundos. La imagen fue capturada con un sistema de fotodocumentacion digital
Kodak EDAS 120. Originalmente, las fotografias presentan bandas blancas en un
fondo negro, sin embargo, se invirtieron los colores para facilitar su visualizacion

observandose las bandas oscuras sobre un fondo claro.

3.5 Purificaciéon y Cuantificacion de DNA.

Los pasos de purificacion de DNA se llevaron a cabo mediante el sistema
QIlAquick (Qiagen, Valencia, CA). Este sistema utiliza la fuerza centrifuga para
hacer pasar una muestra con DNA a través de columnas empacadas con
membranas de silica-gel. EI DNA se adsorbe a la membrana de silica-gel, en
presencia de altas concentraciones de sales, mientras los contaminantes pasan a
través de la columna. Una vez lavada la muestra, el DNA se eluye con buffer Tris
0 agua bidestilada estéril. Este sistema es utilizado para purificar DNA en solucion

0 en geles de agarosa.
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La muestra se mezclé con cinco volumenes de buffer de captura con alta
composicion de sales, y se transfirio a un dispositivo que contiene la columna de
silica-gel acoplado a un microtubo para la recoleccion del liquido que pasa a
través del dispositivo. Se centrifugd a 13,000 rpm durante un minuto y se descarté
el liquido recolectado. Se afiadieron 750 uL de buffer de lavado (que contiene
etanol) al dispositivo y se centrifugé nuevamente descartando el liquido en el tubo
de recoleccion. Para eluir se transfirié el dispositivo a un microtubo estéril y se
afiadieron 30 pL de agua bidestilada estéril en el centro de la columna, dejandole
reposar durante un minuto antes de centrifugar. Las muestras se guardaron a

-20°C hasta su utilizacion.

La concentracion de DNA fue determinada por espectrofotometria de absorcién
de luz ultravioleta a longitud de onda de 260 nm, utilizando un espectrofotometro
Cary 50 Bio (Varian, Palo Alto, CA). Para estimar la pureza de las muestras de
DNA se comparo la relacion de absorbancia a 260 y 280 nm, ya que a 280 nm se
determina la cantidad de proteina. Tomando un factor de dilucién de 250 (f.d.), la

concentracion de DNA en ug/ulL esta determinada por la ecuacion:

Concentracion _  Azeo X 50 x f.d.
de DNA -
(ng/uL) 1000

3.6 Digestion de DNA con Enzimas de Restriccion.

Los productos de PCR purificados y el vector de expresién se llevaron a una
digestion doble con las enzimas de restricciéon Hind Il y Xho | (New England
Biolabs, Beverly, MA). Estas enzimas generan extremos cohesivos en cada
cadena en la secuencia especifica de DNA que reconocen y al utilizar dos
enzimas diferentes se favorece que la entrada del inserto en la orientacion

adecuada.
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Se digirieron 2 ug de cada DNA en reacciones separadas de 50 uL en buffer de
reaccion (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1mM DTT y 100 pg/mL
seroalbumina de bovino[SAB]), se utilizaron 10 U de cada enzima para cada
reaccion y se ajustd el volumen con agua desionizada estéril. Las mezclas de
reaccion se incubaron a 37°C en bano de agua durante dos horas. En la tabla 4
se resumen los componentes de las reacciones de digestion. Posteriormente, las
digestiones se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y el DNA de
interés se purificé usando el sistema QIAquick. Se determind concentracion de

DNA como se describié anteriormente.

Tabla 4. Composicién de las reacciones para la digestion enzimatica doble
con Hind lll'y Xho | del vector y los productos de PCR de CDA1y CDAZ2.

Componentes CDA1 CDA2 pYES6
(nL) (nL) (nL)

DNA 21.6 21.3 4.3
Buffer reaccion #2 10x 5.0 5.0 5.0
SAB’ 100x 0.5 0.5 0.5
Hind Il 20 U/uL 0.5 0.5 0.5
Xho | 20 U/uL 0.5 0.5 0.5
Agua 21.9 222 39.2
Volumen final 50.0 50.0 50.0

"SAB: seroalbimina de bovino

La desfosforilacion enzimatica del vector se utiliza como una alternativa para
evitar la recircularizacion del vector sin recombinarse, siendo la fosfatasa alcalina
quien cataliza la remocion de los grupos fosfato en los extremo 5 del DNA.
Puesto que para unir dos extremos de DNA, la DNA ligasa necesita por lo menos
de un grupo fosfato en alguno de los dos extremos 5’ a unir, por tanto, la ausencia

de grupos fosfato en los extremos 5’ del vector inhibe su recircularizacién. Para
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esta reaccion se utilizo el vector pYES6 digerido obtenido en el paso anterior
utilizando la enzima SAP (MBI Fermentas, Hanover, MD). En la tabla 5 se
muestran los componentes de la reaccion de desfosforilacién. Se afiadieron 5 uL
de buffer de reaccion 10x (100 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl, y 1 mg/mL SAB) y 5
U de enzima y el volumen se ajustdé a 50 uL con agua destilada desionizada
estéril. La reaccion se incubd durante una hora a 37°C en bafo de agua. Una vez
finalizada la reaccién el vector digerido y desfosforilado se purificd y se determiné

su concentracion como se describioé anteriormente.

Tabla 5. Condiciones de reaccion para la desfosforilacion enzimética del

vector pYES6 digerido utilizando SAP.

Componentes (uL)
DNA (pYES®6) 25.0
Buffer de reaccion 10x 5.0
SAP 1 U/uL 5.0
agua 15.0
Volumen final 50.0

3.7 Obtencién de Plasmidos Recombinantes.

Como vector para la clonacion se utilizé el plasmido de expresion inducible
pYESG6 (Invitrogen) de 5.8 Kb, que regula la expresién por medio del promotor
GALL. Se utilizé la clonacion direccional dado a que las digestiones se hicieron
con dos enzimas diferentes, lo cual asegura que el inserto se incorporara al vector
en la orientacion adecuada por la compatibilidad entre los extremos cohesivos.
Para unir los extremos cohesivos del inserto y del vector se utilizdé la DNA ligasa

del fago T4 (Invitrogen). La ligacién se verificd mediante electroforesis en gel de
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agarosa de una alicuota de cada reaccion, se compard con una alicuota de la

misma muestra pero digerida con Xho I.

Las reacciones de ligacion se prepararon utilizando las cantidades necesarias de
cada muestra para tener relaciones molares de inserto:vector a 1:1 y 3:1. Para
esto se tomd como base la concentracion de DNA obtenida en cada muestra y los
tamanos de los insertos (~0.9 Kb) y del vector (5.8 Kb). El vector tiene un tamano
6.4 veces mayor que los insertos, es decir, 1 ug de cada inserto y 6.4 nug del

vector poseen aproximadamente la misma cantidad de moléculas de DNA.

Para la relacion inserto:vector 1:1 se tomaron 50 ng de inserto digerido y 320 ng
de vector digerido y desfosforilado. Asi mismo, para la relacion 3:1 se tomaron 50
ng de inserto digerido y 106 ng de vector digerido y desfosforilado. Se agrego a
cada reaccion la cantidad correspondiente de agua destilada desionizada estéril
para un volumen final de 20 uL y se mezclé suavemente para facilitar la
homogenizacién de los fragmentos de DNA. Las mezclas se calentaron a 45°C
durante cinco minutos para favorecer la formacién de los puentes de hidrégeno
entre los extremos cohesivos. Posteriormente, se adicioné a cada microtubo 4 ulL
del buffer de reaccion 5x, compuesto por 250 mM Tris-HCI, 50 mM MgClz, 5 mM
ATP, 5 mM DTT, 25% (p/v) polietilén glicol 8000. Se utilizé una unidad de T4 DNA
ligasa para cada reaccion. Las reacciones se incubaron a 21°C durante una hora,
después de este tiempo se continud la incubacién a 16°C durante toda la noche
(aprox. 10 hr). En las Tablas 6 y 7 se resumen los componentes de las

reacciones de ligacion del vector y los insertos a diferentes relaciones molares.
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Tabla 6. Componentes de las reacciones de ligacion de CDA1 a diferentes

relaciones molares.

Componentes Relacion 1:1 Relaciéon 1:3

(uL) (uL)
Buffer reaccion 5x 4.00 4.00
CDAA1 digerido 0.75 0.75
pYESG6 digerido 7.31 2.42
T4 DNA ligasa 1.00 1.00
Agua 6.94 11.83
Volumen final 20.00 20.00

Tabla 7. Componentes de las reacciones de ligacion de CDA2 a diferentes

relaciones molares.

Componentes Relacién 1:1 Relacién 1:3

(nL) (nL)
Buffer reaccion 5x 4.00 4.00
CDAZ2 digerido 1.00 1.00
pYES6 digerido 7.31 2.42
T4 DNA ligasa 1.00 1.00
Agua 6.69 11.58

Volumen final 20.00 20.00
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3.8 Transformacién en E. coli.

Una vez confirmada la obtencién de los plasmidos recombinantes se procedi6 a
transformar en células competentes de E. coli JM109 (Promega), para esto se
aplicaron los protocolos de transformacion quimica y por electroporacion. Para la
electroporaciéon se utilizé un Gene Pulser (Bio-Rad, Hercules, CA). Para este
método es necesario limpiar el DNA de sales ya que con mas de 10 mM de sales
dentro de la celda, se forma un arco eléctrico que destruye las bacterias. Para
transformar con células quimicamente competentes es suficiente con poner en
contacto el DNA con las bacterias y aplicar un choque térmico para permeabilizar

temporalmente las membranas y que ocurra la transformacion.

Se prepararon células electrocompetentes frescas para la electroporacién, para lo
cual se incubo la cepa de E. coli en caldo LB a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar
una densidad optica (OD) de 0.6 a 600 nm de longitud de onda. Las células se
centrifugaron a 1,500 x g a 4°C durante 20 minutos y se lavaron con agua
destilada desionizada estéril y enfriada. Se repitié el lavado un par de veces mas.
Finalmente se resuspendié en un volumen de agua estéril MilliQ fria, igual al
volumen de pellet celular. Se utilizaron alicuotas de 40 uL de esta suspension

para cada transformacion.

Se utilizaron 2 uL y 5 uL de reaccion de ligacion para cada inserto en reacciones
separadas. Después de mezclar el DNA vy las células, se incubd en bafio de hielo
durante 10 minutos y se transfirieron a celdas pre-enfriadas para electroporacion.
La electroporacién se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: 2.5 KV, 25 uF
y 200 ohms. Las células transformadas se estabilizaron en medio SOC (0.5%
extracto de levadura, 2% triptona, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 1 mM MgCl;, 10 mM
MgSO4, 20 mM glucosa) y posteriormente se transfirieron a placas de agar LB
(2% triptona, 1% extracto de levadura, 1% NaCl, 3% agar) conteniendo 100 pg/ml
de ampicilina como marcador de seleccion de transformantes. Las placas se

incubaron a 37°C por 24 a 48 horas.
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Para la transformacion de las cepas de E. coli JM109 quimicamente competentes
se anadieron 4 uL de cada reaccién de ligacién a 25-50 uL de células congeladas,
se mezcld suavemente y se descongel6 en bafio de hielo durante 10 minutos. Se
aplicéd un choque térmico a 42°C durante 30 segundos y sin agitar se transfirio a
hielo por otros cinco minutos. Se afadieron 200 uL de medio SOC y se incubaron
a 37°C durante 30 minutos a 200 rpm. Posteriormente, se transfirieron a placas de
petri con agar LB conteniendo 100 ug/mL de ampicilina y se incubaron a 37°C por
24 a 48 horas.

3.9 Analisis de Células Transformadas Positivas.

Para seleccionar las colonias transformadas de las no transformadas del total de
las colonias obtenidas en la placa fue necesario hacer la busqueda de la
presencia del inserto. Un método sencillo, rapido y confiable es el PCR de
colonias. Con esta técnica, si una célula contiene el DNA de interés, éste sera
amplificado por PCR utilizando los oligonucleétidos especificos.

De las colonias obtenidas se eligieron las que presentaron mayor diametro para la
busqueda. Se tocd la colonia con el extremo de un palillo estéril y se dispenso en
un microtubo con 15 uL de agua destilada desionizada estéril y con el mismo
palillo se inoculd en otra placa con agar LB ampicilina para su réplica. La
suspension bacteriana se calentd a 94°C durante 10 minutos para lograr la lisis de
las células. Posteriormente se agrego la cantidad necesaria de buffer 10x, dNTPs,
MgCl,, los iniciadores correspondientes, la Taqg DNA polimerasa y la cantidad
restante de agua para completar un volumen de reacciéon de 25 uL. Se
seleccionaron y probaron 23 muestras distintas de las totales obtenidas para cada
inserto en los programas descritos anteriormente para la amplificacion de los
genes. Una vez completados los ciclos, se cargaron las muestras en un gel de

agarosa para el analisis de los resultados.
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3.10 Aislamiento de DNA plasmidico.

La amplificacion del DNA plasmidico recombinante de interés, finalmente se llevo
a cabo por las células de E. coli. Al incubar las bacterias transformadas con el
DNA de interés, éstas se dividen y a la vez replican el plasmido recombinante.
Posteriormente, es posible extraer el DNA plasmidico y asi obtener cantidades

suficientes de éste para su posterior analisis y uso.

Del total de las muestras analizadas positivas se eligieron aquellas que al ser
analizadas en el gel revelaban bandas mas claras y abundantes, con la finalidad
de hacer el aislamiento del DNA plasmidico recombinante mediante el método de
hidrdlisis alcalina descrito por Sambrook et al (1989). Para ello, las colonias
seleccionadas se inocularon en 2 mL de caldo LB con ampicilina y se incubaron
durante toda la noche a 37°C y 200 rpm. Las células se recuperaron por
centrifugacion a 11,000 rpm por un minuto. El pellet obtenido se resuspendié en
100 uL de buffer 50 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA y se afiadieron 30 ug de
RNasa Ay 100 uL de buffer de lisis 200 MM NaOH, 1% SDS recién preparado. Se

mezclo suavemente y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 minutos.

Posteriormente se afiadié a cada muestra 120 uL de buffer de neutralizacion 3 M
de acetato de potasio pH 5.5 y se mezcléo suavemente durante tres minutos a
temperatura ambiente. Se centrifugd nuevamente para remover restos celulares y
los sobrenadantes fueron transferidos a microtubos estériles. EI DNA plasmidico
se precipitd con isopropanol, mezclando constantemente durante un minuto y se
centrifugd por 30 segundos a 11,000 rpm. El sobrenadante se desechd y el DNA
precipitado se lavo con 500 uL de etanol frio al 70%. Se precipité huevamente por
centrifugacion durante 30 segundos y se eliminé el sobrenadante. El etanol
restante se eliminé en un concentrador de vacio DNA 110 Speed Vac (Savant)
durante 5 a 10 minutos. Las muestras se resuspendieron en 50 uL de agua
destilada desionizada estéril y se verifico la presencia del plasmido en gel de

agarosa.
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3.11 Secuenciacién de los Genes Clonados.

Se seleccion6 una muestra de los DNA recombintantes, obtenidos de cada
inserto, para su secuenciacion. La secuenciacion se llevé a cabo por el método de
terminaciéon de cadena por didedxidos (Sanger et al., 1977) en el Laboratorio de
Sistematica y Evolucion Molecular de la Universidad de Arizona (Tucson, AZ). Las
muestras fueron primeramente purificadas por el sistema QIAquick vy
posteriormente se les determind concentracion de DNA. Se tomaron alicuotas de
las clonaciones y se secuenciaron, se utilizaron los oligonucleotidos del promotor
del fago T7 en direccion sentido y el oligonucledtido especifico de cada gen en
sentido reverso. Las secuencias nucleotidicas y las deducidas de aminoacidos
obtenidas se compararon con las secuencias depositadas en bases de datos
como el GenBank utilizando el algoritmo BLASTx disponible en internet (Altschul
et al., 1990) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Este algoritmo busca y compara
en la base de datos del GenBank secuencias de aminoacidos que presenten
similitud a la secuencia de aminoacidos deducida a partir de una de nucledtidos

que se envia.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Diseiio de Oligonucleétidos Para Amplificacion por PCR.

Los oligonucledtidos para amplificar los genes por PCR se disefiaron a partir de
las secuencias nucleotidicas de los genes CDA1l y CDA2 de S. cerevisiae
depositadas en la base de datos del genoma de la levadura (CDAL: YLR307W;
CDA2: YLR308W) (Saccharomyces Genome Database) (Stanford University, CA).

En el disefio de los oligonucledtidos, se incluyeron secuencias para el
reconocimiento y corte de las enzimas de restriccion Hind Il y Xho |, asi como
una secuencia consenso para favorecer la traduccion de la proteina. El sitio de
corte Hind Ill (AAGCTT) se agrego6 a los oligonucledtidos que amplifican en la
direccion sentido (Forward, Fw), mientras que el sitio de Xho | (CTCGAG) se
incorpord en los oligonucledtidos antisentido (Reverse, Rv). De esta manera, los
productos de PCR se encuentran flanqueados por el sitio Hind Ill en el extremo 5’
y por el sitio Xho | en el extremo 3’. La secuencia consenso (AAAA) se adicion6 a
los oligonucleétidos sentido corriente arriba (upstream) antes del codon de
iniciacion (ATG).

A su vez, en los oligonucleétidos antisentido se elimind el codén de terminacién
natural del gen con la finalidad de que, una vez introducido el plasmido
recombinante en la levadura, la expresién de ambos genes produzca una proteina
de fusion con una etiqueta de histidinas en el extremo carboxilo terminal. Esta
etiqueta favorecera la identificacion y purificacién de la proteina una vez que se

sobreexprese el gen en las células de levadura.
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Por otra parte, fue necesario agregar un triplete de bases a los extremos de los
productos amplificados, ya que si los sitios de restriccidn se encuentran en los
extremos de los fragmentos a digerir, la unién de la enzima al DNA y su posterior
hidrdlisis no es muy efectiva. Esto resulta en un impedimento de la ligacién del
inserto al vector. Estas bases extras se incorporaron a los oligonucleétidos en los
extremos 5’. Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados para amplificar

CDA1l y CDA2, y algunas de sus caracteristicas se resumen en la Tabla 2.

La secuencia nucleotidica de CDAl en el extremo 5 de la regién codificante

tomada como base para el disefio del oligonucleoétido sentido fue:

S N G S T A L
5’-TCA AAT GGG AGT ACC GCATTG-3

Por lo que el oligonucleétido sentido CDA1ext-Fw resulté en la secuencia:

5" CCCAAGCTTAAAA ATG TCT TCA AAT GGG AGT ACCGCATTG 3
Hind 11
El oligonucledtido antisentido se disefid en base a la secuencia del extremo 3’ del

gen de CDAL, la cual es:

D T D Y Il E R Y D -
5’-GAT ACA GAC TAC ATC GAA CGC TAC GAC TAG-3’

Sin embargo, el oligonucledtido antisentido corresponde a la secuencia reverso
complemento del extremo 3’ de la region a amplificar; por lo que el oligonucledtido

CDA1ext-Rv, resultd en la siguiente secuencia:

5 CCGCTCGAG GTC GTAGCG TTC GAT GTAGTC TGT ATC &
Xho |
De igual manera, se tom6 como base la secuencia nucleotidica en el extremo 5’
de CDA2 para el disefio del oligonucleétido sentido, ésta y su traduccién a

secuencia de aminoacidos es:
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E A N R E D L K
5’-GAA GCT AAT AGG GAA GAT TTA AAG-3’

Por lo que el oligonucleétido CDA2ext-Fw quedod con la secuencia:

5 CCCAAGCTTAAAA ATG TCT GAA GCT AAT AGG GAA GAT TTAAAG 3
Hind Ill

A su vez, el oligonucledtido antisentido para CDA2 se baso en la siguiente

secuencia que corresponde al extremo 3’ de la regién de CDA2:

D Y | K E F L S
5’-GAT TAC ATAAAAGAATTCTTG TCC-3

El oligonucledtido resultante, CDA2ext-Rv es:

5 CCGCTCGAG GGACAAGAATTCTTT TAT GTAATC &
Xho |

Tabla 8. Secuencia y propiedades de los oligonucledtidos para amplificar

CDA1ly CDAZ2.
Nombre Secuencia Num. Temp. Peso %
bases Fusiéon molecular GC
CDA1ext-Fw 5 CCCAAGCTTAAAAATGTCTTCAAATGGGAGTACCGCATTG 3’ 40 79.7°C 12287.8 4250
CDA1ext-Rv 5 CCGCTCGAGGTCGTAGCGTTCGATGTAGTCTGTATC 3’ 36 80.0°C 11073.9 55.56
CDA2ext-Fw 5 CCCAAGCTTAAAAATGTCTGAAGCTAATAGGGAAGATTTAAAG 3’ 43 741°C 133155 34.88
CDA2ext-Rv 5 CCGCTCGAGGGACAAGAATTCTTTTATGTAATC 3’ 33 73.6°C 10127.4 4242
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4.2 Amplificaciéon por PCR de CDA1 y CDA?2.

Una vez finalizada la reaccion de PCR, las muestras se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Como se
muestra en la figura 4, en los carriles 2 y 3 se aprecia la presencia de las bandas
correspondientes a la amplificacion de CDAL y CDA2. Las bandas se esperaban a

una altura de aproximadamente 0.9 Kb.

Kb 1 2 3
P
—
20| o=
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1.0—| ws o I
- 0.9 Kb
0.5—| ®a
'!

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la
amplificacion por PCR de CDAl1y CDAZ2.

Carril 1: Estandar de peso molecular “1Kb DNA ladder” (Invitrogen); carril 2:
amplificacion CDAL,; carril 3: amplificacion de CDA2.

4.3 Clonacién de los productos de PCR en el vector pYESS.

Los productos de PCR se purificaron por el método QIAquick y posteriormente se
prepararon las reacciones de digestion. Una vez finalizadas las digestiones, las
muestras se purificaron por el método de QIAquick, y se verificd la presencia del

DNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, como se aprecia en la
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figura 5. El vector en su forma circular, migra de una manera mas rapida que su
correspondiente linearizado, lo que se refleja en la diferencia de migracién de las
bandas en los carriles 2 y 3 de la fotografia. El vector digerido se aprecia a una
altura aproximada de 5.8 Kb, que corresponde al tamano del vector reportado por
el fabricante. Respecto a la digestion de los productos de la amplificacion por
PCR, no es posible identificar diferencia de tamafio entre el digerido y el no
digerido, debido a que las enzimas de restriccidn remueven solamente pocas
bases a los extremos de cada fragmento.

Kb

6.0— - — 5.8 KB
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2.0
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la
digestion enzimética con Hind 1l y Xho | del vector pYES6 y de los
productos de PCR CDAly CDAZ2.

Carril 1: estandar de peso molecular “1Kb plus DNA ladder” (Invitrogen); carril 2:
pPYES6 en su forma circular; carril 3: pYES6 linearizado digerido; carril 4: producto
de PCR de amplificacion de CDALl digerido; carril 5: producto de PCR de
amplificacion de CDAZ2 digerido.
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Posteriormente a la digestion del vector y de los insertos, se prepararon las
reacciones de ligacion para obtener los plasmidos recombinantes. Una vez
finalizadas las ligaciones, se tom6 una alicuota de 1 uL de cada reaccién y se
llevd a digestidon enzimatica con una enzima de restriccion, en este caso se utilizod
la enzima Xho |. Esta digestién sencilla se realizd para facilitar el analisis
electroforético de las ligaciones. De esta manera, el plasmido recombinante
digerido con Xho | debe observarse aproximadamente de 6.7 Kb; mientras que en
su forma circular, este pladsmido se puede presentar en una banda que migra mas
rapido y que posiblemente se encuentre cercana a la que presenta el plasmido sin

recombinarse linearizado (5.8 Kb).

Para esto, se cargaron 2.5 uL de estandar de peso molecular para DNA, 1.5 uL
del vector circular y del vector linearizado, 1.0 uL de la reaccion de ligacion, y 10
uL de cada digestion en gel de agarosa para la electroforesis. En la figura 6 se
muestran los resultados, en el carril 3 se observa la banda correspondiente al
plasmido linearizado (5.8 Kb), en los carriles 4, 6, 8 y 10 se muestran las
reacciones de ligacién, y en los carriles 5, 7, 9 y 11 se presentan las digestiones
simples correspondientes a cada reaccion de ligacion. Como era de esperarse, en
las digestiones se observan claramente dos bandas, una superior cercana a
6.7Kb, y otra inferior que corresponderia a la banda de 5.7 Kb. La banda superior
indica la formacion de las moléculas recombinantes esperadas en su forma

linearizada.
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Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

Figura 6. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1% de las reacciones
de ligacién de pYES6-CDA1, y pYES6-CDAZ2.

Carril 1: estandar de peso molecular “1 Kb plus DNA ladder”; carril 2: pYES6;
carril 3: pYESG6 linearizado; carril 4: reaccion de ligacion pYES6-CDA1 relacion
1:1; carril 5: digestion con Xho | de la reaccion de ligacion pYES6-CDA1 1:1; carril
6: reaccion de ligacion pYES6-CDA1 relacidon 3:1; carril 7: digestion de pYESG6-
CDA1 3:1; carril 8: reaccion de ligacion pYES6-CDA2 relacion 1:1; carril 9:
digestion de pYES6-CDA2 1:1; carril 10: ligacion pYES6-CDAZ2 relacién 3:1; carril
11: digestion de pYES6-CDA2 3:1.

Con los productos de las reacciones de ligacion se transformaron bacterias de E.
coli JM109 quimicamente competentes. De cada reaccién de ligacién se
inocularon cuatro placas de agar LB con ampicilina, las cantidades utilizadas para
cada placa fueron 30, 50, 100 uL, y el resto. Después de 24 horas de incubacién a
37°C se observo la presencia de colonias blancas, grandes y de bordes no lisos.
Se obtuvieron 41 colonias para las placas de la transformacién con pYES6-CDA1
y 25 colonias para las transformadas con pYES6-CDA2. También se presento
crecimiento de colonias mas pequefias como contaminacion, posiblemente por

degradacion del antibidtico.

Se seleccionaron 23 colonias transformadas con pYES6-CDA1 y 23 colonias para
las transformadas con pYES6-CDA2 para hacer la busqueda de clones positivos
mediante la técnica del PCR de colonias. Esta amplificacion se realizé con los

oligonucleotidos especificos para cada inserto utilizando un lisado de cada colonia
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seleccionada como templado. En esta ocasion no se utilizé una DNA polimerasa
de alta fidelidad puesto que solo se trata de una prueba cualitativa para verificar la
presencia del DNA recombinante. Las colonias participantes en la busqueda se
identificaron por numeracion, tanto en la placa original como en la réplica, con la

finalidad de facilitar su manipulacion subsiguiente.

Los resultados de la busqueda se analizaron electroforéticamente en geles de
agarosa al 1% y se muestran en la figura 7. Los positivos posibles presentan una
banda cercana a 0.9 Kb producto de la amplificacién por PCR. De las 23 colonias
analizadas para pYES6-CDA1, 11 colonias resultaron positivas, posiblemente
conteniendo el inserto; para el caso de pYES6-CDA2 fueron 18 posibles positivos

de los 23 analizados.

Del total de los positivos posibles, se seleccionaron cuatro colonias para la
clonacion y extraccion del DNA plasmidico recombinante. Se tomaron aquellas
colonias en las cuales el analisis fotografico revelaba bandas mas intensas y con
menos barrido. Estas fueron la nimero 1, 3, 14 y 16 para el caso de pYES6-
CDA1; y la numero 15, 17, 18 y 21 para pYES6-CDAZ2. En la figura 8 se muestra
el DNA plasmidico obtenido a partir de las muestras seleccionadas. En el carril
numero dos se muestra el vector pYESG6 original y en los carriles del 3 al 10 se
observan las bandas de los DNA plasmidicos recombinantes obtenidos. Del total
de las muestras obtenidas se optd por la numero 3 para pYES6-CDA1 y la
numero 17 para pYES6-CDA2 (carriles 4 y 8, respectivamente) para los ensayos
posteriores. Estas muestras se purificaron y se les determiné concentracion de
DNA. Las concentraciones obtenidas fueron de 218.7 ng/uL para pYES6-CDA1 y
de 216.6 ng/uL para pYES6-CDAZ2, a partir de 2 mL de cultivo de las colonias

seleccionadas en medio liquido de LB ampicilina.
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Figura 7. Andlisis electroforético de los productos de la amplificacién por

PCR de colonias posiblemente positivos.
En A, B, C y D: carril 1: estandar de peso molecular “1 Kb plus DNA ladder”.

Panel A: carriles 2, 4, 5, 8 y 12: clones positivos que posiblemente contienen el
inserto CDA1.

Panel B: carriles 3, 5, 8, 9, 11 y 12: clones positivos que posiblemente contienen
el inserto CDA1

Panel C: carriles 2, 5, 6, 8, 9, 10, 13, 14 y 15: clones positivos que posiblemente
contienen el inserto CDA2.

Panel D: carriles 2, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 13, 15: clones positivos que posiblemente
contienen el inserto CDA2.
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Figura 8. Analisis electroforético del aislamiento de DNA plasmidico a partir
de los posibles clones del vector recombinante.

Carril 1: estandar de peso molecular “1 Kb plus DNA ladder”; carril 2: pYES6;
carriles 3, 4, 5 y 6: DNA plasmidico obtenido de las colonias numero 1, 3, 14y 16
de pYES6-CDAA1, respectivamente; carriles 7, 8, 9 y 10: DNA plasmidico obtenido
de las colonias numero 15, 17, 18 y 21 de pYES6-CDAZ2.

Se realizdé una amplificacion por PCR de las muestras seleccionadas de DNA
plasmidico recombinante (carriles 4 y 8 en la figura anterior) para confirmar los
resultados de la clonacion. Para esto se utiliz6 como templado una alicuota de 1
uL del DNA plasmidico y el oligonucledétido antisentido especifico correspondiente.
El oligonucledtido sentido correspondié al T7-Fw, el cual, se une a la secuencia
del promotor del fago T7 que se encuentra incluida en el vector en direccion
corriente arriba del sitio Hind Ill donde se anadieron los insertos. Los productos de
esta amplificacion, en la figura 9, comprueban la presencia del inserto en el DNA
plasmidico recombinante obtenido, ya que la regién amplificada concuerda con el
tamafio del inserto en ambos casos (aprox. 0.9 Kb). Sin embargo, mediante la
secuenciacion se confirma de una manera mas clara la insercion correcta del
inserto al vector, y es posible verificar que el marco de lectura del gen sea el
correcto para producir una proteina recombinante con la secuencia de

aminoacidos deseada.
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Figura 9. Productos de PCR de los plasmidos recombinantes utilizando un
oligonucledtido antisentido especificoy T7 Fw.

Carril 1: estandar de peso molecular “1 Kb plus DNA ladder”; carril 2: amplificacién
de CDA1 a partir de pYES6-CDA1; carril 3: amplificacion de CDA2 a partir de
pYES6-CDA2.

Se tomo6 una alicuota de 20 uL de estos productos para secuenciar en la
Universidad de Arizona (Tucson, AZ), con los oligonucleotidos T7-Fw y CDA1ext-
Rv o CDAZ2ext-Rv, segun cada caso. Utilizando éstos oligonucleotidos fue posible
obtener la secuencia de la cadena codificante y de la cadena complementaria
para comparar y corroborar que la secuencia era la indicada. Las secuencias
presentadas en la figura 10 y 11 corresponden a las secuencias de nucledtidos de
las moléculas recombinantes pYES6-CDA1 y pYES6-CDA2, comprendidas entre
los oligonucledtidos mencionados y se incluye la traduccion deducida a secuencia

de aminoacidos.

El analisis de las secuencias para verificar que el inserto corresponde a CDAL o
CDA2 se desarrollé por medio del algoritmo tipo BLASTx (Altschul et al., 1990)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Este algoritmo busca y compara en la base
de datos del GenBank secuencias de aminoacidos que presenten similitud a la
secuencia de aminoacidos deducida de una secuencia de nucleétidos que se

envia.
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1 M S SNGSTALMGEV D MQ

1 TTAAGCTTAAAAATGTCTTCAAATGGGAGTACCGCATTGATGGGGGAAGTAGATATGCAA
Hind 11

2 T P F P EWLTEZFTNLTOQWWP G 1 D

61 ACGCCCTTTCCAGAGTGGTTAACAGAATTTACTAATCTTACACAATGGCCTGGAATTGAC

41 P P Y I P L DY I N L TEVPETULUDRY
121 CCACCTTATATTCCGCTAGATTACATAAATCTTACTGAAGTGCCAGAATTAGATAGGTAC

61 Y P G Q CP K1 S REQCSZFUDT CYNSC
181 TATCCTGGCCAGTGTCCCAAAATTTCTAGAGAGCAGTGCTCATTTGACTGCTATAACTGC

81 I D Vv DDVTSTCFIKLSQTFDUDGP
241 ATCGATGTTGATGATGTAACTTCGTGTTTCAAACTTTCCCAAACATTTGACGACGGTCCG

106 A P AT E A L L K KL R QR TTFF VL
301 GCCCCGGCGACAGAGGCGTTGCTCAAGAAATTGAGACAAAGAACCACTTTTTTTGTTCTG

122 6 I N T V N Y P D I Y E H 1 L E R G H L
361 GGGATAAACACTGTTAATTATCCTGATATATATGAGCATATTTTAGAGAGGGGTCATTTG

141 Il G T H TWSWHEZFULWPSLSNETEILYV
421 ATTGGTACACACACGTGGTCACATGAATTCTTGCCAAGTTTATCAAACGAAGAAATTGTA

61 A Q I EW S 1 WA MNATG K H F P K'Y
481 GCCCAAATTGAATGGTCAATTTGGGCTATGAATGCCACAGGCAAACATTTCCCCAAGTAT

181 FRPPYGAI DNRVIRAIVIKQTFG
541 TTTAGGCCTCCATACGGTGCAATTGATAATAGGGTTAGAGCTATAGTAAAACAGTTTGGC

201 L TvvLWDULTUDTEFDWI KT LT TNTUDD
601 CTAACGGTTGTCTTGTGGGATCTCGATACTTTTGATTGGAAATTAATCACTAATGATGAT

221 F R TEETETILIl L MDTINTWIKG K R K G
661 TTCAGAACAGAGGAAGAAATACTTATGGACATAAATACTTGGAAGGGAAAACGGAAAGGT

241 L 1 L EHDGARRTVEVATI1 K I NE
721 TTGATCTTAGAGCACGATGGTGCACGAAGAACAGTTGAGGTTGCTATTAAAATCAACGAA

261 L 1 6GS DQLT1TAET CI GDTDY 1 E
781 CTTATTGGTAGTGACCAATTGACAATTGCAGAATGTATTGGTGATACAGACTACATCGAA

281 R Y DL E S R G P F E G KPP 1 P N P L L

841 CGCTACGACCTCGAGTCTAGAGGGCCCTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTC
Xho |

301, 6 L E ST RT GHHHHMHMH -V L X P -

901 GGTCTCGAATCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTTAANCCCCTGA
Poli-histidina

Figura 10. Secuencia de nucleotidos y secuencia deducida de aminoacidos
del clon recombinante pYES6-CDAL.

Las regiones correspondientes a los sitios de restriccion y a la cola de histidinas
se indican. Los aminoacidos correspondientes a la proteina CDA1 se indican en
negritas.
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1 M S E A NIREDTULIKQ 1 D F Q F

1 TTAAGCTTAAAAATGTCTGAAGCTAATAGGGAAGATTTAAAGCAGATAGACTTTCAATTT
Hind 1l

21 P VL ERAATIKT®PFPDWL S ATFT

61 CCTGTATTGGAAAGGGCAGCTACAAAAACGCCTTTTCCGGATTGGCTTAGTGCATTTACC

41 G L K E W P G L D P P Y I PL DZF 1 DF
121 GGGTTAAAAGAATGGCCTGGGTTAGATCCACCTTATATACCTTTAGATTTCATTGATTTC

61 s Q1 PDY KEYDQNHCDSV P RD
181 AGTCAAATTCCAGATTATAAGGAATATGATCAAAACCATTGCGACAGTGTTCCAAGGGAC

81 s ¢S F D CMHHTCTEMHTDU DV Y TZC S K
241 TCGTGCTCTTTCGATTGCCATCACTGCACCGAACACGATGATGTGTACACATGTTCCAAA

101 L S QTFDDG®P S ASTTIKTULLDRTL
301 CTTTCCCAGACATTTGACGATGGTCCTTCTGCTTCCACTACTAAATTATTGGACCGGTTG

122 K H N S T F F N L GV N 1 V QHPD 1Y
361 AAGCATAATTCCACCTTCTTCAATTTAGGTGTCAATATAGTTCAACATCCAGATATCTAT

141 Q R M Q K E G H L I GS HTWSH VYL
421 CAAAGAATGCAAAAGGAGGGACACTTAATCGGCTCACATACCTGGTCTCACGTATATTTG

161 P NV SNEKIT T A QI EWS 1T WAMN
481 CCAAATGTATCGAATGAAAAAATTATAGCTCAAATTGAATGGTCCATCTGGGCGATGAAT

181 A T G N H TPKWFRUPUPY G G 1 DNR
541 GCTACTGGCAACCATACCCCCAAATGGTTCAGACCTCCATATGGCGGAATAGATAATAGA

2000 VR A1 T R QF GL Q AV L WDMHTUDT F
601 GTAAGAGCAATAACAAGGCAATTTGGCTTACAAGCCGTCTTATGGGATCACGATACTTTT

221 D WS L L L ND SV 1 TEZ QETI®ILQNYV
661 GATTGGAGCCTCCTTCTCAATGATTCTGTCATAACTGAACAAGAAATTCTTCAAAATGTA

241 I NWNK S G TG L I L EHDSTEKT
721 ATAAACTGGAACAAGTCAGGAACCGGATTAATATTAGAACACGATTCAACGGAAAAAACT

261 v DL A1 K I NK LI 6GDDOQS TV S H
781 GTCGATCTTGCCATTAAAATAAATAAGTTGATAGGTGATGATCAATCAACAGTTTCTCAT

28010 C v G G I DY 1l K E F L S L E SR G P F

841 TGTGTCGGCGGAATTGATTACATAAAAGAATTCTTGTCCCTCGAGTCTAGAGGGCCCTTC
Xho |

301, E 6 K P I P NPULWLGULE ST RTG H H

901 GAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGAATCTACGCGTACCGGTCATCAT

3. H HHH -V L X P -
961 CACCATCACCATTGAGTTTTAANCCCCTGA
Poli-histidina

Figura 11. Secuencia de nucle6tidos y secuencia deducida de aminoacidos

del clon recombinante pYES6-CDAZ2.

Las regiones correspondientes a los sitios de restriccion y a la cola de histidinas
se indican. Los aminoacidos correspondientes a la proteina CDA2 se indican en
negritas.
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Martinou et al (2002) reportaron la clonacion del gen CDA2 de Saccharomyces
cerevisiae en el vector pYES2 y su expresion en células vegetativas de la misma
levadura. Sin embargo, debido al bajo rendimiento obtenido con este sistema de
expresion, subsiguientemente reportaron la suclonacion del mismo gen en el
vector pET-26b(+) para sobreexpresar en E. coli (Martinou et al., 2003). La
sobreexpresion de CDAZ2 en bacterias resulté en la obtencidn de enzima no
glicosilada e inactiva que requirié de la adicion de CoCl, para presentar actividad,
en contraste con la obtenida a partir de S. cerevisiae que resulté en la enzima

glicosilada y activa.

Por otra parte, el vector pYES2 utilizado en el estudio de Martinou et al (2002)
contiene marcadores de seleccion de levaduras transformadas por auxotrofia,
mientras que el vector pYESG6 utilizado en este trabajo contiene el gen que
confiere resistencia al antibiético blasticidina que es un agente de seleccién
potente. Este factor puede influir de manera alguna en la sobreexpresion de
proteinas recombinantes en Saccharomyces cerevisiae y obtener mejores
resultados utilizando el vector pYESG6, posiblemente por una seleccion mas

adecuada de células transformadas de las no transformadas.



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se logré clonar los genes CDAl1 y CDA2 de Saccharomyces cerevisiae en el
vector de expresion pYES6. Este hecho fue confirmado mediante la
secuenciacion de los clones pYES6-CDA1 y pYES6-CDA2 utilizando un

oligonucledtido especifico para el vector y otro especifico para cada gen.

La secuenciacion de las clonaciones obtenidas en este trabajo comprobd que
éstas son adecuadas para la sobreexpresidn de ambos genes que resulte en
cantidades suficientes de enzimas para los estudios de desacetilacion enzimatica

de quitina.

Futuros estudios derivados de este trabajo deberan emprender el protocolo para
la transformacion de células de levaduras con estos clones recombinantes; asi

como establecer las condiciones para la sobreexpresion de los mismos.
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