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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener tres clonas bactenanas capaces de sobre-
presar las pequefias proteinas de union a RNAm de cloroplasto (RNPs) de
abidopsis thaliana, CP29, CP31, CP33 en su forma madura (sin péptido de transito) y
n una etiqueta de seis histidinas que permitiera purnficarlas. para su postenor
lizacion

Para subclonar los tres genes de A. thafiana se eligid la técnica de reaccién en
dena de la polimerasa (PCR). Se disefiaron oligos que permitieran insertar un sitio de
striccion en el extremo 5’ de las secuencias (oligo forward) El oligo “reverse” fue el M-
correspondiente al plasmido en el gue se encontraban clonados los genes

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados, se restringieron con las enzimas
mH! y Psil. Tanto el vector como los fragmentos amplificados se purificaron y se
aron. Obtenidos los tres nuevos plasmidos, se transformaron en células competentes
-109, que poseian una baja expresién basal de las proteinas recombinantes Se
eccionaron las cofonias positivas por resistencia a Ampiciiina y se purificaron los
ismidos. Estos plasmidos se emplearon para transformar células M-15, las cuales
seen un sistema super-reprimido de expresion basa!l por lo que la proteina de interés
se produce sino hasta que se adicione al medio un inductor especifico (IPTG).

Después de inducir la produccién de las proteinas recombinantes CP29, CP31,
'33, los extractos proteicos fueron separados en un gel de poliacriamida. En los tres
508 después de la induccion, las bacterias transformadas produjeron proteinas de
nafios esperados, o que puede considerarse un indicic de que la clonacion fue
Tecta Un andlisis inmunologico de estas proteinas recombinantes empleando un

icuerpo en contra de una RNP de espinaca confirmé ia correcta expresién de ias

iteinas.
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I. INTRGDUCCION

En el cloroplasto se llevan a cabo una gran variedad de procesos metabdlicos
ecesarios para el desarrollo de la planta. Los cloroplastos se originan de proplastidios
Jue se pueden diferenciar también en etioplastos, cromoplastos y amiloplastos. Los
loroplastos se diferencian en condiciones en las que la luz juega un papel
yeponderante (Mohr y Schopfer 1985) ya que activa la expresion de genes importantes
yara el desarrolio completo del cloroplasto. Dichos genes no sélo son nucleares sino
ambién cloropldsticos, es decir del genoma del organelo y se reguian de manera
soordinada (Mullet 1883) En experimentos que se han lievado a cabo en pianias de
abaco, espinaca y cebada se demostré que durante el desarroilo de este organeto
nducido por luz. ta transcripcion relativa de algunos genes se mantiene casi constante,
nientras que la abundancia de algunos mRNAs se ve alterada significativamente (Deng
/ Gruissem, 1987, Deng ef al., 1987) Esta observacion sugiere que la regulacién de la
2xpresion genética del cloroplasto se puede llevar a cabo de manera post-
ranscripcional, ya sea estabilizando o procesando los mRNAs (Gruissem ef al., 1988;
deng et al., 1988). En espinaca se han identificado algunos factores que participan en
=ste proceso. Estos factores son proteinas de unién a mRNA como la 28RNP (Schuster
¢ Gruissem, 1891) y la 24RNP cuyas funciones no se han elucidado completamente
Toledo, 1998). Estas proteinas también se han encontrado en plantas como tabaco (Li
¢ Sugiura, 1990, Ye et 2/, 1991), maiz (MA18) (Ludevid ef al.,1992) (NBP) (Cook y
Nalker, 1982) y Arabidopsis thaliana (cp29, cp31y cp33) (Ohta et al, 1995).

Debido a la complejidad de los sistemas biolégicos es muy dificil fevar a cabo
>studios in vivo, por lo que la gran mayoria de ensayos de caracterizacion de RNPs de
sloroplasto se han llevado a cabo in vitro, siendo necesarias herramientas biogquimicas
:specificas. Tal es el caso de la 24RNP y la 28RNP de espinaca en donde el empleo de
ainticuerpos especificos y proteina recombinante han sido herramientas muy dtiles para
su caracterizacion (Schuster y Gruissem, 1991, Lisitsky et al. 1995; Toledo, 1998).

Como un primer paso en la contribucién a la aplicacion de este enfoque al

sstudio de ta funcidn de fas RNP’s, el presente trabajo tuvo como objetivo subclonar los
jenes de las RNP's CP29 (athcp 28), CP31 (athcp 31) y CP33 (athcp 33), de
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abidopsis thaliana en un vector de expresién para su posterior produccion masiva.

sta proteina podra ser empleada en la produccidn de anticuerpos especificos y

isayos de caracterizacion de la funcion de las mismas
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lil. ANTECEDENTES

1.-Las proteinas de union a RNA (RNP).

Las RNPs son proteinas gue se han encontrado en un sin nimero de organismos
y con diversas funciones, se encueniran en algas, plantas superiores Drosophila e
incluso en mamiferos como el ratén y el humanoe (Fukami et af ,1983) (Tabla 1).

Estas proteinas poseen la caracteristica de unirse a mRNA gracias a regiones
consenso altamente conservadas, estas regiones conocidas como CS-RBD (regiones
consenso de union a RNA por sus sigias en inglés) consisten en aproximadamente 80
aminoacidos (Lisitsky ef al., 1994; Fukami ef al, 1993). Hay evidencias cristalograficas y
de resonancia magnética nuclear que sugieren que los dominios de unién de las
proteinas snRNP y hnRNP forman una estructura globular (Fukami ef al., 1993).

El CS-RBD Incluye una secuencia consenso octamérica altamente conservada
(RGFGFVXW) que se ie denomina RNP1 y una hexamérica menos conservada gue se
denomina RNP2 (LFVGNL) (Ni et al, 2000) Gran parte de los aminoacidos
conservados son hidrofébicos constituyendo un centro hidrofébico en el dominio de
union a RNA (Fukami et al.,, 1993; Shamoo et af., 1984} En la mayoria de fos dominios
RNP las dos cadenas aromaticas del RNP1 y una del RNP2 forman una plataforma
idonea para las interacciones con las bases del RNA blanco, asimismo la cadena
proteica vecina forma varios puentes de hidrégeno con las bases enlazadas en la zona

aromatica (Nagai ef al., 1995)

1.1 Las RNP’s de cloroplasto.

En plantas se han logrado identificar una gran variedad de estas proteinas,
aunque no se ha elucidado la funcién de la mayoria de ellas (Ni et al., 2000). Las
proteinas que mas se conoce son aguellas que se unen al mRNA de cloroplasto
especificamente a los extremos 3’ no traducibles (3° UTR) (Stern y Gruissem, 1989).
Las RNP’s de cloroplasto se caracterizan porque poseen dos dominios de union a RNA
y algunos motivos auxiliares entre los que destacan un dominio acido hacia la region

amino terminal (Fukami et al,, 1993, Ohta et al., 1995) y otros dominios con zonas ricas
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glicina (Ludevid et al., 1992; Ni ef al., 2000, Ohta et al, 1995) o serina (Ohta et al.,
95). Las RNP's de cloroplasto son sintetizadas en el nacleo y transportadas al
roplasto por lo que poseen un péptido de transito. Este péptido es removido de la
steina al entrar al cloroplasto generando Ia proteina madura (Smeekens ef af , 1990).
tre estas se encuentran la proteina de unién a acidos nucleicos (NBP) de maiz (Cook
Nalker, 1992), las 24 y 28RNPs de espinaca (Lisitsky et el., 1995) y las cp29, 31y 33
Arabidopsis thaliana (Ohta ef al., 1995} ( Ver tabla 2).

bla 1. Clasificacion de las proteinas de unién a mRNA (Fukami ef af 1993)

PROTEINAS | FUNCION QUE SE LES ORGANISMOS EN QUE SE

| ATRIBUYE ENCUENTRAN
\BP Se unen a regiones de Drosophila, Xenopus, S. :
ity A binding poli (A) cerevisiae, S. pombe, l
oteins 'humano
\CTORES DE Controlan el splicing ' Drosophila, humano, ratén, j
LICING %gamna
{P’s DE Se unen al mRNA de ‘Tabaco, espinaca, sorgo,
.OROPLASTO cloroplasto. Participan en |maiz y A. thafiana

procesamiento post-

transcripcional

\RNP’s Humano, rata, bovinos,

‘teronuciear

onucleoproteins

Drosophiia.

IRNP’s
nall nuclear

ionucieoproteins

Humano, ratén, Drosophila.

JCLEOLINAS

Ratén, hamster, rata.
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Experimentos ilevados a cabo con los dos dominios RNP de la 28RNP de
espinaca demostraron que cada uno de los dominios posee diferente afinidad para
unirse al RNA, mientras que el dominio acido tiene un efecto positivo en la unién de la
proteina completa con el RNA (Lisitsky et al., 1995)

De las RNP’s de cloroplasto que existen, la mas estudiada es la 28RNP de
espinaca cuya expresion es regulada por el desarrolio de la planta, es especifica del
cloroplasto y su expresién es inducible por luz roja (Lisitsky et af. 1995). Algunos
ensayos de inmunosubstraccion sugieren que esta proteina puede estar involucrada en
el procesamiento de los extremos 3’ de mRNAs cloroplasticos (Schuster y Gruissem,
1991). Asimismo esta proteina requiere ser fosforilada para ser activa (Lisitsky et al.,
1995)

Otra RNP de cloroplasto de espinaca es la 24RNP cuya estructura es muy
semejante a la 28RNP. La 24RNP parece estar relacionada con la estabilidad de los
mRNAs cloroplasticos definiendo el sitio de corte (Toledo, 1998)., esta proteina se
encuentra en mayor abundancia en hojas jovenes, mientras que la 28RNP en hojas

maduras
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ibla 2. RNP’s identificadas en cloropiastos de piantas superiores (Suguita y

igiura, 1996).

ROTEINA

ESPECIE

CARACTERISTICA Y FUNCION
PROPUESTA.

128, CP29A, CP29B,

Nicotiana sylvestris

Unién preferencial a poli(G), poli(U),

231, CP33. proteinas de unién generalizada a
RNAs presentes como complejos de
20-30s.

2-RNP30, CP-| M. plumbaginifolia Corresponden a las cp29A y cp28B de

NP31 Nicotiana sylvestris.

P29, CP31, CP33 Arabidopsis thaliana |Homdlogas a las de Nicotiana
sylvestris

NP-T Arabidopsis thafiana

'RBP31, 33 | Arabidopsis thaliana

RBP M. crystailinum

RNP Spinaces oleracea Procesamiento de extremos 3’UTR de
mRNA. .

IRNP Spinacea oleracea Desconocida

3P Zea mays Aislada como proteina de unién a
DNA

NP1 de frijol | Phaseolus vulgaris Proteina de unidn a AG-1; unién

especifica a secuencias de cadena
sencilla ricasen T.
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1.2. Las RNPs de cloroplasto de Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una pequefa planta que se emplea ampliamente como
modelo genético Es miembro de la familia Brassicaceae, que incluye especies de
interés comercial como la col y el rabano Arabidopsis no es de significacion
agronémica, mas bien ofrece importantes ventajas para la investigacién basica en

genética de plantas y biologia molecular Dichas ventajas son:

¢+ Presenta un ciclo de vida corto, aproximadamente seis semanas desde la

germinacion.
s Se cuhiva faciimente en poco espacio y produce muchas semillas

+ Posee un genoma pequefio (114.5 Mb/125 Mb en total) secuenciado

completamente en diciembre de 2000.

« Existen una gran cantidad de lineas mutantes y otros recursos genéticos.

o« Posee una eficiente transforrnacion mediante el uso de Agrobacterium

fumefaciens
s Se conoce bien el mapa fisico y genético de sus cinco cromosomas.
+ Existe una amplia cantidad de recursos accesibles a fravés de internet.

En Arabidopsis thaliana se han identificade tres proteinas de la familia de las
RNP’s cuyas caracteristicas son similares a las de N. plumbaginifolia. Sus genes fueron
aislados de una biblioteca gendémica de A. thaliana empleando como sondas cDNA de
tabaco que codifican las respectivas ¢p29, cp31 y cp33. Los tres genes que se aislaron
son nucleares, unicopia y se componen de cuatro exones y tres intrones. Se aislaron los
cDNAs y se clonaron en un vector denominado TMV, derivado del vector Bluescript y
cuya construccidn se muestra en la Figura 8. Las proteinas que codifican estos genes
fueron denominadas CPs lograndose determinar que son transportadas al cloroplasto.
Sus caracteristicas son que las tres poseen péptido de transito, un dominio acido en el
extremo amino terminal y dos dominios de unién 2 mRNA (Ver Figura 1). (Ohta ef al,,
1995)
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cP23

Es un polipéptido de 334 aminoacidos, cuyos primeros 66 son ricos en serina y
ynina, confiriéndole una carga neta positiva caracteristica a los péptidos de transito
1eekens et al, 1990). La proteina madura posee 268 a.a y un peso molecular de
3 kDa. Los primeros 32 a.a de la proteina madura son ricos en acidos glutamico y
artico {(dominio acido). Posee también dos dominios consenso de union a RNA (CS-
D | y1l) y entre estas secuencias una zona espactadora rica en glicina y serina (Ohta
., 1995).

CP31

Posee 314 aminoacidos, de los cuales 76 corresponden al péptido de transito,
sistiendo la proteina madura en 238 a.a. con un peso molecular aproximado de 26 3
1 La secuencia del péptido maduro posee un 62% de identidad con la proteina ¢cp31
tabaco; el dominio acido es similar al de la proteina 28RNP de espinaca Posee dos

ninios de unién a RNA y una zona espaciadora pequefia no rica en algun tipo de

noacido especifico (Ohta et al., 1995).
CP33

El polipéptido tiene 321 aminoacidos con un péptido de fransito de 73

noécidos, por lo que la proteina madura consiste en 256 aminoacidos con un peso

ecular de 27.8 kDa, {a regién espaciadora de esta proteina es similar a la de ia cp31
ta et af, 1985).
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PROTEINAS DE UNION A

CVSRPASVSV
DMZADGDDSA

LPPSLSFKLH
PVERKNSFESPD

SDHLVSIFAS
LKLFVGNLSF

121
181
242
30°

PREGGYGSER
NRLYVGNLSW
SINGADLDGR

CP31

i KPLAMADSSS

61 KSPIVSFVAD

SRCFGFVIMS
GGZYGSERGG
GVDDMALENL
QIRVSEAEAR

o -

STITSHPSIS

TSZWAEEGGE

TAAEVEAAAD
GYGSERGGGY
FNEQGKVVEA
PPRGOF

STISESRIRS

GSVAVEETEN

QFNGYEFEGR
GSQRSGGGYG
RVIYDRDSGR

SS5VSLLTGRI
SLESQDVSEG

SALKCSSPASR
NVDSAQLAQL
PLRVNAGPPP
GSQRSSYGSG
SKGFGEVILS

NLPLSEFSRVS
DESEGDVSEG

YPSRFVRNVA
FESAGNVEMY
PKREESFSRG
SGSGSGSGSG
SSQEVOKATN

LSLKTKTHLK
AVSERAEFPE

iz21
181 TAVEKFNRYD
245

301

EHGKVVEARV
RRGY

cP33

1 RAVRVSAARTA
61 BAETZASSAD

NLAYDVNSQA

PSEZAKLFVG

LNGRLLTVNK
VYDRETGRSE

SSAATENPLL

DEQASVEET

LAMLFEQAGT
AAPRGSRPER

GEGFVTMSDV

SSHSNSQLFY

EEVEESZGOEG

VEIAEVIYNR
APRVYEPAFR

DELNEAISAL

RFTPKSFKLV
EESVEEEKQT

VIMSSVDEAE

ETDQSRGFGE

VYVGNLPWDV
DGONLEGRAT

ANCPNELILH
TOASCECZWRL

DNGRLEQLFS
RVNVAEERPP

SNIRRHEREFC
YVGNLPYTIT

121 SSELSQIFGE
181 VNEPEVPRGG
241 KVIYERNTGR
301 BEGETEEASL

AGTVVDVQIV
ENTVMRTKLIR
SRGFGFISFE
ESNEVLSNVS
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Figura 1. Secuencia de aminoicidos de las proteinas de unién 2 RNA de cloroplaste de
Arabidopsis thaliana. Tomado de Ohta er o/ . 1995. En negritas se representan las regiones consenso de
unién 2 mRNA en negrita v subrayado los dominios de untén 2 mRNA y en subrayado el dominio

acido.
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-Produccion de proteinas recombinantes en Escherichia coli

La necesidad de obtener proteinas en grandes cantidades para diferentes tipos
estudios bioquimicos o estructurales ha conducido al desarrollo de técnicas de DNA
:ombinante para lograr este objetivo. En un principlo estos métodos consistian en
ilizar manipulaciones genéticas para seleccionar in vivo eventos de recombinacidn
nética que insertaban el gen deseado en bacteriéfagos. Posteriormente, con el
slanto de las téenicas de DNA recombinante fue posible la manipulacién in vitro de
jos y plasmidos que podian ser creados a deseo, cumpliendo las necesidades de los
estigadores de producir grandes cantidades tanto de los genes clonados, como de

proteinas de interés (Brent, 1894). Uno de los sistemas para producir proteinas
ombinantes que se ha empleado con mas éxito es Escherichia coll.

En este sistema, un gen ajeno a esta bacteria es insertado en un vector de
resién, generalmente un plasmido  El plasmido debe poseer los siguientes
mentos:

Un gen de seleccion es decir, un marcador que permita mantener el plasmido en la
célula (resistencia a antibibticos o auxotrofia).

Una region “polilinker” o sitio de clonacién miitiple, en la cual se puede nsertar el
gen en la orientacién correcta para su transcripcion y traduccion. Esta secuencia
contiene varios sitios de corte para diversas enzimas de restriccion, permitiendo
clonar acorde a la secuencia del gen de interés y a las necesidades de cada caso
Un promotor de la transcripcién que sea controlable por induccién de modo que
pueda producir grandes cantidades del mRNA del gen clonado. Generalmente los
plasmidos estan bajo los promotores /ac, ip o tac.

Secuencias de control de la traduccidn que favorecen el posicionamiento adecuado
de los ribosomas para iniciar la sintesis de la proteina, debe contar con el coddn
iniciador de la traduccién, ATG

Actualmente es muy frecuente el uso de vectores que permitan obtener proteinas
uetadas o fusionadas con alguna otra proteina, ya sea para facilitar la purificacién

ta proteina recombinante o para conferir a la proteina de interés caracteristicas

ecificas que permitan identificarla Entre las fusiones mas importantes se
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encuentran aquellas en las que se emplean las proteinas lacZ (B-galactosidasa), trpE,
glutation-S-transferasa, proteina de unién a maftosa o una etiqueta de seis hisitidinas.

El uso de este sistema es muy amplio pues el empieo de este hospedero tiene
dos ventajas, la primera es la facilidad con la que se puede manipular y la segunda, la
rapidez con que crece en medios relativamente econoémicos

Una desventaja significativa en el empleo de este sistema para expresar
proteinas eucaridticas es el no saber si el plegamiento de la proteina recombinante es
idéntico al de la proteina nativa de interés. Por ofro lado, los sistemas procariotes no
cuentan con la maqguinana necesaria para llevar a cabo modificaciones
postraduccionaies como fosforilaciones y glicosilaciones, que se presentan en sistemas
eucariotes. Por lo tanto, si se desea expresar proteina recombinante de un sistema
eucarionte siempre se debe tener en consideracion la posibiidad de un plegamiento
erréneo y una posible afteracion en su funcién. Asi también si el interés es elucidar
estructuras se debe tener en cuenta estas consideraciones A pesar de estos posibles
inconvenientes, el sistema de expresion en bacteria es muy empleado con resultados

muy favorables (Brent, 1994)

3.-El sistema de expresion de proteina recombinante del vector pQE.

El sistema pQE es un producto comercial de la casa QIAGEN INC. que facilita
subclonar un gen de interés en un plasmido cuyas caracteristicas permiten etiquetar fa
proteina recombinante para su facil expresion y purificacién. Asimismo se pueden
obtener proteinas recombinantes fusionadas a fragmentos de otras proteinas con el fin
de evitar su posible degradacién.

El sistema pQE se compone de varnos vectores que proveen altos niveles de
expresion en E. coli de proteinas o péptidos con diversas caracteristicas como son:

¢ Una etigueta de 6 Histidinas (BxHis), que permite purificar la proteina
recombinante mediante cromatografia de afinidad empleando una resina metal-
quelante. Esta etiqueta puede estar situada hacia el extremo amino o carboxilo

de la proteina.
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¢

Si se desea expresar polipéptidos pequeros, se recomienda emplear el vector
que contiene un fragmento de la proteina Dehidrofolato Reductasa (DHFR), con
el fin de aumentar el tamatio del péptido y con eso conferirte mayor estabilidad.
Este fragmento DHFR ademas de estabilizar el polipéptido aumenta su
antigenicidad, favoreciendo con esto la posterior obtencién de anticuerpos Anti-
8XHisDHFR-proteina.

Este sistema de vectores es muy completo y abarca una gran cantidad de

scesidades especificas tanto en ta construccion, como en la expresidn, purnficacion y

steccidn de la proteina recombinante

Et plasmido pQE.

El plasmido pQE es una denvacién de otros plasmidos que pertenecen a la

nilia pDS. Las caracteristicas basicas del plasmido son las siguientes:

¢

Posee un elementc Promotor/Operador regulable. El promotor es del
bacteridfago TS5 de £. coli y dos secuencias operadoras /ac.

Un sitio de unién a ribosoma disefiado para un 6ptimo reconocimiento y unién del
mRNA.

Una secuencia codificante de la etiqueta 6xHis.

Un sitio de clonacion muitiple

Codon de terminacién de la traduccidn en todos tos plasmidos y sus respectivas
variantes de marco de lectura

Regién terminadora de la transcripcion “4,” proveniente del fago A.

Una regién de replicacién y el gen de la B-lactamasa del plasmido pBR322

(resistencia a ampicilina).

Para las construcciones que llevan la etiqueta 8xHis en la regién amino terminal, se

iplea la variante pQE30 que a su vez posee fres derivaciones para corregir el marco

fectura y asegurar la expresion de [a proteina en fase. Se emplean estos vectores ya

= con ellos no es necesaric llevar 2 cabo modificaciones adicionales, basta con ligar

plasmido linearizado con el gen digerido con las enzimas de restriccién acordes al

o de clonacién elegido de acuerdo al marco de lectura del gen. Es recomendable
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emplear un clonacién dirigida (restringiendo con dos enzimas) o bien desfosforilar los
extremos para prevenir religaciones. En estas construcciones no es necesario incluir el
coddn de inicio, ni las regiones de control hacia el 5' del gen puesto gue el plasmido
posee las necesarias. Sin embargo, el coddn de término del gen si se puede incluir,
aungue tampoco es necesano pues el plasmido posee uno en el extremo 3, que

asegura la terminacion de la traduccion (Figura 2) (QIAGEN, 1892).

Bam HI SphiSac!XpniSmal/Xmalsall Pst § Hind 11l

gt )

oen

Xho | (V3462
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Bam Hl
frame.
-2 (pQE-32)
-1 {pQE-31}
0 (pQE-30]

Bt 255G

Xoa1{i1s4)

Figura 2. Mapa del vector pQE30 vy sus variantes pQE31 v pQE32. (The QlAexpressionist,
QIAGEN. 1992).

3.2. Regulacion de la expresion

La regulacidon de la expresion de un gen se puede dar a dos niveles:
transcripcional o traduccional. Sin embargo, en procariotes lo mas comdun es en el inicio
de la transcripcidon mediante genes reguladores.

Un gen regulador es aquel que codifica proteinas ivolucradas en la regulacion
de ia expresidn de otros genes y generalmente se encuentra en la vecindad de dichos
genes. Para llevar a cabo la regulacién completa se requiere de secuencias unidas
fisicamente al gen que va a ser regulado, estas secuencias son el promotor y el
operador. El promotor sirve para iniciar la transcripcidn, mientras que el operador es la
secuencia especifica a la que se une el represor, cuando esto sucede la RNA

polimerasa no inicia fa transcripcion y la expresion del gen se encuentra “apagada”.
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La regulacion de la expresidn en el sistema pQE se llava a cabo gracias a la
wticipacién de un segundo plasmido denominado pREP4 que codifica el represor lac y
ie se encuentra contenido en las cepas de £ coli en las que se lleva a cabo la
presion de la proteina (cepa M15). Debido a que la expresidon de genes que se
icuentran bajo el promotor/operador fac es muy fuerte, debe existir una alta cantidad
il represor lac, por lo que las cepas contienen mitiples copias del pREP4

Para inducir la sintesis de la proteina recombinante basta con adicionar al medio
: crecimiento Isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG). un reactivo que funciona como
ductor gratuito. EL IPTG provoca que no se sintetice el represor, con lo que se deja
re al promotor, se lleva a cabo la sintesis de la proteina de interés y no interfiere en
5 pasos siguientes de la expresién y purificacion. Este sistema de regulacién con un
gundo plasmido y las dos regiones operadoras del plasmido pQE favorecen un alto

introl de la expresién de la proteina recombinante.

3. Cepas de Escherichia coli empleadas.
Las cepas de E. coli empleadas para la propagacion del plasmido y la expresién
: la proteina deben contar con algunas caracteristicas basicas para funcionar
lecuadamente. El sistema recomienda el empleo de dos cepas distintas, una para
insformar con el plasmido recombinante, propagario y conservar la construccion y otra
ira llevar a cabo la expresién de la proteina
+ FE. coli JM-109 Esta cepa se considera la idonea para propagar y almacenar el
ptasmido. Posee el gen /acl mutado en el promotor lo que lleva a un aumento
de hasta diez veces de la expresion del represor fac. Esta cepa no posee el
plasmido pREP4, pero la mutacion es suficiente para regular la expresion de la
proteina en niveles bastante aceptables, aunque en algunos casos se lleva a
cabo un “gotec” de la expresion de la proteina y s1 ésta resulta toxica para la
bacteria, puede limitar la propagacién del ptasmido. La seleccion de las colonias

positivas se lleva a cabo adicionando al medio de crecimiento 106 pg/mL de

ampicilina.
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+ E. coli M-15. Esta cepa posee miultiples copias del plasmido pREP4,
responsable de una regulacion mas fuerte, comparada contra la cepa JM-109.
Sin embargo, en esta cepa no se puede llevar a cabo la propagacion del
ptasmido pQE puesto que al extraer el DNA plasmidico se extraen tanto el
pREP4 como el plasmido con el gen de interés. Debido a la presencia del
plasmido pREP4, cuyo marcador de seleccién es la resistencia a kanamicina, la
cepa transformada con ambos plésmidos se debe cultivar en medio

suplementado con 100 pg/ml de amp. vy 25 pg/mL de kan.

3.4. Elsistema de purificacion.

El sistema de purificacion de {a proteina recombinante es por medio de
cromatografia de afinidad en la que el adsorbente es una resina que posee un metal
unido por enlaces coordinados {ya sea Ni o Co *, el cual ain posee pares de
electrones libres para unirse a los nitrégenos de las histidinas presentes en la etiqueta
BxHis. Este sisterna es sencilio y permite obtener proteina recombinante con muy alto
grado de pureza en un solo paso de purificacion.

La resina que se emplea se denomina Ni-NTA, en donde el ligando Acido Nitrilo-
tn acético (NTA), posee cuatro sitios quelantes que pueden interactuar con el metal,
dejando libres dos sitios libres en la esfera de coordinacién del Niquel, mismos que
pueden ser ocupados por los sitios de unién de la etiqueta 6xHis (Figura 3). Las
proteinas con etiqueta 6xHis se unen a la resina con una afinidad muy alta, la Kd= 1073
a pH 8 0, por lo que otras proteinas que se unen con menos especificidad pueden ser
lavadas de la resina en condiciones relativamente fuertes, sin afectar la afinidad de la
proteina recombinante por la resina. La resina se encuentra compuesta por una alta

concentracién de NTA enlazada a una superficie de sefarosa CL-6B.
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Figura 3. Interaccién entre la etiqueta 6xHis v la resina Ni-NTA en la que se basa la

purificacién de las proteinas recombinantes (“The QlAexpressionist”, QIAGEN, 1992).

Para llevar a cabo la purificacién de la proteina es necesario eluirla de la resina
Esto puede ser llevado a cabo por diversos medios. Uno de ellos es reduciendo el pH,
provocando que las histidinas se protonen y se disocien de la resina Los mondémeros
{proteinas que no se asocian entre si) eluyen a un pH aproximado de 5.8, mientras que
los oligémeros y proteinas con més de una etiqueta de histidinas io hacen alrededor de
pH 4 5 Otro método muy efectivo es por competencia con imidazol que es capaz de
unirse a la resina y desplazar a fa proteina etiquetada. La competencia se lleva a cabo

por la similitud de la estructura entre el imidazol y la histidina

4.- Reaccidon en cadena de la polimerasa.

Es una reaccién in vitro desarrollada por cientificos de Cetus Corporation (Mullis
et al, 1986) a mediados de los afios 80's, para la sintesis enzimética de DNA
especifico. La reaccidon se basa en la alineacion y extension de dos oligonucledtidos
(oligonucledtidos) que flanquean la regidn blanco de la doble hebra, después de la
desnaturalizacion llevada a cabo mediante calentamiento. Cada oligo hibrida a una de

las hebras de DNA molde separada y la extension se fieva a cabo a partir del 3'OH libre

de cada uno de los extremos de los oligos. Los oligonucledtidos alineados son

19
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extendidos por accion de la DNA polimerasa. Estos pasos son un soio cicto (Ver Figura
4).

Las nuevas hebras junte con los cligos sirven para un nuevo ciclo. Como
consecuencia, con la repeticion de los ciclos, la cantidad de DNA sintetizado aumenta
exponencialmente; asi cada ciclo dobla la cantidad de DNA de interés. E} tamario de los
productos es igual a la suma de los dos oligos mas la distancia entre ellos.

La sintesis del DNA se llevaba a cabo iniciaimente con el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa | de E. coli pero actualmente se emplean polimerasas termoestables
como la Taq DNA polimerasa, que fue aislada de la bacteria termofiica Thermus
aquaticus El empleo de esta enzima transformé completamente la técnica pues con el
uso de un termociclador es posible llevar a cabo la reaccion en un solo tubo con todos
los componentes necesarios. El uso de polimerasas termoestables no sélo simplificéd el

procedimiento sino gue también lo hizo mas especifico y con mayor rendimiento
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Figura 4. La reaccién en cadena de la polimerasa. Esquema de la amplificacion de las hebras
le DNA. Se representa un solo ciclo, al repetirse sucesivamente. aumenta exponencialmente la

:antidad de DNA.
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V. OBJETIVO

Subclonar los genes de las pequenas proteinas de union a RNA de cloroplasto
(athcp's 29, 31, 33), en un vector de expresiéon bacteriano (pQE), con el objeto de

sobre-expresar las correspondientes proteinas recombinantes en Escherichia coli.

V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Las RNPs son sintetizadas en el citopfasma con un péptido de transito que las
dirige hacia el cloroplasto el cual es removido para generar las proteinas maduras. Por
{o tanto, ias proteinas recombinantes tampoco io deben posesi. Mediante ta reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), se amplificara tunicamente la secuencia de los genes
gue abarca del dominio acido de las proteinas hasta el carboxilo terminal (Figura 7).

Para subclonar los tres genes de A thaliana mediante la estrategia de PCR, fue
necesario propagar los plésmidos originales que contienen estos genes los cuales
fueron fos moldes en [a reaccidn Se disefaron oligos especificos para cada uno de
ellos gue permttieran insertar un sitio de restriccion BamHl en la regién 5', ya que en
esa zona no poseen ningdn sitio compatible para clonarlos en el plasmido pQE. Para la
region 3’ se empleo el oligo M-13 que aniila con ese sitio presente en el plasmido pBS
en el cual se encuentran clonados los genes (Ver Figura 7).

Los fragmentos amplificados fueron digeridos con dos enzimas de restriccidn
diferentes (BamHI en 5" y Pstl en 3’) para darle direccionalidad a la clonacion y evitar
posibles retigaciones del plasmido.

El plasmido elegido para llevar a cabo ta clonacion es el pQE31, el cual posee
una secuencla que codifica una etiqueta de seis histidinas en el amino terminal y
adiciona nucledtidos para corregir el marco de lectura de acuerdo a las secuencias de
los tres genes

Los plasmidos recombinantes después de la ligacién, fueron transformados en
células competentes de E. coli JM-109, que poseen una baja expresion basal de la
proteina. De ias colonias que se obtenidas, se seleccionaron algunas en las que se
verificd que contuvieran los plasmidos con los insertos correspondientes a los genes

clonados
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V. OBJETIVO

Subclonar los genes de las pequefias proteinas de unién a RNA de cloroplasto
(athep's 29, 31, 33), en un vector de expresién bacteriano (pQE), con el objeto de

sobre-expresar las correspondientes proteinas recombinantes en Eschenchia coli.

V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Las RNPs son sintetizadas en el citoplasma con un péptido de transito que las

dirige hacia el cloroplasto el cual es removido para generar {as proteinas maduras. Por

cadena de la polimerasa (PCR), se amplificara anicamente la secuencia de los genes
que abarca del dominio acido de las proteinas hasta el carboxilo terminal (Figura 7)

Para subclonar los tres genes de A. thaliana mediante la estrategia de PCR, fue
necesario propagar los plasmidos originales que contienen estos genes los cuales
fueron lfos moldes en la reaccidn Se disefaron oligos especificos para cada uno de
ellos que permitieran insertar un sitio de restriccién BamH| en la regién 5, ya que en
esa zona no poseen ningln sitio compatible para clonarlos en el plasmido pQE. Para la
regién 3’ se empled el oligo M-13 que anilla con ese sitio presente en el plasmido pBS
en el cual se encuentran clonados los genes (Ver Figura 7)

Los fragmentos amplificados fueron digeridos con dos enzimas de restriccion
diferentes (BamHi en 5’ y Pstl en 3"} para darle direccionalidad a la clonacién y evitar
posibles religaciones del plasmido

El plasmido elegido para llevar a cabo la clonacion es el pQE31, el cual posee
una secuencla que codifica una etiqueta de seis histidinas en el amino terminal y
adiciona nucledtidos para corregir el marco de lectura de acuerdo a las secuencias de
los tres genes.

Los plasmidos recombinantes después de la ligacién, fueron transformados en
células competentes de E. coli JM-109, que poseen una baja expresion basal de la
proteina. De las colonias que se obtenidas, se seleccionaron algunas en las que se
verifico que contuvieran los plasmidos con los insertos correspondientes a ios genes

clonados.
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Céluias competenies de E. coli M-15 Se transformaron con los plasmidos con los
genes de interés. Estas células poseen un sistema slper-reprimido de expresién basal
por lo gue las proteinas de interés no se producen hasta que no se les adicione al
medio un inductor especifico.

Al inducir la produccién de las tres proteinas y analizarias mediante un gel de
poliacrilamida se comprobé por su tamafio que se trata de las proteinas de interés. Para

confirmar la identidad de las proteinas se empled un anticuerpo en contra de la 24RNP

de espinaca, la cual tiene una alta similitud con las proteinas de interés, para realizar un
Western blot
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Figura 5. Diagrama de la estrategia elegida para cumplir el objetivo.
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Vi. MATERIALES Y METODOS

1.-Materiales biolégicos

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron células de las cepas de
E. coli XL1-Blue y JM-109 las cuales se emplearon para la propagacién de los
plasmidos. La cepa M-15 fue usada para la expresion de las proteinas recombinantes

Se conto también con stocks de los plasmidos en los que estaban clonados los
genes athcp29, athcp31 y athcp33 de las RNPs 29, 31 y 33 respectivamente de A.
thaliana donados amablemente por el Dr Masagiro Sugtura del Center for Gene
Research en Nagoya Japén. Estos genes se encuentran en el pldsmido Bluescript
(pBS-KS) (ver Figura 6). Estos plasmidos fueron obtenidos a partir de un escrutinio de
una biblioteca de cDNA % ZAP, por lo que Gnicamente se encueniran clonadas las
secuencias codificadoras. Los tamafios de los cDNAs son. 1051pb para athcp28, 1035
pb para athcp3t y 1066 pb para athcp33 Estas secuencias codifican péptidos

completos es decir incluyen el péptido de fransito. Los genes se encuentran entre los
sitios Ncol y EcoRl en pBS (Ohta, et al..1995) {ver Figura 7)
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Al 1153

Figura 6. Mapa del vector Bluescript. En este vector se encuentran clonados los genes

completos de las tres RNP’s de 4. thaliana. Este vector tiene un peso molecular de 2.96 Kby con

los genes clonados el peso se incrementa hasta un poco més de 4 Kb.
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pBluescript (KS)
Sitio de clonacion miitiple
EcoRI
Kpnl Pstl Sacl
[Promotor T3 | | i f | M-13]
\
Aprex. 1000pb
MET Kpnl Ncdl EtoRI Pstl
| i
__|Promotor T3 | TMV genes athcp | ] ‘ M-13 l
} T
816 759 atg —® Codén 705 >
oligoTHF stop Oligo R

Figura 7. Construccion de los genes athcp’s clonados en pBS. Los genes arhep's se
encontraban clonados en el sitio Eco RI de un pBluescript modificado al que se le habia
adicionado upa secuencia lider TMV que poseia un sitio de corte Neol (Ohta er al., 1993). Estos
plasmidos se utilizaron como moldes para las reacciones de amplificacion empleando como
oligos F secuencias de la region amino terminal de la proteina madura con un sitio BamHI (oligo
THF) y como oligo R la secuencia de M-13. 232, Péptido de transito. Los niumeros indican el

nmimero de pares de bases del vector.
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2.-Enzimas y reactivos

Para llevar a cabo la manipulacién def material genético se emplearon diversas
enzimas comerciales entre las que se encuentran Taq polimerasa (Fisher Scientific),
enzimas cie restriccion BamHI y Pstl (Promega y GIBCO). Se emplearon también
desoxinucleétidos (dNTPs) (Promega). Kits para purficacidn de plasmidos y para
purificacién de DNA de geles de agarosa (QIAGEN), asi como los reactivos grado
analitico para la preparacion de amortiguadores y soluciones (Research Organics,
GIBCO, Baker y Sigma)

3.-Métodos

3.1. Diseno de oligonucleétidos

Se disefaron ofigonucledtidos para los extremos 5 de los genes a ampiificar.
Los del 3 no se disenaron pues se empled el oligo universai M-13. Estos
oligonucledtidos. ademas de la secuencia complementaria al extremo &
correspondiente a la secuencia de a a. de la proteina madura contenian una secuencia
de un sitio de restriccion, con lo que se facilitaria su clonacién en el vector de expresion.
Este sitio de restriccidn correspondia a una secuencia no presente en el gen que se ba
a subclonar y que existiera en el sitio mdltiple de clonacién del vector. Para determinar
que sitios de restriccidn presentes en los genes se utilizé el Programa PC GENE. Con
base en este andlisis se decidid que los oligonucledtidos debian contener un sitio
BamH|

Una vez que se conté con esa informacidn, se plantearon diversas secuencias, y
se eligid la mas adecuada de acuerdo a las temperaturas de fusién y de apareamiento
Esto se realizé mediante otro programa denominado Oligonet

Los oligonucleétidos se sintetizaron automaticamente en la “DNA Facility” de la

Universidad de California en Berkeley, USA.

3.2. Secado de oligonucieoétidos (Sambrook et al., 1989)

1.- Los oligonucledtidos se almacenan a —20 °C. Una alicuota de 100 ul se coloca en

un tubo eppendorf de 1.5 mL.
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2.- Los tubos se colocan en el Speed-Vac y se centrifugan a temperatura ambiente ai
vacio durante 15-20 min para concentrar.

3.- Se resuspenden en 100 ul. de agua estérni y se repite 1a operaciéon una vez mas. Se
obtiene una pastilla opalescente que se resuspende en 100 pl de agua desionizada

estéril. La muestra esta lista para que se le determine su concentracién.

3.3. Caiculo de ia concentraciéon de oligonucledtidos

1.- Para cuantificar la concentracién de oligonucleétidos se toma 1 ul de la solucion y
se lleva a un volumen final de 100 ul en agua estéril Se prepara un blanco de agua
esténl también de 100 ul.

2.- Ambas muestras se leen en un espectrofotémetro a 260 nm, empleando celdas de
cuarzo, el blanco se emplea para calibrar a cero de absorbancia.

3.- La concentracién se calcula de acuerdo a la ley de Lambert y Beer Para esto se
debe calcular el coeficiente de extincion molar de cada uno de los oligonucledtidos con

base en ia siguiente férmula:

£=(8400xT)+(15200xA)+(12010xG)+(7050xC)

4.- Se toman en cuenta las secuencias de las moléculas y ya con los calculos de los

coeficientes se procede al calculo de la concentracion.

C=Ax/
&

En donde A es el valor de absorbancia de la muestra que es adimensional. / es el paso

de la celda que es igual a 1cm y £ es el coeficiente de extincion molar expresado en

cm/M Ast el resultado de la concentracién se expresa en mofaridad.
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3.4. Cultivo de E.coli (Sambrook ef al., 1989)

En estudios de biologia molecular es muy importante partir de colonias aisladas
de la cepa de interés para asegurar que se trabaja con bacterias cuyas caracteristicas
genéticas son las deseadas y que se han conservado libres de mutaciones. Los cultivos
liguidos y séhidos se llevan a cabo en medio LB (Luria-Bertoni) sencillo o con aigun
antibidtico que permita seleccionar a las bacterias.

1.- El medio LB se prepara de ia siguiente forma.

COMPONENTE MEDIO LB LIQUIDO MEDIO LB SOLIDO
Peptona de caseina 1g 1g
Extracto de levadura 0.5g 0.75¢g

Cloruro de sodio 149 0.75¢g

Agar -- 159
Agua desionizada A 100 mL A 100 mL

2 - Colocar en un frasco esterilizable, cuidando que el volumen sea adecuado para

evitar posibles derrames.

3 - Estenlizar en una autoclave a 115 Ib de presion, 120 °C durante 15 min.

4 - Una vez que sale de la autoclave agrtar perfectamente el frasco y dejar enfriar.

5.- Adicionar el antibittico necesario segln las cepas a utlizar. Por lo general los

antibicticos se emplean en las siguientes concentraciones:

i

! ANTIBIOTICO SOLUCION STOCK USO EN EL MEDIO
AMPICILINA (Amp) 100 mg/mL en H;O 100 pg/mL
TETRACICLINA (Tet) 5 mg/mL en EtOH 10-50 pg/mbL

KANAMICINA (Kan) 10 mg/mL en H,O 25 pg/mL

Las cepas con fas que se trabajé presentan las siguientes caracteristicas

silvestres y una vez que se transforman con los plasmidos de interés permiten

seleccionarias en el medio con el antibiético adecuado-

_—__—-_n———lm3

’s)
(¥
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! CEPA RESISTENCIA TRANSFORMADA
JM-109 - Amp 100 ug/mL
DHb5a —- Amp 100 pg/mL
XL1-BLUE Tet’ Amp 100 pg/ mL
Tet 5 yg/mL |
M-15 Kan ' Amp 100 pg/mL- |
Kan 25 pg/mL

6 - Una vez que se tiene el medio listo se vacia en cajas peiri en el caso del sélido.
cuyo rendimiento aproximado es de 4-5 cajas por cada 100 g de agar preparado o en
su defecto se reparte el volumen necesario en caso del medio liquido

7.- Todo el material con el que se trabaja debe ser limpio y estéril. Se debe trabajar en
una zona estérnil, empleando preferentemente un mecherc Fisher cuya flama es mas
grande y logra temperaturas mas elevadas ademas de que el area estéril es mucho
mas grande, evitando con esto posibles contaminaciones de los medios de cultivo

8.- El medio gue no se utilice se puede conservar en el frasco perfectamente cerrado a
temperatura ambiente si €] medio no contiene antibidtico o en refrigeracién a 4 °C st
posee algdn antibiético (estos dltimos por no mas de un mes).

S.- La colonia seleccionada se puede sembrar por asada en el medio liquido o por
estnado en las cajas petri con el fin de obtener colonias aisladas.

10.- Las cajas sembradas se incuban en una estufa a 37 °C durante toda la noche y
los tubos o matraces con cultivos liquidos en una incubadora con agitacién constante a
250 rpm a 37 °C durante toda la noche.

11.- Al dia siguiente se retiran los cultivos de la incubadora Las cajas petri se pueden
conservar en refrigeracién a 4 °C y si se sellan con Parafiim® pueden durar hasta por 4

semanas en perfectas condiciones.
3.5. Transformacién genética (técnica de CaCly) (Hanahan, 1983)

1 - A partir de una colonia aistada de E. coli de la cepa de interés, se inoculan 5 mL de

medio LB y se incuban a 37 °C con agitacidén constante durante toda la noche

31
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2.- Del cultivo anterior se prepara un nuevo cultivo con medio fresco en una dilucion
1:50. Incubar a 37 °C con agitacién constante

3.- Cuando el cultivo tiene una Absorbancia de 0 55-0.6 a 600 nm se cosechan las
células centrifugando a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C.

4 - Se obtiene una pastilla que se resuspende en 4 del volumen inicial en una solucién
de CaCl; 50 mM enfriado en hielo.

5.- Incubar en hieto durante 5 minutos. Centrifugar de nuevo a 3000 rpm durante 10 min
a4°C.

6 - La pastilla se vuelve a resuspender, esta vez en 1/15 del volumen original en la
misma solucién de CaCl, 50 mM enfriado en hielo.

7.- Las células se reparten en alicuotas de 50 ul en tubos eppendorf, se almacenan en
glicerol al 15% de concentracion final y se congelan a —70 °C.

8.- Cuando las células se van a utilizar se descongelan en hielo durante 1 h.

9.- ElI DNA con el que se desea transformar se afade a las células en ¥ de volumen
{(maximo).

10.- Se deja en hielo durante 30 min.

11.- Se coloca el tubo en un bafio a 42 °C durante 3 min e inmedialamente se da un
cambio térmico colocandolo en hielo por 1 min.

12.- ARadir 4 volimenes de medio “A” (Triptona 2%, Extracto de levadura 0.5%,
MgSO, 0.4%, KC! 10 mM pH 7 6 (con KOH)) a cada tubo eppendorf e incubar a 37°C
durante 1o 2 h.

13.- Después de la incubacion, sembrar en medio séhdo selectivo, por el método de

plagueo.

3.6. Almacenado de células en glicerol (Sambrook ef al., 1989)

1.- Las células que se quieran conservar par mucho tiempo, deben estar en medio
liquido y ser de un cultivo fresco.

2.- Se aftade glicero! estéril 2 una concentracidn final del 15% y se mezcla suavemente.

3.- Se prepararan alicuotas de 50 plL en cada tubo y se rotulan perfectamente.

4.- Sumergir los tubos en N; liguido para congelarlas rapido.
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5.- Los tubos se conservan en congelacién a 70 °C

3.7. Extraccion de DNA plasmidico (mini preparaciones) (Sambrook et a/, 1989)
1.- Una colonia aislada de la cepa de interés se incuba en 1.5 mL de medio LB durante
toda la noche (maximo 12 horas), con agitacién constante y a 37 °C.

2.- El cultivo anterior se coloca en tubos eppendorf y es centrifugado durante 30 s a
13000 rom en una micro centrifuga, colectando todo el cuftivo en un sole tubo

3.- Posteriormente la pastilla se resuspende con agitacion con un vortex, empleando de
30 a 100 pl de amortiguador de lisis (10 mM Tns HC! (pH 8), 1mM EDTA, 15%
sacarosa, 2 mg/mL lisozima, 0 1 mg/mL BSA).

4.- Se incuba durante 5-10 min a temperatura ambiente

5.- Después se hierven los tubos durante 60 s para después incubarlos en hielo
durante 60 s.

6.- Se vuelven a centrifugar los tubos durante 2 min a velocidad maxima en micro
centrifuga. Se recupera el sobrenadante y se agregan 3 ul de RNAsa A a una
concentracién de 0.2 mg/mL. Incubar 10 min a 37 °C

7 - Una alicuota del sobrenadante es cargada en un gel de agarosa y cormda en

electroforesis horizontal para confirmar la presencia del DNA plasmidico.

3.8. Extraccion rapida de DNA plasmidico (método QIAPREP} (QIAGEN INC
1995).

1.- Seleccionar una colonia aislada de la cepa de interés y cuitivar en 5 mL de medio

LB durante toda ta noche en condiciones normales (37 °C, agitacion constante) Este

cultive puede tener maximo 16-18 horas de crecimiento.

2.- Colectar las células por centrifugacién a 13000 rpm en una micro centrifuga. Se

conserva la pastilla y se desecha el sobrenadante Resuspender la pastilla en 250 ul

de amortiguador P1, cuidando que no queden acumulaciones de bacterias en el

resuspendido.
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3.- Posteriormente adicionar 250 ub de amortiguador P2 e invertir el tubo 4-6 veces
para mezclar. La solucidén debe verse ligeramente clara y viscosa. No dejar pasar mas
de 5 minutos en esta solucion.

4.- Adicionar 350 uL de amortiguador N3 e invertir el tubo suavemente 4-8 veces. Evitar
la precipitacion localizada, en este punto la solucion se vuelve oscura y muy viscosa, se
pueden llegar a formar grumos.

5.- Centrifugar el tubo durante 10 min a 14000 rpm a 4 °C, al final se obtiene una
pastilla blanca. Mientras se lleva a cabo la centrifugacidén una columna Qiaprep™ se
coloca en un tubo de colecta de 2 mL

6.- El sobrenadante del paso anterior se aplica a las columnas y se centrifuga a 14000
rom duranie 60 s. Descartar el eluato.

7.- Lavar la columna por adicién de 500 pl de amortiguador PB. Centrifugar
nuevamente durante 60 s. Descartar de nuevo el sobrenadante Este paso se repite una
vez mas a fin de obtener un plasmido més limpio.

8.- Lavar nuevamente la columna esta vez con 750 ul de amortiguador PE y repetir la
centrifugacién 60 s El volumen de elucién 'se descarta, la columna se centrifuga por 1
min adicional a fin de retirar el exceso de amortiguador.

9.- La columna se coloca dentro de un tubo eppendorf limpio y estéril de 1.5 ml. Para
eluir el DNA se adicionan 50 ul. de H,O desionizada estérnl al centro de la columna
permitiendo que permanezca durante 1 min Se centrifuga finalmente 1 min mas para
recolectar el DNA en el tubo limpio Este se etiqueta y se conserva a ~20 °C el tiempo

que sea necesario.

3.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa (Sambrook ef al., 1989).

1.- Montar el sistema para la preparacién del gel de agarosa, cuidando que esté
perfectamente nivelado. Se debe seleccionar el peine adecuado de acuerdo al nimero
de muestras a correr y el volumen de las mismas.

2.- Se prepara el gel al 1% de agarosa en un volumen de 25 mL de amortiguador TAE
1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) La solucion stock que es 50 X (para 1 L: 242 g
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Tris-base, 57.1 mL de acido acético giacial y 100 mL de una solucién 0.5 M de EDTA,
pH 8.0).

3.-La agarosa se coloca en un matraz con tapdn de algoddn y se le agrega el
amortiguador. El matraz se calienta en un hormo de microondas en potencia media
durante 60 s.

4.- Una vez que toda la agarosa se disolvié, con mucho cuidado se vacia en el
dispositivo montado en el paso 1

5.- Inmediatamente después se colocan el peine seleccionado y se espera a que la
agarosa gelifique completamente.

6- Se emplea una camara para minigeles submarina que previamente ha sido
refrigerada a 4 °C

7 - Ya que se tiene el gel fisto se deben preparar las muestras que se van a correr, bajc
el siguiente esquema:

« Sila muestra estd muy concentrada o es una mini preparacién de Qiaprep ™,
basta cargar 1 ul de DNA con 7 pl de agua desionizada y adicionar 2 ul de
amortiguador de carga (0.25% de azul de bromofenol, 0 25% de FF xilencianol y
30% de glicerol en agua).

o Si la muestra estad diluida se debe preparar con 8 uL de DNA y solo 2 ub de
amortiguador de carga

+ El marcador de peso molecular se elige acorde al tamafio de la muestra de
interés  Se prepara adicionando 2 pl de agua desionizada estérl, 2 plL de
amortiguador de carga y la cantidad necesarna del marcador de peso molecular
del cual se conoce su concentracion y ha sido revisado previamente en un gel.

Las muestras se preparan en pequefios tubos eppendorf o en Parafim®, cudando el
orden en que se van a cargar.

8.- La camara se coloca cerca de la fuente de poder y en el centro de ella se coloca el
gel. Se llena con amortiguador TAE 1X, de preferencia frio para evitar que el voltaje se
eleve demasiado

9.- Cuando ya se seleccion6 el orden de cargado se procede a cargar las muestras

cuidando de no perforar la base del gel con la punta de la micro pipeta.
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10.- Setapa la cdmaray los cables se conectan a la fuente de poder.

11.- El gel se corre ajustando la fuente de poder a 80-100 V por 45 mina 1 h.

12.- Una vez que el frente ha migrado lo suficiente, se apaga la fuente de poder y el
gel se coloca en un recipiente apropiado al que se le agrega una solucién de bromuro
de etidio (150 ul de una soluciéon 0.5 mg/mL en 50 mL de agua). Todo el material con el
que se manipula el bromuro de etidio debe ser desechado adecuadamente, ya que es
un reactivo muy peligroso. Se debe manejar con guantes y evitar el contacto directo.
13.- El gel se tifie por 2 minutos, se lava con un poco de agua para dar contraste y se

ve en un transiluminador de luz UV

3.10. Extraccion de DNA de geles de agarosa (método QIAEX) (QIAGEN INC,
1995)

1.- Se debe correr un gel con las muestras que se deseen purificar de acuerdo a la

técnica anterior Se debe conocer perfectamente el orden de cargado para evitar

confusién.

2.- El matenal que se va a emplear debe ser estéril y de preferencia nuevo.

3.- Se deben pesar tubos eppendorf dependiendo el nimero de bandas a purificar, el

peso se registra perfectamente para cada tubo por separado.

4.- El gel se tifie con la menor cantidad de bromuro de etidio posible y se revela con una

{ampara de luz UV de longitud de onda de 280 nm, de preferencia en un cuarto oscuro.

Una vez seleccionada ia banda de interés, es cortada con una navaja. Es preferible

hacerlo con un poco més de agarosa para recuperar lo maximo posible, siempre y

cuando no haya otra banda presente que contamine la muestra de interés

5- La banda cortada se coloca en el tubo que le corresponda y se pesa todo junto (tubo

y banda). Al valor resuitante se le resta al peso inicial del tubo, este valor corresponde

al peso del fragmento de agarosa con DNA

6.- Se adiciona la cantidad correspondiente de amortiguador QX1 para cada tubo de

acuerdo al siguiente parametro:

+ 300 uL de buffer por cada 100 mg de get (3 volimenes de amortiguador por uno

de gel)
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« A fragmentos de DNA < 100 pb adicionar 8 voiimenes de amortiguador QX1
s A fragmentos de DNA> 4 Kb adicionar 3 volimenes de amortiguador QX1 mas 2
volurnenes de agua.

7 - Resuspender la resina QIAEX Il empleando un vortex durante 30 s.
8.- Adicionar QIAEX Il de acuerdo a la siguiente informacion y mezclar

¢ <2 ug DNA agregar 10 pl de resina

¢ 2-10 pg DNA agregar 30 pL de resina
9.- Incubar a 50 °C durante 10 min. Se mezcla todo durante 2 min para mantener la
resina en suspension y que actde bien.
10.- Se debe revisar el pH, la resina es mas eficiente a pH<7.5. por lo que si el pH de
la disolucidén es >7.5 se debe agregar 10 ubL de acetato de sodio 3 M pH 5 y revisar el
pH de nuevo. Si se tuvo que equilibrar el pH se debe incubar por 10 min mas a
temperatura ambiente
11 - La muestra se centrifuga 30 s a maxima velocidad y se remueve cuidadosamente
el sobrenadante con una punta de micro pipeta.
12.- La pastila que se obtiene se lava con 500 pl de amertiguador QX1 se
resuspende con un vortex y se centrifuga por 30 s. Se remueve el sobrenadante con un
micro pipeta.
13.- La pastilla se lava dos veces con amortiguador PE De nuevo se resuspende |a
pastilla con agitacién con un vértex, se centrifuga 30 s y se remueve el sobrenadante
14 - El tubo abierto se deja cerca del mechero para que se seque al aire, esto lleva
10-15 min o hasta que la pastilla se vuelve blanca
15.- Para eluir el DNA se agregan 20 pb de Tris HCI pH 8 5 0 agua desionizada
estérit. La pastilla se resuspende empleando un vértex y se incuba acorde a lo
siguiente:

+ Para fragmentos DNA < 4 Kb, a temperatura ambiente durante 5 min.

+ Para fragmentos DNA 4-10 Kb, a 50 °C durante 5 min.

+ Para fragmentos DNA >10 Kb, a 50 °C durante 10 min.
16.- Eltubo se centrifuga durante 30 s. El sobrenadante que contiene el DNA puro se

transfiere a un segundo tubo limpio y estéril y se rotula perfectamente.
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3.11. Reaccidn en cadena de ia polimerasa (PCR) ( Mullis ef al., 1986)
1.- Descongelar todas las soluciones en hielo antes de empezar el proceso, a
excepcion de la enzima que siempre se debe conservar a — 20 °C
En un tubo eppendorf de 200 puL de pared delgada nuevo y estéril agregar en el orden
sigulente:

s agua estérnl, lo necesario para completar 30 ubL

¢ 3 pL de amortiguador de {a enzima 10X

¢ 4 ub de MgClL 50 mM (opcional, algunos amortiguadores ya incluyen una

concentracion estandar)

s 1 pb de una mezcla 100 pM de desoxinucleétidos trifosfato

+ 200 ng ( en 2 ul de agua) de oligo forward

¢ 200 ng {en 2 ul de agua) de oligo "reverse"

+ 1 ng de DNA Molde

« 1 unidad de Tag DNA polimerasa.

Preparar un control negativo en el que no se agrega DNA. Es recomendable que
se prepare una mezcla con el doble de voliimenes de todo excepto el molde. Repartirla
en dos tubos y en uno de ellos agregar molde. Tener cuidado de rotular todos los tubos
para no confundir cual es el control y cual la muestra.

Después de agregar todos los reactivos adicionar una gota o 40 ul de aceite
mineral para evitar que se evapore la mezcla y cambie la concentracién de los reactivos
debido a los cambios de temperatura.

2.- Incubar fa muestra en un termociclador bajo el siguiente esquema
¢ Desnaturalizacion de las hebras de DNA: 95 °C por 1 min
+ Apareamiento de oligos y molde: entre 55 y 80 °C segn los oligos, 1 min.
+ Extension: 72 °C por 120 s
¢ Repetir estos fres pasos alternativamente de 25 a 30 veces.
Extension final: 72 °C por 7 min.

¢

Mantener a 4 °C hasta su analisis.

L

]
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3.- Retirar la mezcla de reaccion tomando un poco menos del volumen de reaccion
total, para evitar que la muestra esté muy contaminada de acette mineral y afecte su
manipulacion posterior. Tomar 10 pl de ia reaccién, agregar 2 pl de amortiguador de
carga para DNA

4. -Revisar los productos de amplificacion por electroforesis en gel de agarosa al 1%

comparando con marcadores de peso molecular aproplados.

3.12. Reacciones de restriccion (Sambrook et al., 1989)

1.- Para lievar a cabo la restriccion de DNA se debe partir de una muestra pura.

2.- Se determina el volumen totai de ia reaccidon tomando en cuenta ei voiumen de DNA
que se requiere restringir, asi como el volumen de enzima, que no debe exceder el 10%
del volumen total y el necesario para que el amortiguador quede 1 X. si es necesario se
agrega agua desionizada estéril.

3 - Las enzimas de restriccidn y sus amortiguadores son muy delicados por lo que se
deben usar rapidamente. El amortiguador se debe descongelar en hielo y {a enzima
debe estar todo el tiempo a —20 °C para conservar su actividad intacta.

4.- En un tubo eppendorf limpio y estéril se agrega el DNA con una micro pipeta.

5.- Se adiciona el volumen necesario de amortiguador para que su concentracién final
seade 1 X.

6.- Se agrega el volumen de agua necesario para ajustar la reaccion

7.- La enzima se agrega ai final, casi siempre se utiliza 1 pl) de enzima (10 U/ul. Esta
se toma con una punta nueva y estéril para evitar contaminacion.

8.- Se Incuba por 4 h a 37 °C o a la temperatura 6ptima de la enzima en uso. Es
necesario contar con la informacién del fabricante para disefiar una buena reaccién de

restricciéon

3.13. Reacciones de ligacion (Sambrook et al., 1989)
1.- Para la ligacién de fragmentos de DNA se emplea la enzima T4 ligasa, que es capaz

de unir fragmentos cohesivos y romos, por lo general se emplea 0.5-1 ub (5-10

Unidades de actividad).
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2 - Los fragmentos qgue se deseen ligar deben estar restringidos con la misma enzima o
con enzimas gue generen sitios compatibles, para el caso de ligaciones con exiremos
cohesivos.

3.- Se debe comparar la concentracién tanto de inserto como de vector para agregarlos
en una proporcién adecuada. Por lo general se agregan en proporcion inserto-vector
de 3:1a 5:1

4.- Es importante disefiar controles de ligacidn para asegurar que el sistema completo
trabaja adecuadamente.

« Control A. Eficiencia de las células competentes. Se emplea el plasmido sin
cortar, se incuba igual que todas las reacciones y se transforma la cepa de
interés

o Control B. Plasmido restringido o eficiencia de restriccion. Se trabaja con el
plasmido de interés restringido y la reaccion se monta sin ligasa. Si la enzima de
restriccion cortdé eficientemente no se deben obtener colonias después de
transformar

¢ Control C. Control de la igasa. Al plasmido de Interés restringido (Control B), se
le adiciona ligasa y se procede como en los anteriores.

¢ Control D. Control del plasmido doblemente restringido. Se adiciona el plasmido
con la doble restriccion, se adiciona ligasa y se transforman las células. No se
deben obtener colonias transformantes
Es importante lievar a cabo fodas las reacciones y transformaciones control al

mismo tiempo y emplear la misma cantidad de DNA. Al plaquear diferentes diluciones
se pueden obtener dafos aproximados de cuantas colonias se obtendrian en las
reacciones de ligacion de interés

5.- Cuando ya se sabe cuanto plasmido e inserto se van a agregar se disefia la
reaccion tomando en cuenta que el amortiguador de la enzima esta a 10 X. Si hace falta
se adiciona agua desionizada y estéril

6.- El orden de agregar los componentes es. plasmido e inserto, amortiguador, agua y
enzima.

7 - Los tubos se incuban durante 12 h en un baho a 14 °C.
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8 - Al dia siguienie ia reaccién completa se usa para transformar células competentes y

sembrarlas en el medio sélido selectivo para cada cepa (ver método 3.5).

3.14. Induccién de proteinas recombinantes (QIAGEN INC | 1892).

1.- Se inoculan 3 mL de medio LB previa adicién de amp y kan (100 pg/mL y 25 pg/mL
respectivamente) con una colonia M-15 transformada con la construccién deseada y se
deja crecer toda la noche a 37 °C con agitacion. Con 200 plL del cultivo anterior se
inoculan 3 mL de medio LB fresco con la misma concentracion de los antibidticos.
Como controles se utilizan bacterias no transformadas y transformadas con el plasmido
pQE sin inserto

2.- Se cultivan las bacterias con agitacidon hasta que alcanzan una Absorbanciade 07 a
una longitud de onda de 800 nm (aproximadamente 3 horas)

3.- Se realiza la induccidn de la expresion adicionando 1 mM de IPTG y las bacterias se
dejan crecer por 4 h mas a 37 °C.

4.~ Se colectan las células del cultivo anterior por medio de una centrifugacién a 15000
rem por 2 min.

5.- Se resuspende [a pastilla en 200 pl del amortiguador B (8 M de urea, 0.1 M
(Na);PQ4, 0.01 M Tns HCI pH 8.0) por cada pastilla de bacterias obtenidas. Se
resuspenden las bacterias por agitacién en un vortex.

8.~ El lisado bacteriano se congela con Ny liqudo vy se guarda 2 —70 °C para su
posterior utilizacion.

7.- Se descongela el lisado en un bafio de hielo y se deja en agitacién por una hora a
temperatura ambiente.

8.- Después de la agitacion se corren 45 L de las muestras obienidas en un SDS-

PAGE para verificar que se llevé a cabo la induccién de la proteina recombtnante.

3.15. Electroforesis desnaturalizante en poliacrilamida (SDS-PAGE) (Laemmli,
19730).

1.- Se preparan geles de acrilamida at 15 %. Los geles se corren en el sistema Mini

Protean il (Bio Rad).
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+ Gel de separacion

1 mL de agua desionizada

2 mL de solucién de acrilamida-bisacriiamida (acrilamida 30 g, bis-acrilamida 0.8 g

en 100 mL de agua).

1 mL de amortiguador de separacién (25 X, 1.5 M Tris base, pH 8.8 con HC! 12 N,

SDS ai 20% 2 mi, levar a 100 mL con agua.)

25 ul APS 20%

25 ul TEMED

+ Gel de concentracién

1 mL Agua desionizada

444 ;| Solucion aplladora (25 X, 0.5 M Tris base, SDS al 20% 2 mL, pH 6.8 con HCI

12 N, llevar a 100 mL)

300 pl Solucion de acnlamida-bisacrilamida

20 ul APS 20%

5 ul TEMED
2.- Se preparan los vidrios que serviran de molde para vaciar los geles
3.- En un vaso de precipitados o en un tubo falcon de 15 mL se mezclan perfectamente
los componentes para el gel de separacién y se vacian en los moldes de vidrio.
4 . Se vierte sobre el gel un poco de etanol absoluto para ayudar a la polimerizacion del
mismo.
5.- Se mezclan los componentes del gel de concentracion y después de retirar el etanol
absoluto se vacian sobre el gel de separacion e inmediatamente después se colocan
los peines para la formacidn de los pozos para cargar las muestras
Se preparan las muestras lievandolas todas a un volumen semejante, incluyendo la
solucidn para cargar (para 10 mL 5 X, 1 M Tris base, Glicerol 50 m{, SDS 0.5 g, azul
de bromofenol 02 mL, B-mercaptoetanol 4 ul por cada 20 ul de la solucién que se
vaya a emplear), que debe quedar al final a una concentracién 1 X. Para ajustar los
voliimenes se utiliza la solucién amortiguadora en la que se encuentran las muestras.
6.- Se hierven las muestras en un bafo de agua a ebullicion por 10 min y se transfieren

a un bano de hielo.
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7.- Se montan los geles en el soporte del equipo y se vacia la solucién amortiguadora
para corrida (para 100 mL 10 X, Tnis base 3 g, Glicina 14.4 g, SDS 1g).

8 - Se cargan las muestras y el marcador de peso molecular y se corre el gel 2 100 V
durante 1.5 horas aproximadamente.

9 - Se desmonta el aparato y se tifie ef gel con la solucién de Coomasie (para 100 mL,
Azul brillante Coomasie 0.025 g, metanol grado técnico 45.4 mlL, agua destilada 45.4
mL, &cide acético glacial 9.2 mL) durante 20 min y posteriormente se destifie con la
solucidn fijadora y desteriidora (para 250 mL, acido acético glacial 18.75 mL, metanol

grado técnico 50 mL, aforar con agua bidestiiada).

3.16. Western blot (Towbin et al., 1979)

1.- Se debe correr previamente un gel de SDS-PAGE, desmontar el equipo y se deja el
gel sin teqir 15 minutos en el amortiguador de transferencia (25 mM de Tris base, 192
mM de Glicina y 20% v/v de Metanol) para pre-equilibrar el gel.

2.- Cortar una membrana de nitrocelulosa de 6 x 8.5 cm y mojar con el amortiguador de
transferencia por 5 minutos.

3 - Cortar 6 rectangulos de papel 3MM de 8.5 x 9 cm y humedecer ligeramente en la
misma disolucién anterior

4 - Ensamblar el cassette de transferencia de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (BIO RAD), e instalar el aparato.

5 - Correr la electrotransferencia a 100 V por 1 hora.

6.- Desmontar el aparato y tefiir fa membrana con Ponceau S (004 g de Ponceau S
disueltos en 5 mL de agua desionizada, 2 mL de &cido acético glacial, aforar a 40 mL)
por 10 minutos. Retirar la membrana y lavarfa con agua desionizada hasta que las
bandas sean visibles

7.- La membrana se incuba en solucién bloqueadora de leche descremada al 5% en
TBS (2.4 g de Tris base, 8 g de NaCl, se disuelven en 600 mL de agua desionizada, se
ajusta a pH 7.6 y se afora a 1000mL), durante 1 hora.

8 - Incubar la membrana con el anticuerpo en una dilucion 1:2000 en TBS con leche al
5% por 1 hora a 37 °C
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9.- Lavar dos veces con TBS-T (200 mL de TBS y se adiciona 2 uL de Tween-20)
durante 15 minutos cada uno

10.- La membrana se incuba con el segundo anticuerpo (el cual esta dirigido contra
las 1gGs de conejo y esta conjugado a una enzima peroxidasa) en una dilucién 1:2000
por 1 h en TBS con leche al 5% a temperatura ambiente.

11.- Lavar la membrana dos veces mas con TBS-T por 15 minutos.

12.- Revelar de acuerdo al protocolo de ECL (Amersham Pharmacia Biotech)
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Vil. RESULTADOS.

1.- Amplificacion de los genes
Los oligonucleétidos disefiados para la amplificacidén de los genes de interés se

presentan en la Tabla 3.

TABLA 3. Secuencias de los oligonucledtidos. Las letras en negritas corresponden al sitio de

restriccion BamH1
‘NOMBRE SECUENCIA (5™ 3) Num Tm | %G+C

i

bases | (°C)

|
29THF | CCGGATCCAGTTGCTGTATCTTCG | 24 590 @+ 542

i
31THF | CCGGATCCATTCGTTGCCCAGACTIC | 26 626 | 577 |
33THF | ATGGATCCTGCTAGTTCCGCCGATG | 25 609 | 560

M-13 |‘ GTAAAACGGCAGCAAAATG .19 . 635 i 42.1 _i

Los oligonucledtidos THF se emplearon para iniciar la sintesis de DNA a partir
del extremo 5, el oligo M-13 se empled para iniciar la sintesis de DNA a partir del
extremo 3. Estos oligos permiten amplificar el gen de interés a partir del primer
aminoacido de ta proteina madura insertando a su vez un sitio de corte BamHI que
facilita la clonacion del producto que se obtenga en el vector pQE.

Las Tm’s para los oligos THF se calcularon considerando solamente la region de
apareamiento con el molde sin considerar la secuencia para el sitio de restriccién.

La amplificacion de los genes se ilevé a cabo mediante reacciones de PCR, en
las que se emplearon los oligos antes mencionados. Las reacciones de prueba se
disefiaron para 30 ul de volumen, mientras que las reacciones definitivas se escalaron
a 60 ul. Para Hlevar a cabo los cambios térmicos se empled un termociclador
automatico (HYBAID Omn-E). Después de varias pruebas y considerando que las
condiciones de amplificacion proporcionaban el rendimiento mas alto y la ampilificacion
de un soélo producto del tamario esperado, se eligieron las temperaturas de alineamiento

presentadas en la Tabla 4.
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TABLA 4. Cendiciones de amplificacién de los genes.

DNA molde J
ETAPA ‘ athcp29 ? athcp3i j athcp33
DESNATURALIZACION f 95 °C 1 min ;
APAREAMIENTO Tss °C 1 min. ' 56 °C 1 min. \ 56 °C 1 min. \
EXTENSION 72 °C 2 min. J
CICLOS \ 30 CICLOS |
EXTENSION FINAL | 72 °C 7 min.

Los productos obtenidos después de [a amplificacién por PCR son presentados en la

Figura 8.

1353
1078

1Kb ~—b s

— 118

FIGURA 8. Productos de PCR. Amplificacion de los genes deseados en donde se obtiene una
sola banda de aproximadamente 1 Kb. Gel de agarosa al 1% cn buffer TAE tefildo con bromuro
de etidio y visualizado con luz ultravioleta. Carril 1) control sin DNA. 2) producto 29; 3)
producto 31; 4) marcadores de peso molecular ©®X174 cortado con Haelll; 5) producto 33 y
carril 6) control sin DNA. Se cargaron 5 gl de muestra de un total de mezcla dc reacciéon de 60
uL. Las reacciones se realizaron segiin las condiciones presentadas en la Tabla 4. Los controles
de reaccion se someten al mismo tratamiento pero sin agregaries DNA molde. 1.as zonas que se

observan en la parte inferior del gel son los oligonucledtidos.
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Una vez obtenidos los tres productos amplificados se sometiercn a restricciones
dobles con las enzimas Pstl y BamH! en ese orden. El orden de las restricciones se
decidib con base en que la restriccion con BamH| debe hacerse a alta concentraciéon de
sales Posteriormente los productos restringidos se corrieron en un gel y se purificaron
de é| por el método QIAEX. Esto se hizo con el fin de retirar los pequenios fragmentos

resultantes de la restriccion y con esto evitar gue interfieran en la ligacion

Z.- Reaccidn de ligacion

El plasmido pQE31 fue restringido con Pstl y BamH| y posteriormente purificado
de un gel de agarosa por el método QIAEX Se cormd un gel para determinar las
concentraciones de inserios y vector purificados y con eso se monto la reaccion de
ligacion empleando una proporcidn 3:1 de inserto—vector También se montaron los
controles de la reaccion de ligacidon para asegurar que el sistema funcionaba

adecuadamente. En la Tabla 5 se presentan jos resultados de los controles.

TABLA 5. Resultados de las ligaciones control.

| CONTROL " NUMERODE | % DE EFICIENCIA
' | COLONIAS
A) Eficiencia de transformacion ' 560 ) 100 )

de las células competentes |

B) Eficiencia de ta restriccion t 164 ' 70
de BamHi f
C) Control de la ligasa '5 294 23

1
|
D) Ligacién del pltasmido con ;
|
1

69 | 12
doble restriccion

De estos resultados se concluyé que del 100% de las colonias competentes, un

12% era muy probable que fueran falsas positivas; esto debido a la baja eficiencia de

corte de la enzima BamHI|, demastrado en los controles B y D en los que el resultado
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esperado era de 0 colonias. Al fallar ia enzima guedaban moiéculas de pldsmido sin
restringir, mismas que conferian a las células capacidad de crecer en medio con amp.
Este resultado desfavorable alertaba de los resultados finales, pues evidentemente el
sistema no funcionaba al 100% y se podia esperar resultados erroneos, aun a pesar de
esto se decidié seguir con el siguiente paso.

Posteriormente se procedid a montar tas reacciones de ligacién (para cada una):
1 ul de buffer de la enzima, 7 ul. de DNA cada uno de los productos amplificados, 1ul
de plasmido pQE31 y 1 uL de enzima T4 ligasa. Se incubd la reaccion en un bafio a 14
°C en el cuarto frio durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo de {a ligacion
se procedié a transformar células JM-109 competentes con el fin de poder seleccionar

las transformantes positivas.

3.- Seleccion de colonias positivas

La transformacion se llevd a cabo como se explicd en Materiales y Métodos. Las
bacterias transformantes se plaguearon en medio LB sdélido adicionado con 100 ug/ul
de amp y se incubaron a 37 °C durante toda la noche Ei conteo de colonias se realizé
al dia siguiente En la Tabla 6 se presenta los resultados obtenidos. Los plasmidos
resultantes de las hgaciones con los insertos de los genes athcp 29, 31 y 33 se
denominaron pQE{28), pQE(31) y pQE(33) respectivamente.

TABLA 6. Colonias transformantes

CLONA [ COLONIAS | POSIBLES POSITIVAS/
TOTALES COLONIAS TOTALES
POSITIVAS*
pQE(29) 280 x, 211 075
| PQEGY 255 186 075
i pQE(33) 157 88 0.56
1 i

* Las colonias positivas se calcularon restando a las coionias totales esperadas de

cada clonacidn, las colonias de fondo real obtenidas en el control D.
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De acuerdo a estos resultados se esperaba que de 10 colonias seleccionadas se
obtuvieran 7 colonias positivas para la 29 y la 31 y 5 colonias positivas para la clona 33

Se seleccionaron 10 colonias de cada ligactdbn y se sembraron
independientemente en medio LB liquido y sélido con amp Los cultivos liquidos se
incubaron 37° C en agitacion censtante durante toda la noche. Para determinar que las
células transformadas contenian al ptasmido con el gen de interés clonado en él. se
compararon los tamafnos de los plasmidos extraidos de células transformadas con las
ligaciones, contra el tamano de plasmido sin inserto linearizados. Con este proposito se
exirajo pldsmido de cada uno de los cultivos y del plasmido pQE sin inserto y se
restringieron con ia enzima BamHl. En la figura 8 se muestran los ensayos de
restriccién de plasmido obtenido de algunas transformantes Se revisaron 10
transformantes de la 31 y 10 de la 33 de las cuales al menos tres plasmidos de cada
una eran de un tamafo mayor, en aproximadamente 1 Kb, al tamano del plasmido pQE
sin inserto. Esto indicaba que en esos plasmidos si se llevaron a cabo las ligaciones

correspondientes.

1 2 3 4 5 6 Kb

2313

G476

8355
e 438

— 2322

Figura 9. Andlisis de los ensayos de restriccion de las transfermantes 31 v 33. En un gel de
agarosa al 1% en TAE se corrieron los productos de restriceion. Carril 1) pQE(31) cortado: 2)
pQE(31) sin cortar; 3} A cortado con HindIIl; 4) pQE (sin inserto) cortado; 5 pQE(33) cortado;
6) pQE(33) sin cortar. Todas las restricciones se llevaron a cabo con BamHI v una diferencia de
peso molecular de aproximadamente 1 Kb con el plasmido sin inserto indica que el plasmido

restringido posee inserto.
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Algunas de las colonias transformadas con la ligacidn 29, no crecieron a ia
densidad celular promedio en incubaciones de 24 h. Por ofro lado, los cultivos que si
tenian una buena densidad celular no contenian plasmido con inserto. De estos
resultados se dedujo que la expresién basal de la proteina 29 en las células JM-109
podria ser toxica, provocando bajo crecimiento del cultivo. Por lo tanto. se decidi
incrementar el volumen de cultivo para tratar de extraer algo de plasmido. Aln con esto,
la cantidad de plasmido obtenida no fue suficiente para ser observada en un gel, por lo
gue no se pudo comprobar por restriccidn si realmente estas colonias eran positivas o
no. Debido a estos resultados fue necesario emplear otra estrategia para identificar
coionias transformadas con el gen de la CP29. Esta estrategia se describird en el punto

5 de esta seccion.

4.- Expresion de las proteinas

Los plasmidos que resultaron positivos de las ligaciones 31 y 33 se
transformaron en células M-15 y se procedid a la induccién en pequeria escala de ias
transformantes. Las inducciones se lievaron a cabo con 1 mi de IPTG, a 37°C durante
4 h En la Figura 10 se muestran los resultados de esta induccién Se incluye como

control positivo la induccién de la 24RNP recombinante de espinaca la cual es muy

semejante a las RNPs de Arabidopsis thaliana.
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Figura 10. Induccién de la expresion de la 31 y la 33RNP recombinantes de A.thaliana en E,
coli. Gel de SDS-PAGE al 15% de acrilamida tefiido con azul Coomasie. Se cargaron 30 pL de
extracto bacteriano total de células M-15 transformadas (200 pL). Las inducciones s¢ llevaron a
cabo con 1 mM de IPTG a 37 °C, durante 4 h. Carril 1) Marcador de Peso molecular Low-Range
de Bio-Rad; 2) extracto de bacterias sin pldsmido sin inducir; 3) bacterias sin plasmido
inducidas; 4) bacterias transformadas con pQE sin inserto sin inducir; 5) bacterias transformadas
zon pQE sin inserto inducidas; 6) bacterias transformadas con pQE(24RNP) st inducir; carril 7)
hacterias transformadas con pQE(24RNP) inducidas; 8) bacterias transformadas con pQE(31) sin
nducir; 9) bacterias transformadas con pQE(31) inducidas, 10) bacterias transformadas con
»QE(33) sin inducir; 11) bacterias transformadas con pQE(33) inducidas.

Como se puede ver en la Figura 10 las dos cionas obtenidas finalmente (31 y 33)
;on capaces de sobre-expresar las respectivas proteinas en buena cantidad, teniendo
:omo punto de comparacion la clona que produce la 24RNP de espinaca recombinante,
jue ya se tenia en el mismo vector de expresion. [as dos proteinas obtenidas son del
amano esperado, aproximadamente 33 kDa, lo que es un indicio de que la clonacién
ue exitosa,
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5.- Expresién de ia CP2S.

Los resultados obtenidos con la CP29 y descritos en el punto 4 de esta seccion
sugerian que las células JM-109 transformadas con la hgacion pQE(29) podrian no
estar creciendo porque los niveles de expresién de esta proteina, aungue bajos en
estas cepas, podrian ser téxicos. Por fo tanto se supuso que los cuftives transformados
con la ligacidn pQE(29) que crecian a baja densidad, podrian contener el plasmido con
el inserto del gen de la 29RNP Con este criterio se extrajo plasmido de 15 mL de
cultivo de dos cultivos transformados con la ligacién pQE(28) y que presentaran bajo
crecimiento y se emplearon para transformar células M-15 cuyo sistema de expresién
del promotor /ac estd reprimido méas fuertemente. Esto permitiria que solo bajo la
presencia del inductor se produjera la proteina recombinante y las células pudieran
crecer.

Se seleccionaron dos colonias de M-15 transformadas y para comprobar que
reaimente eran positivas, se procedié a una induccién en pequefia escala. En la Figura

11 se presentan los resultados del analisis de las proteinas producidas después de la

induccion con IPTG
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Figura 11. Niveles de expresion de la proteina CP29. Gel de SDS-PAGE al 15% de acrilamida
tefiido con azul Coomasie. Se cargaron 30 L def extracte bacteriano total (200uL) de todas las
muestras, fas inducciones se llevaron a cabo con 1 mM de IPTG a 37 °C, durante 4 horas. Carril
1) marcador de peso molecular Low-Range de Bio-Rad; 2) extracto de bacterias sin plasmido, sin
inducir; 3) bacterias sin plasmido inducidas; 4) bacterias transformadas con pQE sin inserto sin
inducir; 5) bacterias transformadas con pQE sin inserto inducidas; 6) bacterias transformadas con
pQE(24RNP) sin inducir; 7) bacterias transformadas con pQE(24RNP) inducidas; 8) bacterias
transformadas con pQE(29.2) sin inducir; 9) bacterias transformadas con pQE(29.2) inducidas;
10) bacterias transformadas con pQE(29.5) sin inducir; 11) bacterias transformadas con
pQE(29.5) inducidas

Como se puede ver en la Figura 11, sélo la bacteria transformada denominada
29.2 es capaz de sobre-expresar la proteina recombinante. La colonia 29.5, aun cuando
es capaz de crecer perfectamente en medios con amp y Kan, no posee el gen de la
CP29. Con este resultado se comprobo que la ligacion pQE(29) si funciong, pues la
bacteria sobre-expresa, después de la induccidn, una proteina del peso molecular

esperado (aproximadamente 33 kDa).
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8.- Deteccidn inmunoidgica

Para comprobar la identidad de las proteinas que expresan [as clonas obtenidas
se realizd un Western-blot empleando anticuerpos contra la 24RNP recombinante de
espinaca la cual es similar a las de A. thaliana (Robles 2000). Los resultados se
muestran en la Figura 12

KDa

107
76

36 RNP's
272 *Tecombinantes

1%

Figurai2. Reconocimiento de Ias proteinas recombinantes por el anticuerpo anti-24-RNP
recombinante de espinaca. Western blot con anticuerpo anti-24RNP recombinante de espinaca
1:2000. Revelado por ECL. Se cargaron en el gel 60 pl. del extracto bacteriano total (200 pL).
Carril 1) extracio de bacterias con plidsmido sin inserto inducidas; 2) bacterias transformadas con
pQE(29) inducidas; 3) bacterias transformadas con pQE(31) inducidas;, 4) bacterias
transformadas con pQE(33) inducidas; 5) 20 ug de proteina total de extracto de hoja joven de

espinaca.

Como se puede observar las tres proteinas son identificadas por el anticuerpo
empleado, esto significa que los genes fueron clonados en fase y las proteinas se
expresan correctamente. Las bandas que se observan en la parte alta de la membrana

en todas las preparaciones son proteinas bacterianas que e! anticuerpo logra
reconocet. ’
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V. DISCUSION

1. ESTRATEGIA DE CLONACION.

El sistema de expresidn elegido para flevar a cabo la clonacion y expresién de
proteinas recombinantes pQE {QIAGEN) presenta muchas ventajas, sobre fodo al
momenio de la expresion de las proteinas recombinantes. Las construcciones que se
obtuvieron poseen la etigueta de seis histidinas en la region amino terminal de las
proteinas maduras, lo que les pemmite ser purificadas mediante una columna de
afinidad. La etigueta en la zona del aminc terminal de ias proteinas es una forma facil
de etiquetarlas sin que estos aminoécidos interactiien con la secuencia normal de las
proteinas, evitando asi posibles cambios conformacionales en las proteinas
recombinantes, que pudiesen alterar su funcionalidad (Slawomir, 1999).

Se requeria que las proteinas recombinantes obtenidas no tuvieran ef péptido de
transito que poseen en su forma inmadura puesto que al actuar en el cloroplasto, esta
secuencia no se encuentra. Los ensayos de funcionalidad i vitro se deben llevar a
cabo con las proteinas maduras, por lo que es importante que la secuencia de
aminoacidos sea partir def dominio écido y se mantengan intactos los dominios de unién
a RNA, pues es ahi donde radica la funcionalidad de estas tres proteinas.

La estrategia de clonacién (levada a cabe consistid en emplear la reaccion en
cadena de la polimerasa logrando dos objetivos el primero generar secuencias que
poseyeran un sitio de corte BamH!{ para facilitar su clonacién, y la segunda amplificar
solo la secuencia de interés, eiiminando ta secuencia del péptido de iransito de las
proteinas recombinantes, obtenendo asi proteinas maduras

Se eligid una clonacién dirigida, es decir cortando con dos diferentes enzimas de
restriccidon con el fin de insertar los genes en su orientacion correcta. El sitio BamH| fue
introducido a las secuencias de los genes a clonar, por el uso de un oligo gue contenia
esta secuencia en la regidn 5' de los genes, mediante la reaccién de PCR. La segunda

enzima elegida fue Pstl debido a que este sitioc de corte lo poselan los tres plasmidos

donde los genes estaban clonados y no lo presentaban las secuencias de los genes en
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si. Al emplear ei oligo M-13 como oligo reversc se lograba amplificar las secuencias
manteniendo este sitio en los productos amplificados para posteriormente restringirlos

Las fres secuencias obtenidas fueron clonadas en fase es decir en un marco de
lectura apropiado debido a la eleccion del piasmido pQE31, que al poseer un nucleétido
menos antes del codén de inicio respecto al plasmido pQE30, permite que las
secuencias Insertadas completen los codones necesarios para que el mensaje se lea en
fase y no se obtenga un error en el marco de lectura y/o terminacién temprana de la
lectura.

Los tres plasmidos recombinantes fueron transformados en células E. coli JM-
109 con et fin de propagar el plasmido y seleccionar las colonias positivas. Este paso se
complicd ya que la proteina CP28 recombinante resultd ser tdxica y provocd la muerte
celular, probablemente por un “goteo” en la produccién de la proteina lo que
posiblemente afectd el metabolismo de la bacteria. Este resultado no es exirafio pues
se ha observado que otras proteinas similares como la SSB de E. cofi, la cual se une a
cadenas senciilas de DNA, inhibe el crecimiento en cepas con poca represion. Sin
embargo, en bacterias con represion elevada sintetizan la proteina sin ningun problema
(Slawomir, 1899). A pesar de este inconveniente se logro identificar a las colonias
positivas gracias al sistema de represion elevado de células M-15 en las que se llevd a
cabo la expresion de la proteina recombinante a pequefia escala, que es una de las

pruebas que recomienda QIAGEN INC para confirmar el éxito de la clonacién

2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES.

Una vez que se transformaron los tres plasmidos recombinantes en la cepa M-15
se llevd a cabo la induccién en pequefa escala para comprobar la sobre-expresidn de
tas proteinas y con esto el éxito de la clonacién. Las tres proteinas se produjeron con un
nivel adecuado. Serad necesaric probar las condiciones de cultivo adecuadas para
incrementar los niveles de expresién y obtener la mayor cantidad de proteina
recombinante soluble. (Slawomir , 1999; Toledo, 18988). Por lo tanto, &l siguiente paso

sera obtener curvas de crecimiento de las tres clonas y optimizar la sobreproduccion de

las proteinas.
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El tamario de las proteinas recombinantes observado en los geles es cercano al
esperado. El hecho de que estas proteinas no migren en los geles de SDS-PAGE de
acuerdo al peso molecular calculado no significa que se trate de proteinas diferentes ya
que se ha demostrado que debido a la carga neta del dominio acido de las RNPs &f
patron de migracién de las proteinas se altera incrementandose hasta en 7 KDa
(Lisitsky et al., 1994)

La identificacion de las tres proteinas recombinantes mediante un anticuerpo
policlonal contra la 24RNP recombinante de espinaca permitié concluir que los

productos obtenidos son los esperados. Esto fue posible debido a que las secuencias

de las tres proteinas son similares a las de la 24RNP de espinaca
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iX. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las colonias que se obtuvieron fueron capaces de producir las tres proteinas de
interés. De los resultados obtenidos de los geles SDS -PAGE podemos decir que 1a
estrategia de clonacion elegida fue exitosa y que fas proteinas que se producen son [as
de interés.

Al momento de terminar los trabajos experimentales de esta tesis, ya se habia
comenzado a trabajar con la induccion de la proteina CP29 recombinante a gran escala
a partir de la clona positiva obtenida, con la intencion de emplearia en la produccién de
anticuerpos policlonales en galiina contra ella.

Las clonas positivas de la 31 y 33RNPs no han sido empleadas en la produccién
a gran escala de las profeinas, pero si en la induccidén en pequena escala para
comparar contra otras proteinas y empleartas como control Es probable que en un
futuro también se desarrollen anticuerpos contra estas proteinas

Las proteinas recombinantes son una herramienta muy ubl para elucidar
problemas de funcién y estructura en sistemas muy complejos como los de {as plantas,
lo ideal seria poder trabajar con proteinas puras obtenidas a partic de las mismas, pero
debido a que las proteinas que actdan a niveles de regulacién se encuentran en pocas
cantidades es mas facil emplear {as proteinas recombinantes. Un estudio que se puede
flevar cabo con las proteinas obtenidas en el presente trabajo podria ser la
determinacion de su funcion lo cual estd estrechamente ligada a la estructura las

mismas También pueden ser empleadas en ensayos de unién a mRNA de cloroplasto.
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