s B AN VRl

oy '
1%3] ?‘; .
g

w7y PO - pal
B

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
' DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

“CARACTERIZACION, CLLONACION Y
EXPRESION DEL GENE udhA QUE CODIFICA
PARA UNA TRANSHIDROGENASA SOLUBLE
EN E. coli.”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I O L O G O
P R E S E N T A :
DIEGO ROMERO PEREZ

. el o
LS .
£ : :
P R AT

DIRECTOR DE TE.,..S_LS: DR.(;"GUJLLEHMO GOSSET LAGARDA

E’_@'ﬂ

%"&CUL’}“ K Ceriaa
g 199‘8._!21;;}\&;

O 2

P

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 2% Bs B0




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVERADAD NACJONAL _ .
AVEN'MA DE
MEXICo

M. en C. Virginia Abrin Batule

Jefe de la Division de Estudios Profesionales de la
Facuitad de Ciencias

Presente

Comunigamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:
vCaracterizacibén, clonacién y expresidén del gene udhdA que
codifica para una transhidrogenasa soluble en E. coli.”

realizado por Diego Romero Pérez
con nimero de cuenta 9455587-~3  , pasante de la carrera de Biologia

Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis :
Propietario M-@- M 7

Dr. c:;uillermo Gosset Lagarda

LD

Propietario Dr. Enrique Merino Pérez

Propietario M.enC. Victor Manuel Valdés Lépez . < (& lco)

o ,
Suplente Dr. Antonio Eusebio Lazcano-Araujo ReyesOA. 'Qﬂ""(/L—\

Suplente M.enC. Arturo CarlBACTHEREY T gfgﬁaﬁs‘fbuﬂﬁ/)
U.N. A M.

Consejo D mﬁﬁ‘;l:ie B
- Consejo Departamenial de 2p. 478
E/M - “'t,:'?:_.’fu‘" e o
I ‘;;"-‘,_'

DRA. EDNA MARTA'.§UA
.E‘:\f.‘.g"r_‘ i

. S )
DEPARTAMENTO
DE BIOLOGIA




A Dios

A mi madre Gloria Nayra

A mis abuelos Gloria y Mario

A mis Tios

A mis Primos

A2 mi Universidad



Con un infinito agradecimiento por el apoyo
brindado para la realizacidn del presente
trabajo al Dr. Guillermo Gosset, Dr. Enrique
Merino, Dr. Francisco Bolivar y Dr. Fernando
Valle,

Con un especial agradecimiento a Noemi,
Ramén, Georgina y a todos mis compafieros,
amigos y colaboradores de laboratorio y
de éste tan prestigiado instituto.

[nstituto de Biotecnologia



Indice

RESUMEeN . . . =« « » =+ =+ s
incroduccidn . . . . . . e . e e e e
I. Transcripciéon . . . . .

a) Inicio . . .

b Elongacidn

¢) Terminacidn

II. Operodn

IIT. Traduccidén . . . .

a) Inicio-.

b} Elongacidn . . . . - . .« - - -

¢) Terminacidén . .

Iv. Transhidrogenasas . . . .
Justificacion y objetivos . . . . .

Materiales y Métodos

Materiales
I. Reactivos . . .. .
II. amcrtiguadores y soluciones
I1I. Enzimas y proteinas

a) Endonucleasas de restriccidn .
b) Ligasa . . . .« « + - -« -
c) RNAsa . . . « + « =« »

d) Proteinas . . . .+ « .« o+ o«

Iv. Medios de cultivo . . .
V. Antibidoticos . . . . .
vI. Cepas bacterianas . .

VII. plasmidos vy DNA . . . . -

.20

.20

.21

.22

22

22

23

.23

23

24




Métodos

T, Aamplificacién por PCR del Gene udhA del DNA Cromosomal de

E. coli y del Templado para la Secuencia del Mismo . . . . .25
II. — Estrategias de Clonacidén
a) Clonacidn en el vector pCR-Blunt. . . . . . . . . . . . ... .25
b) Clonacion en el vector pTrc99A . . . . . . . « « « « o « < . . .27
III. Extracciton de Plasmidos de E. coli por Lisis Alcalina . . . 27
Iv. Extraccién de DNA con Fenol/cloroformo . . . . . . . . . . .29
V. Digestitn de DNA con Endonucleasas de Restriceidn . . . . . 29
vI. Electroforesis en Gel . . . . . . . . . o o . . oo 0029
VII. Extraccion de DNA de Geles de Agarosa Empleando una

Microcentrifuga . . . . . . . .« . . v 4 v 4« v W o« 4+ . . 30
VIII. PreDéracién de Células Electrocompetentes . . . . . . . . . 30
IX. Electrotransformacidn . . . . . . . . . . . . . . . . .. .3
X. Preparacion y Transformacién de Ceélulas Competentes por

Método Quimico . . . . . . . . . e e e e e e e e e e . w32
XI. Reacciodn de Secuenciacidon . . . . . . . . .« .+ . o . . . . 031
XII. Corrimiento de Gel para Secuencia . . . . + + « + « + « . . 32
XIII. Induccidén de udhd en el vector pTrc99A con IPTG . . . . . . 33
XIV. Extraccidn de Proteina Soluble . . . . . . . . . . . . . . .33
XV. Medicidn de Actividad de Transhidrogenasa Soluble

para UDHA . . . . . . . . . .+ . « « 4« v e v .. .33
XVI. Determinacidén de la Concentracidn de Proteina Soluble . . . 34

XVII. Determinacién de la Concentracién de Proteina Recombinante

UDHA en E. coli . . . . . . « . « . « v « v o . v . ... 34
Resultados
I. Aislamiento del Gene udhA por PCR . . . . . . . . . . . . . 36
II. " Determinacién de la Secuencia Nucleotidica de la Regidn 5°

de udhA . . . . . . . . . . . e e e e e e e e e e . ... 3B

III. Andlisis de la Secuencia Nucleotidica de udhA y de la
Proteina para la que Codifica . . . . . . . . . . . . . . . 42



IV, Localizacién y Analisis Detallade de udhA en el Cromosoma
de E. coli . . v v v v e e e e e e e e e e e e e e e
V. Regiones de Regulacién Transcripcional Propuestas para
UAHA . . e e e e e e e e e e e e e e e e e e
VI. Analisis de la Estructura Primaria y Secundaria en la
Proteina UDHA de E. coli . . . . +« « « « « « « + « « .
VII. Comparaciéon de UDHA de E. coli con otras
Disulfuro-oxidorreductasas . . .+ « « ¢ . e 4 o+ e 4 e w
VIII. Determinacién de Actividad para la Transhidrogenasa
Soluble UDHA de E. coli . . . . .« « « « « « o v+ o o .
IX, Determinacion de la Concentracidén de Proteina Recombinante
UDHA para E. coli Transformada con el plasmido pTrc99a+udhh
e Inducida con IPTG . .« « « v « « + o v = 4 e e e e e
Discusidn . . . e e s
CONCIUSIONES . + « v v« 4 e e e e e e e e e e e e e e e
Perspectivas . . . . . . . . . e e e e e e e e e e e e

Bibliografia . . . . . .« .« « o« o . e e e e e e

.4?
.45

46
.49

55

58

60
68
69

72




Resuilen

Con el proposito de identificar la funcidén para uno de los genes
considerados hipotéticos en el genoma de E. coli, se clond y caracterizd
al gene udhA, determinandose que codifica para una proteina con actividad
de transhidrogenasa soluble. Antes de este trabajo solo se sabia de 1la
existencia de una transhidrogenasa dependiente de energia codificada por
los genes pntAB en la misma bacteria.

Empleando programas de coémputo, se analizd la secuencia nucleotidica
reportada para udhA. El andlisis de las regiones 5° y 3° reveld 1la
presencia de posibles sitios de regulacidn transcripcional.

Se aisld el gene udhA del DNA cromosomal de E. coli por PCR. Se clcond
colocandose bajo el control transcripcional del promotor trc presente en
el pléasmido pPTrc93A. Se determinaron por secuenciacién de su regidn 5°
las primeras 145 bases del mismo. Con base en este analisis, se detectd y
corrigié un error en la secuencia previamente reportada para este gene.

Al comparar la estructura primaria entre la transhidrogenasa soluble
UDHA de E. coli y otras proteinas similares en un alineamiento miltiple,
se encontraron dos sitios de unidn a nucledtidos que en conjunto forman
el pliegue Rossmann, que es el dominic gue se une a dinucledtidos de
nicotinamida.

Los dos experimentos independientes realizados con extractos de E.
coli transformada e inducida con el plésmido portador de udhd, revelaron
que la actividad enzimdtica del producto es en efecto de transhidrogenasa
soluble vy que es similar a la reportada para otrasg bacterias.

Por ultimo, se determind en geles de acrilamida que una proteina con
peso molecular aproximade de 51.5kDa, posiblemente UDHA; constituyd el
1.9% en la concentracién total de proteinas de una cepa transformada con
el plasmido pTrc99A+udhA.



Introduccidn

Un genoma se define como la totalidad del material genetico que
presenta un organismo determinado (39). La secuenciacidén de los genomas
completos de distintos organismos y esgpecialmente de aquellos gue sirven
como modelo experimental, ha hecho posible el estudio de todos sus genes
en conjunto para integrar una gran cantidad de conccimiento y poder
comprender mejor su fisiologia (7}. Al contar con la totalidad de 1la
secuencia de los genes y establecer la relacién que guardan entre si en
la misma especie o entre especies, también es posible asignar 0O proponer
una funcién y ademds, nos brinda la oportunidad de analizar e interpretar
la evolucién molecular a un nivel mas alto gue el de los genes por
separade (22).

La Dbacteria Escherichia coli es un componente importante de la
biosfera, va que coloniza el intestino grueso de los animales y como
aerobio facultativo, tiene la capacidad de sobrevivir al ser liberada en
el madio ambiente, lo cual le permite la diseminacién y colonizacidn de
nuevos huéspedes (7). Algunas cepas patdgenas de E. coli son responsables
de infecciones en aparato gastrointestinal, conductos urinarios, pulmones
y sistema nervioso (7). Por otra parte, E. coli estd considerada como un
organismo modelo preferido para el estudio de 1la bioquimica v biologia
molecular, asi como para su empleo en biotecnologia (7).

El genoma de E. coli consta de 4,639,221 pares de bases (bp), de las
cuales el 87.8% conforman a los 4,288 genes gue codifican para proteinas.
De estos, soclo una tercera parte estan bien caracterizados y al 38%
restante no se ha atribuido funcidn alguna (7). La identificacidn de la
funcion de aquellos genes no caracterizados es la meta de un numero
importante de grupos de investigacion en el mundo. El enfoque utilizado
para asignar 1la funcién a un gene desconocido se basa en tres
herramientas generales : 1llandlisis computacional, 2}aislamiento y
manipulacion del gene mediante ingenieria genética vy 3)el estudio
bioguimico del producto proteinico codificado por el gene bajo estudio.

Las bases de datos que contienen las secuencias de genes y proteinas
provenientes de diversos organismos, constituye una fuenkte muy importante
de informacién para el estudio de la organizacidn genéticad y la relacidn
estructura-funcidén en proteinas. Combinando el andlisis computacional con
estudios experimentales, ha sido posible asignar funciones bioldgicas a
gsecuencias especificas en moléculas de DNA, RNA y proteinag, Estas
secuencias se derivan del alineamiento y andlisis de varias moléculas con
propiedades similares, A partir de varias secuencias gimilares se deriva
una secuencia consenso, que en muchos casos rgpresenka las
caracteristicas esenciales para una determinada funciéon biclégica. Las
secuencias consens¢ han resultado ser una herramienta muy uUtil para el
analisis computacional predictivo del genoma de organismos. Mediante
alineamientos por computadora de las secuencias consenso contra las
secuencias desconocidas en un gene o genoma, es posible identificar
regiones que pudieran tener una funcidn similar a la gque vya ha sido
identificada para la sSecuencia consenso. Posteriormente, el gene o
proteina puede ser aislado por medio de las técnicas: de ingenieria
genética para determinar su actividad bioldgica.

La ingenieria genética es el conjunto de técnicas que nos permiten la
alteracién de la constitucidén en el genoma de una célula o individuo
mediante una modificacidn dirigida y selectiva (39). Este conjunto de



técnicas ha tenido un efecto muy positivo en la investigacion basica y
aplicada. En la primera nos permite estudiar los fenomenos genéticos que
suceden & nivel molecular, en este casco, determinar la funcidén de un gene
Yy en la segqunda, la manipulacidén de genes para el mejoramiento genético
de organismos y sintesis de productos con interés industrial (39).

Para poder analizar un gene determinado se requiere aislarlo del
genoma y amplificarlo por separado. Ello es posible gracias a la técnica
del DNA recombinante, la cual consiste en unir un fragmento de DNA de un
organismo al DNA de otro organismo de la misma o distinta especie, para
clonar y obtener muchas copias idénticas de esta molécula recombinante
(39).

A continuacién se describen aspectos generales relacionades con 1la
expresién génica y su regulacidn bajo condicicnes determinadas :

I. Transcripcidn.

Transcripcién se define como el proceso enzimdtico en el que la
informacidén genética contenida en una molécula de DNA de doble hebra es
transferida a una molécula de RNA de hebra sencilla (20,24,25,39),

En la transcripcidn, la hebra de DNA gue funciona como molde para
sintesis de RNA se denomina hebra templado o hebra (-} y 1a hebra de DNA
complementaria al templado ge denomina hebra codificante o hebra (+), que
es idéntica a la secuencia del transcrito de RNA, pero con timina en
lugar de vuracilo (20,24,25,39}. Este proceso difiere de la replicacidn de
DNA en gque no reguiere un cebador, solo involucra segmentos cortos de DNA
y solo una de las dos hebras sirve como templado (24).

En procariontes los genes pueden dividirse en tres vregiones con
respecto a su transcripcidén (Fig. 1) :

I. El promotor, la secuencia de DNA adyacente al inicio del gene con
la gue la RNA polimerasa interactia y es esta interaccidon 1la gque
determina el sitic de inicio de la transcripecion (39}).

II. La region codificante, la secuencia de DNA transcrita por la RNA
polimerasa a tRNA, rRNA o mRNA, cuya secuencia codificante sera
traducida en el ribosoma (39}.

I1I. El terminador, la secuencia en el transcrito de RNA al final del
gene gue especifica el sitio en donde termina la transcripcion (39).
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Figura 1. Representacién grafica de los elementos de secuencia que
componen a un gene procarionte. El promotor (P) con sus regiones -35 y

10 separadas por 17bp. El sitio de unién al ribosoma {8D),
aproximadamente 8bp anteriores al coddén de inicio. La regién codificante
y un terminador {T} posterior al coddn de término. En algunos casos, el
represor o© acktivador estad codificado por otro gene regulador (R) que
controla la actividad del promotor (27). En negrita y subrayada aparece
una regién conservada en la caja -10 descrita por DeHaseth, et. al. (12)
v en este caso la separacion entre las regiones -35 y -10 seria de 1l4bp.

El proceso de transcripcion puede describirse en tres fases
consecutivas

a) TInicio.

En E. coli existe una sola RNA polimerasa grande y compleja (390kDa)
que sintetiza todos los tipos de RNA en la bacteria. Esta holoenzima esta
compuesta por cinco subunidades principales : La subunidad beta (B) con
peso molecular de 150kDa, beta prima (B*) de 160kDa, dos subunidades alfa
{a) de 40kDa cada una y sigma (o}, la mas comin de 70kDa (™). Las
subunidades f, B' y dos o's conforman a la enzima nicleo, la subunidad o
solo se une transitoriamente a la enzima nicleo y es esencial para el
reconocimiento de promotores (12,20,39). S8i el factor ¢ no se une para
formar la holcoenzima, la enzima nuacleo simplemente se unird al DNA en
varios sitios pero no iniciara la transcripcidén eficientemente a partir
de alguno (20,24,25,39}).

En E. coli para el inicio de la transcripeidn se reguieren dos
secuencias de DNA esenciales en el promotor. Estas secuencias se
localizan en dos sitios distintos, anteriores a la primera base gue sera
transcrita, se trata de las regiones -35 y -10. Ambas secuencias se
denominan asi, va que es el numero aproximado de pares de bases que las
separa del punto en el gue inicia la transcripcion y a esta base ge le
designa comc +1 (20,24,25,39).

En aquellos promotores reconocidos por la RNA polimerasa que contiene
a la subunidad o', la secuencia consenso para la regidon -35 es (Fig. 1)

5- T T G A C A -3



La secuencia consenso para la regidén -10, también conocida como la
caja Pribnow es (Fig. 1)

5-T A T A A T -3’

ambas regiones pregentan una separacién de 17 pares de bases
{12,20,24,25,29,39) v la region -10 comunmente se encuentra 7 pares de
bases anteriores del punto +1 en el gue inicia la transcripcidén (25,39).

Aparte de la similitud que presente un promotor con la Secuencia
consenso para ambas regiones y la distancia gue las separa, existen otras
dos caracteristicas gue determinan la actividad de éste (Fig. 1) : l)una
secuencia rica en A+T gue interactga con la subunidad o, localizada entre
las posiciones -40 y -60 y 2)una secuencia TGN muy conservada precediendo
a la caja Pribnow, se ha observado que aquellos promotores que contienen
esta region -10 extendida {TGNTATAAT) presentan una actividad &ptima ain
en ausencia de la regidn -35 (12).

La holoenzima RNA polimerasa se une al promotor en dos fases :

Primero se une débilmente a la regidn -35 del promotor estando aun el
DNA en forma de doble hebra {20,25,39), a esto se le conoce como complejo
de promotor cerradc (20). En la segunda fase, se establece una union mas
fuerte entre la RNA polimerasa y el DNA, gue a su vez invelucra un
desenrrollamiento de aproximadamente 17 pares de bases del DNA
{20,25,39), el equivalente a dos vueltas localizadas en la regidn -10 y a
esto se le conoce como complejo de promotor abierto (12,20), Se ha
propuesto que este desenrrollamiento del DNA es posible debido a que en
la regidn -10, rica en pares T-A, se tienen solo dos puentes de hidrdgeno
por par de bases, los cuales resultan mas faciles de separar gue 1los
pares G-C al presentar tres puentes de hidrdgeno (25,39).

La diferencia en las tasas de expresion de diferentes genes puede
atribuirse a gue sus promotores difieran ligeramente de las secuencias
congsenso y de la distancia d¢&ptima gque separa ambas regiones, lo cual
variaria significativamente- la eficiencia con la gue RNA polimerasa
reconoce y gse une a ellos {12). Ademas, existen distintos factores o que
reconocen promotores diferentes y gue juegan un papel importante en la
regulacién de la expresidn génica (12,24,39).

b) Elongacion.

Durante la sintesis de RNA, siempre en direccién 5°-37; 1la RNA
polimerasa emplea nucledsido trifosfatos (NTPs} como substrato y 1la
energia para la reaccién se deriva del rompimiento del trifosfato de alta
energia en monofosfato y difosfatos inorganicos que son liberados (20)

DNA+Mg®+RNA polimerasa
NTP + (NMP) > (N\MP)n+l  + PPi

L

Uina vez ensamblados nueve nucledtidos de RNA, el factor ¢ se separa de
la enzima nucleo (12), 1la cual completard la transcripcidn del gene
formando una burbuja similar a la de replicacidén de DNA. Durante este
proceso aproximadamente 17 pares de bases permanecen separadas formando



un hibrido RNA/DNA a una velocidad de 30-50 nucleodtidos/seg, conforme la
RNA polimerasa avanza (39}.

¢) Terminacién.

La terminacion de 1la transcripcién puede ser de dos maneras
dependiendo del tipo de terminador gque presente un gene.

Los terminadores tipo I, p independientes o intrinsecos no requieren
de factores auxiliares para el término de la transcripcidn y presentan
dos caracteristicas evidentes en el templado de DNA : Una secuencia
palindrémica, gue en el transcrito de RNA corresponde a una estructura
secundaria de tallo-asa anterior al final del mismo y un continuoc de 4-8
adeninas. La primera es generada en el RNA por el apareamiento de
repeticiones invertidas que forman al tallo, separadas por una distancia
corta que forma el asa. La longitud del tallo es variable y contiene una
region rica en pares G-C cercana a la base. Dicho talleo-asa probablemente
induce cierta lentitud en la RNA polimerasa hasta generar una pausa en el
proceso, lo cual permite gque ambas hebras de DNA separadas y anteriores a
la enzima comiencen a hibridar consigo mismas, desplazando al hibrido
RNA/DNA y a la polimerasa para que la terminacidon se lleve a cabo
(20,24,25,27,39).

El continuo de pares U-A al final del hibrido RNA/DNA, al ser una
combinacidén inestable de bases, requiere la energia minima para su
disociacion en esta regién terminal débilmente enlazada (25,39}).

Los terminadores tipo II o dependientes de p requieren de un factor
auxiliar para finalizar la transcripcidn y presentan una secuencia de 50-
90 bases rica en citosinas y pobre en guaninas anterior al final del RNA
(25} . Dicho factor es una proteina de 46kDa llamada p gue indica el cese
de la transcripcidn, esta compuesta de dos dominics, uno enlaza a ATP, el
otro a la enzima nucleo y es activa en forma de hexdmero (20,25,39).
Durante el proceso p enlaza al ATP y es activado por éste para una
posible funcién de RNA/DNA helicasa, yva activado p se une a su secuencia
de reconocimientc rut una vez que haya gido sintetizada en el transcrito

de RNA (20). Inmediatamente p avanza hasta alcanzar a RNA polimerasa que
ha encontrado un pegueno terminador en forma de tallo-asa en el
transcrito, pero sin un continuo de uridinas (24), p disocia al hibrido
RNA/DNA de la burbuja de transcripcidén vy a su vez finaliza el proceso por
medio de la translocacidén del RNA, consiguiendo la liberacion de éste de
la RNA polimerasa (20,25,27).

En resumen, durante el término de la transcripcidn se llevan a cabo
tres eventos importantes : Se detiene la sintesls de RNA y se liberan 1la
cadena de RNA y la RNA polimerasa del DNA.

II. Operdn.

En células procariontes, la variacidon en la tasa de sintesis de
productos derivados de distintos genes involucra mecanismos de regulacidn
que controlan la expresidn génica (20,25,39). Un organismo cuenta con una
gran cantidad de genes <cuyos productos son esenciales para el
funcionamiento normal durante su desarrollo, por ello permanecen activas



un hibridec RNA/DNA a una velocidad de 30-50 nucledtidos/seg, conforme la
RNA polimerasa avanza {39).

c) Terminacién.

La terminacién de la transcripcion puede ser de dos maneras
dependiendo del tipo de terminador gue presente un gene.

Los terminadores tipe I, p independientes o intrinsecos no requieren
de factores auxiliares para el término de la transcripcion y presentan
dos caracteristicas evidentes en el templado de DNA : Una secuencia
palindrdémica, gue en el transcrito de RNA corresponde a una estructura
secundaria de tallo-asa anterior al final del mismo ¥ un continuc de 4-8
adeninas. La primera es generada en el RNA por el apareamiento de
repeticioneg invertidas que forman al tallo, separadas por una distancia
corta que forma el asa. La longitud del tallo es variable y contiene una
regién rica en pares G-C cercana a la base. Dicho tallo-asa probablemente
induce cierta lentitud en la RNA polimerasa hasta generar una pausa en el
proceso, lo cual permite gue ambas hebras de DNA separadas y anteriores a
la enzima comiencen a hibridar consigo mismas, desplazando al hibrido
RNA/DNA y a la polimerasa para que la terminacion se lleve a cabo
(20,24,25,27,39).

El1 continuo de pares U-A al final del hibrido RNA/DNA, al ser una
combinacién inestable de bases, reguiere 1la energia minima para su
disociacioén en esta regidn terminal débilmente enlazada (25,39).

Los terminadores tipo II o dependientes de p requieren de un factor
auxiliar para finalizar la transcripcidn y presentan una secuencia de 50-
90 bases rica en citosinas y pobre en guaninas ankerior al final del RNA

{25). Dicho factor es una proteina de 46kDa llamada p que indica el cese
de la transcripcion, esta compuesta de dos dominios, uno enlaza a ATP, el
otro a la enzima nuacleo y es activa en forma de hexamero (20,25,39).
Durante el proceso p enlaza al ATP y es activado por éste para una
posible funcidn de RNA/DNA helicasa, ya activade p se une a su secuencia
de reconocimiento rut una vez gue haya sido sintetizada en el transcrito

de RNA {20). Inmediatamente p avanza hasta alcanzar a RNA polimerasa que
ha encontrado un pequefio terminador en forma de tallo-asa en el
transcrito, pero sin un continuo de uridinas (24), p disocia al hibrido
RNA/DNA de la burbuja de transcripcidén y a su vez finaliza el procesc por
medio de la translocacion del RNA, consiguiendo la liberacidén de éste de
la RNA polimerasa (20,25,27).

En resumen, durante el término de la transcripcidn se llevan a cabo
tres eventos importantes : Se detiene la sintesis de RNA vy ge liberan la
cadena de RNA y la RNA polimerasa del DNA.

II. Operdn.

En células procariontes, la variacién en 1la tasa de sintesis de
productos derivados de distintos genes involucra mecanismos de regulacidn
gue controlan la expresidn génica (20,25,39). Un organismo cuenta con una
gran cantidad de genes cuyos productos son  esenciales para el
funcionamiento normal durante su desarrollo, por elleo permanecen activos



todo el tiempo independientemente de las condiciones del medio y a estos
se les conoce como genes constitutivos, los cuales también pueden formar
parte de un operdn (20,25,39). Aquellos genes cuya actividad se encuentra
bajo control en respuesta a las necesidades del organismo impuestas por
el medio, se llaman genes regulados (20,25,39).

En los genes regulados la transcripcién se encuentra controlada por la
interaccién entre elementos cis y elementos trans (25). Un elemento o
factor trans es el producto de un gene regulador que puede difundirse en
la célula para llegar al gene en donde ejerce su accidén (Fig. 1}, puede
ser una proteina o una molécula de RNA (25). Un elemento cis es un sitio
en la secuencia de DNA o RNA que funciona al ser reconocido in situ por
un elemento trans, no presenta funcién codificante y nnicamente puede
regular aguellas secuencias adyacentes (25} .

Algunos genes bacterianos agrupados gue codifican para proteinas cuya
funcién se encuentra relacionada, como en el caso de enzimas sucesivas en
una ruta metabolica: pueden ser transcritos en forma de mMRNA
policistrénico o poligénico por la accion de un mismo promotor. El
control que se ejerzca scbre dicho promotor regulara la expresidén de
todos 1os genes agrupados postericres al mismo {20,25,39}).

La transcripcién se encuentra controlada por interacciones entre
proteinas y la vecindad del promotor, estas favorecen u obstaculizan la
habilidad de RNA polimerasa para unirse al promotor e iniciar la
transcripeion (20,25). Existen dos mecanismos segun el tipo de control
bajo el que se encuentren los genes regulados : Se dice que un gene estd
bajo control negativo cuanrdo el elemento trans interfiere con la unidn de
la RNA polimerasa al promctor ¥y un gene estad bajo control positivo cuando
el elemento trans favorece la unidén de la RNA polimerasa con el promotor
{20,25) .

En genes que se encuentran bajo control negativo, las proteinas o
elementos trans que impiden la unién de RNA polimerasa al promotor e
interfieren el inicio de la transcripciéon se denominan represor, estos
actian sobre secuencias especificas de DNA o elementos cis denominadas
operador, localizados cerca o anterior al punto de inicio de 1la
transcripcion (20,25,39). Los operadores se caracterizan Ppor presentar
secuencias cortas y palindrémicas y los represores por reflejar la
simetria de estas (25). A las moléculas pequenas conocldas como efectores
gue regulan e impiden 1la unién de los represores a 3us operadores se
denominan inductor y aguellas que la favorecen se denominan COrrepresor
(25,39). La union del efector a su represor induce un cambio
conformacional en el dominio de unién a DNA y esta regulacibén alostérica
sucede tanto en represcres en forma libre, como en los ya enlazados al
DNA (25).

En genes gque Se encuentran bajo control positivo, algunos promotores
no se reconocen o son muy débilmente reconocidos por RMNA polimerasa. Para
que la enzima pueda reconocer dichos promotores, requiere la presencia de
proteinas reguladoras especificas o elementos trans denominados
activador, que al interactuar con RNA polimerasa favorecen el inicio de
la transcripcion. Para que un activador ejerzca su accion, debe estar a
su vez previamente activado por un inductor (25).

En conclusion, a un grupo de genes cuya expresién se encuentra
conjuntamente regulada por interacciones entre proteinas reguladoras con
el operador, incluyendo al operador y el promotor; se denomina operédn.



La induccidén de un operdn se logra cuando un inductor inactiva un
represor o activa un activador y la represidn, cuando um correpresor
activa un represor o inactiva un activador (25). A un grupo de operones
gue se encuentran bajo contrcl de un mismo regulador transcripcional se
denomina regulén y a un conjunto de operones gue responden a estimulos
impuestos por el medio, independientemente del mecanismo de regulacidn
que presenten; se denomina estimulén (31).

III. Traduccidn.

La traduccion o sintesis de proteinas se define como el proceso de
conversion de la informacidn genética contenida en una secuencia de mRNA
a una secuencia de aminocacidos de un polipéptido, mediada por el ribosoma
{20,24,25,39}.

Los ribosomas son particulas de ribonucleoproteinas gue contienen
moléculas de rRNA (25). En procariontes el ribosoma estd conformado por
dos subunidades que sedimentan como particulas 508 y 303 y que solo se
ensamblan durante la sintesis dJde proteinas (20,25,39). Cada subunidad
contiene moléculas grandes de rRNA 163 y 235 respectivamente, también hay
moléculas pequenias de rRNA 55 en la subunidad grande (25). La mayor parte
de las moléculas grandes de rRNA presentan un extenso apareamiento de
bases, formando tallos cortos apareados imperfectamente y asas de hebra
sencilla (25). Las subunidades se asocian para formar al ribosoma como
una particula 708 vy éste presenta en sus subunidades varios sitios
activos localizados er el dominio traduccional, es decir, a donde se
sintetizan las proteinas (20,25). Los sities activos principales son : A,
P, E, de unién a EF-Tu, EF-G, mRNA y Peptidil transferasa (20,25).

E]l mRNA enlaza a la subunidad 308, las moléculas de tRNA enlazan a dos
sitios que sobrelapan a ambas subunidades en el ribosoma : El sitic A es
el sitio de entrada para el aminoacil-tRNA, una molécula de tRNA va
"cargada” con un aminodcido que serd agregado a la cadena peptidica y el
polipeptidil -tRNA gue porta al polipéptido creciente, enlaza al sitio P
(20,39) .

Ademds de los codones de inicio en E. coli (AUG, GUG y en ocasiones
UUG), para que inicie la sintesis de proteinas en procariontes se
requiere de otra informacidén codificada en la secuencia de mRNA anterior
al coddn de inicio llamada regidn lider. Dicha secuencia es un sitio de
unién al ribosoma y sirve para alinear a éste en el marco de lectura
indicado ¥y que la proteina se sintetice correctamente. La mayoria de
estos sitios de unidn al ribosoma presentan una secuencia congensc G G A
G G rica en purinas a una separacidén corta pero variable de 8-12
nucledtidos anteriores al coddén de inicio (20,25,27,33%). John Shine vy
Lynn Dalgarno sugirieron gque esta secuencia al igual gque algunos
nucledtidos adyacentes gque pueden variar, son complementarios a una
regién rica en pirimidinas que siempre presenta la secuencia C C U C C
en el extremo 3’ del rRNA en la subunidad 168 del ribosoma (20,25,27,39}),
indicando el alineamiento correcto para la traduccidén dJde la proteina
(Fig. 1 vy 2}. Al sitioc de unidén al ribosoma también se le conoce como
Shine-balgarno (8D).



La induccidén de un operdn se logra cuando un inductor inactiva un
represor © activa un activador y la represidén, cuando un correpresor
activa un represor o inactiva un activador (25)}. A un grupo de operones
que se encuentran bajo control de un mismo regqulador transcripcional se
denomina regulén y a un conjunto de operones que responden a estimulos
impuestos por el medio, independientemente del mecanismo de regulacidn
que presenten; se denomina estimuldn (31).

ITIT. Traduccion.

La traduccidon o sintesis de proteinas se define como el proceso de
conversion de la informacién genética contenida en una secuencia de mRNA
a una secuencia de amincacidos de un polipéptido, mediada por el ribosoma
{20,24,25,39).

Los ribosomas son particulas de ribonucleoproteinas que contienen
moléculas de rRNA (25). En procariontes el ribosoma estid conformado por
dos subunidades que sedimentan como particulag 508 y 308 y gue solo se
ensamblan durante 1la sintesis de proteinas (20,25,39). Cada subunidad
contiene moléculas ¢grandes de rRNA 165 y 23S respectivamente, también hay
moléculas pequefias de rRNA 55 en la subunidad grande {(25). La mayor parte
de las moléculas grandes de rRNA presentan un extenso apareamiento de
bases, formando tallos cortos apareados imperfectamente y asas de hebra
sencilla {(25). Las subunidades se asocian para formar al ribosoma como
una particula 708 y éste presenta en sus subunidades varios sitios
activos 1localizados en el dominio traduccional, es decir, a donde se
sintetizan las proteinas (20,25). Los sitios activos principales son : A,
P, E, de unién a EF-Tu, EF-G, mRNA y Peptidil transferasa {(20,253).

El mBRNA enlaza a la subunidad 308, las moléculas de tRNA enlazan a dos
sitios que sobrelapan a ambas subunidades en el ribosoma : E1 sitio A es
el gitio de entrada para el aminocacil-tRNA, una molécula de ERNA va
“cargada” con un aminodcido que serd agregado a la cadena peptidica y el
polipeptidil-tRNA que porta al polipéptido creciente, enlaza al sitio P
{20,39).

Ademas de los codones de inicio en E. coli (AUG, GUG y en ocasiones
UUG), para que inicie la sintesis de proteinas en procariontes se
requiere de otra informacidén codificada en la secuencia de mRNA anterior
al codon de inicio llamada regidn lider. Dicha secuencia es un sitio de
unidén al ribosoma ¥y sirve para alinear a éskte en el marco de lectura
indicado y gque la proteina se sintetice correctamente. La mayoria de
estos sitios de unién al ribosoma presentan una secuencia consenso G G A
G G rica en purinas a una separacidn corta pero variable de 8-12
nucledtidos anteriores al coddén de inicio (20,25,27,39). John Shine y
Lynn Dalgarno sugirieron Qque esta secuencia al igual gque algunos
nucledtidos adyacentes gue pueden variay, son complementarios a una
regién rica en pirimidinas que siempre presenta la secuencia C C U C C
en el extremo 3’ del rRNMA en la subunidad 165 del ribosoma (20,25,27,39),
indicando el alineamiento correcto para la traduccién de la proteina
{(Fig. 1 y 2). Al sitio de unidén al ribosoma también se le conoce como
Shine-Dalgarno (SD).



AUUDCCUCC (3 rRWNA 168)

UAAGGAGG (5 mRNA)

Figura. 2. Secuencia consenso del sitio Shine-Dalgarnc indicando 1la
complementaridad existente entre el MRNA v el extremo 3° del rRNA en la
subunidad 165 del ribosoma. En negrita se indican las secuencias
palindrémicas comunes a la subunidad 165 en todos los ribosomas
analizados vy en la mayoria de mRNA's.

pambien se reguiere gue las moléculas de tRNA se encuentren ya
»cargadas”. En el primer paso, catalizado por Aminoacil-tRNA Sintetasa;
el aminoacido reacciona con ATP para producir un complejo aminoacil-aAMP.
£n el segundo paso, también catalizado por Aminocacil-tRNA Sintetasa; el
complejo aminoacil-AMP reacciona con el LRNA indicado para producir un
aminoacil-tRNA. El aminoadcido queda enlazado al extremo 3' del tRNA por
1a unidén de su grupo carboxilo al grupo hidroxilo 3 o 2' en la ribosa
del adenin-nucleétido, al final del tRNA (39).

El procesc de traduccion o sintesis de proteinas también puede ser
descrito en tres fases consecutivas : Inicio, elongacidén y término.

a) Inicie.

ademds del mRNA, el ribosoma y las moléculas de tRNA, este proceso
requiere de otros factores llamados factores de inicic IF1, IF2 e IF3 y
de £MET-tRNA, va que en E. coli y otros procariontes el primer aminoicido
en una cadena polipeptidica recientemente sintetizada es N-
formilmetionina, aunque pueda ser removido posteriormente (20,389} .

El procesc comienza con el enlace del mMRNA a la subunidad 308,
favorecido por el factor de inicio IF3. Luego, el factor de inicio IF2
enlaza a GTP y a fMET-tRNA, favoreciendo su unién al complejo 308, lo
cual deja a fMET-tRNA en el sitio P. Finalmente, con la hidrdlisis de GTP
enlazado a IF2, se consigue el ensamble de ambas subunidades ribosomales
y entonces IF2 e IF3 son liberados. El papel exacto de IFl no se ha
esclarecido por completo adn (20,39},

b) Elongacidn.

para esta fase del proceso se reguieren de Cres factores de
elongacién : EF-Tu, EF-Ts ¥y EF-G (20,39).

El factor de elongacién EF-Tu es el gue permite la entrada de las
moléculas de aminoacil-tRNA al sitio A. Primero EF-Tu enlaza a GTP , este
complejo activado EF-Tu - GTP a su vez enlaza al tRNA y con la hidrélisis
del GTP a GDP, se favorece el enlace del aminoacil-tRNA al sitio A y EF-
Ty es liberado. E1 factor de elongacidn EF-Ts es el encargado de la
liberacion de EF-Tu - GDP del ribosoma y de la regeneracion del complejo
activo EF-Tu - GTP. Durante 1la translocacidn se lleva a cabo la
transferencia de la cadena polipeptidica del peptidil-tRNA al aminoacil-
tRNA en el sito A, catalizada por la Peptidil-transferasa. El ribosoma
entonces avanza un coddén en el mRNA en direccién 5'-3', favorecido por el




factor de elongacién EF-G que hidroliza GTP a GDP y con ello el tRNA
»descargado” pasa del sitio P al sitio E a donde es liberado y el recién
formado peptidil-tRNA se transfiere del sitio A al sitio P (20,39). E1
eniace de los factores EF-Tu y EF-G al ribosoma es mutuamente excluyente,

lo cual asegura que cada paso finalice antes de que inicie el siguiente
(25) . Este proceso se repite hasta encontrar un coddn de término y varias
ribosomas pueden estar traduciendo simultaneamente una molécula de mRNA
formando un complejo llamado polisoma (39).

¢) Términacioén.

En esta Gltima fage, el ribosoma reguiere factores de liberacidn
{(RF) para finalizar el proceso, ya que no existen moléculas de tRNA con
anticodones que reconozcan a codones sin sentido. RF1 y RF2 si reconocen
codones de término. RF1 reconocce UAA y UAG, y RF2 reconoce UAA y UGA. RF3
no reconoce codones sin sentido, pero favorece la terminacién del proceso
(20,39). Cuando el peptidil-tRNA se encuentra en el sitio P, los factores
de liberacién en respuesta a los codones de término enlazan al sitio A y
1a hidroligis de GTP favorece la liberacion del polipéptido del sitio P y
1a disociacién de las subunidades ribosomales, finalizando el proceso
(20) .

IVv. Transhidrogenasas.

Las transhidrogenasas de piridin-nucledtidos catalizan la
transferencia de equivalentes reductores entre los cofactores NAD y NADP,
que en este caso funcionan como substratos (10,14,16,19,21,45,46) . Por

equivalente reductor se entiende cualquier electrén o© equivalente-
electréon en la forma de un dtomo de hidrdgeno o idén hidruro gue sea
transferido en una reaccitn de oxido-reduccidén (24), Los dinucledtidos de
nicotinamida NAD y NADP son acarreadores auxiliares solubles de
electrones, omnipresentes en los sistemas vivientes y funcionan como
cofactores de las oxidorreductasas, comunmente llamadas deshidrogenasas,
con las que Se asocian reversiblemente (3,5,24,26). En las reacciones de
6xido-reduccidn en las que participan, dichos cofactores experimentan la
transferencia reversible de iones hidrurc de la pesicidén C-4 del anillo
de la nicotinamida (3}. Cuando este ién hidruro es transferido al frente
del anillo plano de la nicotinamida, se dice que la transferencia es de
tipo A y cuando es transferido a la parte posterior del mismo, se dice
que la transferencia es de tipo B (5,24).

En general, los procesos de degradacién oxidativa se asocian a NAD,
que transporta los electrones derivados de reacciones catabdlicas al
punto de entrada de la cadena respiratoria (3,24,45), mientras gue la
especificidad de enzimas por NADP, que provee los electrones para
reacciones anaboOlicas, estd restringida a reacciones Dbiosintéticas
reductivas, salvo unas pocas excepciones (3,24,45)., El NADP difiere del
NAD solo en la esterificacién de un fosfato adicional en el grupo 27
hidroxilo del anillo de ribosa unido a la adenina (3,24).

En los organismos estudiados hasta ahora han sido reportados dos tipos
de transhidrogenasas de piridin-nucleétidos :

I.- La transhidrogenasa dependiente de energia, una proteina integral de

membrana carente de flavina. Esta enzima se encuentra en la membrana
interna de las mitocondrias y en la membrana citoplasmica de algunas
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factor de elongacidn EF-G que hidroliza GTP a GDP y con ello el tRNA
»descargado” pasa del sitio P al sitio E a donde es liberado y el recién
formado peptidil-tRNA se transfiere del sitio A al sitio P {20,39). El
enlace de los factores EF-Tu y EF-G al ribosoma es mutuamente excluyente,
lo cual asegura que cada paso finalice antes de que inicie el siguiente
{25). Este proceso se repite hasta encentrar un coddn de término y varios
ribosomas pueden estar traduciendo simultaneamente una molécula de mRNA
formando un complejo llamado polisoma ({39).

c) Términacion.

En esta unltima fase, el ribosoma requiere factores de liberacion
{(RF) para finalizar el proceso, ya Qgue no existen moléculas de CRNA con
anticodones que reconozcan a codones sin sentido, RF1 y RF2 si reconocen
codones de término. RF1 reconoce UAA y UAG, ¥y RF2 reconoce UAA y UGA. RF3
no reconoce codones sin sentido, pero favorece la terminacidn del proceso
(20,39). Cuando el peptidil-tRNA se encuentra en el sitio P, los factores
de liberacién en respuesta a los codones de término enlazan al sitio A ¥
1a hidrélisis de GTP favorece la liberacidén del polipéptido del sitio P ¥y
la disociacién de las subunidades ribosomales, finalizando el proceso
(20) .

IV. Transhidrogenasas.

Las transhidrogenasas de piridin-nucledtidos catalizan la
tranaferencia de eguivalentes reductores entre los cofactores NAD vy NADP,
que en este caso funcionan como substratos {10,14,16,19,21,45,46). Por

equivalente reductor se entiende cualquier electréon o eguivalente-
electron en la forma de un atomo de hidrégeno o© i6n hidruro que sea
transferido en una reaccién de éxido-reduccidén (24). Los dinucledtidos de
nicotinamida NAD y NADP son acarreadores auxiliares solubles de
electrones, omnipresentes en 1los sistemas vivientes y funcionan como
cofactores de las- oxidorreductasas, comunmente llamadas deshidrogenasas,
con las que se asocian reversiblemente (3,5,24,26). En las reacciones de
6xido-reduccion en las que participan, dichos cofactores experimentan la
trangferencia reversible de iones hidruro de la posicién C-4 del anillo
de la nicotinamida (3). Cuando este ién hidruro es transferido al frente
del anilloc plano de la nicotinamida, se dice que la transferencia es de
tipo A y cuando es transferido a la parte posterior del mismo, se dice
que la transferencia es de tipo B (5,24).

En general, los procesos de degradacidn oxidativa se asocian a NAD,
que transporta los electrones derivados de reacciones catabdlicas al
punto de entrada de la cadena respiratoria (3,24,45), mientras gque la
especificidad de enzimas por NADP, que provee los electrones para
reacciones anabélicas, estda restringida a reacciones biosintéticas
reductivas, salvo unas pocas excepciones (3,24,45). El NADP difiere del
NAD solo en la esterificacién de un fosfato adicional en el grupo 2!
hidroxileo del anille de ribosa unido a la adenina (3,24).

En los organismos estudiados hasta ahora han sido reportados dos tipos
de transhidrogenasas de piridin-nucliedtidos

I.- La transhidrogenasa dependiente de energia, una proteina integral de

membrana carente de flavina. Esta enzima ge encuentra en la membrana
interna de las mitocondrias y en la membrana citoplasmica de algunas
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bacterias heterdotrofas como E. coli y fotosintéticas como Rhodospirillum
rubrum (45). La enzima se considera dependiente de energia ya que
responde a la fuerza electromotriz de protones a través de la membrana en
la que se localiza. Cataliza la siguiente reaccidn :

Bacteria ’ Mitocondria
Espacio periplésmico H+| Espacio intermembranal
Citosol Matriz
NADH + NADP' > NADPH + NAD'
H‘\L

II.- La transhidrogenasa no dependiente de energia, una flavoproteina
soluble que se encuentra en el citoplasma de ciertas bacterias
heter6trofas como Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens y Azotobacter
vinelandii (45). Cataliza la siguiente reaccidn :

NADPH + NAD' ) NADP' + NADH

Se ha encontrado que el grado de reduccidén de NADP en compartimentos
cerrados de membrana siempre es mas alto que el de NAD (r’ NADP{H} > r’
NAD{H)), independientemente del tipo de transhidrogenasa que ahi se
encuentre. En E. coli este valor es r  NADP{H}=0.45 y r° NAD(H}=0.05, es
decir, existe nueve veces mas NADPH que NADH, independientemente de las
condiciones de crecimiento. De esta manera es posible explicar el
requerimiento de energia para la transhidrogenasa componente de membrana
{45) .

Se cree que el papel fisiolégico de la transhidrogenasa soluble no
dependiente de energia mas recientemente descrita, S8TH de Pseudomonas
fluorescens, es la conversidn de NADPH generado por rutas catabdlicas
periféricas a NADH, el cual puede ser oxidado para generacién de energia
(16) . Enzimas similares han sido previamente reportadas en Pseudomonas
aeruginesa (16,21,45) y Azotobacter vinelandii (16,44,45). En esta
0ltima, se ha propuesto que el papel fisiolégico de la transhidrogenasa
es la regulacién del estado de reduccion de NADP y de la ferredoxina. La
ferredoxina ya reducida podria ser empleada para fijacidon de nitrdgeno y
otras reacciones biosintéticas (21).

Las transhidrogenasas solubles como STH son muy gimilares en su
composicidn a las flavoproteinas de la familia disulfuroc-
oxidorreductasas, especialmente a dihidrolipoamida deshidrogenasas,
reductasas merciricas, glutatién-reductasas y tripanotion-reductasas.
Dichas enzimas presentan dos residuos de cisteina altamente conservadoes
en la regién amino-terminal que forman un enlace disulfuro activo-
reductor {(16). En general, las deshidrogenasas estan compuestas por tres
unidades estructirales independientes ¢ dominios : Un dominio que enlaza
a flavina en la regién amino-terminal, un dominio central gque enlaza a
dinucledtidos y un dominio de dimerizacién en la regidn carboxilo-
terminal (16).

11




Las proteinas que se asocian y enlazan a dinucledtidos juegan un papel
esencial en la produccidn, intercambio y consumo de energia. Estas
proteinas, al igual que las transhidrogenasas solubles antes mencionadas:
presentan dos sitios de unidn a nucledtidos, uno en la regidém amino-
terminal y otro en la parte central, cada uno compuestoc por una
estructura supersecundaria Pofef (Fig. 3a y 3b). Se ha propuesto que el
primerc actia como un sitio catalitico y el segundo como un sitio
regulador {16,21). Ambos sitios se asocian para formar al dominio central
de unién a dinucleétidos conocido como el pliegue Rossmann que enlaza al
cofactor (5,14,26,38,43,47,48)}.

g g8 BA "Il!ll!!

(J - -

\ g0 BE LR
\ COOH

NH.

Figura 3a. Representacion grafica de una proteina que se une a
dinucledtidos con sus dos estructuras supersecundarias fofafi, una en la
regién amino-terminal (BA,oB,PB,oC,BC) y otra en la regidn carboxilo-
terminal (fiD,aD,aE,BE,alF,F). Esta estructura se dedujo a partir de una
lactato deshidrogenasa (LDH). Debido a que existe mayor conservacion en

las conformaciones B que en las hélices, oD se pierde en alcohol -
deshidrogenasa (LADH) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasga {GAPDH) ,
pero en LDH y malato-deshidrogenasa (s-MDH} forma parte 4e una vuelta
flexible que hace que la enzima experimente un importante cambio
conformacional durante su actividad (38,43).
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Figura 3b. Representacién tridimensional del pliegue Rossmann en 3a. Cada
estructura supersecundaria Bofaf enlaza un nucledtido de NAD', formando en
conjunto este dominio de unidén a dinucledtidos en las deshidrogenasas
(43) .
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A pesar de que la composicién de aminodcidos gue forman los sitios de
union a nucledtidos varia, estos conservan Su estructura gracias a gue
sus residuos comparten las mismas propiedades. LoS primeros 29-35
aminodcidos de una estructura supersecundaria fafaf se conocen como la
regién ndeleo (Fig. 4} ¥ reflejan la presencia de la primeras dos
conformaciones B y hélice o del sitio de unién a nucledtidos en la
proteina (5,14,47,48).

Figura 4. Representacién grafica de la regién ntcleo Buf de un sitio de
unidén a nucledtidos en una M-lactato-deshidrogenasa. Esta regién nucleo
esta formada por 31 residuos y los simbolos indican el tipo y posicidn de
los mismos. A=Basico o hidrofilico,[?T =Pequefloc e hidrofdbice. Las once
posiciones esenciales que determinan la formacidén de esta estructura se
encuentran incluidas en una figura de doble linea. Gly29 permite una
interaccion mas proxima entre el pirofosfato del cofactor ¥y la regidn
amino-terminal de la hélice o. Los residuos 43, 44, 45 vy 46 permiten la
vuelta entre la hélice o y la segunda conformacidn B (48).
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Existen cuatro aspectos gue caracterizan a la regidn nucleo (Fig. 4):

1. Una secuencia consenso (GXGXXG) de unidn a fosfato compuesta por
tres residuos de glicina altamente conservados conectando a la primera

conformacioén B con la primera hélice o. La primera de estas glicinas esta
completamente conservada en todas las estructuras conocidas y permite una
vuelta muy justa de la cadena principal, a su vez muy importante para
posicionar a la segunda glicina. Esta Gltima, debido a que carece de una
cadena lateral, permite un contacto mds cercanc entre la cadena principal
y el difosfato de NAD(P). La tercer glicina provee el espacio para una

interaccion mds cercana entre las conformaciones [ y hélices a. Esta
glicina es la menos conservada, ya que en algunos casos muy particulares
de enzimas que solo emplean NADP como cofactor en lugar de NAD, puede ser
substituida por alanina, serina o prolina (3,5,14,47,48).

II. Fl1 nicleo hidrofobico de la primera region Bapf estd compuesto por
seis aminoacidos hidrofébicos pequefios. Estos residuos se reguieren para
las interacciones estéricas en los elementos de la estructura secundaria,
especificamente el posicionamiento de las conformaciones B v hélices o
(5,14,47,48) .

III. Un residuo conservado, cargado negativamente en el extremo

carboxilo terminal de la segunda conformacién B. Este residuo de acido
aspartico o acido glutamico forma puentes de hidrdgeno con el grupo 2°-
hidroxil de la adenina (5,14,47,48}.

IV. Un residuo conservado, cargado positivamente e hidrofilico en el

extremo de la regién amino-terminal de la primera conformacidn f,
principalmente lisina o arginina, cuyo papel no se entiende completamente
(5,14,47,48).

La determinacién para el resto de la estructura Pufop posterior a la

regién nucleo, la segunda hélice a y tercera conformacién [}; se basa
principalmente en comparaciones con otras deshidrogenasas respecto a
ciertos residuos conservados vy predicciones de gus estructuras
secundarias (14). )

Se ha encontrado que la segunda hélice o siempre se encuentra anterior
a un residuo de glicina altamente conservado, al igual que en la primera
hélice a. Entre esta glicina y el residuo de acido aspartico o glutéamico,
al final de la region nucleo, existe una separacién de doce aminoacides.
Estas glicinas se consideran muy importantes al permitir las vueltas que
favorecen un plegamiento correcto de la proteina (14).

La determinacién de una tercera conformacidén B en sitics de unidén a
nucledtidos de distintas deshidrogenasas solo se basa en la posicidn vy
comparacion entre residucs, asi como la identidad que guarden entre si
(14).

Cabe mencionar que entre las descripciones de Fjellstrom, et. al. (14)
v Wierenga, et. al. (48) existe una diferencia con respectoc al numero de
residuos que separan a la primera hélice o con la segunda conformacidn f
de la regidn nuacleo. Mientras que el primerc propone al regsiduo dcido en
la posgicién 29, el segundo lo hace para la posicién 32. De cualquier
forma, el final de la segunda conformacién fi estard indicado por la
presencia de un residuo &cido (14,48).
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para las flavoproteinas dependientes de NAD(P), provenientes de un
amplio rango de clases funcionales, existe un muy alto grado de similitud
en la secuencia de aminoacidos del dominio que enlaza al cofactor. La
identidad total entre secuencias asociadas a éste varia entre 12-36% y es
ain mas alta si los aminodcidos se aparean considerando su tamaflo, carga,
hidrofobicidad, etc, llegando hasta 30-52% de similitud entre 1la

secuencia de disulfuro-oxidoreductasas {glutatidn-reductasas,
tripanotién-reductasas, tiorredoxin-reductasas, dihidrolipoamida
deshidrogenasas, reductasas merciaricas, nitrito-reductasas, alquilo-

hidroperoxidasas, monooxigenasas y dioxigenasas). Se ha propuesto a una
duplicacién de genes como el origen comin de al menos parte del dominio
gue enlaza al cofactor en dichas enzimas (28). Es decir, que éste sea
producto de genes paralogos (22). También, existe la posibilidad de que
provenga de genes ortélogos al haber evolucionado a partir de un ancestro
comin (22,37,38), asi como también el proceso biolégico del transporte de
electrones (38), o que sea producto de una fusion génica (22). Ademas,

existe mayor conservacidn en las regiones i que en las hélices o (38,43).

Se ha encontrado que la transhidrogenasa soluble de Pseudomonas
aeruginosa solo presenta actividad in vitro cuando después de purificarse
y disgregars€ en una poblacion homogénea de 345, forma una estructura
polimérica de 1.6MDa. Dicho polimero estd compuesto por treinta
protémeros idénticos de 54kDa cada uno y se agrega para formar filamentos
que exceden 500nm de longitud (16,46). Al purificarse STH, también se
encontrd gue protomeros de S54kDa forman grandes polimeros de 10nm de
diametro y mas de 500nm de longitud (16). 8e cuenta con evidencia que
propone que en la transhidrogenasa de P. aeruginosa existe un solo sitio
catalitico por protdmero sucesivamente ocupado por las formas oxidada y
reducida del cofactor, 1o cual concuerda con el mecanismo de ping-pong o
doble desplazamientoc en enzimas con sitios birreactantes unicos, dichas
enzimas se caracterizan por la liberacidn de al menos un producto antes
de haber enlazado a todos los substratos {16,21,486). Al parecer, también
existe un solo sitio regulador por protdédmero, ya sea para activacién o©
inhibicién y es muy posible que NADPH se una & ambos sitios (catalitico ¥y
regulador), debido a que existen estudios que han demostrado que NADPH
muestra afinidad significativa por éste ultimo (46). Por otra parte, la
enzima pierde actividad cuando se encuentra altamente diluida en ausencia
de agentes estabilizadores y se ha observado que FabD' v mercaptoetanol
proveen una eficiente proteccién contra este proceso de inactivaciodn
(46) .

Las transhidrogenasas solubles de P. aeruginosa y P. fluorescens se
encuentran bajo regulacioén alostérica directa del producto NADP', el cual
inhibe su actividad {16,46} . Fllo asegura uniformidad con el
requerimiento fisioldgico de catalisis unidireccional y por lo tanto,
podria existir alguna similitud entre los sitios catalitico y regulador
(46) . En enzimas con mecanismo de ping-pong, la inhibicidén por substrato
causada por altos niveles del segundo substrato, puede explicarse por la
competencia entre ambos por el sitio catalitico en su estado primario
(46). La cinética d&e reaccidn para la transhidrogenasa de P. aeruginosa
se considera histerética, es decir, se comporta igual a las enzimas que
responden lentamente a cambios rapidos en la concentracion de ligando, va
sea por isomerizacién o© por desplazamiento del ligando fuertemente
enlazado (17,46). Estas enzimas, al encontrarse en puntos criticos de
rutas metabolicas, juegan un papel regulador muy importante (46).

En E. coli ya fueron secuenciados y clonados los genes que componen al

operén pntAB y que codifican para la transhidrogenasa dependiente de
energia, cuya estructura tridimensional para el pliegue Rossmann ya ha
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sido propuesta (Fig. 35). -Los genes pntA(l,506bp) vy prtB{l,386bp)
codifican para las subunidades «(50kDa) y ${47kDa) respectivamente. Ambas
secuencias codificantes son co-transcritas al encontrarse bajo control de
un solo promotor y son traducidas independientemente, ya que cada una
cuenta con su propic sitio de unidn al ribosoma. Ninguna de 1las dos
subunidades muestra por separado actividad de transhidrogenasa (10,31).

Figura 5. Prediccién de la estructura tridimensional para el dominio del
pliegue Rossmann que enlaza al NAD en la transhidrogenasa dependiente de

energia de E. coli. El cofactor se encuentra representadc como un modelo
"ball-stick” (14).
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Esta transhidrogenasa dependiente de energia cataliza la transferencia
de un ion hidruro entre HNADH vy NADP' mediante la translocacidn de
protones, permitiendo que la bacteria reponga el suministro de WNADPH
independientemente de la via de las pentosas (1,31}). Ademas, cumple la
funcion de generar un gradiente de protones en ausencia de otros
componentes en sistemas para transferencia de electrones y conservaciodn
de energia, como en el caso de citocromos y ATPasa. Se c¢ree que ambas
funciones estan relacionadas, ya que con la adicién de N,N’-
diciclocarbodimida se demuestra la inhibicidn de su actividad catalitica
y translocacién de protones (10).

ambos genes pnt contienen al coddén de inicio ATG. E1 gene pntA
presenta TGA y pntB a TAA como codones de término. Ambos contienen en la
region lider el sitio de unién al ribosoma a 7bp anteriores del coddn de
ipicio. E1 promotor contiene su region -10 o caja Pribnow separada de la
regién -35 por 1%bp. Entre el codon de término de pntA y el codon de
inicio de pntB existe una separacién de 30bp en las que no se detectd
algun posible promotor, por lo que es posible pensar que ambos son co-
transcritos. Estos genes no indican la presencia de un posible terminador
evidente en la regién 3~ clonada (10}.

La transhidrogenasa dependiente de energia contiene dos sitios de
unién a nucleétidos en ambas subunidades gque cumplen con los criterios
propuestos por Fjellstrom, et. al.(14} v Wierenga, et. al.{(48). En el
caso de la subunidad o, este sitio se encuentra mas préoximo al extremo de
la regién amino-terminal que en la subunidad B.

El operén pntAB forma parte del reguldn Leucina/Lrp de E. c¢oli (31).
En éste, el regulador trascripcional Lrp (proteina reguladora de
respuesta a leucina) controla la expresién de aproximadamente treinta vy
cinco operones, activando y reprimiendo una serie de funciones
metabolicas cuya actividad se ve afectada en presencia de L-leucina
exodgena, que al unirse a Lrp debilita su funcién como activador o
represor (11,31). La transcripcion del operén pntAB gue codifica para
esta transhidrogenasa muestra una represidén cinco veces mayor por leucina
en el medio y se encuentra regulada en conjunto con sistemas para
transporte de leucina, lo cual sugiere gque podria funcionar también en la
internalizacicén del aminodcido. En conclusidn, en este reguldn el operdn
pntAB se induce por Lrp y se reprime por altas concentraciones de leucina
en el medio {1,19,31,32}.

Se ha sugerido que la funcioén del reguldn Leucina/Lrp es la distincidn
entre 1los habitats intestinal y externo de E. coli, favoreciendo
actividad catabolica en un medio rico del tracto digestivo vy actividad
anabdlica en un medioc externo deficiente en nutrientes (11).
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Justificacidn vy objetivos

Mediante la utilizacidén de técnicas de ingenieria genética va ha sido
clonado y expresado en E. coli el gene sth de P. fluorescens que codifica
para la transhidrogenasa soluble en este organismo (16}. Ademés, existen
estudios previos de transhidrogenasas solubles provenientes de P.
aeruginosa (21) Y A, vinelandii (44) que describen’ algunas
caracteristicas vy propiedades comunes a dichas enzimas. Estas
transhidrogenasas podrian ser empleadas en procesos de biotransformacién
en los que participen otras enzimas gue igualmente utilicen cofactores de
nicotinamida v cuya limitante esté dada por la disponibilidad de estos
cofactores en etapas avanzadas (15).

Se ha encontrado ¢gue los microorganismos estudiados hasta ahora
presentan un solo tipo de transhidrogenasa, ya sea soluble o dependiente
de energia. También, se ha encontrado gue el tipo de enzima presente esta
determinado por las caracteristicas del metabolismo y a la fecha no se ha
reportado alguno gue presente ambos tipos de transhidrogenasa codificadas
en su genoma. En el caso de E. coli, solo se ha detectado la actividad de
transhidrogenasa dependiente de energia, la cual esg codificada por 1los
genes pntAB.

Mediante un analisis computacional se detectd en E. coli la presencia
de un gene (udha), el cual presenta similitud hacia el gene sth que
codifica para una transhidrogenasa soluble en Pseudomonas fluorescens.

El objetivo de este trabajo consiste en determinar i el gene udhA
codifica para una proteina con actividad de transhidrogenasa soluble en
E, coli.

Se clonard y expresarda el gene udhA a partir de un promotor fuerte. Se
intentara determinar 1la presencia de actividad de transhidrogenasa
spluble en extractos celulares de una cepa de E. coli transformada con el
plasmido portador de udhA. También se realizard un andlisis computacional
de las secuencias de DNA y de la proteina codificada por udhA.
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Materiales y Métodos
Materiales
I. Reactivos.

A continuacioén se indican 1los reactivos y kits empleados en este
trabajo

Agar, Caldo Nutritivo, Extracto de Levadura, Triptona {(Difco, USA)
Agarosa (Research Organics Inc., USA)

Azul de Coomassie R-250 (Hoefer, USA)

Sodio Ducdecil Sulfato (BioRad, USA} .

Kit ELONGASE para amplificacién de DNA por PCR (GIBCO BRL, USA}

Kit QIaquick para extraccidén de DNA de geles de agarosa (QIAGEN, Al)
Kit Zero Blunt para clonacidén de productos de PCR (Invitrogen, USA)
Kit THERMOSequenase para secuencia de DNA (Amersham Life Science, USA}
Kit Protein Assay para determinar concentracién de proteina soluble
{BioRad, USA)

s Los demas reactivos se obtuvieron de J.T.Baker, Merk y Sigma.

*« o ® & ® & & & @

II. Amortiguadores y soluciones.

Amortiguador TE

Se emplea para resuspender DNA, esta compuesto por
hidroximetilaminometano (trizma base) 1 0mM pH 7.6 ¥ acido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1mM pH 8.0,
amortiguador TBE

Se emplea en corrida de geles de agarosa ¥y acrilamida. Para obtener
unaz solucitn 10x se disuelve en 11 de agua bidestilada 108g de trizma
base, 55¢ de acido bérico y 40ml de EDTA 0.5M pH 8.0.
amortiguador de lisis 2x

Diluir en agua destilada 10% Tris-HC1 0.25M pH 6.8, 4.6% SDS, 20%
glicercl y 10% p-mercaptoetanol.

Amortiguador Tris-glicina

Se emplea en corrida de geles para proteinas. La solucidén stock 5x se
prepara con Tris 12% y glicina 57.6% en agua desionizada. Al diluirlo 1x,
se agrega 0.8% de 5DS 10%.
Solucién I (Amortiguador SET)

Sacarosa 20%, EDTA 50mM, Tris-HC1 50mM pH 7.6.

Solucion II (Solucidén litica)

SDS 2%, NaOH 0.4N (1:1}
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Materiales y Métodos
Materiales
I, Reactivos.

A continuacién se indican los reactivos y kits empleados en este
trabajo

Agar, Caldo Nutritivo, Extracto de Levadura, Triptona {Difco, USA)
Agarosa (Research Organics Inc., USA)

azul de Cocmassie R-250 (Hoefer, USA)

Sodio Duodecil Sulfato (BioRad, USA) }

Kit ELONGASE para amplificacién de DNA por PCR {GIBCO BRL, USA)

Kit QIAquick para extraccion de DNA de geles de agarosa (QIAGEN, Al)
Kit Zero Blunt para clonacién de productos de PCR (Invitrogen, USa)
Kit THERMOSequenase para secuencia de DNA (Amersham Life Science, usa)

Kit Protein Assay para determinar concentracién de proteina soluble
(BioRad, USA)
s Los demas reactivos se obtuvieron de J.T.Baker, Merk y Sigma.

IY. Amortiguadores y soluciones.

amortiguador TE

Se emplea para resuspender DNa, esta compuesto por
hidroximetilaminometanoc {trizma base) 10mM pH 7.6 Yy acido
etilendiaminotetracético (EDTA) 1mM pH 8.0.
amortiguador TBE

Se emplea en corrida de geles de agarosa y acrilamida. Para obtener
una solucion 10x se disuelve en 11 de agua bidestilada 108g de trizma
pbase, 559 de acido boérico y 40ml de EDTA 0.5M pH 8.0.
amortiguador de ligis 2x

Diluir en agua destilada 10% Tris-HC1 0.25M pH 6.8, 4.6% SDS, 20%
glicerol v 10% [-mercaptoetanol.

Amortiguador Tris-glicina

Se emplea en corrida de geles para proteinas. La solucién stock 5x se
prepara con Tris 12% y glicina 57.6% en agua desionizada. Al diluirlo 1x,
se agrega 0.8% de SDS 10%.
Solucion I (Amortiguador SET)

Sacarosa 20%, EDTA 50mM, Tris-HC1 50mM pH 7.6.

Splucién IT (Solucidon litica)l

8DS 2%, NaOH 0.4N (1:1)
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Solucién ITII (Acetato de sodio)

Disolver en 100ml de agua 40.83g de acetato de sodio y 30ml de acido
acético pH 4.8.

Solucion de azul de bromofenol 1%
Disolver en 100ml de agua 1lg de azul de bromofencl.
Solucién stop

Disolver en agua 0.25% azul de bromofencl, 0.25% =xilenciancl y 30%
glicerol. -

Solucion de bromuro de etidio 10mg/ml

Disolver en 100ml de agua lg de bromurc de etidio. Almacenar envuelto
a 4°c.

Solucién de azul de Coomassie R-250

Diluir en agua 12.5% azul de Coomassie R-250 1%, 50% metanol y 10%
acido acético.

Solucién de IPTG 100mM

pisolver en 10ml de agua desionizada 0.238g de IPTG. Preparar
alicuotas y almacenar a -20°C.

Solucién de tNAD 10mM
Disolver 0.00679g de tNAD' en 1ml de amortiguador Tris-HCl 50mM pH 7.0

Solucién de B-NADPH 10mM

Disolver 0.00833g de B-NADPH en 1ml de amortiguador Tris-HC1l 50mM pH
7.0,

III. Bnzimas y proteinas.

Las enzimas vy amortiguadores empleados en este trabajo se adquirieron
de New England Biolabs, USA.

a) Endonucleasag de restriccién.

A continuacién se indican las enzimas y amortiguadores 10x utilizados,
asi como la composicidn de estos
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Solucidn IITI (Acetato de sodio)

Disolver en 100ml de agua 40.83g de acetate de sodioc y 30ml de acido
acetico pH 4.8.

Solucién de azul de bromofenol 1%
Disolver en 100ml de agua lg de azul de bromofenol.
Solucidn stop

Disolver en agua 0.25% azul de bromofenol, 0.25% xilencianol y 30%
glicerol. .

Solucién de bromuro de etidio 10mg/ml

Disolver en 100ml de agua lg de bromuro de etidio. Almacenar envuelto
a 4°C.

Solucion de azul de Coomassie R-250

piluir en agua 12.5% azul de Coomassie R-250 1%, 50% metanol vy 10%
dcido acético.

Solucion de IPTG 100mM

Disolver en 10ml de agua desionizada 0.238g de IPTG. Preparar
alicuotas vy almacenar a -20°C.

Solucidn de tNAD  10mM
pisolver 0.00679g de tNAD' en 1ml de amortiguador Tris-HCl 50mM pH 7.0

Solucion de B-NADPH 10mM

Disolver 0.00833g de PB-NADPH en 1lml de amortiguador Tris-HC1 50mM pH
7.0. '

III. Enzimas y proteinas.

Las enzimas y amortiguadores empleados en este trabajo se adguirieron
de New England BioLabs, USA.

a) Endonucleagas de restriceidn,

A continuacién se indican las -enzimas y amortiguadores 10x utilizados,
asi como la composicion de estos
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BamH I (NEBuffer BamH I : NaCl 150mM, Tris-HCLl 10mM, MgCl, 10mM,
ditiotreitol (DTT) 1mM, a pH 7.0}.

EcoR 1 {(NEBuffer EcoR I : NaCl 50mM, Trig-HCI 100mM, MaCIl, 10mM,
Tritdn X-100 0.025%, a pH 7.0)

EcoR V {(NEBuffer 2 : NaCl S50mM, Tris-HCl 10mM, MgCl, 10mM, DTT 1lmM, a
pH 7.9)

Hind I1I}{NEBuffer 2)

:

Nco I {NEBuffer 4 : Acetato de potasio 50mM, Tris-acetato 20mM,
acetato de magnesio 10mM, DTT 1mM, a pH 7.93)

Nde 1 (NEBuffer 4)

Nsi I {NEBuffer Nsi I : NaCl 100mM, Tris-HCl 10mM, MgCl, 10mM, DTT
1mM, a pH 8.4}

Sca 1 (NEBuffer Sca I : NaCl 100mM, Tris-HC1 10mM, MgCl, 10mM, DTT
1mM, a pH 7.4)

Ssp 1 (NEBuffer Ssp I : NaCl 50mM, Tris-HCl 100mM, MgCl, 10mM,
Tritdén X-100 0.025%, a pH 7.5}

Xba 1 {NEBuffer 2)

Xmn I (NEBuffer 2)

b) Ligasa.

Se emplea para unir fragmentos de DNA con extremos complementarios o
rasurados previamente digeridos con endonucleasas de restriccidm.

T4 DNA Ligasa {(Amortiguador de ligasa T4 : Tris-HC1l 50mM pH 7.5, MgCl,
10mM, DTT 10mM, ATP 1mM, 25ug/ml de BSA).

c) RNAsa.

Se emplea para eliminar RNA en extraccioneg de DNA y se prepara en la
siguiente mezcla : Ribonucleasa pancreédtica A 10mg/ml, acetatoc de sodio
100mM v EDTA 0.3mM. Se lleva a pH 4.8 y activa calentando a 80°C por
10min.

d) Proteinas.

Albimina de Suero Bovino (BSA). (New England Biolabs, USA}

Se emplea para estabilizar endonucleasas de restriccidn gue asi 1lo
requieran. La reaccién de digestidén se prepara a una concentracioén final
de BSA 100pg/ml.

Albumina bovina (Sigma)

Se utilizéd como marcador de peso de 66kDa.
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Albumina de huevo (Sigma)

Se utilizo come marcador de peso de 45kDa,

Iv. Medios de Cultivo.

El medio de cultive empleadc para indculos y crecimiento celular es
Medio Luria-Bertani (LB}

Bacto-Triptona (Dif¢o) 1.0%, Bacto-Extracto de Levadura (Difco) 0.5%,
NaCl 1.0% y con NaOH 2.5N ajustar a pH 7.5. Esterilizar en autoclave
20min a 151bs/inch. Para amplificar vectores, plasmidos ¢ aislar colonias

se agrega antibidtico : Ampicilina 200ug/ml & kanamicina 30pg/ml.

El medio para preparar células electrocompetentes es Medio libre de
sales YENE

Bacto-Extracto de Levadura (Difco) 0.75% vy Bacto-Caldo Nutritivo (Difco)
0.8%. Esterilizar en autoclave.

El medic para recuperar células electrotransformadas es Medic YT 2x

Bacto-Triptona (Difco) 1.6%, Bacto-Extracto de Levadura (Rifce} 1.0%,
NaCl 0.5% v con NaOH 1IN ajustar a pH 7.0. Esterilizar en autoclave.

Para obtener medio sdlido se agrega Bacto-Agar (Difco) 2.0%, se
egteriliza en autoclave v deja enfriar hasta 50°C antes de agregar el
antibiotico. Vertir. 20ml a cada caja de Petri de 90mm vy wuna vez

solidificado, se guarda a 4°C. Antes de usar se secan en campana de flujo
laminar 20min.

V. Antibiéticos.

Ampicilina(Ap) : Disolver 500mg en 5ml de agua bidestilada (100mg/ml

final), Ffiltrar con Millipore de 0.45um vy almacenar a -20°C. Para
seleccidn de colonias preparar el medio a una concentracidén final de

200pg/ml.

Kanamicina (Km} : Disolver 150mg en 5ml de agua bidestilada (30mg/ml
final), filtrar y almacenar en frio. Para seleccidn, preparar el medio a

30ug/ml,
VI. Cepas Bacterianas.

Las células empleadas como vehiculos de clonacién y expresion son tres
cepas de E. coli K-12

MM254 endAl,hsdR17, supE44, thi-1

XL1-Blue MRF~ Al{mcra) 183, A (merCB-hsdSMR-mrr) 173, endal ,
SupEd4, thi-1, recAl, gyrA96,relAl, lac [F’,
proaB, lacI'zAM15,Tn10, {Tet") |

W3110 A, IN(rrnD-rrnE) 1, rph-1
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Albumina de huevo (Sigma)

Se utilizé como marcador de peso de 45kDa.
IV. Medios de Cultivo.

El medio de cultivo empleado para indculos y crecimiento celular es
Medio Luria-Bertani (LB} :

Bacto-Triptona (Difco) 1.0%, Bacto-Extracto de Levadura (Difco} 0.5%,
NaCl 1.0% v con NaOH 2.5N ajustar a pH 7.5. Esterilizar en autoclave
20min a 151bs/inch, Para amplificar vectores, plasmidos ¢ aislar colonias

se agrega antibiotico : Ampicilina 200pug/ml & kanamicina 30ug/ml.

El medio para preparar células electrocompetentes es Medio libre de
sales YENB

Bacto-Extracto de Levadura (Difco) (.75% y Bacto-Caldo Nutritive (Difco)
0.8%. Esterilizar en autoclave.

El medio para recuperar células electrotransformadas es Medic YT 2x

Bacto-Triptona (Difco) 1.6%, Bacto-Extracto de Levadura (Difco) 1.0%,
NaCl 0.5% y con NaQOH 1N ajustar a pH 7.0. Esterilizar en autoclave.

Para obtener medio so6lido se agrega Bacto-Agar (Difco) 2.0%, se

esteriliza en autoclave y deja enfriar hasta 50°C antes dJde agregar el
antibidtico. Vertir 20ml a cada caja de Petri de 90mm y una vez

solidificado, se guarda a 4°C. Antes de usar se secan en campana de flujo
laminar 20min.

v. Antibiéticos.

Ampicilina(Ap) : Disolver 500mg en 5ml de agua bidestilada (100mg/ml

final), filtrar con Millipore de 0.453um y almacenar a -20°C. Para
seleccitn de colonias preparar el medio a una concentracion final de

200pg/ml.

Kanamicina (Km) : Disolver 150mg en 5ml de agua bidestilada (30mg/ml
final), filtrar y almacenar en frio. Para seleccitdn, preparar el medio a

30ug/ml.
vI. Cepas Bacterianas.

Las células empleadas como vehiculos de clonacién y expresién son tres
cepas de E. coli K-12

MM294 endAl, hsdR17,supE44,thi-1

XL1-Blue MRF~ AlmcrA)183,A(mcrCB-hsdSMR -mry) 173, endAl
SupEd4, thi-1,recAl, gyri96,relAl, lac [F’,
pProAB, lacI'2AM15,Tnl0, {Tet )|

w3110 - A-,IN{rrpD-rrnE} 1, rph-1
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MM294 vy XL1-Blue MRF' se emplean para estrategias de clonacidén, ya que
son cepas deficientes en sistemas de recombinacién y permiten 1la
transformacion y permanencia de DNA modificado in vitro. W311l0 se emplea
para la expresion de proteinas recombinantes y como cepa de referencia al
congiderarse silvestre (31).

VII. Plasmidos vy DNA,.

Los vectores empleados para la clonacién y expresioén del gene udhA

son
pCR-Blunt Km', Zeo Invitrogen, USA
pTrc99a Ap” Pharmacia Biotech, Suecia

pCR-Blunt . {3.5kb) se emplea para clonar productos de PCR con extremos
rasurados, elimina el fondo de vector sin inserto mediante seleccion
positiva por disrrupcién del gene letal ccdB (control de muerte celular},
gin inserto oste gene se expresa matando la celula. pTrc99%a (4.1kb) se
emplea para la produccién de proteinas recombinantes, presenta un
promotor hibrido de triptofano y lactosa {trc) muy fuerte, el sitio de
union al ribosoma de lacZ, un terminador transcripcional fuerte (rrnB) vy
el gene lacI' , cuyo represor evita gue el gene se exprese hasta 1la
adicion de IPTG aun en cepas carentes del mismo (2).

» BStE TII (New England Bio Labs, USA) Marcador de DNA de catorce
fragmentos, desde 117bp hasta 8,454bp.

Marcador X {Boehringer-Mannheim, Al) Marcador de DNA de veintidos
fragmentos, desde 134bp hasta 12,.216bp,

0ligo udhab (IBt,UNAM)5'-CAT-GCC-ATG-GCA-CAT-TCC-TAC-GAT-TAC-3'

Se utilizd para amplificar por PCR a udhA del DNA
cromosomal de E. coli e insertar un sitio Nco I con el
coddn de inicio ATG del mismo (Fig. 6).

Oligo udhA3 (IBt,UNAM)5'-CGG-GAT-CCA-TTG-GCC-TGG-TTT-ATC-GTC-CT-B'

Se utiliz® para amplificar udhA e insertar un sitio BamH I
a 99bp posteriores al coddn de término TAA del mismo

(Fig. 6} .

Oligo ptreclb2 (IBt,UNAM) 5 " -CGA-CAT-CAT-AAC-GGT-TCT-GGC-3°

Se utilizd para amplificar por PCR el templado a
secuenciar del plasmido pTrc93A+udhA. Hibrida 20bp
anteriores a la regidén -35 del promotor en el vector
pPTrc9sSAa.
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Métodos

1. Amplificacion por PCR del Gene udhA del DNA Cromosomal de E. coli ¥
del Templado para la Secuencia del Mismo.

Los oligos se resuspendieron en TE ¥ diluyeron hasta alcanzar una
concentracion de 30pM/pl. Los ANTP's se prepararon a una concentracién de
0.25mM con MgCl, 1.6mM.

para amplificar udhA del DNA cromosomal se colocaron 50pl de reacciodn
para PCR con los siguientes componentes :

31,5ul de agua bidestilada

4.0pl1 de amortiguador A

6.0l de amortiguador B

1.0ul de DNA cromocsomal de E. coli {0.5ug/ul}
1.0ul de oligo udhAb

1.0ul de oligo udhaA3l

5.0u1 de ANTP's

0.5u1 de Elongasa (DNA polimerasa)

Después de una temperatura inicial de 95°C/10min para desnaturalizaxr al
DNA, se programaron treinta ciclos con las siguientes temperaturas cada
uno : 95°C/lmin ({desnaturalizacion del DNA de doble hebra), 55°C/lmin
{hibridacién de 1los oligos con el DHNA templadeo) y 68°C/2.5min
(polimerizacién) . Como resultado se obtuvo un producto de 1,505bp {udha)
qgue posteriormente aisldé y purificéd en gel de agarosa al 1%,

para amplificar el templado de secuencia aislado del plasmido
pTrc99a+udhh, se colocaron 501l de reaccidén para PCR con los glguientes
componentes

27.5ul1 de agua bidestilada

.0pl de amortiguador A

.0pl de amortiguador B

.0ul de DNA del plasmido pTrc99a+udhA {0.3nug/ut}
.0ul de oligo ptreclb2

.0ul de oligo udhA3l

.0pl de ANTP's

.511 de Elongasa (DNA polimerasa)l

SUVHRE P Ve

Las condiciones de reaccidén fueron similares a las descritas
anteriormente. Esta amplificacidn se realizé con la finalidad de analizar
detalladamente digiriendo por separado con : Ssp I, Nsi I, Nde I, EcoR V
y EcoR I al templado udhA({ptrcl52-BamH I} de 1.6kb, previo a la reaccidn
de secuencia.

II. Estrategias de Clonacién.

a) Clonacién en el vector pCR-Blunt.

Se 1ligd6 udhA de PCR al vector pCR-Blunt. Esta ligacidn se
electrotransformé a la cepa MM294 (Figqg, 6) y una vez obtenida la
construccién pCR-Blunt+udhA se digiridé con BamH I para determinar su
orientacién. Posteriormente se digirié esta misma con Hind IIT v Xba I
para extraer de gel de agarosa al 1% una banda de 1.6kb conteniendo a
udha flanqueado por 107bp del vector. Dicho fragmento se digiridé con BamH
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Métodos

I. Amplificacion por PCR del Gene udhA del DNA Cromosomal de E. coli y
del Templado para la Secuencia del Mismo.

Los oligos se resuspendieron en TE ¥ diluyeron hasta alcanzar una

concentracion de 30pM/pl. Los GNTP's se prepararon a una concentracidén de
0.25mM con MgCl, 1.6mM.

Para amplificar udhA del DNA cromosomal se colocaron 50l de reacciodn
para PCR con los siguientes componentes

31.5pul de agua bidestilada

.0pl de amortiguador A

.0ul de amortiguador B

.0pl de DNA cromosomal de E. coli (0.5pg/pnl)
.0pl de oligo udhAb

.0ul de oligo udhdl

.0ul de ANTP s

.6n1 de Elongasa (DNA polimerasa)

QU e O

Después de una temperatura inicial de 95°C/10min para desnaturalizar al
DNA, se programaron treinta ciclos con las siguientes temperaturas cada

uno : 95°C/1min (desnaturalizacidén del DNA de doble hebra), 55°C/1min

{hibridacion de los oligos c¢on el DNA templado) y 68°C/2.5min
{polimerizacién). Como resultado se obtuvo un producto de 1,505bp {udha)
que posteriormente aisld y purificd en gel de agarosa al 1%.

para amplificar el templado de gecuencia aislade del plasmido
pTrc99a+udhaA, se colocaron 50ul de reaccién para PCR con los siguientes
componentes :

27.5ul de agua bidestilada

4.0unl de amortiguador A

6.0pl de amortiguador B

1.0ul de DNA del plésmido pTrc99a+udha {0.3pg/ul)
1.0ul de oligo ptrecls2

1.0ul de oligo udhA3l

5.0pn1 de dNTP s

0.5p1 de Elongasa (DNA polimerasal

Las condiciones de reaccion fueron similares a lag descritas
anteriormente. Esta amplificacién se realizd con la finalidad de analizar
detalladamente digiriendo por separado con : Ssp I, Nsi I, Nde I, EcoR V
y EcoR 1 al templado udha(ptrcl52-Bami I} de 1.6kb, previo a la reaccidn

de secuencia.
II. Estrategias de Clonacion,
a) Clonacién en el vector pCR-Blunt.

Se ligdé wudhA de PCR al vector pCR-Blunt. Egsta ligacidén se
electrotransformd a la cepa MM294 (Fig. 6) v una vez obtenida la
construccion pCR-Blunt+udhd se digirid con BamH I para determinar su
orientacién. Posteriormente se digirid esta misma con Hind IIf yv Xba I
para extraer de gel de agarosa al 1% una banda de 1.6kb conteniendo a
udhA flangueado por 107bp del vector. Dicho fragmento se digirid con BamH
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Ncol
oligo udhA5 5'-CAT-GCC-ATG-GCA-CAT-TCC-TAC-GAT-TAC-3’
. 5
kanamicina N 3

Xba |, :\ | 5 3
EcoR |.: lacZ ccdB TN\

EcoR |}
oligo udhA3 5-CGG-GAT-CCA-TTG-GCC-TGG-TTT-ATC-GTC-CT-3°
pCR-Blunt

BamH | BamH |
3.5kb

Hind Hl "

udhA 1.5kb

P lac

. ColE1 ori o

zeocina

kanamicina

Xba I. i\
LTV Lo
BamH .

zeocina

pCR-Blunt+udhA
5.0kb

udhA

P lac ColE1 ori

Neo |l i/
EcoR| i
BamH|
Hind Il

Figura 6. Ligacidn del producte de PCR  udhd en
pCR-Blunt. En negrita aparece una substitucién de & en
lugaxr de C por mutagénesis dirigida con el oligo udhAS
para insertar el sitio Neo I. El coddén CCA de prolina en
la silvestre cambié por GCA de alanina.
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I y Nco I para extraer solo la banda udhA de 1.5kb con extremos
complementarios al vector pTrc99a ya digeridoe.

b) Clonacién en el vector pTrc99A.

udha digerido con BamiH I y Nco I se ligd al vector pTrc99A igualmente
digerido (Fig. 7) en la siguiente reaccion de 20ul

7.0ul de agua bidestilada

2.0pl de amortiguador para T4 DNA Ligasa
5.011 de udhaA (BamH I-Nco I)

5.0u1 de vector pTrc99a (BamH I-Nco 1}
1.0ul de T4 DNA Ligasa

Ambas ligaciones incubaron a 16°C durante la noche. Antes de
transformar, se desnaturalizé la enzima a 65°C/10min y extrajo con
fenol/cloroformo.

Esta ligacién se electrotransformo a la cepa XL1-Blue MRF'. Una vez
obtenida 1a construccidén pTrc9%a+udha, se verificé su orientacidn
digiriendo por separado con : EcoR I-Hind III, EcoR V, Nde I, Nsgi I, Sce
I, $sp I y Xmn I. Se analizd en gel de agarosa al 1%,

El plasmido pTrc99At+udhr se transformd por método quimico y clond en
la cepa W311l0 para posteriormente inducir con IPTG y obtener la proteina
UDHA. Como testigo se empled la misma cepa transformada con el wvector
pTrc99a solo.

ITII. Extraccién de Plasmidos de E. coli por Ligis Alcalina.

Se empled la técnica descrita por Rodriguez y Tait (36).

1. Inocular 3ml de medio con una c¢olonia bacteriana. Agregar el
antibiotico adecuado e incubar durante la noche a 37°C con agitacion
vigorosa (300 rpm). El cultivo debe alcanzar fase estacionaria.

2. Centrifugar este cultivo en un tubo eppendorf de 1.5ml por lmin.
Aspirar sobrenadante.

3. Lavar el botdn resuspendiéndolo en Iml de solucidn I fria con vortex.

4. Centrifugar 2min. Aspirar sobrenadante.

5. Resuspender en 150ul de solucion T con 511 de RNAsa y mezclar con
vortex

6. Agregar 350ul de solucién II fresca a temperatura ambiente y mezclar
por inversidn vigorosa {(no en vortex) hasta volverlo viscoso.

7. Incubar 10min en hielo.

8. Agregar 250ul de solucidn III fria y mezclar por inversidn vigorosa
hasta que desaparezca la viscosidad.

9. Incubar 30min en hielo.

10.Centrifugar 15min.

11.Decantar sobrenadante a tubos eppendorf limpios.

12.Adicionar un volumen de isopropanol a temperatura ambiente y mezclar
por invergidn vigorosa.

13.Centrifugar 15min, remover sobrenadante e invertir el tubo abiertoe
sobre papel absorbente para secarlo lo mejor posible.

14 .Lavar dos veces en 1ml de etanol 70% a temperatura ambiente y vortex
breve.

15.Centrifugar 10min. Remover sobrenadante y secar el botén a temperatura
ambiente o durante 10min al vacio.

27



I y Nco 1 para extraer solo la banda udhA de 1.5kb con extremos
complementarios al vector pTrc939A ya digerido.

b} Clonacién en el vector PTrc99a.

udhA digerido con BamH I y Nco I se 1igé al vector pTrcddad igualmente
digerido (Fig. 7) en la siguiente reaccidn de 20ul

7.0p1 de agua bidestilada

2.0pul de amortiguador para T4 DNA Ligasa
5.0ul de udnd (BamH I-Nco I}

5.0ul de vector pTrc99a (BamH I-Nco I)
1.0pl de T4 DNA Ligasa

Ambas ligaciones incubaron a 16°C durante la noche. 2antes de
transformar, Se desnaturalizé la enzima a 65°C/10min y extrajo con
fenol/cloroformo.

Esta ligacién se electrotransformé a la cepa XL1l-Blue MRF'. Una vez
obtenida la construcciéon pTrcd9A+udha, se verificé su orientacidn
digiriendo por separado con : EcoR I-Hind III, EcoR V, Nde I, Nsi %, Sca
I, Ssp I y Xmn I. Se analizo en gel de agarosa al 1%.

El pléasmide pTrc%9a+udhd se transformé por método quimico y clond en
la cepa W3110 para posteriormente inducir con IPTG y obtener la proteina
UDHA, Como testigo se empled la misma cepa transformada con el wvector
pTrc99a solo.

IIT. Extraccion de Plasmidos de E. coli por Lisis Alcalina.

Se empled la técnica descrita por Rodriguez y Tait (36).

1. Inocular 3ml de medio con una colonia bacteriana. Agregar el
antibiético adecuado e incubar durante la noche a 37°C con agitacion
vigorosa (300 rpm). El cultivo debe alcanzar fase estaclonaria.

2. Centrifugar este cultivo en un tubo eppendorf de 1.5ml por Ilmin.
Aspirar sobrenadante.

3. Lavar el botén resuspendiéndolo en 1ml de soluciodn I fria con vortex.

4. Centrifugar 2min. Aspirar sobrenadante.

5. Resuspender en 150ul de solucion I con 5pl de RNAsa y mezclar con
vortex )

6. Agregar 350ul de solucién II fresca a temperatura ambiente y mezclar
por inversidn vigorosa (no en vortex) hasta volverlo viscoso.

7. Incubar i0min en hielo. .

8. Agregar 250ul de solucién III fria y mezclar por inversidén vigorosa
hasta que desaparezca la viscosidad.

9, Incubar 30min en hielo.

10.Centrifugar 15min.

11.Decantar sobrenadante a tubos eppendorf limpios.

12.Adicionar un volumen de isopropanol a temperatura ambiente y mezclar
por inversidén vigorosa.

13.Centrifugar 15min, remover sobrenadante e invertir el tubo abierto
sobre papel absorbente para secarlo lo mejor posibkble.

14.Lavar dos veces en 1ml de etanol 70% a temperatura ambiente y vortex
breve.

15.Centrifugar 10min. Remover sobrenadante y secar el botén a temperatura
ambiente o durante 10min al vacio. '
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Nco 1

P trc

pTr09_9 A o9 INco ] JE:‘amH‘!
"ac tq 4.1 kE)nB T1 T2 udhA 1.5kb
pBR322 ori : /
Sy ampicilina
\ Nco |

pTrc99A+udhA ss
5.6kb ‘
‘ac lq rrmB T1 Tzl

pBR322 ori /
Sy ampicilina

Figura 7. Ligacién de udhd en pTrc9%A.
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16.Regsuspender en 50ul de TE pH 8.0. La concentracion de Lma Lecupclauu
empleando esta técnica es de aproximadamente 0.3ug/ul. Para cada
reaccion de digestidén se emplean 5ul {1.5ug de DNA},

IV. Extraccién de DNA con Fenol/cloroformo.

Este procedimiento elimina las proteinas previamente adicionadas al
DNA para posterior andlisis, digestidn, transformacidén y tratamiento del
mismo.

1. Agregar un volumen de fenol saturade.

2. Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

3. Recuperar fase acuosa.

Agregar un volumen de cloroformo.

Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

Recuperar fase acuosa.

agregar 1/10 de volumen de NaCl 5M, 2.5 volumenes de etanol frioc y 5ul
de glicdgeno 10mg/ml.

8. Mezclar v dejar en hielo seco 15min.

9. Centrifugar 15min, remover sobrenadante.
10.Agregar 1lml de etanol 70%.

11.Mezclar y centrifugar 5min, remover sobrenadante.
12.8ecar al vacio y resuspender en TE.

=3 Oh U

V. Digestidén de DNA con Endonucleasas de Restriccion.

Se siguieron las recomendaciones indicadas por el proveedor.

La mezcla se prepara agregando en tubo eppendorf DNA resuspendido en
TE o agua, 1/1¢ de volumen del amortiguador 10x indicado, wuna
concentracién de enzima no mayor al 10% y 1/10 de volumen de BSA cuando
asi se requiera. Las reacciones en este caso 8e incuban a 37°C/2-18hrs
sequn el tiempo necesaric para una digestidén completa. Algunas enzimas
reguieren inactivacidén con calor a 65°C/20min © sclucion stop antes de
correr en gel. Al realizar una doble digestidn, se preparan las
condiciones indicadas para ambas enzimag empleando siempre el
amortiguador c¢on menor concentracidén de sales. S8Si las digestiones se
realizan por separado, extraer al DNA de gel de agarosa o c¢on
fenol/cloroformo entre cada reaccidn.

V1., Electroforesis en Gel,

Para el anadlisis y aislamiento de DNA de pldsmido digerido se realizo
la técnica en agarcsa descrita por Sambrook, et. al. (40).

El gel se prepara fundiendo 1% de agarosa en amortiguador TBE 1x' vy
antes de dejar solidificar, agregar solucidén de bromuro de etidio a una
concentracién final de 0.2upg/ml. Colocar el peine y vertir en la camara,
una vez solidificado con los pozos ya formados, cubrir con amortiguador
TRE 1x. Agregar a 1las muestras de DNA 10% de solucidn stop y cargar el
gel junto con el marcador {(en este caso A BgtE II). Colocar los
electrodos con el negativo en el mismo extremo gue las muestras y correr
a un voltaje de 2-5v/em de la longitud del gel, hasta que el colorante
esté proximo a salir. Observar en transiluminador de luz UV,

Para fragmentos de DNA relativamente pequefios se prepard y corrid gel
de acrilamida al 7.5% en condiciones similares a las anteriores :
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16.Resuspender en 50ul de TE pH 8.0. La concentraclion de DNA recuperado
empleando esta técnica es de aproximadamente 0.3pg/pul. Para cada
reaccion de digestién se emplean 5ul (1.5pg de DNA).

IV. Extraccién de DNA con Fenol/ecloroformo.

Este procedimiento elimina las proteinas previamente adicionadas al
DNA para posterior anédlisis, digestion, transformacidn y tratamiento del
mismo.

1. Agregar un volumen de fenol saturado.

2. Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

3. Recuperar fase acuosa.

4, Agregar un volumen de cloroformo.

5. Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

6. Recuperar fase acuosa.

7. Agregar 1/10 de volumen de NaCl 5M, 2.5 volumenes de etanol frio y 5nl
de glicdgeno 10mg/ml.

8. Mezclar y dejar en hielo seco 15min.,

9. Centrifugar 15min, remover sobrenadante.

10.Agregar 1lml de etanol 70%.

11.Mezclar y centrifugar 5min, remover sobrenadante.

12.8ecar al vacio y resuspender en TE.

V. Digestién de DNa con Endonucleasas de Restriccidn.

Se siguieron las recomendaciones indicadas por el proveedor.

La mezcla se prepara agregando en tubo eppendorf DNA resuspendido en
TE o agua, 1/10 de volumen del amortiguador 10x indicado, wuna
concentracién de enzima no mayor al 10% vy 1/10 de volumen de BSA cuando
asi se reguiera. Las reacciones en este caso se incuban a 37°C/2-18hrs
seqgin el tiempo necesario para una digestion completa. Algunas enzimas
requieren inactivacidén con calor a 65°C/20min o solucidn stop antes de
correr en gel. Al realizar una dJdoble digestidn, se preparan las
condiciones indicadas para ambas enzimas empleando siempre el
amortiguador con menor concentracién de sales. 8i las digestiones se
realizan por separado, extraer al DNA de gel de agarosa o con
fenol/cloroformo entre cada reaccién,

VI. Electroforegis en Gel.

Para el andalisis v. aislamiento de DNA de plasmido digerido se realizd
la técnica en agarosa descrita por Sambrook, et. al. (40},

El gel se prepara fundiendo 1% de agarosa en amortiguador TBE ix' vy
antes de dejar solidificar, agregar solucion de bromuro de etidic a una
concentracién final de 0.2pg/ml. Colocar el peine y vertir en la cémara,
una vez solidificade con los pozos va formados, cubrir con amortiguador
TBE 1x. Agregar a las muestras de DNA 10% de solucidén stop y cargar el
gel junto con el marcador (en este caso A BstE II). Colocar los
electrodos con el negativo en el mismo extremo gue las Muestras y correr
a un voltaje de 2-5v/em de la longitud del gel, hasta que el colorante
esté proximo a salir. Observar en transiluminador de luz UV.

Para fragmentos de DNA relativamente pequefios se prepard y corrid gel
de acrilamida al 7.5% en condiciones similares a las anteriores :
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16 .Resuspender en 50ul de TE pH 8.0. La concentracidon de DNA recuperado
empleando esta técnica es de aproximadamente 0.3ug/pl. Para cada
reaccién de digestioén se emplean 5ul {1.54g de DNA).

IV. Extraccion de DNA con Fenol/cloroformo,

Este procedimiento elimina las proteinas previamente adicionadas al
DNA para posterior andlisis, digestidn, transformacion y tratamiento del
mismo,

1. Agregar un volumen de fenol saturado.

2. Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

3. Recuperar fase acueosa,.

4., Agregar un volumen de cloroformo.

5. Mezclar en vortex v centrifugar 2min.

6. Recuperar fase acuosa.

7. Agregar 1/10 de volumen de NaCl 5M, 2.5 voluimenes de etanol frio y 5ul
de glicégeno 10mg/ml.

8, Mezclar y dejar en hielo seco 15min.

9. Centrifugar 15min, remover sobrenadante.

10.Agregar 1ml de etanocl 70%.

11.Mezclar y centrifugar 5min, remover sobrenadante.

12.8ecar al vacio y resuspender en TE.

V. Digestién de DNA con Endonucleasas de Restriccidn.

Se siguieron las recomendaciones indicadas por el proveedor.

La mezcla se prepara agregandc en tubo eppendorf DNA resuspendidoe en
TE o agua, 1/10 de volumen del amortiguador 10x indicado, una
concentracién de enzima no mayor al 10% ¥ 1/10 de volumen de BSA cuando
asi se requiera. Las reacciones en este caso se incuban a 37°C/2-18hrs
seqin el tiempo necesaric para una digestién completa. Algunas enzimas
requieren inactivacidén con calor a 65°C/20min o solucidén stop antes de
correr en gel. Al realizar una doble digestidén, se preparan las
condiciones indicadas para ambas enzimas empleando siempre el
amortiguador con menor concentracion de sales. Si las digestiones se
realizan por separado, extraesr al DNA de gel de agarcsa © con
fenol/cloroformo entre cada reaccidn.

VI. Electroforesgis en Gel.

Para el analisis y. aislamientc de DNA de plasmido digerido se realizo
la técnica en agarosa descrita por Sambrook, et. al. (40).

El gel se prepara fundiendo 1% de agarosa en amortiguador TBE 1x' vy
antes de dejar solidificar, agregar solucidn de bromuro de etidioc a una
concentracion final de 0.2ug/ml. Colocar el peine y vertir en la camara,
una vez solidificade con los pozos va formados, cubrir con amortiguador
TRE 1lx. Agregar a las muestras de DNA 10% de solucion stop y cargar el
gel junto. con el marcador (en este caso A BstE II). Colocar los
electrodos con el negativo en el mismo extremo gue las muestras y correr
a un voltaje de 2-5v/cm de la longitud del gel, hasta que el celorante
esté proximo a salir. Observar en transiluminador de luz UV.

Para fragmentos de DNA relativamente pequefios se prepard y corrid gel
de acrilamida al 7.5% en condiciones similares a las anteriores :
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16.Resuspender en 50ul de TE pH 8.0. La concentracion de DNA Yecuperado
empleando esta técnica es de aproximadamente 0.3ug/pl. Para cada
reaccién de digestidm se emplean 5ul (1.5ug de DNAJ.

IV. Extraccidn de DNA con Fenol/cloroformo.

Este procedimiento elimina las proteinas previamente adicionadas al
DNA para posterior andlisis, digestién, transformacidn y tratamiento del
mismo.

1. Agregar un volumen de fenol saturado.

2. Mezclar en vortex y centrifugar 2Zmin.

3. Recuperar fase acuosa.

Agregar un volumen de cloroformo.

Mezclar en vortex y centrifugar 2min.

Recuperar fase acuosa.

Agregar 1/10 de volumen de NaCl 5M, 2.5 volumenes de etanol frio v 5ul
de glicdgeno 10mg/ml,

Mezclar v dejar en hielo seco 15min.

Centrifugar 15min, remover gobrenadante.
10.Agregar iml de etanol 70%.

11.Mezclar vy centrifugar 5min, remover sobrenadante.
12.Secar al vacio y resuspender en TE.

3 U

O

V. Digestién de DNA con Endonucleasas de Restriccidn.

Se siguieron las recomendaciones indicadas por el proveedor.

La mezcla se prepara agregando en tubo eppendorf DNA resuspendido en
TE o agua, 1/10 de volumen del amortiguador 10x indicado, una
concentracién de enzima no mayor al 10% y 1/10 de volumen de BSA cuando
asi se requiera. Las reacciones en este caso se incuban a 37°C/2-18hrs
seqgin el tiempo necesario para una digestién completa. Algunas enzimas
requieren inactivacién con calor a 65°C/20min o solucidn stop antes de
correr en gel. Al realizar una doble digestidén, se preparan las
condiciones indicadas para ambas enzimas empleando siempre el
amortiguador con menor concentracidén de sales. 81 las digestiones se
realizan por separado, extraer al DNA de gel de agarosa o© con
fenol/cloroformo entre cada reaccidn.

VI. Electroforesis en Gel.

Para el anadlisis y. aislamiento de DNA de plasmido digerido se realizd
la técnica en adgarosa descrita por Sambrook, et. al. (40}.

El gel se prepara fundiendc 1% de agarosa en amortiguador TBE 1%y
anteg de dejar solidificar, agregar solucién de bromuro de etidic a una
concentracidn final de 0.2ug/ml. Colocar el peine y vertir en la camara,
una vez golidificado con los pozos va formados, cubrir con amortiguador
TBE 1x. Agregar a las muestras de DNA 10% de sgolucidn stop y cargar el
gel junto. con el marcador f{en este casoc A BstE II). Colocar los
electrodos con el negativo en el mismo extremo que las muestras y correr
a un voltaje de 2-5v/cm de la longitud del gel, hasta que el colorante
esté proximo a salir. Observar en trangiluminador de luz UV,

Para fragmentos de DNA relativamente pequefios se prepard y corrid gel
de acrilamida al 7.5% en condiciones similares a las anteriores :
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4.90ml de agua destilada
1.90ml de Bis-Acrilamida 30:08
0.75m1 de amortiguador TBE 10x

37.50ul de persulfato de amonic 10%

3.75p1 de TEMED

VII. Extraccidn de DNA de Geles de Agarosa Empleando una

Microcentrifuga. (Kit QIAquick)

Con este protocolo se puede extraer y purificar DNA desde 100bp hasta

10kb de gel de agarosa.

1.

2.

3.

4.
5.
6.

7.

8.

9.

Extraer el fragmento de DNA del gel de agaroga c¢on una navaja limpia y
remover la agarosa extra para minimizar el tamafio de la rebanada.

Pesar esta rebanada de gel a tubo eppendorf. Agregar tres volumenes de
amortiguador QX1 por cada volumen de gel (100mg=100ul}. Para geles de
agarosa mayor al 2% agregar seis volimenes.

Incubar a 50°C/10min o hasta que el gel haya sido disuelto por
completo. Para ayudar a disolverlo mezclar el tubo en vortex cada 3min
durante la "incubacion.

Agregar el mismo volumen de isopropanol que el del gel {100mg=100ul) a
la muestra y mezclar.

Colocar una columna de centrifuga QIAquick en uno de los tubos
colectores de 2ml.

Para retener el DNA, agregar la muestra a la ceolumna y centrifugar
1min. Desechar el liguido colectado y volver a colocar la columna en
el mismo tubo colector.

{Opcional). Agregar 0.5m)l de amortiguador QX1 a 1la columna vy
centrifugar 1min. Este pasc elimina residuos de agarosa y solo se
requiere para secuenciacidon directa, transcripeidén in  vitro o
microinyeccidn.

Lavar agregando 0.75ml de amortiguador PE a la columna y centrifugar
lmin.

Desechar el 1ligquido colectado y centrifugar la columna por 1min
adicional.

10.Colocar la columna en tubo eppendorf limpio de 1.5ml.

11,

Para eluir el DNA, agregar 30ul de amortiguador de elusion al centro
de la columna, dejar reposar Ilmin y centrifugar imin. Tambhién se puede
agregar 50ul de Tris-HC1 10mM pH 8.5 o agua

VIIi. Preparacion de Células Electrocompetentes.

Crecer durante la noche un cultivo fresco en medic ligquido YENB. Este
medio descarta los pasos requeridos para remocidén de sales, vya que
estas reducen la eficiencia de electrotransformacién y causan
arqueamiento en la celda de electroporacién.

Inocular 11 de medic YENB fresco con 5ml del cultivoe crecido durante
la noche y incubar las células a 37°C con agitacidn (300rpm). Las
células deben cultivarse a OD,, entre 0.5 y 0.9 (8i las células rebasan
este nivel, diluilr de nuevo y volver a crecer a la densidad dptica
indicada). No sobrecrecer en tiempo ya que las células engrosan su
pared y se dificulta su transformacidn.

Para cultivar las células, colocarlias en hlelo 5min vy centrifugar a
4°C 4,000gx 10min. Si se aplica una fuerza mayor por un tiempo mas
largo se reduce la wviabilidad del cultiveo, lo cual a su vez reduce la
eficiencia de electrotransformacién.

Remover y desechar el medio. Lavar el botdén dos veces en 100ml de agua
fria v centrifugar como en el paso 3, remover y desechar sobrenadante.
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4.90ml1 de agua destilada

1.90ml de Bis-Acrilamida 30:08
0.75m1 de amortiguador TBE 10x
37.5011 de persulfato de amconio 10%
3.75p1 de TEMED

VvII. Extraccién de DNA de Geleg de¢ Agarosa Empleando una
Microcentrifuga. (Xit QIAguick)

Con este protocolc se puede extraer y purificar DNA desde 100bp hasta
10kb de gel de agarosa.

1. Extraer el fragmento de DNA del gel de agarcsa c¢on una navaja limpia y
remover la agarosa extra para minimizar el tamafio de la rebanada.

2. Pesar esta rebanada de gel a tubo eppendorf. Agregar tres volumenes de
amortiguador QX1 por cada volumen de gel (100mg=100ul). Para geles de
agarosa mayor al 2% agregar seis volimenes.

3. Incubar a 50°C/10min © hasta que el ¢gel haya sido disueltc por
completo. Para avudar a disolverlo mezclar el tubo en vdrtex cada 3min
durante la incubacidn.

4., Agregar el mismo volumen de isopropanol gue el del gel (100mg=160ul} a
la muestra y mezclar.

5. Colocar una columna de centrifuga QIAquick en uno de 1los tubos
colectores de 2ml.

6. Para retener el DNA, agregar la muestra a la columna y centrifugar
imin. Desechar el liguido colectado y volver a colocar la columna en
el mismo tubo colector.

7. {Opcional). Agregar 0.5m1 de amortiguador QX1 a la columna vy
centrifugar 1min. Este paso elimina residuos de agarocsa y sSolo se

reguiere para secuenciacidén directa, transcripecidén in vitro o
microinyeceidon.

8. Lavar agregando 0.75ml de amortiguador PE a la columna y centrifugar
lmin.

9. besechar el 1liguido colectado y centrifugar la columna por 1min
adicional.

10.Colocar la columna en tubo eppendorf limpio de 1.5ml.

11.Para eluir el DNA, agregar 30ul de amortiguador de elusidén al centro
de la cplumna, dejar reposar lmin y centrifugar Ilmin. También se puede
agregar 50nl de Tris-HC1l 10mM pH 8.5 o agua

VIII. Preparacion de Células Electrocompetentes,

i. Crecer durante la noche un cultive fresco en medio liquido YENB. Este
medio descarta los pasos requeridos para remocidn de sales, ya gue
estas reducen la eficiencia dJde electrotransformacidén vy causan
arqueamiento en la gelda de electroporacion.

2. Inocular 11 de medio YENB fresco con 5ml del cultive crecido durante
la noche y incubar las c¢élulas a 37°C con agitacidn (300rpm). Las
células deben cultivarse a 0D, entre 0.5 ¥ 0.9 (si las células rebasan
este nivel, diluir de nuevo y volver a crecer a la densidad &ptica
indicada). No scbrecrecer en tiempo va que las células engrosan su
pared y se dificulta su transformacidn.

1, Para cultivar las células, colocarlas en hielo Smin y centrifugar a
4°C 4,000gx 10min. 8i se aplica una fuerza mayor por un tiempo mas
largo se reduce la viabilidad del cultivo, lo cual a su vez reduce la
eficiencia de electrotransformacién,

4. Remover y desechar el medio. Lavar el botdn dos veces en 100ml de agua
fria v centrifugar comeo en el paso 3, remover y desechar sobrenadante.
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3

VI

10
1.

2.

8.
9.

10.

11

4.90ml de agua destilada
1.90ml de Bis-Acrilamida 30:08
0.75ml1 de amortiguador TBE 10x

7.50u1 de persulfato de amonio 10%
3.75ul de TEMED

I. Extraccién de DNA de Geles de Agarosa Empleando una
Microcentrifuga. (Kit QIAquick)

Con este protocolo se puede extraer y purificar DNA desde 100bp hasta
kb de gel de agarosa.

Extraer el fragmento de DNA del gel de agarosa c¢on una navaja limpia y
remover la agarosa extra para minimizar el tamafio de la rebanada,

Pesar esta rebanada de gel a tubo eppendorf. Agregar tres volumenes de
amortiguador QX1 por cada volumen de gel (100mg=100ul). Para geles de
agarosa mayor al 2% agregar seis volumenes.

Incubar a 50°C/10min o hasta que el gel haya sido disuelto por
completo. Para ayudar a discolverlo mezclar el tubo en vortex cada 3min
durante la incubacidn.

Agregar el mismo volumen de isopropanol que el del gel (100mg=100ul) a
la muestra y mezclar,

Colocar una columna de centrifuga QIAquick en uno de 1los tubos
colectores de 2ml.

Para retener el DNA, agregar la muestra a la columna y centrifugar
imin. Desechar el liguido colectado y volver a colocar la columna en
el mismo tubo colector.

{(Opcional)}. Agregar 0.5ml1 de amortiguador OXi a la columna vy
centrifugar 1min. Este paso elimina residuos de agarosa y so0lg se
requiere para secuenciacién directa, ‘transcripcidn iIin vitro o
microinyeccion.

Lavar agregando 0.75ml de amortiguador PE a la columna y centrifugar
lmin.

Desechar el liguido colectado y centrifugar la columna por Imin
adicional.

Colocar la columna en tubo eppendorf limpio de 1.5ml.

.Para eluir el DNA, agregar 30nl de amortiguador de elusidn al centro
de la columna, dejar reposar 1lmin y centrifugar 1lmin. También se puede
agregar 50ul de Tris-HC1 10mM pH 8.5 0 agua

VIII. Preparacidn de Células Electrocompetentes.

1.

Crecer durante la noche un cultivo fresco en medio liguido YENB. Este
medio descarta los pasos regueridos para remocidn de sales, ya que
estas reducen la eficiencia de electrotransformacidén y causan
argueamiento en la celda de electroporacidn.

Inocular 11 de medio YENB fresco con 5ml del cultivo crecido durante
la noche y incubar las c¢élulas a 37°C con agitaciéon (300rpm). Las
células deben cultivarse a OD,, entre 0.5 y 0.9 (si las células rebasan
este nivel, diluir de nuevo y volver a crecer a la densgidad oOptica
indicada). No sobrecrecer en tiempo yva que las células engrosan su
pared y se dificulta su transformaciédn.

Para cultivar las células, colocarlas en hielo 5min y centrifugar a
4°C 4,000gx 10min. Si se aplica una fuerza mayor poOr un tiempo mas
largo se reduce la viabilidad del cultivo, lo cual a su vez reduce la
eficiencia de electrotransformacidn.

Remover y desechar el medio. Lavar el botdn dos veces en 100ml de agua
fria y centrifugar como en el paso 3, remover y desechar sobrenadante.
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5. Resuspender en 20ml de glicerol 10 % frio. Centrifugar como en el paso
3, remover y desechar scbrenadante.

6. Resuspender las células (de 11 de cultivo) en un volumen final de 3ml
de glicerol 10% frio. Estas células electrocompetentes pueden usarse
frescas o ser congeladas hasta por dos afios.

7. para congelar 1las células electrocompetentes preparar alicuotas ¥y
colocarlas en hielo seco hasta gue la suspensiodn se congele. Guardar a
-7@°C,

IX. Electrotransformaciodn.

1. bDescongelar en hielo una alicuota de células electrocompetentes y
agregarles 1-5ul de DNA resuspendido en amortiguador de bajo stress
idnico (TE) o agua. Mezclar bien y dejar en hielo Ilmin.

2. Transferir ia mezcla de células y DNA a una celda de electroporacidn
de 0.2cm fria y aplicar un pulso de 2,500v. Este debe producir una
constante de tiempo de 4-5mseg gue indica una alta eficiencia de
electroporacion.

3. Remover la celda de la camara e inmediatamente agregar 1ml de medio
YENB, YT 2x & SOC.

4. Resuspender las células y transferir la suspensién a tubo de vidrio
estéril. Incubar con agitacién (300rpm) a 37°C/lhr.

5. Platear las células en cajas con medio selectivo YENB, YT 2x & SOC con
antibiotico e incubar a 37°C durante la noche.

X. Preparacidn y Transformacién de Células Competentes por Método
Quimico.

1. Crecer un cultivo durante la noche en 3ml de medio Luria.

2. Agregar 0.2 - 1.0ml de este cultivo a 30ml de medio Luria y crecer
hasta 40 kletts.

3. Centrifugar a 4°C 10k 5min.

4. Decantar y resuspender en 10ml de NaCl isoténico {(10mM & 0.9%) frio.

5. Centrifugar como en el paso 3. Decantar y resuspender en 15ml de CaCl,
30 mM frio.

6. Incubar en hielo 20min. Centrifugar a 4°C Sk 10min {el botdn debe ser
anular)

7. Decantar y resuspender en 3ml de CaCl,. 30mM frioc. Para transformar se
pasan 200pl a tubo de vidrio estéril.

8. Agregar el DNA y mezclar.

9. Agitar en hielo suavemente 1lhr. Aplicar un chogue térmico a 42°C/70seq
y pasar a hielo 5min.

10.Agregar 3ml de medio Luria y dejar recuperando a 37°C/lhr con agitacidn
{300xpm) .

11.pPlatear en cajas con Luria y antibiodtico.

XI. Reaccion de Secuenciacidn. (Kit THERMOSequenase)

Se prepard suficiente reaccidn para tres secuencias :

1. Escoger la mezcla maeskra apropiada (dGTP o dITP) para la
secuencia. En este caso d4GTP.

2. Preparar las cuatro mezclas de terminacién empleande 2.0pul de la
mezcla maestra y 0.5ul de cada uno de los cuatro dANTP marcados.
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5. Resuspender en 20ml de glicerol 10 % frio. Centrifugar como en el paso
3, remover y desechar sobrenadante.

6. Resuspender las células {de 11 de cultivo} en un volumen final de 3ml
de glicerol 10% frio. Estas células electrocompetentes pueden usarse
frescas o ser congeladas hasta por dos afios.

7. Para congelar las células electrocompetentes preparar alicuotas vy
colocarlas en hielo seco hasta gue la suspensidn se congele. Guardar a
-70°C.

IX. Electrotransformaciodn.

1. Descongelar en hielo una alicuota de células electrocompetentes vy
agregarles 1-5pl de DNA resuspendido en amortiguador de bajo stress
iénico (TE) o agua. Mezclar bien y dejar en hielo lmin.

2. Transferir 1la mezcla de células y DNA a una celda de electroporacion
de 0.2¢m fria y aplicar un pulso de 2,500v. Este debe producir una
constante de tiempa de 4-5mseg que indica una alta eficiencia de
electroporacidn.

3. Remover la celda de la camara e inmediatamente agregar 1ml de medio
YENB, YT 2x & S80C.

4. Resuspender las células y transferir la suspensiéon a tubo de vidrio
estéril. Incubar con agitacién (300rpm) a 37°C/lhr.

5. Platear las células en cajas con medic selectivo YENB, YT 2x & S0C con
antibiotico e incubar a 37°C durante la noche.

X. Preparacioén y Transformacién de Células Competentes por Método
Quimico.

1. Crecer un cultivo durante la noche en 3ml de medio Luria.

2. Agregar 0.2 - 1.0ml de este cultivo a 30ml de medioc Luria y crecer
hasta 40 kletts.

3. Centrifugar a 4°C 10k 5min.

4. Decantar y resuspender en 10ml de NaCl isoténico {10mM & 0.9%) frio.

5. Centrifugar como en el paso 3. Decantar y resuspender en 15ml de CaCl,
30 mM frio.

6. Incubar en hielo 20min. Centrifugar a 4°C 5k 10min (el botdn debe ser
anular)

7. Decantar y resuspender en 3ml de CaCl, 30mM frio., Para transformar se
pasan 200ul a tubo de vidrio estéril.

8. Agregary el DNA y mezclar.

9. Agitar en hielo suavemente lhr. Aplicar un chogue térmico a 42°C/70seg
v pasar a hielo 5min,

10.Agregar 3ml de medioc Luria y dejar recuperando a 37°C/lhr con agitacidn
(300rpm} .

i11,Platear en cajas con Luria y antibidtico.

XI. Reaceién de Secuenciacidn. (Kit THERMOSequenase)

Se prepard suficiente reaccidn para tres secuencias

1. Escoger la mezcla maestra apropiada (dGTP o 4ITP) para la
secuencia. En esgte caso dGTP.

2. Preparar las cuatro mezclas de terminacidn empleando 2.0pl de la
mezcla maestra y 0.5ul1 de cada uno de los cuatro ddNTP marcados.
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5. Resuspender en 20ml de glicerol 10 % frio. Centrifugar como en el paso
3, remover y desechar sobrenadante.

6. Resuspender las células {de 11 de cultivo} en un volumen final de 3ml
de glicerol 10% frio. Estas células electrocompetentes pueden usarse
frescas 0 ser congeladas hasta por dos afios.

7. Para congelar las ceélulas electrocompetentes preparar alicuotas ¥y
colocarlas en hielo seco hasta. que la suspensidn se congele. Guardar a
-70°C.

1X. Electrotransformacion.

1. Descongelar en hielo una alicuota de células electrocompetentes vy
agregarles 1-5ul1 de DNA resuspendido en amortiguador de bajo stress
iénico (TE) o agua. Mezclar bien y dejar en hielco 1min.

2. Transferir la mezcla de células y DNA a una celda de electroporacién
de 0.2cm fria y aplicar un pulso de 2,500v. Este debe producir una
constante de tiempo de 4-5mseg que indica una alta eficiencia de
electroporacidn.

3. Remover la celda de la camara e inmediatamente agregar 1lml de medio
YENB, YT 2x & SOC.

4. Resuspender las células y transferir la suspensién a tubo de vidrio
estéril. Incubar con agitacidén (300rpm) a 37°C/1hr,

§. Platear las células en cajas con medio selectivo YENB, YT 2x 6 S0C con
antibiético e incubar a 37°C durante la noche.

X. Preparacion y Transformacién de Células Competentes por Método
Quimico.

1. Crecer un cultivo durante la noche en 3ml de medio Luria.

2. Agregar 0.2 - 1.0ml de este cultivo a 30ml de medio Luria y crecer
hasta 40 kletts,

3, Centrifugar a 4°C 10k 5min.

4. Decantar y resuspender en 10ml de NaCl isotdnico (10mM & 0.9%) frio,

5, Centrifugar como en el pasco 3. Decantar y resuspender en 15ml de CacCi,
30 mM frio.

6. Incubar en hielo 20min. Centrifugar a 4°C 5k 10min (el botdn debe ser
anular)

7. Decantar y resuspender en 3ml de CaCl, 30mM frio. Para transformar se
pasan 200ul a tubo de vidrio esteril.

8. Agregar el DNA y mezclar.

9. Agitar en hielo suavemente lhr. Aplicar un choque térmico a 42°C/70seg
y pasar a hielo 5min.

10.Agregar 3ml de medioc Luria y dejar recuperando a 37°C/lhr con agitaciodn
{300rpm) .

11.Platear en cajas con Luria y antibiédtico.

XI. Reaccién de Secuenciacidn. (Kit THERMOSequenase)

Se prepard suficiente reaccidn para tres secuencias

1. Escoger la mezcla maegtra apropiada (dGTP o 4ITP) para la
secuencia. En este caso dGTP.

2. Preparar las cuatro mezclas de terminacidn empleando 2.0ul de la
mezcla maestra y 0.5ul1 de cada uno de los cuatro AdNTP marcados.
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5.

&.

7.

IX.

1.

2.

3.
4.

5.

X.

1.
2,

3.
4.
5.
6.
7.

8.
9.

i0.

11.

XI.

1.

2.

Resuspender en 20ml de glicerol 10 % frio. Centrifugar como en el paso
3, remover y desechar sobrenadante.

Resuspender las células {de 11 de cultivo} en un volumen final de 3ml
de glicerol 10% frio. Estas células electrocompetentes pueden usarse
frescas o ser congeladas hasta por dos afios.

Para congelar las células electrocompetentes preparar alicuotas Yy
colocarlas en hielo seco hasta gue la suspensién se congele. Guardar a
-70°C.

Electrotransformacion.

Descongelar en hielo una alicuota de células electrocompetentes ¥y
agregarles 1-5ul1 de DNA resuspendido en amortiguador de bajo stress
idnico (TE) o agua. Mezeclar bien y dejar en hielo 1lmin.

Transferir la mezcla de células v DNA a una celda de electroporacidn
de 0.2cm fria y aplicar un pulso de 2,500v. Este debe producir una
constante de tiempo de 4-5mseqg gque indica una alta eficiencia de
electroporacidn.

Remover la celda de la camara e inmediatamente agregar 1lml de medio
YENB, YT 2x 6 SOC.

Resuspender las células y transferir la suspengidn a tubo de wvidrio
estéril. Incubar con agitacién (300rpm} a 37°C/ihr.

Platear las células en cajas con medic selectivo YENB, YT 2x & SOC con
antibiotico e incubar a 37°C durante la noche.

Preparacion y Transformacidén de Células Competentes por Método
Quimico.

Crecer un cultivo durante la noche en 3ml de medio Luria.

Agregar 0.2 - 1.0ml de este cultivo a 30ml de medioc Luria y crecer
hasta 40 kletts.

Centrifugar a 4°C 10k 5min.

Decantar y resuspender en 10ml de NaCl isotdnico (10mM & §.9%) frio.
Centrifugar como en el paso 3. Decantar y resuspender en 15ml de CaCl,
30 mM frio.

Incubar en hielo 20min. Centrifugar a 4°C 5k 10min (el botdn debe ser
anular)

Decantar ¥y resuspender en 3ml de CaCl,.30mM frio. Para transformar se
pasan 200ul a tubo de vidrio estéril.

Agregar el DNA y mezclar.

Agitar en hielo suavemente lhr. Aplicar un chogue térmico a 42°C/70seg
¥ pasar a hielo 5min.

Agregar 3ml de medio Luria y dejar recuperando a 37°C/lhr con agitacidn
(300rpm} .

Platear en cajas con Luria y antibidtico.

Reaccién de Secuenciacion. {(Kit THERMOSeguenase}

Se prepard suficiente reaccidn para tres secuencias

Escoger la mezcla maestra apropiada {dGTP c 4ITP) para la
secuencia. En este caso 4GTP.

Preparar las cuatro mezclas de terminacién empleando 2.0ul de la
mezcla maestra y 0.5ul de cada unc de los cuatro ddNTP marcados.
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Vol en pl una secuencia dos secuencias

G A T C G A T c

Mezcla maestra
de terminacion 2.0 2.0 2.0 2.0 4.0 4.0 4.0 4.0
4GTP © 4AITP

{ce-33P) GAGTP ag.5 - - - 1.0 - - -
{ox-33P}YAAATP - - ¢.5 - - - 1.0

(- 33P)A4TTP - . 8.5 - - - 1.0
{a-33P)A4CTP - - - 0.5 - - - 1.0
Total 2.5 2.5 2.5 2.5 5.0 5.0 5.0 5.0

3. Agregar 2.5ul de las respectivas mezclas de terminacidn a cada uno
de cuatro tubos marcados (G,A,T.C).
4. Preparar la mezcla de la reaccidén y mezclar bien :

Vol en ul 1x 2x%

Amortiguador de reaccidn
Plasmido pTrc99A+udhh
Oligo ptrcl52

Agua 1
Termosacuenasa
{(DNA polimerasa) 2

)
o B b

=

5. Reaccién de terminacidén por PCR : Transferir 4.5ul de ila mezcla de
templado v polimerasa del pasoc 4, a cada tubo G,A,T,C del paso 3.
Mezclar bien y si es necesario, afladir 10-20ul de aceite mineral.
Cerrar y colocar los tubos en el termociclo.

6. Programar uno de los siguientes ciclos sesenta veces

dcTe dITP
95°C, 30seg 95%, 30seq
55°C, 3Dseg 50°C, 30seg
72°C, 1lmin 60°C, 1lmin

Una vez concluido el programa, detener las reacciones agregando 4pul
de solucifsn skop y centrifugar brevemente para separar el aceite de
la fase acuosa (si es el caso).

7. Antes de cargar el gel de secuencia calentar las muestras a 70°C
por 10-20min. Evitar agregar aceite.

XII. Corrimiento de Gel para Secuencia.
Se realizaron tres corridas en gel.

1. BEnjuagar los cristales del gel con agua bidestilada, ¢olocar el peine
y las gomas. Montar en la cdmara y ajustar con presidn.
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Vol en Ml una secuencia dos secuencias

G A T Cc G A T o

Mezcla maestra
de terminacion 2.0 2.0 2.0 2.0 4.0 4.0 4.0 4.0

dGTP o 4ITP

(t- 33P) AAGTP 0.5 - - . 1.0
{c- 33P) AGATP -1 o.s . - 110 - -
(@-33P) dATTP - - | o.s - . -l 1.0 .
(- 33P)ddCTP - - -| 0.5 - - -l
Total 2,51 2.5 1 2.5} 2.5 5.0] 5.0} 5.0 | 5.0

1. Agregar 2.5ul de las respectivas mezclas de terminacidn a cada uno
de cuatro tubos marcados (G,A,T,C).
4. Preparar la mezcla de la reaccidn y mezclar bien :

Vol en pl 1x 2x

Aamortiguador de reacciodn
Plasmido pTrc99a+udhi
0ligo ptrcib52

Agua 1
Termosecuenasa
{(DNA polimerasa} 2

[ el
[ o R

-9

§. Reaccion de terminacioén por PCR : Transferir 4.5u1 de la mezcla de
templado y polimerasa del paso 4, a cada tubo G,A,T,C del paso 3.
Mezclar bien vy si es necesario, afladir 10-20pl de aceite mineral.
Cerrar y colocar los tubos en el termociclo.

6. Programar uno de los siguientes ciclos sesenta veces :

dGTP dTTP
95°C, 30seg 95°C, 30seq|
55°C, 30seg 50°C, 30seg
72°C, lmin 60°C, 1lmin

Una vez concluido el programa, detener las reacciones agregando 4pui
de soluci6én stop v centrifugar brevemente para separar el aceite de
la fase acuosa (si es el caso).

7. Antes de cargar el gel de secuencia calentar las muéstras a 70°C
por 10-20min. Evitar agregar aceite.

XII. Corrimiento de Gel para Secuencia.
Se realizaron tres corridas en gel.

1. Enjuagar los cristales del gel con agua bidestilada, colocar el peine
y las gomas. Montar en la cémara y ajustar con presidn.
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2. Agregar amortiguador TBE 1x y dejar corriendo solo a 300Watts
continuos 30min.

3. Justo antes de cargar las muestras, agregarles solucidon stop y
calentar a 70°C/10-20min. Lavar los pozos con el amortiguador para
desplazar urea y agregar en cada uno 7yl de cada dNTP. Proceder de la
misma manera para cada corrida dejando un espacio de 30min entre cada
una. Tener cuidado de no contaminar los pozos con distintos d4NTP.

4. pDejar el gel corriendo a 300Watts/2hrs.

5. Remover el amortiguador y desmontar los cristales. Separar los
cristales con una espatula procurando que el gel quede adherido solo a
uno de ellos.

6. Cubrir el gel con papel filtro evitando burbujas y una vez adherido al
papel, despegarlo del cristal.

7. Cubrir el gel con pléstico adherente evitando burbujas y plegar los
bordes.

8. Colocar el gel en la caémara de secado con el lado del papel hacia
abajo y secar al vacio con calor 2hrs.

9. pPara obtener la secuencia, c¢olocar el gel en el cassette de
fosforimager con el 1l1lado del mismo hacia arriba y registrar
coordenadas. Conservar el tiempo requerido segun la vida media de la
marca.

XIII. Induccién de udhA en el vector pTrc99A con IPTG,

1. Crecer por separado las cepas W311l0 transformadas con 1los plasmidos
pTrc99A+udhA y pTrc99a (testigo}) en 30ml de Luria con Ampicilina
200pg/ml, incubar a 37°C durante la noche con agitacidén (300rpm}.

2. Realizar pase en el mismo medio con antibidtico e incubar en las
mismas condiciones hasta obtener 0D,,=2.

3. Agregar ampicilina de nuevo a una concentracién final de 100ug/ml con
la finalidad de conservar la actividad del antibidtico e IPTG a una
concentracion final de 1mM,

4. Continuar incubando en las mismas condiciones 3hrs mas.

XIV. Extraccidon de Proteina Soluble.

Se realizdé de la manera descrita por French, et. al. (16)

1. Centrifugar a 4°C 10k 5min, remover sobrenadante y resuspender con
vortex en 2ml de amortiguador Tris-HC1 50mM pH 7.0 con DRTT 2mM frio.

2. Pagsar 1.5ml de cada muestra a tubo eppendorf y sonicar en bamio de
nielo con veinticinco pulsos de Sseg al maximo y pausas de 30seg para
permitir gque la suspensién se mantenga fria.

3. Centrifugar el sonicado a 4°C 14k 10min, recuperar sobrenadante y medir
actividad o guardar a 4°C.

XV. Medicién de Actividad de Transhidrogenasa Soluble para UDHA.

1. Preparar al momento f-NADPH 10mM y tNAD' 10mM. Mantener en hielo al
igual gue los extractos.

2. Calibrar con el amortiguador Tris-HCl y colocar la reaccidn enzimatica
variando las siguientes especies
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Agregar amortiguador TBE 1x ¥y dejar corriendo solo a 300Watts
continuos 30min.

Justo antes de cargar las muestras, agregarles solucion stop ¥
calentar a 70°C/10-20min. Lavar los pozos con el amortiguador para

desplazar urea y agregar en cada uno 7ul de cada dNTP. Proceder de la
misma manera para cada corrida dejando un espacio de 30min entre cada
una. Tener cuidado de no contaminar los pozos con distintos ANTP,

Dejar el gel corriendo a 300Watts/2hrs.

Remover el amortiguador y desmontar los crigtales. Separar los
cristales con una espatula procurando gue el gel guede adheridc sclo a
uno de ellos.

Cubrir el gel con papel filtro evitando burbujas y una vez adherido al
papel, despegarlo del cristal.

Cubrir el gel con plastico adherente evitando burbujas y plegar 1os
bordes.

Colocar el gel en la camara de secado con el lado del papel hacia
abajo y secar al vacio con calor 2hrs.

Para obtener la secuencia, colocar el gel en el cassette de
fosforimager con el lado del mismo hacia arriba vy registrar
coordenadas. Conservar el tiempo reguerido segun la vida media de la
marca.

XIII. Induccién de udhA en el vector pTrc9%a con IPTG.

4,

Crecer por separado las cepas W3110 transformadas con los pléasmidos
pTrc99A+udhA y pTrc99a (testigo) en 30ml de Luria con ampicilina
200pg/ml, incubar a 37°C durante la noche con agitacidém (300rpm).
Realizar pase en el mismo medio con antibidtico e incubar en las
mismas condiciones hasta obtener OD,=2.

Agregar ampicilina de nuevo a una concentracién final de 160ug/ml con
la finalidad de conservar la actividad del antibidticc e IPTG a una
concentracion final de 1mM,

Continuvar incubando en las mismas condiciones 3hrs mas.

XIV. Extraccién de Proteina Soluble.

1.

2,

3.

Se realizd de la manera descrita por French, et. al. (16}

Centrifugar a 4°C 10k 5min, remover Sobrenadante y resuspender con
vortex en 2ml de amortiguador Tris-HCL 50mM pH 7.0 con DTT 2mM frio.
Pasar 1.5ml de cada muestra a tubo eppendorf y sonicar en bafo de
hielo con veinticinco pulsos de 5seg al méximo y pausas de 30seg para
permitir gue la suspensidén se mantenga fria.

Centrifugar el sonicado a 4°C 14k 10min, recuperar sobrenadante y medir
actividad o guardar a 4°C.

Xv. Medicion de Actividad de Transhidrogenasa Scoluble para UDHA.

1.

2.

Preparar al momento [-NADPH 10mM vy ENAD' 10mM. Mantener en hielo al
igual gue los extractos.

Ccalibrar con el amortiguador Tris-HC1l y colocar la reaccidn enzimatica
variando las siguientes esgpecies
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Agregar amortiguador TBE 1x y dejar corriende solo a 300watts
continucs 30min.

Justo antes de cargar las muestras, agregarles solucién stop vy
calentar a 70°C/10-20min. Lavar los pozos con el amortiguador para

desplazar urea y agregar en cada uno 7ul de cada dNTP. Proceder de la
misma manera para cada corrida dejando un espacio de 30min entre cada
una. Tener cuidado de no contaminar los pozos con distintos ANTP.

Dejar el gel corriendo a 300Watts/2hrs.

Remover el amorktiguador y desmontar- los cristales. Separar los
cristales con una espatula procurandc gue el gel guede adherideo solo a
uno de ellos.

Cubrir el gel con papel filtro evitando burbujas y una vez adherido al
papel, despegarlo del cristal. .
Cubrir el gel con plastico adherente evitando burbujas y plegar los
bordes.

Colocar el gel en la camara de Secado con el lado del papel hacia
abajo y secar al vacio con calor 2hrs.

Para obtener 1la secuencia, colocar el gel en el cassette de
fosforimager con el lado del mismo hacia arriba v registrar
coordenadas. Conservar el tiempo requerido segun la vida media de la
marca.

XIIX. Induccidn de udha en el vector pTrc9%A con IPTG.

1.

4.

Crecer por separado las cepag W3110 transformadas con los plasmidos
pTrc99a+udhd y pTrce99a (testigo) en 30ml de Luria con Ampicilina
200ug/ml, incubar a 37°C durante la noche con agitacidén (300rpm).
Realizar pase en el mismo medio con antibidtico e incubar en las
mismas condiciones hasta obtener 0D,=2.

Agregar ampicilina de nuevo a una concentracidon final de 100ug/ml con
1a finalidad de conservar la actividad del antibiético e IPTG a una
concentracioén final de 1mM.

Continuar incubando en las mismas condicicones 3hrs mas.

XIV. Extraccidén de Proteina Scluble,

1.

2.

3.

Se realizdé de la manera descrita por French, et. al. [(16)

Centrifugar a 4°C 10k S5Smin, remover sobrenadante y resuspender con
vortex en 2ml de amortiguador Tris-HCl SOmM pH 7.0 con DTT 2mM frio.
Pasar 1.5ml de cada muestra a tubo eppendorf y sonicar en baio de
hielo con veinticinco pulsos de 5seg al maximo y pausas de 30seg para
permitir que la suspensidén se mantenga fria.

Centrifugar el sonicado a 4°C 14k 10min, recuperar sobrenadante y medir

actividad o guardar a 4°C.

XV. Medicién de Actividad de Transhidrogenasa Scluble para UDHA.

1.

2.

Preparar al momento [-NADPH 10mM y tNAD' 10mM. Mantener en hielo al
igual gue los extractos.

Calibrar con el amortiguador Tris-HCl y colocar la reaccidn enzimatica
variando las siguientes especies
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(S0~

Agregar amortiguador TBE 1x y dejar corriendo solo a 300Watts
continuos 30min. :

Justo antes de cargar las muestras, agregarles solucidén stop vy
calentar a 70°C/1i0-20min. Lavar los pozos con el amortiguador para

desplazar urea y agregar en cada uno 7pul de cada dNTP. Proceder de la
misma manera para cada corrida dejando un espacic de 30min entre cada
una. Tener cuidado de no contaminar los pozos con distintos dNTP.

Dejar el gel corriendo a 300Watts/2hrs.

Remover el amortiguador y desmontar los cristales. Separar los
cristales con una espatula procurando gue el gel guede adheridc sclo a
uno de ellos.

Cubrir el gel con papel filtro evitando burbujas y una vez adherido al
papel, despegarlo del cristal.

Cubrir el gel con plastico adherente evitando burbujas y plegar los
bordes.

Colocar el gel en la camara de secado con el lado del papel hacia
abajo y secar al vacio con calor 2hrs.

Para obtener 1la secuencia, c¢olocar el gel en el cassette de
fosforimager con el lado del mismo hacia arriba y registrar
coordenadas. Conservar el tiempo regquerido segin la vida media de la
marca.

XIIX. Induccién de udha en el vector pTrc9%a con IPTG.

1. Crecer por separado las cepas W3110 transformadas con los plasmidos

4,

pTrc99A+udha v pTrcdda (testigo) en 30ml de Luria con Ampicilina
200pg/ml, incubar a 37°C durante la noche con agitacidn (300rpm).
Realizar pase en el mismo medio con antibiético e incubar en las
mismas ‘condiciones hasta obtener OD,=2.

Agregar ampicilina de nuevo a una concentracion final de 100ug/ml con
la finalidad de conservar la actividad del antibidtico e IPTG & una
concentracidon final de 1mdM.

Continuar incubando en las mismas condiciones 3hrs mas.

XIV. Extraccion de Proteina Soluble.

1.

2.

3.

Se realizd de la manera descrita por French, et. al. (16)

Centrifugar a 4°C 10k 5min, remover sobrenadante y resuspender con
vortex en 2ml de amortiguador Tris-HCL 50mM pH 7.0 con DTT 2mM frio.
Pasar 1.5ml1 de cada muestra a tubo eppendorf y sonicar en baflo de
hielo con veinticinco pulsos de 5seg al mdximo y pausas de 3Useg para
permitir que la suspensién se mantenga fria.

Centrifugar el sonicado a 4°C 14k 10min, recuperar sobrenadante y medir
actividad o guardar a 4°C.

XV. Medicidén de Actividad de Transhidrogenasa Soluble para UDHA.

1.

2.

Preparar al momento B-NADPH 10mM y tNAD' 10mM. Mantener en hielo al
igual gue los extractos.

Calibrar con el amortiguador Tris-HC1l y colocar la reaccidn enzimatica
variando las siguientes especies :
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X pl | Amortiguador Tris-HCl1 50mM pH 7.0 a 37°C
X pul | tNAD' 10mM

X ul | B-NADPH 10mM

X ul Extracto

1. Leer inmediatamente a 400nm para registrar actividad. En este caso
en periodos de l0seg durante 2min.

XVI. Determinacion de la Concentracién de Proteina Soluble. (Kit
BioRad)

Este procedimiento se basa en el método de Bradford (8).

Para reconstituir a la gama-globulina bovina (IGG) y albumina de suero
bovino (BSA) 1liofilizadas agregar 20ml de agua desionizada y mezclar

hasta digolver por completo. Guardar a -20°C.

1. Se prepara la solucidén de tincidn diluyendo una parte de reactivo de
tincion concentrado en cuatro partes de agua desionizada, filtrar con
Whatman No. 1 o equivalente para remover particulas.

2. Preparar dilusiones de la proteina de referencia (IGG o ESA)
con la gue se va a comparar la proteina experimental. El rango
lineal de BSA es 0.2-0.9mg/ml y de IGG es 0.2-1.5mg/ml.

3. Transferir por separado 100pul de proteina de referencia y
experimental a tubo de ensayo seco y limpio.

4. Agregar Sml de solucién de tincién a cada tubo y mezclar con voértex.

5. Incubar a temperatura ambiente 5min. Debido a gue la absorbancia
se incrementa con el tiempo no incubar por mas de lhr.

6. Medir absorbancia a 595nm,

XVII. Determinacién de la Concentracion de Proteina Recombinante UDHA
en E. coli.

Para determinar la concentracién total de proteina primero se
preparan las muestras a correr en gel de proteinas al 12%

Concentrar un boton muy pequefio de la cepa transformada e inducida vy
remover el medio restante con papel absorbente. A cada botdn agregar 10ul
de agua y 10ul de amortiguador de lisis 1x, gonicar al maximo 15seq.

El gel de proteinas al 12% se prepara de la siguiente manera :
Gel separador (Inferior}

4.10ml1 de agua destilada
4.50ml de Bis-Acrilamida 30:08
2.25m) de Tris 2M pH 8.8

56.00nl de SDS 10%
150.00u1 de persulfato de amonio 10%
7.50ul de TEMED
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X ul amortiguador Tris-HC1 S0OmM pH 7.0 a 37°C
X pl tNAD' 10mM

X pl | P-NADPH 10mM

X pl Extracto

3. Leer inmediatamente a 400nm para registrar actividad. En este caso
en pericdos de 10seg durante 2min.

XVI. Determinacién de la Concentracién de Proteina Soluble. (Kit
BioRad}

Este procedimiento se basa en el método de Bradford (8} .

Para reconstituir a la gama-globulina bovina (IGG) y albimina de suero
bovino (BSA) 1liofilizadas agregar 20ml de agua desionizada y mezclar

hasta disolver por completo. Guardar a -20°C.

1. Se prepara la solucién de tincidén diluyendo una parte de reactivo de
tincién concentrado en cuatro partes de agua desionizada, filtrar con
Whatman No. 1 o equivalente para remover particulas.

2. Preparar dilusiones de la proteina de referencia (IGG o BSA)
con la gque se va a comparar la proteina experimental. El rango
lineal de BSA es 0.2-0.9mg/ml v de IGG es 0.2-1.5mg/ml.

3. Transferir por separado 100pl de proteina de referencia y

experimental a tubo de ensayo seco y limpio.

Agregar 5ml de solucién de tincidn a cada tubo y mezglar con vortex.

Incubar a temperatura ambiente 5min, Debido a gue la absorbancia

se incrementa con el tiempo no incubar por mas de lhr.

6. Medir absorbancia a 595nm,

Uk

XVII. Determinacidén de la Concentracidn de Proteina Recombinante UDHA
en E. coli.

Para determinar 1la concentracidén total de proteina primerc se
preparan las muestras a correr en gel de proteinas al 12% :

Concentrar un botdn muy pequefic de la cepa transformada e inducida y
remover el medio restante con papel absgorbente. A cada botdn agregar 10ul
de agua y 10ul de amortiguador de lisis 1x, sonicar al maximo 15seg.

El gel de proteinas al 12% se prepara de la siguiente manera
Gel separador {Inferior)

.10m1 de agua destilada

.50ml de Bis-Acrilamida 30:08

.25m1 de Tris 2M pH 8.8

56.00u1 de SDS 10%

150.00pu1 de persulfato de amonio 10%
7.50ul de TEMED

[N
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X 1l Amortiguador Tris-HC1 50mM pH 7.0 a 37°C
X ul tNAD' 10mM

X pul | B-NADPH 10mM

X pul Extracto

3. Leer inmediatamente a 400nm para registrar actividad. En este caso
en periodos de 10seg durante 2min.

XVI. Determinacidn de la Concentracidn de Proteina Soluble. (Kit
BioRad}

Este procedimiento se basa en el método de Bradford (8}).

Para reconstituir a la gama-globulina bovina {(IGG} y albumina de suero
hovino (BSA) 1liofilizadas agregar 20ml de agua desicnizada y mezclar

hasta disolver por complete. Guardar a -20°C.

1. Se prepara la solucidn de tincidn diluyendo una parte de reactivo de
tincioén concentrado en cuatro partes de agua desionizada, filtrar con
Whatman No. 1 o eguivalente para remover particulas.

2. pPreparar dilusiones de la proteina de referencia (IGG o BSA)
con la que se va a comparar la proteina experimental. El rango
lineal de BSA es 0.2-0.9mg/ml y de IGG es 0.2-1.5mg/ml.

3. Transferir por separado 100pl de proteina de referencia y
experimental a tubo de ensayo seco y limpio.

4. Agregar Sml de solucidn de tincidn a cada tubo y mezclar con vortex.

5. Incubar a temperatura ambiente 5min. Debido a que la absorbancia
se incrementa con el tiempo no incubar por mas de lhr.

6. Medir absorbancia a 595nm.

XVII. Determinacion de la Concentracién de Proteina Recombinante UDHA
en E. coli.

Para determinar la concentracidon total de proteina primero se
preparan las muestras a correr en gel de proteinas al 12%

Concentrar un botén muy pequefio de la cepa transformada e inducida y
remover el medio restante con papel absorbente, A cada botdn agregar 10upl
de agua y 10pl de amortiguador de lisis 1x, sonicar al maximo 15seg.

El gel de proteinas al 12% se prepara de la siguiente manera :
Gel separador (Inferior)

4.10ml1 de agua destilada
4.50ml de Bis-Acrilamida 30:08
2.25m1 de Tris 2M pH 8.8

56.00u1 de SDS 10%
150.00p1l de persulfato de amonio 10%
7.50ul1 de TEMED
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Gel concentrador {Superior)

2.87ml de agua destilada
0.87m) de Bis-Acrilamida 30:08

165.00¢41 de Tris 2M pH 6.8

25.00ul de 3DS 10%

50.00u1 de persulfato de amonio -10%
2.50p1 de TEMED

1. Limpiar los cristales con SDS 10%, ensamblarlcs y sellar los bordes
con agarosa.

. Agregar a la camara ¥% partes de gel separador e inmediatamente después

llenar con agua para aplanar la superficie de éste.

Una vez polimerizado el gel separador, remover el agua utilizando un

papel absorbente. Agregar gel concentrador,

Colocar el peine inclinandclo para evitar burbujas y cuando el gel

haya polimerizado, retirarlo de 1las esquinas primero. Limpiar 1losg

pozos con papel filtro para remover burbujas y residuos de acrilamida.

Montar los cristales en la camara y llenar con amortiguador de corrida

Tris-glicina.

6. Cargar las muestras e iniciar corriendo a 80v hasta gque alcancen el
gel separador, entonces correr a 200v.

7. Para tefiir al gel, colocarlo en solucién caliente de azul de Coomassie
R-250 vy dejar 30min con agitacion.

8. Remover colorante y enjuagar al gel con agua corriente varias veces.
Dejar destifiiendo con una esponja en solucidn de dcido acético al 10%.

B N

wn

Para el andlisis de densitometria se empled un transiluminador de luz
visible, un procesador de imdgenes ({Stratagene, USA)} v se realizd de la
siguiente manera : Primero se determindé la absorbancia de todas las
bandas en un carril del gel y por separado, la absorbancia de la banda de
interés en el mismo carril. Se calculd el porcentaje de absorbancia gque
representa la banda de interés, con respecto a la de todas las bandas en
conjunto.
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Resultados

I. Aiglamiento del Gene udhA por PCR.

Una vez que se obtuvo el producto udhA de 1.5kb amplificado por PCR,
se 1ligd en el vector pCR-Blunt y con esta ligacién se electrotransformo a
la cepa MM294. Las células transformadas se platearon en cajas con medio
Luria-agar+Km{30ug/ml) . Después de 24hrs a 37°C aparecieron colonias,
algunas de ellas se crecieron en medio Luria+¥Km{30pg/ml) y se purificod
DNA de plasmido. Se wverificd 1la orientacién del inserto en la
construccién pCR-Blunt+udhd digiriendo con BamH I (Fig. 8).

Se purificé de un gel de agarosa al 1% la banda de 1.5kb
correspondiente a udhA y la banda del vector pTrc99a de 4.1kb, ambos
digeridos con Nco I y BamH I (Fig. 9).

Se ligaron ias bandas de udha y el vector pTrc99Aa, con dicha ligacidn
se electrotransformd la cepa XL1-Blue MRF'. Las células transformadas se
platearon en cajas con medio Luria-agar+ap (200ug/ml) . Después de 24hrs a
37°C aparecieron colonias, algunas de ellas se crecieron en medio
Luria+Ap(200ug/ml) y se purificé DNA de plasmido. E1l nuevo plasmido
pTrc99a+udha se analizd por digestioén miltiple con enzimas de restriccidn
para asegurarse que estuviera correcto y con la orientacidén esperada del
inserto (Fig. 10}

Previo a la secuenciacién de udhA, se analizd una vez mas por
digestién maltiple el templado udhA(ptrcl52-BamH I} de 1.6kb, amplificado
por PCR del plasmido pTrc99A+udhA. El andlisis indica que el inserto y su
orientacién son correctos ({Fig. 11)

IT. Determinacidén de la Secuencia Nucleotidica de la Regidn 5° de
udhA.

Se utilizé el cebador ptrel52 para amplificar por PCR el templado a
secuenciar del plasmido pTrc99a+udhA. Dicho cebador hibrida 20bp
anteriores al promotor del vector pTrc99A. Con la lectura de las tres
corridas fue posible determinar la secuencia de las primeras 145 bases
que componen udhA (Fig. 12).
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Figura 8. Andlisis en gel de agaross sl 1% del tamaft del inserto
{1.5kb] en el vector pCR-Blunt {3.5kb) y su orientacion en dos
clonas (613 y616).
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Figura 11. Anélisis en gel de acrilemida.sl 7 5% de las bsndas obtenidas por digestidn miltiple det ternpl‘s;:lo
udhé {ptro152-BamH e 1.6kb.
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III. Andlisis de la Secuencia Nucleotidica de udhA y de la Proteina
" para la que Codifica.

Lo primero que detectamos al analizar detalladamente la secuencia
nucleotidica de udha fue un error en la secuencia reportada debido a la
adicién de una citosina en la posicién 43 (6). Esta adicidédn se localiza
25 bases anteriores del que era considerado el codon de inicio y 43 bases
posteriores del inicio correcto localizado en la posiciéon 1 (FPig. 13).
Como consecuencia de esta adicién, el inicieo de 1la traduccion fue
propuesto 68 bases posteriores del correcto, excluyendo a 22 residuos muy
importantes, de los cuales 15 forman parte del primer sitio de unidn a
nucledtidos en la proteina (Fig. 13).

5° 10 20 30 40 50 60
ATGCCACATTCCTACGATTACGATGCCATAGTAATAGGTTCCCGGCCCCGGCGGCGAAGG

[M P # 8§ Y D Y b A T Vv I 6 8\W P R RRR

¢ H I p T I T M P . . . V P\G P G G 'E G
CGCTGCAATGGGCCTGGTTAAGCAAGGTGCGCGCGTCGCAGTTATCGAGCGTT 114
5
R ¢C N G P G . A R CA R R S8 Y R A L

A AfM|cG L. VvV K Q G A R V A VvV I E R ¥

Figura 13. Secuencia nucleotidica incorrecta reportada para udhA (6). En
la traduccion de esta se indica en un cuadro al residuo de metionina
propuesto como el inicio de la proteina, posterior a la secuencia GSGPGG
de unioén a grupos fosfato en el sitio gue enlaza a nucleotideos. Ambos
codones ATG, la adicidn que causa el corrimiento del marco de lectura y
la secuencia de unién a grupos fosfato aparecen en negrita y subrayados.

La secuencia’ de las primeras 145 bases de udhA revela gque en la
posicion 128 {Fig. 14), 43 bases posteriores del inicio de la traduccion
correcto localizado en la posicidn 86; en realidad existe una guanina
precedida por dos citosinas solamente y no por tres, como fue reportado
(6}).
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5° 10 20 30 40 50

GAAATGAGCT GTTGACAATT AATCATCCGG CTCGTATAAT GTGTGGAATT

CTCAGCGGAT AACAATTTCA CACAGGAAAC AGACCATGGC ACATTCCTAC 100

GATTACGATG CCATAGTAAT AGGTTCCGGC CCCGGCGGCG AAGGCGCTGC 150
AATGGGCCTG GTTAAGCAAG .GTGCGCGCGT CGCAGTTATC GAGCGTTATC 200

AAAATGTTGG CGGCGGTTGC ACCCACTGGG 230
K

Figura 14. La secuencia obtenida del plasmido pTrec99A+udhA comprende 230
bases, de las cuales 85 abarcan la regidn del promotor en el vector y las
primeras 145 del gene. Notese a las regiones -35 y -10 del promotor trc,
al codén de inicio y la guanina en la posicién 128 en negrita vy
subrayados. Las bases correspondientes al vector se muestran encerradas.

La traduccidn para esta gecuencia muestra que el primer sitio de unidn
a nucledtidos vya forma parte de 1la proteina completa (Fig. 15),
aumentando asi 1a similitud con otras flavoproteinas disulfuro-
oxidorreductasas y especialmente con la transhidrogenasa soluble STH de
P. fluorescens.

5° 10 20 30 40 50 60
ATGCCACATTCCTACGATTACGATGCCATAGTAATAGGTTCCGGCCCCGGCGGCGAAGGC

M P H 8 ¥ D ¥ D A T VvV I G 8 G P G G E G

GCTGCAATGGCCCTGEGTTAAGCAAGGTGCGCGCGTCGCAGTTATCGAGCGTTA 114
3

A A M G L vV K ¢ G A RV A VvV I E R Y

Figura 15. Secuencia nucleotidica y de la estructura primaria para la
regién amino-terminal de UDHA, Esta ya incluye 15 residuos esencilales
(negrita) para poder formar por completo al primer sitio de union a
nucledtidos que ademds contiene la secuencia d&e unidn a grupos fosfato
subrayada.

IV. Localizacién y Analisis Detallado de udha en el Cromosoma de
E. coll.

udhA se compone en S8Su secuencia codificante por 1,401 bases que
representan un total de 467 codones, contiene al coddn de inicio ATG v al
codén de término TAA. Estd localizado entre las bases 4,156,969 v
4,158,370 del cromosoma de la cepa MG1655 derivada de E. coli K12, a 89.6
centisomas (6). Forma parte del replicoro 1, es decir, la parte dividida
por el origen y final de replicacidén que se sintetiza en direccidn de las
manecillas del reloj (7). Estd flanqueado por dos genes en direccidn
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opuesta en 1la hebra complementaria {(Fig. 1l6a): oxyR, con el que se
sobrelapan 18 pares de bases en el extremo 3° de la regidén codificante
para ambos (Fig. 16b) y yijC(o234), con el que se encuentra separado por
277 pares de bases en la regién 5° de ambos. oxyR codifica para una
proteina reguladora que induce genes de defensa contra el stress
oxidativo en resgpuesta a altas concentraciones de perdxido de hidrdgeno
(9). De yijC{o234) solo se sabe que junto con 0119, codifican para una
proteina hipotética de 26.6kDa en la regién intergénica de udhA y trmA,
gue codifica para una metiltransferasa (6).

}?bp %JIPP
I argC || argBI | argH | onyR ; ; io234] [:]oll9

argk

i
{i
1k

Figura 16a. Representacién grafica de la seccidén en el genoma de E. coli
K12 que comprende a udbA y su posicidn con respecto a otros genes (6). La
orientacion de los genes y su transcripcion estan indicadas por flechas.

udhA 5  -AGCTGCGTTAAACGGTTTAAACCGCCTGTTTTAAAACTTTATCGAAATGG-3 '
OXYR 3’ -TCGACGCAATTTGCCAAATTTGGCGGACAAAATTTTGAAATAGCTTTACC-5"

Figura 16b. Regidén del scbrelapamiento de 18bp {(negritas) en el extremo
3° de los genes udhA y oxyR, indicada sobre la secuencia de DNA en E,
coli K12. Aambos codones de término se encuentran subrayados.

Mediante un analisis con el programa EDITSEQ del paguete DNASTAR, se
determiné que udhA presenta 51.82% en contenido de GC. Se calculd el
indice de adaptacién de codones (CAl) para udhA por el método de Sharp vy
Li {41} con un valor de 0.3928. La estadistica para la composicion de
bases para udhA obtenida con el programa EDITSEQ de DNASTAR se muestran
en la tabla I

Tabla I. 2ndlisis de la composicidén nucleotidica para la secuencia de
udhA (&) .

Numero total de basges=1,401
%A = 25,34 = 355
%G = 25.55 = 358
T = 22,84 = 320
%C = 26.27 = 368
%SA+T = 48,18 = 675
%C+G = 51.82 = 726
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V. Regiones de Regulacidn Transcripcional Propuestas para udhaA.

Empleando un programa para bisqueda de promotores de E. coli basado en
el método de Mulligan, et. al. (29} se encontraron varios posibles
promotores en la regién 5° de udhA {6). El analisis del promotor con el
valor mas alto (56.0), revela que la regidén -35 estd localizada 68 pares
de bases anteriores al codén de inicio (Fig. 17) ¥y se compone por la
secuencia -

5°- T T G G Cc T -37

La regidén -10 esta locallzada 45 pares de bases anteriores al codén de
inicio {(Fig. 17) y se compone por la secuencia :

5~ T A C c A T -37

La distancia entre ambas secuenciag es de 17 pares de bases. La caja
Pribnow ademas contiene 1la region TGN conservada en los promotores

reconocidos por o° (Fig. 17).

También se propuso un sitic de unidn al ribosoma en base al método
estadistico de Barrik, et. al. (4). Este sitio Shine-Dalgarnc estd
localizado 12 pares de bases anteriores al coddn de inicio (Fig. 17} y se
compone de la secuencia :

5- G T A A G -3

5 -
10 20 30 40 50
-35 ' -10
TTGGCTTACC CGCGATAAAA ACCATT CTGTTGCTTT TATGTATAAG
sD
AACAAGGTAA GCCCTACCAT.G ) 71
3 —_——

Figura 17. Promotor y SD propuestos para udhA. Encerrada en una caja se

muestra la regidén TGN conservada en los promotores reconocidos por g’
(12).

Los resultados obtenidos con el programa REPEAT de GCG no muestran
repeticiones directas o palindromes en la regidn 5° de la secuencia que
indiquen 1la ©presencia de otros posibles sitios de regulacidn
transcripcional. El1 analisis estadistico en 80 pares de bases anteriores
a la caja -35 indica una composicidn de A+T del 57%.

Los resultados obtenidos con el programa TERMINATOR de GCG indican la
presencia de dos posibles terminadores, uno incluidoe en ia parte
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codificante de udhA, a 1,102 bases del coddn de inicio, con una longitud
de 51 nucledétidos de los cuales 20 aparean (Fig. 18).

5 - GCAATGAAAGTGCCATATGAAGTGGGCCGCGCCCAGTTTAAACATCTGCGA -3’

- - - -= mEemm= 0 0wmesow= - - - - -

Figura 18. Secuencia de un primer posible terminador en la parte
codificante de udhA. En negrita y subrayadas aparecen las bases gque
aparean.

Bl analisis estadistico de cien pares de bases anteriores a este
posible terminador indica la siguiente composicién ¢ G {(22%), A (31%), T
{17%) y C (30%).

Otro mas en la regién 37, a 77 bases del coddn de término, con una
longitud de 51 nucledtidos de los cuales 14 muestran apareamiento (Fig.
19).

5 - CAGGACGATAAACCAGGCCAATAGTGCGGCGTGGTTCCGGCTTAATGCACG- 37

- - - - - - - - - - - - - -

Figura 19. Secuencia de un segundo posible terminador en la regidn 3° de
udhA. Las bases que aparean se muestran en negritas y subrayadas.

El andlisis estadistico de cien pares de bases posteriores al coddn de
rérmino indica la siguiente composicidén : G (29%), A (21%), T (21%) y C
(29%) .

VI. Analisis de la Estructura Primaria y Secundaria en la Proteina
UDHA de E. coli.

UDHA es una proteina que se compone de 466 aminodcidos. La composicidn
de residuos y algunos parametros calculados para UDHA empleando el
programa PROTEAN de DNASTAR se muestran en la tabla II.
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Tabla II. Algunos parametros importantes derivados del analisis en la
composicion de residuos de UDHA (6] .

Pesoc Molecular %1,567.00 Dalton
ipg 19.392 pMoles
coeficiente de extincidn molar 39220/ 5%
Punto isoeléctrico 6.36
Carga a pH 7.0 -6.79
Amincacidos cantidad % por peso % por frecuencia
Cargados {RKHYCDE i46 38.53 31.33
Acidos {DE) 53 12.59 11.37
Basicos (XR} 43 L 12,10 9.23
Polares {NCOSTY) 120 26.96 25.75
Hidrofébicos {(AILFWV) 159 32.09 34.12
A Ala 40 5.52 8.58
C Cys - 8 1.60 1.72
D Asp 25 5.58 5.36
E Glu | . 28 7.01 6.01
F Phe 15 4.28 3.22
G Gly 43 4.76 9,23
H His 21 5.59 4.51
I Ile 36 7.90 7.73
K Lys 17 4.23 3,65
L Leu 36 7.90 7.73
M Met 12 3.05 2.58
N Asn 21 4.65 4.51
P Pro 15 2.82 3.22
Q Gln 20 4.97 4.29
R Arg 26 7.88 5.58
$ Ser 26 4.39 5.58
T "Thr 24 4.71 5.15
vV vVal 30 5.77 6.44
W Trp 2 0.7z 0.43
Y Tyr 21 6.65 4,51

UDHA presenta dos sitios de unién a nucledtidos gque en su conjunto
forman el pliegue Rossmann de unidén a dinucledtidos. El primero de estos
sitios inicia en el residuo 8 y finaliza en el residuc 55 de la regidn
amino-terminal, esta compuesto por 48 aminoacidos formando una estructura
supersecundaria Poffaf muy similar a la descrita por Fiellstrom, et. al.
(14), presenta la secuencia G S G P G G de unidn a fosfato (Fig. 20).
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RYQINVGGGCTHWGTTIPSKA

Figura 20. Composicién del primer sitio de unidn a nucledtidos en la
regién amino-terminal, indicado sobre la estructura primaria de UDHA. La
posicion de las cisteinas gue forman al enlace disulfuro activo-reductor,
con la substitucién de treonina subrayada vy la secuencia de unidn a
grupos fosfato, aparecen en negrita.

El segundo sitio inicia en el residuo 178 de la parte central de la
proteina, esta compuesto por 32 aminodcidos que forman una regién nucleo

fof similar a la descrita por Wierenga, et. al. (48); presenta la
secuencia G A G V I G de unidn a fosfato (Fig. 21). En esta regidn ya no

es posible establecer con claridad una estructura Befof completa.

f o

HVLIYIGAIGVIGCEYASIFRGMDVIKVD

LINTRD

Figura 21. Composicion del segundo sitio de unién a nucledtidos en la
parte central, indicado sobre la estructura primaria de UDHA. Notese que

la separacion entre la primera hélice o y la segunda conformacidén f
difiere entre ambos sitios para UDHA, La secuencia de unidn a grupos
fosfato aparece en negrita.

Como su nombre 1o indica, las flavoproteinas gue pertenecen a la
familia de disulfuro-oxidorreductasas presentan dos residuos de cisteina
altamente conservados en la regidén amino-terminal separados entre si por
otros cuatro aminodcidos. UDHA contiene un residuo de cisteina en 1a
posicién 45 y un residuo de treonina en la posicién 50 de la regidn
amino-terminal sin embargo, UDHA muestra esta misma substitucidn ‘por
treonina en lugar de cisteina en la segunda posgicién, como en el caso de
la transhidrogenasa soluble STH de P. Ffluorescens y UDHA(Rv2713) de M.
tuberculosis y, Jjuntas son la excepcién al compararlas con las demds
disulfuro-oxidorreductasas analizadas en este trabajo (Fig. 20 y 22).
Para poder establecer con exactitud la familia de proteinag a la que
pertenece, UDHA se analizd empleando el programa BLAST del Sanger Centre
{50), cuyo resultado indica que pertenece a la familia de las
flavoproteinas disulfuro-oxidorreductasas que enlazan a piridin-
nucleotidos.
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VII. Comparacién de UDHA de E. coli con otras Disulfuro-
oxidorreductasas.

Empleando los programas NETBLAST del paguete GCG y W BLAST (49} se
compard UDHA de E. coli contra las bases de datos GENBANK, SWISSPROT y
OWL para encontrar las proteinas mas semejantes a esta y establecer 1la
relacidén gue guardan entre si. Posteriormente, utilizando el programa GAP
de GCG se determind la similitud e identidad que guarda UDHA de E. coli
con las quince proteinas mas semejantes obtenidas (Tabla III).

Tabla IIT. Semejanzas existentes a nivel de estructura primaria entre
UDHA de E. coli v las quince proteinas mas parecidas a ésta, obtenidas de
las tres distintas bases de datos analizadas.

Proteina

especle % SIMILITUD % IDENTIDAD
1. Deshidrogenasa desconocida )

Erwinia carotovera (parcial l1l49aa) 98.0 94.0
2. Deshidrogenasa desconocida

Vibrio Cholerae {parcial déaa) 95,6 93.4
3. Transhidrogenasa soluble

Pseudomonas fluorescens 69.6 59.6
4. Deshidrogenasa desconocida

Mycobacterium tuberculosis 54.4 43.1
5. Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Clostridium magnum 43.0 30.6
6. Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Agquifex aeolicus 42.1 30.9
7. Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Pseudomonas putida . 41.3 33.0
8. Reductasa mercirica :

Bacillus cereus 40.9 30.4
6. Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Tripanosoma Brucei Brucel 39.8 : "30.5
10.Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Pisum sativum 39.3 28.5
11.Dihidrolipoamida deshidrogenasa

Haemophilus influenzae 39.0 27.3
12.Dpihidrolipcamida deshidrogenasa

Tripanosoma cruzi 38.9 29.2
13.pihidrolipoamida deshidrogenasa

Bacillus subtilis 38.8 29.3
14 .Reductasa de lehegmoglobina férrica

Glycine max 38.7 27.9
15.Glutatién reductasa

Pseudomonas aeruginosa 38.5 28.9

Después de encontrarse una mayor sSemejanza consigo misma {UDHA
incompleta), se observa que la similicud e identidad mas altas
corresponden a dos fragmentos en la regidn carboxilo-terminal de dos
deshidrogenasas desconocidas e incompletas, pertenecientes a E.
carotovora, 149 residuos con similitud de 98% e identidad de %4% y de V.
cholerae, 46 residuos con similitud de 95.6% e identidad de 93.4%. La
proteina completa que mostrd la similitud e identidad mas altas de 69.6%
y 59.6% respectivamente, fué 1la transhidrogenasa soluble STH de P.
fluorescens. En segundo lugar se encuentra una deshidrogenasa desconocida
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(UDHA) completa de M. tuberculosis con una similitud de 54.4% e identidad
de 43.1% (Tabla III}.

En el alineamiento multiple (Fig. 22) se observa que todas estas
proteinas presentan dos sitios de unién a nucleétidcs gque forman el
pliegue Rossmann, uno en la regidn amino-terminal y otro en la parte
central. Entre la distintas proteinas existe substitucidén de residuos en
dichos sitios, aun asi todas cumplen con los criterics propuestos por
Fjellstrom, et. al. (14) para poder formar una estructura supersecundaria
Bafof en la regién amino-terminal y algunas cumplen con los criterios de
Wierenga, et. al. (48) para formar la estructura niucleo Poafi en la parte
central. Se observa gue en estas proteinas la secuencia consenso GXGXXG
de unioén a grupos fosfato se encuentra dos veces presente.

De los dos residuos de cisteina altamente conservados en esta familia,
el primeroc se encuentra en la totalidad de las proteinas analizadas. El
segundo, que estd localizado cinco residuos posteriores al primero,
experimenta la misma substitucién por treonina solo en UDHA de E. coli,
en STH de P. fluorescens y en UDHA(Rv2713) de M. tuberculosis (Fig. 22)
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1
Ecarotovora
vcholerae
Ecolil
Pfluorescens
Mtuberculosis
Paeruginosa
Bcereus
Bsubtilis
Cmagnum
Gmax
Pzativum
TBrucei
Tcruzi
Pputida
Hinfluenzae
Aaeolicus

51
Ecarotovora
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Ecoli
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Mtuberculosis
Paeruginosa
Beereus
Bsubtilis
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Pputida
Hinfluenzae
Aaeolicus

101
Ecarotovora
Vvcholerae
Ecoli
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Mtuberculosis
Paeruginosa
Bcereus
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Cmagnum
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Teruzi
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Hinfluenzae
Aaeolicus

151
Ecarotovora
Vcholerae
Ecoli
Pfluorescens
Mtuberculosis
Paeruginosa
Bcereus
Bsubtilis
Cmagnum
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Psativum
TBrucei
Teruzi
Pputida
Hinfluenzae
Aaeolicus

Figura 22.
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Ecarotovoera
Veholerae
Ecoli
Pfluorescens
Mtuberculosis
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Beereus
Bsubtilis
Cmagnum
Gmax
Psabtivum
TBrucei
Teruzi
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Bsubtilis
Cmagnum
Gmax
Psativum
TBruceil
Tervzi
Pputida
Hinfluenzae
Aaeolicus
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VIGCEYASIFSGL
VIGIEYASMFAAL
YTAVEFASIFNGL
YIGMELGQLFHNL
VIGCEYAGLFARL
VIGVEFASIFNSL
YIGLEMGSVWGRI
YIGLEMGSVWGRI
VIGLELGSVWARL
VIGLELGSVWARL
VIGLELGSVWRRL
IIGLEMGTVYNAL
AVGVEFAYIFRKY

PUPTP remrr et | e e

[»]
>
|oaanaaannnnannt4

BT

EV1
EVY
oV
xv
OV
EVH
EVY

VIE

LVE

FAS
FAS
FAP
FAP
YLD
HFD
IXD

o e st s e ot g i e s il

e e o e kot 0t ot ot Pt Pt P et g e

RLLAFLD. . QEMSDSLSYHFWNSGVV
QLLSFLD. .SEISQALSYHFSNNNIT
NMLDFCD. , PEVVEALKFHLRDLAVT
LFLRGFDR. . SYREHLRDELGKKGLD
RLLKEYDP. .EISESVEKSLVEQGIN
RLIPAED. . EDIARLFQEKLEEDGVE
HILPPMD. .REISEIAKAKLIRDGIN
EIVPTMD. . ADIRKQFQRSLEKQGMK
EIVPTMD. . ARIRKQFQRSLEKQGMK
RCAPTLD. . SDVTDALVGALKRNGED
RCAPTLD. . EDVTNALVGALAKN. EX
RICPGTD. . TETAKTLOKALAKQGMV
OVIPAAD. . KDVVGIYTKQVEKK. FK
RLLPTPDIPEDSGRYLARKLRELGVD

b o

IRHNEEYEKI
VRHNEEYDRV
FRFGEEVTAV
LOQFNSDIARI
LVKGATYERT
VHTSSRLGRV
INNNCKVTRI
FELKTKVVGY
FKLKTKVVGY
EVPMTGIEGVY
MKFMTSTKVV
FRLGSKVTQA
LMLETKVTAV
IRTRTSVESHW

EGCDDGVIMH
EGLDNGVILH
PVGSAGTVTT
DKQADGSLAA
EQNGDIKKVH
DQ. . TAKTAY
EQGEDGLKVS
PTSEDG. VKL
DTSGDG. VKL
NGTNNGSIAL
GGTNNGD. 5V
TASADG.VSL
EAKDDG, TYV
EKTONGVKAK

LXSGKK. ...
LKSGKK. ...
LASGKQ. . ..
TLK. ...DG.
VEV....NGK
WK....SGQR
FI....GDKG
TVE. PSAGGE
TVE. PSAGGE
TLEVEQAGGQ
SLEVEGKNGK
VLE. PAAGGT
SMEGKACN. .
LTDGSE. ...
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.. .IKADALL
.. .IPAETVM
.RVLEADCVF
KRIIEADQLIL
EFKTKADYVL
EESIDVEKVL
QTIIEADVVL
QTILEADVVL
AETLHCDALL
RETVTCEALL
AESLOADYVL
. DTKRYDAVL
.. .VVADFIL

YANGRTGNTD
WCNGRTGNTD
YSAGRQGQTD
YATGRREMLD
VATGRTPNTA
VAIGRKPRLD
IAVGRRSNIE
VSAGRTPFTS
VSAGRTPFTS
VSVGRRPYTA
VSVGRRPFTG
VAIGRRPYTK
VAIGRVPNGK
LGVGRKPNTK
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401
Ecarotovora
Vcholerae
Ecoli
Pfluorescens
Mtuberculosis
Paeruginosa
Beereus
Beubtilis
Cmagnum
Gmax
Psativum
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Tcruzi
Pputida
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EILGIHCFGE
EVLGVHCFGY
KLLGVHIFGT
RVLGCHMVGA
KVLGAHVVAE
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Alineamiento multiple de la estructura primaria de guince disulfuro-
oxidorreductasas que presentan la mayor gsemejanza con UDHA ({PILEUP de
GCG). Los residuos que forman la estructura supersecundaria Bapup del
primer sitio de unién a nucledtidos y la regién nicleo PoPp del segundo
se muestran en cajas. La secuencia consenso GXGXXG de unidn a grupos
fosfato, al igual que las cisteinas del enlace disulfuro activo-reductor
en la regién amino-terminal, aparecen en negritas. La cajas indicadas FJ
y Wi sefialan que en el segundo sitio de unién a nucledtidos, algunas
proteinas cumplen con ambos criterios para formar la segunda conformacidn
B de acuerdo con Fjellstrom, et. al. (14) y Wierenga, et. al. (48)
respectivamente.
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Una vez generado un alineamiento miltiple con el programa CLUSTALW, se
utilizd el programa PROTPARS de PHYLIP que emplea el método de parsimonia
en secuencia de proteinas para elaborar un dendrograma (Fig. 23). la
prueba estadistica “bootgtrap” de remuestreo realizada a cien grupos con
el programa SEQBOOT de PHYLIP, indica que UDHA de E. coli y STH de P.
fluorescens, al igual que la deshidrogenasa desconocida UDHA (Rv2713) de
M. tuberculosis; se agrupan en una misma subfamilia (Fig. 23), en este
caso de las transhidrogenasas solubles. El resto de las proteinas se
encuentran agrupadas en otras subfamilias distintas, en su mayoria
dihidrolipoamida deshidrogenasas.

P.aeruginoga
- =M. tuberculosis (Rv2713)
100
: = P.fluorescens (8TH)
109
e _E.coli (UDHA}
-—1100 )
A.aeolicus
45 B.subtilis
63 H.influenzae
72 P.putida
p—— T Cruzi
63 100
. T.Brucei
67 B.cereus
100
C.magnum
73
P.sativum
100
G.max

Figura 23. Dendrograma indicando la relacién existente entre las catorce
distintas oxidorreductasas completas, analizadas y comparadas en su
estructura primaria. Los valores indican la frecuencia con la que se
asocian estas proteinas analizadas en conjunto cien veces.

VIII. Determinacion de Actividad para la Transhidrogenasa Soluble UDHA
de E. coli.

Se realizaron dos experimentos independientes para determinar
actividad de ‘transhidrogenasa soluble en extractos de E. coli
transformada con 1los plasmidos pTrc9%A+udhA y pTrc99A solo (testigo)
inducidas con IPTG.

En el primer experimento se trabajé con extracto de E, coli almacenado

a 4°C/24hrs. Los resultados obtenidos variando las distintas especies se
muestran en la tabla IV.
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Tabla IV. Actividad enzimética de UDHA 24hrs posteriores a su extraccidn.

Extracto tNAD 10mM| NADPH 10mM oD/s ob/min mol/min *U/myg

{pl) {pul) (pl)
1 UDHA 10 10 0.000155 0.0093 8.2276E-09] ©.12280025
5 UDHA 50 50 0.001632 0.0979 8.6629E-08] 0,25859357!
10 UDHA 50 50 0.002267 0.1360 1.2036E-08| 0,17963923
10 UDHA 0 10 0.000161 0.0096 8.5461E-10| 0.01275538°

0.1 UDHA 10 10 0.000198 0.0118 1.0525E-091 0.01570938
10 UDHA 10 10 £.001591 0.0954 8.4453E-09| 0.12604852
S UDHA 10 10 §.001080 0.0648 5,7328E-09] ©.171:2810
10 UDHA 10 10 0.001804 0.1082 9.5759E-09) 0.14292365
10 pTre 1¢ 10 0.000145 0.0087 7.7000E-10| 0.02148777
10 UDHA 10 o 0 0 0 0

Negritas = Testigo

* 1 unidad
gue reduce

descritas.

Concentracidn de proteina

lactividad enzimatica experimental mas alta

’Actividad de testigo mas alta

Actividad enzimatica total

de actividad enzimatica (U} se define como la cantidad de actividad
lpmol de tNAD' por minuto bajo las condiciones experimentales

6.7 mg/mi

0.25859357 U/mg

0.01275538 U/mg

0.24583819% U/mg

En el sequndo experimento se trabajd con extracto fresco de E. coli.
Los resultados ohtenidos variando las distintas especies se muestran en

la tabla

V.
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Tabla V. Actividad enzimdtica de UDHA al momento de su extraccidn.

Extracto tNAD 10mM MNADPH 10mM oD/s oD/min mol/min *U /Mg
{nll {(pl) {nl]
10 UDHA 100 106 0.013280 0.7968 7.0500E-08] 1.00702999
S UDHA 100 100 0.014490 0.8694 7.6900E-08) 2.19756995"
10 UDHA 50 50 0.011305 0.6783 6.0000E-08] 0.85726461
10 pTrc 50 50 0.000595 0.0357 3.1600E-09| 0.04511919°
5 UDHA 50 50 0.008040 0.4842 4.2700E-08] 1.21935550
5 UDHA 50 50 0.006405 0.3843 3,4000E-08fF 0.97138962
5 UDHA 56 50 0.110900 0.6654 5.8867E-08; 1.681%2207
5 pTrec 50 50 0.000150 0.0090 7.9600e-10] 0.02274917
1 UDHA 50 50 0.002680 0.1608 1.4200E-08{ 2.03225931
5 UDHA 50 0 5.60E-05 0.0033 2.9700E-10f 0.00849302
5 UDHA 1] 50 0 0 0 1]
Negritas = Testigo

+ 1 unidad de actividad enzimatica

U} se define como la cantidad de actividad

gue reduce lpmol de tNAD' por minuto bajo las condiciones experimentales
degcritas.
concentracién de proteina = 7.0 mg/ml

‘Actividad enzimatica experimental mas alta = 2.19756996 U/mg

’actividad de testigo mas alta = 0.04511919 U/mg

Actividad enzimética total = 2.15245077 U/mg
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IX. Determinacion de la Concentracién de Proteina Recombinante UDHA
para E. coli Transformada con el pldsmido pTrcS9a+udhA e Inducida
con IPTG.

En los dos experimentos realizados para la deteccion ‘de actividad
enzimatica en UDHA, se conté con diferentes pero muy similares
concentraciones de proteina soluble calculadas por el método de Bradford
{8). En el primerc se determindé una concentracién de 6.7mg/ml y en el
segundo de 7.0mg/ml.

De acuerdo a los calculos por densitometria realizados al gel de
proteinas con sonicados provenientes de la cepa experimental y testigo,
inducidas con IPTG en el segundc experimento (Tabla V), se cbserva gue la
banda densa localizada entre los marcadores de 45kDa y 66kDa (Fig. 24)
parece ser UDHA de 51.5kDa. Esta banda representa aproximadamente el 2%
de la concentracion total de proteina en la célula (Tabla VI},

Tabla VI, Concentracién de UDHA recombinante, determinada por la
comparacion entre la absorbacia de las bandas de distintas proteinas.

Testigo Experimental
W3110/pTrc99h W3110/pTrcosa+udha
inducida con IPTG inducida con TIPTG

Absorbancia para
todas las bandas 437,266 479,042
{Total de proteinas) ’

Absorbancia -

para posible 27,208 39,020
banda UDHA -

Dengitometria (%) 6.2 8.1

Concentracién de .
UDHA (%) 8.1 - 6.2 = 1.9
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w3110 W3110
pTrc99A pTre99A +udhA
Testigo .

VS Yy
e
e

Figu . alisis en I pmtefss dohde apce una bandsa coh un peso
moleculsr de aproximadamente 51,5kDa [ﬂecha‘l Jigmveniente de [a.cepa transformnadsa
con el plésmido pTre98A+udhA einducidacon IPTG
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Discusidn

Con la amplificacién y secuenciacion en la regién 5° del gene udha,
fue posible determinar la composicién correcta de las 145 primeras 1,401
bases que lo componen {Fig. 12 y 14), asi como el marco de lectura
indicado en la regidén amino-terminal (Fig. 15} para su producto
proteinico de 466 aminoacidos, que resulté tener actividad de
transhidrogenasa soluble.

En el cromosoma de E. coli, udhA no parece guardar relacidén alguna con
los genes adyacentes (Fig. 16a), salvo un sobrelapamiento de 18bp con
oxyR {Fig. 16b), por lo gque parece no formar parte de algin operdn
evidente. Aun no se han determinado las condiciones naturales bajo las
gue este gene Se expresa in vivo. Ademas, la naturaleza en el metabolismo
de esta bacteria reguiere la actividad de la transhidrogenasa dependiente
de energia. A la fecha no habia sido reportado un organismo gue presente
ambos tipos de transhidrogenasas codificadas en su genoma, COMO ocurre en
E. coli.

El contenido de GC en la composicidén de udhA es de 51.82%. Este valor
se aproxima al contenido promedio de 50.8% que presentan los genes de E.
coli (7,30). El1 indice de adaptacidn de codones (CAI) calculado para udhA
de 0.3928, sitha a este gene con una tasa de expresion entre un nivel
medio y alto, dicho valor se encuentra en el rango gue presentan una gran
cantidad de genes en E. coli (Fig. 25a ¥ 25b) .

Mimero
de
genes

40 7

35 =
30
25 -

20— .

15 —

10 —

5—

0 N 1 ]

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
CAI

Figura 25a. Distribucidén de los valores del indice de adaptacidn de
codones (CAI) calculade para 165 genes de E. coli (41},
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Figura 25b. Distribucidn de los valores de CAI para 2,897 genes conocidos
en E. coli. La curva sigmoidal representa todos estos valores ordenados
en forma ascendente. La linea que parte la grafica a la mitad representa
el valor de CAI 0.3928 para el gene udhd (A. Medrano, Departamento de
Biologia Computacional, CIFN-UNAM, Comunicacidn personal, 1998).
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El analisis scbre la regién 5° de udhA reveld la presencia de un
posiblie promotor. Dicho promotor se compard con la secuencia consenso.

-35 -10
udhA T * G G C T 17 bp T A C C A T
+ + + - o+ - + + - -+ o+
consenso T T G A C A 17 bp T A T A A T
% ocurrencia 82 84 78 65 54 45 BO 95 45 60 50 96

Se observa que sus regiones -35 y -10 difieren c¢ada una en dos bases
del hexamero en la secuencia consenso para ambas. Es importante sefilalar
que estas bases son las menos conservadas en los promotores estudiados
{20,24,25,39). Existe una separacidén de 17 pares de bases entre ambas
regiones, esta distancia ha sido reportada como la optima para la
actividad de promotores en E. coli (12,20,24,25,39%).

El promotor propuestc para udhA presenta en su caja Pribnow la regidn
TGN y aproximadamente un 57% de A+T en la regidon flangueada por las
posiciones -40 y -60, estas dos caracteristicas sugieren que podria
tratarse de un promotor reconocible por o’ {(12) . Ademés, este promotor
estd comprendido entre las primeras 250 pares de bases anteriores al
codén de inicio, gque es la regidn a donde tipicamente se encuentran 1os
promotores de E. coli (7).

Si tomamos como referencia la distancia promedico (7bp) que existe
entre el promotor y el inicio de la transcripcidn reportada para 1la
mayoria de los genes en E. coli (25,39), se sugiere que el inicio de 1la
transcripcion {+1} mediada por el -promotor propuestc para udhA se
encontraria aproximadamente a 32bp anteriores del coddn de inicio. Dicha
distancia estd comprendida en el rango (20-40bp) en el que se encuentran
una gran mayoria de promotores en E. coli (51). Los genes de E. coli que
también presentan sus promotores localizados a 32bp del coddn de inicio
son : amn, carA, clpB, cysK, glnL, 1il1vGMEDA, ilvL, serB y tyrB (51).

El andlisis del promotor con el valor mas alto (56.0) propuesto para
udha, indica que presenta una fuerza relativamente débil, es decir, en
teoria muestra una tasa baja para iniciar la sintesis de RNA a partir del
mismo (29). Aun asi, cumple con log dos criteriocs seflalados por Mulligan,
et. al. (29) para ser considerado el promotor indicade en la regidn 5° de
vdhA @ l)presenta un valor alto en promedic (mayor a 45.0) y 2) es el que
muestra el wvalor mas alto de la -regidn bajo estudio., Dicho valor esta
comprendido entre el rango gue presentan los siguientes tres promotores

1. Promotor para el gene tnaA del operdn de triptofanasa en E. coli, el
cual presenta regulacidén transcripcional por represidn catabdlica vy
atenuacion (49). Valor=55.0

2. Promotor para el gene tnpA de la transposasa para 7Tnd652, que
pertenece a la familia Tn3 de transposones de E. coli (49). Valor=55.0

3. Promotor para el gene que codifica el repregor del fago 434 de E. colil
(49). Valor=56.5

El hecho de gue un promotor presente un valor bajo, no quiere decir

que no sea funcional, ya que muchos de ellos requieren de activadores
para incrementar su fuerza ({(29).
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El andlisis realizado scbre la regidn 5° para proponer un sitio de
unién al ribosoma se basa en tres caracteristicas : 1l)un analisis
estadistico (Fig. 26), 2)la determinacion de una secuencia rica en
purinas que sea complementaria al palindrome C C U € C, localizado en el
extremo 3° del rRNA en la subunidad 165 del ribosoma (Fig. 2) ¥ 3)}una
separacion de entre B-12 pares de bases con respecto al coddn de inicio
{20,24,27,39)..

Posicion

Figura 26. Andlisis estadistico de la composicién de las bases anteriores
al coddn de inicio que forman el sitio de unién al ribosoma en 1,055
genes de E. coli (4).
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Bl sitio de unién al ribosoma propuesto para udhA se analizd
alineandolo con la secuencia rica en pirimidinas presente en el extremo
3° de la subunidad 165 en los ribosomas.

. Codon de
{3° rRNA 168) c C U C C 8-12bp inicio
+ - + - +
{5~ mRNA udhAa) G U A A G 7bp ATG

El analisis de la secuencia propuesta como 5D en el extremo 5° del
udhA reveld que se trata del pentamerc gue muestra una mejor hibridacién
con el palindrome C C U C C, solo tres de las cinco bases que lo componen
son complementarias al mismo. También, es el gue presenta una composicioén
rica en purinas.

El analisis computacional de udhA reveld la presencia de dos posibles
terminadores, uno en la parte codificante del gene y otro en el extremo
3°. La composicién de bases en ambos difiere mucho con la gue caracteriza
a los dos tipos de terminadores descritos en otros genes. En el templado
no se aprecia alguna secuencia palindrémica que pudiera corresponder a
una estructura secundaria significativa en el trangcrito de mRNA y no
muestran un continuo de adeninas al final de 1la secuencia. Tampoco
muestran una secuencia de reconocimiento para p (rho) rica en citosinas y
pobre en guaninas. Por lo anterior, es poco probable qgque ambos
terminadores sean funcionales.

No se encontraron otras posibles secuencias de regulacidn
transcripcional.

UDHA se compone de 466 aminodcidos, dos mas que STH de P. fluorescens
con la que guarda la mayor similitud {69.6%) y dos menos que UDHA(Rv2713)
de M. tuberculosis, la segunda proteina mas parecida a UDHA (54.4%).

Al igual gue la mayoria de las deshidrogenasas, UDHA presenta dos
sitios de union a nucleétidos, uno en la regidén amino-terminal y otro en
la parte central; ambos se unen para formar al dominio del pliegue
Rossmann de unién a dinucledtidos (Fig. 3a y 3b). El sitio de unidn a
nucledtidos en la region amino-terminal de las proteinas analizadas
incluyendo UDHA, se encuentra altamente conservado con respecto a los
aminoacidos que lo componen, de acuerdo a lo descrito por Fjellstrom, et.
al. (14). En el sitio similar de la parte central, solo es posible
establecer la composicién de una region nucleo (Fig. 4}, cuya separacion
entre la primera hélice o vy segunda conformacién B (Fig. 22) cumple
algunos criterios propuestos tanto por Fjellstrom, et. al. (14) como por
Wierenga, et. al. (48) . También, se ha visto que en algunas

deshidrogenasas la segunda hélice o es substituida por una porcién no
helicoidal de proteina en el sitio de unién a nucledtidos (38,43), este
podria ser el caso para el segundo de estos sitios en UDHA.

En base al analisis de su estructura primaria, se determiné que UDHA
pertenece a la familia de las flavoproteinas disulfuro-oxidorreductasas,
las cuales presentan dos residuos de cisteina altamente conservados en la
region amino-terminal para formar un enlace disulfuro activo-reductor.
Una substitucién en el segundo residuo de cisteina por uno de treonina,
tanto en UDHA de E. coli, en STH de P. fluorescens como en UDHA(Rv2713)
de M. tuberculosis; hace de estas una excepcidn al compararlas con otras
proteinas similares (Fig. 22). Se ha visto en otras enzimas que la
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reduccion de dos residuos de cisteina genera un cambic conformacional,
formando un sitio activo gue promueve la union al substrato (13). Otras
mas, presentan un centro reductor inugual formado por un solo residuo de
cisteina (37), este podria ser el caso para STH y UDHA de E. coli.
Ademas, se sabe que los residuos de cisteina contribuyen a la
estabilizacién de la estructura proteinica (35).

Ain considerandc gue la similitud entre udhA y sth a nivel de
secuencia nucleotidica y proteinica es de 62.4% vy 69.6% respectivamente,
no es posible establecer con precisién si se trata de genes ortélogos o
paralogos, aungue se ha propuesto que los genes gue muestren entre si la
mayor identidad y que guarden al menos 60% de similitud en secuencia
nucleotidica, se consideran ortodlogos (22).

Tampoco se puede afirmar con exactitud que se trata de una
transferencia horizontal. Para poder determinarlo se recurrid al analisis
conjunto de dos parametros : 1)la composicién de GC (23,30) y 2)el valor
de CAI {(41). Si estos parametros son muy similares entre genes, entonces
se puede establecer el origen de un gene, producto de una transferencia
horizontal. Como ya se indicé, el valor en la composicién de GC en udhA
{51.82%) se aproxima mas al promedio en genes de E. coli (50.8%) gue al
de genes en P. fluorescens con valor de 60% (30). También, existe la
posibilidad de gue un gene proveniente de otro organismo esté sujeto a
1os mismos procesos mutacionales del organismo receptor, reflejando con
el tiempo una misma composicion de los genes en este altimo (23). Como se
menciond, el valor de CAI calculado para udha (0.3928) se encuentra en el
rango que presenta una gran parte de los genes en E. coli (41). Estos
datos en conjunto permiten proponer que &s poco probable que el gene udhA
provenga de una transferencia horizontal reciente de P. fluorescens.

La comparaciéon a nivel de estructura primaria entre las proteinas
analizadas en el dendrograma (Fig. 23 9, muestra que udhA de E, coli y
STH forman una misma subfamilia, lo cual concuerda con la actividad de
transhidrogenasa soluble para ambas. Seria interesante determinar si
UDHA (Rv2713) de M. tuberculosis, que también se agrupa en esta misma
subfamilia, presenta actividad de transhidrogenasa soluble.

Loz dos experimentos independientes realizados para determinar
actividad de transhidrogenasa soluble para UDHA regultaron positivos y
arrojaron resultados distintos. 3Se chservé que la variacidn en estas
mediciones estd dada por el tiempo y temperatura de almacenamiento del
extracto celular (Tablas IV y V). La actividad enzimatica de UDHA es
aproximadamente nueve veces mMayor al momento de su extraccién, que

posterior a su almacenamiento a 4°C durante 24hrs, esto hace suponer que
se trata de una enzima 1abil que pierde su actividad répidamente.

Se detecté que al preparar la reaccion en una proporcién enzima-
substrato de 1 : 40 y 1 : 100 (Tabla V), es decir, con la mayor cantidad
de substrato, la actividad se mantuvo por un tiempo mas prolongado. Lo
anterior muestra que la enzima presenta una actividad relativamente veloz
v que no se inhibe a altas concentraciones de substrato.

La actividad de transhidrogenasa soluble obtenida con el extracto

fresco de E. coli se compard con la reportada para STH de P. fluorescens
bajo condiciones distintas (Tabla vII)
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Tabla VII. Diferencias existentes entre la actividad de transhidrogenasa
soluble registrada para UDHA de E. coli y STH de P. fluorescens (16).

Concentracion de Promotor IPTG Actividad
proteina (%} {mpM) (U/mg)}
Extracto UDHA
E. coll i.9 trc 1 2.15
Extracto STH
P. fluorescens 1.0 - - 0.19
Extractoe STH
recombinante
E. coli 1.0 lac . 4.10
Extracto STH
recombinante
E. coli 6.0 ilac 0.4 22.0

Si bien UDHA recombinante muestra una actividad especifica once veces
mayor a la reportada para STH extraida de P. fluorescens, se observa due
esta ultima se encuentra en una concentracidén dos veces menor a UDHA.
También, se observa que la actividad especifia para STH recombinante en
E. coli es mayor a la de UDHA recombinante en la misma bacteria, aun
utilizando al promotor lac que es relativamente menos fuerte gue trc vy
con dos vy medio veces menor concentracién del inductor gratuito IPTG.

STH recombinante expresada a partir del promotor lac muestra, a tres
veces 1la concentracién calculada para la posible proteina UDHA
recombinante; diez veces mayor actividad que esta Gltima. Al extrapolar
estos datos es de suponer gue a la concentracidén mas alta obtenida para
STH recombinante (6%), UDHA mostraria aproximadamente GLres veces menor
actividad con respecto a STH.

Los calculos por densitometria (Tabla VI) indican ¢ue una banda de
aproximadamente 51.5kDa, que es el peso molecular calculado para UDHA;
representa el 1.9% de la concentracion total de proteina en la cepa
experimental bajo condiciones de induccidn. Una banda similar con menor
intensidad se observa en la muestra del cultivo inducido con el wvector
pTrc99A solo.

Existen dos interpretaciones para estos resultados :

I. La banda observada corresponde a una proteina codificada en el
cromosoma de la cepa empleada o el vector pTrc99A vy por alguna causa Ssu
nivel de expresién aumenta al inducir udhA con IPTG.

II. Existe una proteina codificada por el cromosoma de la bacteria o el
vector pTrc%9A con un peso molecular cercano a 51.5kDa y al inducirse la
produccién de UDHA en la cepa con el plasmido pTrc99a+udha, la banda que
corresponde a esta enzima sobrelapa a la de la proteina cromosomal.
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La primera interpretacién es un caso poco probable, ya que para que
ocurriera, UDHA deberia tener un papel regulador que provocara la
induccioén de otra{s) proteinais). Los analisis de secuencia realizados en
este estudio indican qgue UDHA solo tiene una funcidn catalitica, similar
a S5TH. Por lo tanto, se considera que la segunda interpretacion es la mas
probable, aungue para corroborarlo sera necesario demostrar la identidad
de la banda observada.

Madiante el uso de anticuerpos especificos para UDHA seria posible

demostrar gue la banda gue aparece después de la induccidén es realmente
ia enzima codificada en el plésmido pTrc99A+udha,
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Conclusiones

Las herramientas empleadas en este trabajo hicieron posible 1a
identificacién y asignacién de la funcién para un gene de E. coli sin
caracterizar : udhA = Uncharacterized dehydrogenase A (6},

Se analizé y corrigid la secuencia nucleotidica reportada para €l gene
udhA en las primeras 145 bases.

Se clond y expresd este gene a partir del promotor trc y se determind
actividad de transhidrogenasa soluble para el producto proteinico.

Se identificaron sobre la estructura primaria de UDHA los dos sitios
de unién a nucledtidos que en conjunto forman el pliegue Rossmann de
union al cofactor.

Se detectd la presencia de un posible promotor y un sitio de unidn ail
ribosoma en el extremo 5° del gene udhA.

UDHA experimenta una substitucion por treonina en una de las cisteinas
que forman el enlace disulfuro activo-reductor caracteristico de las
disulfurco-oxidorreductasas.

La actividad de transhidrogenasa soluble para el extracto de E, coli
inducida muestra una considerable disminucién en funcidn del tiempo v la
temperatura a la gue permanece almacenado, por lo gue se considera una
enzima labil.

Mediante analisis por electroforesis, se detectd una banda que
corresponde al 1.9% de la proteina total, la cual pudiera corresponder a
la enzima UDHA.

La diferencia en 1la actividad enzimatica para S8TH y UDHA es muy
marcada, a pesar de que existe una similitud relativamente alta en la
composicion de ambas.

Con la realizacidon de este trabajo se demuestra gque E. coli es el

primer organismo del gue se sabe presenta ambos tipes de transhidrogenasa
codificados en su genoma por los genes pntAB y udhA.
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Perspectivas

Las perspectivas gque se plantean en este trabajo son dos
1)determinar bajo que condiciones naturales se expresa la
transhidrogenasa soluble UDHA en E. c¢oli y 2}proponer una posible
utilidad de esta enzima en algin proceso biotecnoldgico.

Por una parte, una forma de determinar la expresion de udha bajo
condiciones naturales iIn vive, seria crecer a E. coli con fuentes de
carbono cuyo metabolismo genere una mayor propercidn de NADPH que NADH.
Otra estrategia consiste en generar mutantes en las cuales los flujos de
carbono se dirijan a vias metabdlicas generadoras de NADPH.

Una estrategia experimental consistiria en emplear una cepa de E. coli
{pgi’} mutante para la glucosa-6-fosfato igomerasa (PGI), dicha cepa ha
gido utilizada previamente para esclarecer algunos aspectos del
metabolismo en la utilizacién de glucosa por la bacteria (42).

La primera reaccién de la glicédlisis consiste en la obtencién de
glucosa-6-fosfato con la fosforilacidén de 1la glucosa, mediada por el
sistema PTE (24,43). Con 1la cepa pgi se obstaculizaria la segunda
reaccién de la glicolisis que convierte a la glucosa-6-fosfato en
fructuosa-6-fosfato, impidiendo asi que continde esta via glicolitica
{18) generadora de NADH y se fuerza a 1la bacteria a oxidar glucosa
empleando alternativamente la via de las pentosas, generando asi
principalmente NADPH (24,34,43).

Durante las tres primeras reacciones oxidativas vy por cada molécula de
glucosa-6-fosfato oxidada, en 1la via de las pentosas se generan dos
moléculas de NADPH v a diferencia de la glicélisis, ninguna de NADH vy ATPyy
(24,43). Estas condiciones disminuyen la carga de ATP y poder reductorER
NADH en el metabolismo de la bacteria, lo cual plantearia la pesibilidadssh
de induccidn para udhA y sintesis de la transhidrogenasa soluble con la
fin§lidad de transferir los eguivalentes reductores necesarios de NADPH agg
NAD .

Por otra parte, la obtencién de compuestos de interés industrial porgg
biotransformacién representa muchas ventajas sobre las transformacione
por métodos quimicos. En el caso de la biotransformacion, las reaccioneg=E£
catalizadas por enzimas muestran una especificidad muy alta, mientras que
en una transformacién quimica esto no sucede y por lo tanto es necesari gy
la proteccion de ciertos grupos funcionales labiles (15). ?E%

Algunos compuestos semisintéticos de interés Ffarmacéutico como la
hidromorfona, un analgésico siete veces mas potente gue la meorfina y la
hidrocodona, un antitusivo, son derivados de los alcaloides de origen
natural morfina, codeina y tebaina. Egtos alcaloides, al igual gue muchos
otros compuestos biocactivos, al ser procesados mediante transformaciones
guimicas con la utilizacidén de compuestos téxicos en condiciones
extremas, requieren la proteccidén de algunos de sus grupos funcionales
ademas, este tipo de procesos sSoOn muy COStOSOS Y proporcionan  un
rendimiento bajo. En contraste, las transformaciones enzimaticas se
llevan a cabo en un medio acuoso no toxico con presiones y temperaturas
bajas (15}).

Para establecer un sgistema de biotransformacién se requiere la

identificacién y aislamiento de aquellas enzimas cuya actividad sea la
requerida, Una vez identificado y caracterizade a los genes que codifican
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para dichas enzimas, es posible manipularlos en vehiculos de clonacidn y
expresion.

Las enzimas recombinantes morfina deshidrogenasa y morfinén-reductasa
provenientes de P. putida y codificadas por 1los genes morA y morB
respectivamente, ya han sido sobreproducidas en E. coli y empleadas en la
biotransformacién de morfina y codeina (15)

A continuacidén se describen concretamente las condiciones para 1la
biotransformacion de morfina vy codeina requeridas con la finalidad de
optimizar el rendimiento en la obtencidén de hidromorfona e hidrocodona :

Primeramente es necesario incrementar la reduccién de morfinona a
hidromorfona e impedir la reduccién de esta dltima a dihidromorfina (Fig.
27) .

La solucidén consiste en aumentar 1la proporcién de actividad de la
morfindn-reductasa en comparacién con la de la morfina deshidrogenasa,
para lo cual existen dos alternativas (15)

I. Alterar la_especificidad de la enzima morfina deshidrogenasa por el
cofactor NAD' en lugar de NADP', lo cual incrementaria significativamente
la proporcitn de NADH a ser empleado por la morfindn-reductasa. Esta
estrategia yva ha sido implementada para una glutatidn-reductasa {33).

ITI. Emplear una transhidrogenasa scluble encargada de transferir los
equivalentes reductores de NADPH a NAD y poder generar mas NADH que pueda
ser utilizado por la morfindn-reductasa. ’

Las transhidrogenasas solubles STH de P, fluorescens y UDHA de E. coli

podrian ser empleadas en esta segunda alternativa una vez sobreproducidas
y purificadas como proteinas recombinantes.
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Figura 27. Biotransformacién de morfina y codeina por la accién de
morfina deshidrogenasa y morfinén-reductasa (15).
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