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RESUMEN

RESUMEN

En un estudio previo los genes de la enzima betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH) de hoja de Amaranthus hypochondriacus L. (amaranto) y de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (Pseudomonas) fueron clonados v sobrexpresados en células de
Escherichia coli. De las proteinas recombinantes obtenidas, sélo la de Pseudomonas
presentd actividad, en tanto que la de amaranto se obtuvo inactiva y formando cuerpos de
inclusion. En el presente trabajo se intentd, primero, obtener en forma activa a esta ultima
proteina, sobreexpresandola en E. cofi creciendo a bajas temperaturas e induciendo su
expresion con bajas concentraciones de IPTG. En segundo lugar se buscé reactivar a la
BADH inactiva, utilizando para ello tratamientos de desnaturalizacion con urea o cloruro
de guanidina y renaturalizacion por didlisis. Al no tener éxito con los experimentos
anteriores y considerando que el amaranto tiene por lo menos 2 genes que codifican para
BADH (ahybadh4 y ahybadhl7), y ante la posibilidad de que no se estuviera clonando y
expresando el gen que codifica para la enzima activa in vivo, se aislé nuevamente un gen
desde la hoja de amaranto (a partir del RNAm y utilizando RT-PCR) para volver a clonarlo
en £. coli. Como estrategia alterna se intentd la sobreexpresion en Saccharomyces
cerevisiae (levadura). Desafortunadamente en ninguno de estos casos se logro
sobreexpresar la proteina. Se discuten las causas que pudieron llevar a estos resultados y las
estrategias que en un futuro podrian ser empleadas para obtener a la enzima BADH de

amaranto en forma activa.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento desmesurado de la poblacion humana demanda una mayor
produccion de alimentos; sin embargo, las dreas destinadas al cultivo de especies vegetales
comestibles se estan agotando. Una posible solucion a este problema radica en la utilizacion
de tierras que hasta la fecha no han podido ser cultivadas debido a las condiciones adversas
que poseen. Entre estos fenomenos que pueden afectar a la agricultura estan la sequia, la
erosion, o la acumulacion excesiva de sales en los suelos; en ocasiones, algunos de estos

problemas, son el resultado de précticas agricolas inadecuadas.

En particular, los fendmenos mencionados, producen una condicion desfavorable
para la planta, conocida como estrés osmético, que conlleva a la pérdida de agua celular y
afecta severamente la productividad. En la mayoria de los organismos, desde bacterias
hasta animales, la respuesta metabdlica mas general hacia el estrés osmotico es la sintesis y
acumulacién en el citoplasma de compuestos organicos neutros, conocidos como solutos
compatibles u osmoprotectores (Yancey, et a/ 1982). De estos compuestos, la glicina
betaina (GB) es uno de los mas ampliamente distribuidos en una gran variedad de familias
de diferentes organismos. Entre las plantas que sintetizan y acumulan GB en respuesta al
estrés osmdtico, provocado por la acumulacion de sales y por un déficit de agua, se
encuentra la planta de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) (Rhodes y Hanson,

1993).
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En las hojas de este vegetal, expuesto a un estrés hidrico, también se incrementa la
actividad y los niveles de la enzima que se involucra directamente en la sintesis de GB, la
betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) (Valenzuela y Muiioz, 1994; Legaria, et al.,

1998),

De manera distinta, muchas de las plantas de interés agricola no poseen la capacidad
de sintetizar y acumular GB; sin embargo, considerando que este es uno de los
osmoprotectores mas potentes que se conocen, la sintesis de GB parece ser un punto de
interés para la ingenieria genética (Walker y Gingold, 1997). Se han hecho y se siguen
haciendo intentos para transformar plantas sensibles al estrés osmético, con los genes de las
enzimas involucradas en la sintesis de GB, con el objetivo de transferirles la resistencia
hacia dicho estrés, sin que por el momento se haya tenido mucho éxito. Uno de los
problemas mas importantes con este tipo de enfoques experimentales es que se desconocen
los mecanismos que regulan la actividad de estas enzimas en las plantas que las poseen de
manera natural, lo que dificulta la prediccion del comportamiento de dichas moléculas en
las plantas transgénicas. Un paso previo a este tipo de trabajos biotecnolégicos podria ser el
estudio a fondo de las propiedades cinéticas y fisico-quimicas de dichas enzimas, para lo
que es necesario contar con considerables cantidades de ellas. Una forma de conseguir esto
ultimo consiste en clonar y sobreexpresar los genes que las codifican. En el amaranto,
incluso cuando la sintesis de su BADH se ha inducido por estrés osmdtico, las cantidades

de esta proteina son infimas (Rhodes y Hanson, 1993).
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El lograr la clonacion del gen que codifica para su BADH podria permitimos,
ademas de conocer las propiedades antes mencionadas, realizar mutagénesis sitio-dirigida

para explorar el papel de juegan algunos aminoacidos en la actividad de dicha enzima.
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2. GENERALIDADES

2.1 El amaranto.

El amaranto fue un cultivo fundamental entre las civilizaciones prehispanicas del
nuevo mundo; se tienen registros de que ya existia en la regién del valle de Tehuacan,
Meéxico, cerca del afio 4000 a. c. En la actualidad en México, el amaranto constituye uno
de los cultivos basicos en la alimentacion, junto con el maiz, el frijol, la calabaza y los
chiles de diferentes especies. El género Amaranthus pertenece a la familia Amaranthaceae,
y estd compuesto por 50 especies; sin embargo, el numero de especies con semilla
comestible se reduce a tres: Amaranthus hypochondriacus, Amaranthus caudatus y
Amaranthus cruentus (Flores, 1994).

De las tres especies anteriores, solo Amaranthus cruentus y Amaranthus
hypochondriacus se cultivan en México, mientras que Amaranthus caudatus se cultiva en
Sudamérica (Trinidad y Gomez, 1986). El amaranto es una planta herbacea, anual, de 1.5 a
2 m de altura; su tallo es ramificado desde la base y marcado con estrias longitudinales; sus
hojas largamente pecioladas y ovaladas, miden aproximadamente 15 cm de largo y 10 cm
de ancho; posee inflorescencias en paniculas terminales o axilares, muy ramificadas, de
aproximadamente 50 cm de largo. Sus flores son de color rojo o purpura, de 4 a 5 mm. En
la misma panicula se encuentran los érganos vegetativos femenino y masculino. El fruto es
una capsula pequefia, que se abre transversalmente y contiene una sola semilla blanca, lisa

y brillante, ligeramente aplanada (Alejandre y Gomez 1999).
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Una de las caracteristicas mas importantes del amaranto es, su alto valor nutritivo (Ver
Cuadro 1). El amaranto se puede aprovechar de multiples formas: como grano, como
verdura o como forraje. Es también un cultivo altamente eficiente que puede prosperar en
condiciones agroclimaticas adversas, tales como sequia, altas temperaturas y suelos salinos.

La semilla presenta una gran versatilidad, pudiéndose utilizar en la preparacion de
diversos alimentos el cual se considera un prometedor potencial de aplicacion industrial,
tanto en la industria de los alimentos como en la elaboracion de cosméticos, colorantes y
hasta plasticos biodegradables (Flores, 1994). Diversos autores han reportado contenidos de
proteina en amaranto que van de 15 a 17%, pero su importancia no solo radica en la
cantidad, sino también en la calidad de la proteina, ya que presenta un excelente balance de
aminoacidos (Cuadro 2). La composicién de la proteina del amaranto se asemeja a la de la
leche y se acerca mucho a la proteina ideal propuesta por la FAO para la alimentacion
humana (Flores, 1994). Resulta interesante destacar su contenido en lisina, aminodcido
esencial en la alimentacién humana y que cominmente es limitado en otros cereales.
Referente a su contenido de lipidos, este va de 7 a 8%. Estudios recientes han encontrado
un contenido relativamente alto de escualeno (aproximadamente 8% del aceite de la
semilla). El escualeno es un excelente aceite para la piel, lubricante y precursor del
colesterol, que comiinmente se obtiene de animales como la ballena y el tiburon (Alejandre

y Gomez 1999).
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Cuadro 1 Analisis bromatolégico de Amaranthus hypochondriacus L.
(Alejandre y Goémez 1999).

CARBOHIDRATOS ASIMILABLES |50-60 %
Proteinas 14- 16 %
Extracto etéreo 6.50 %
Fibra cruda 15.70 %
Cenizas 2.70 %
Humedad 10.25 %

Treoni- | Valina | Leucina | Isoleuci- | Lisina | Metioni- | Fenilala Contenido

na. na. na nina de proteina
Proteina ideal | 11.1 | 13.9 | 19.4 11.1 15.5 9.7 16.7 2.8 100.0
Trigo entero 8.9 13.5 | 20.4 10.0 8.7 12.3 22.9 3.3 56.9
Soya 9.8 12.2 19. 8 11.6 16.2 6.6 20.6 3.3 68. 0
Leche de vaca 9.4 12.3 20.2 10.0 16. 5 7.0 21. 5 3.0 72.2
Amaranto 11.4 10.6 14. 8 10. 2 16.6 11.2 23.1 2.1 75.0

Cuadro 2 Balance de aminoacidos en semillas de Amaranthus hypochondriacus L. % de

aminoécidos esenciales con respecto al total de aminoacidos (Flores, 1994).
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El valor nutritivo de las hojas de amaranto también ha sido ampliamente estudiado.
Se ha encontrado que la hoja contiene altos valores de calcio, hierro, fosforo y magnesio,
asi como de acido ascorbico, vitamina A y de fibra (Flores, 1994). Estudios bioquimicos
realizados sobre el amaranto, apoyan la idea de ser una planta eficiente en su proceso
fotosintético, ya que es una planta C4, mecanismo de fijacion de carbono que supera en
eficiencia al resto de las plantas CAM y C3. Las plantas con ruta C4 crecen, en general,
mas rapidamente y responden bajo condiciones ambientales adversas, hacen un uso mds
eficiente del agua consumida, en comparacion con las plantas C3. (National Research

Council, 1984).

El amaranto es un cultivo de ciclo corto, tolerante a la sequia. Se considera como
un cultivo de alternativa para muchos lugares donde hay escasez e irregularidad de lluvias y
donde incluso, se presentan problemas de abasto de alimentos que dafian la salud

poblacional (Trinidad y Gémez, 1986).

2.2 Solutos compatibles.

El término de solutos compatibles fue introducido por Borowitzka y Brown en
1974, para describir a aquellas sustancias que se acumulan cuando la planta estd sometida a
bajos potenciales de agua y que no son inhibitorias del metabolismo, (Borowitzka y Brown,

1974).



GENERALIDADES

Los solutos compatibles evitan la deshidratacion celular al igualar el potencial osmético
del citoplasma con el del medio externo (Arakawa y Timasheff, 1985). Son moléculas no
cargadas o zwiteridnicas, entre los que encontramos a algunos aminodcidos, como la
prolina, azicares como la sacarosa, polialcoholes como el sorbitol o el glicerol, v aminas
cuartenarias como la glicina betaina. A nivel celular, se ha propuesto que estos compuestos
son excluidos de la superficie de las proteinas y de su esfera inmediata de hidratacion,

favoreciendo asi la conformacion nativa de las proteinas (Rhodes, 1987).

Entre las funciones que ejercen los solutos compatibles se han mencionado las
siguientes:
1) Elevan la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas globulares.
2) Favorecen las interacciones entre las subunidades de las proteinas.
3) Evitan la inhibicién de las actividades enzimaticas causada por sales inorganicas.
4) Estabilizan a las membranas o las proteinas unidas a ellas.

5) Protegen a las proteinas de los efectos nocivos provocados por las bajas temperaturas,

En plantas angiospermas, los compuestos de amonio cuaternario juegan un papel
importante como solutos compatibles. De estos compuestos, la glicina betaina (GB) (Fig. 1)
es el mas ampliamente distribuido, presentdandose en una amplia variedad de familias

vegetales (Rhodes y Hanson, 1993).



GENERALIDADES
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Figura 1 Estructura quimica de la glicina betaina.

Se ha reportado que la GB se acumula en Suaeda maritima, Beta maritima y
algunas especies del genero Spartina, todas ellas plantas halofilas (Wyn y Storey, 1981).
Entre las no halofilas que también acumulan este compuesto como respuesta hacia el estrés
osmoético se encuentran la espinaca, la cebada, el trigo, el sorgo y el amaranto (Hanson y
Hitz 1982). La sintesis de GB se lleva acabo en el cloroplasto a partir de colina en dos
pasos de deshidrogenacion catalizados por la colina monooxigenasa (CMO), teniendo
como intermediario a la betaina aldehido (BA). La enzima betaina aldehido deshidrogenasa
(BADH) cataliza el altimo paso en la sintesis de GB y pertenece a la familia de las aldehido

deshidrogenasas.

CMO BADH
Colina ———» Betaina ———— ¥ Glicina
Aldehido Betaina

Figura 2 Sintesis de GB.
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Se ha encontrado que en hojas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
expuesto a un estrés hidrico, se produjo un incremento en la actividad de BADH
(Valenzuela y Mufioz, 1994), asi como en los niveles de RNAm y en la sintesis de proteina
de esta enzima (Legaria, e al., 1998), lo que apoya su participacion en la respuesta de la

planta hacia este tipo de estrés.

Muchas de las plantas de interés agricola no poseen la capacidad de sintetizar y
acumular GB; sin embargo, considerando que este es uno de los osmoprotectores mas
potentes que se conocen, la sintesis de GB parece ser un punto de interés para la ingenieria
genética (Walker y Gingold, 1997), Se han hecho y se siguen haciendo intentos para
transformar plantas sensibles al estrés osmoético, con los genes de las enzimas involucradas
en la sintesis de GB, con el objetivo de transferirles la resistencia hacia dicho estrés, sin

que por el momento se haya tenido mucho éxito.

Uno de los problemas mas importantes con este tipo de enfoques experimentales es el
desconocimiento de los mecanismos que regulan la actividad de estas enzimas en las
plantas que las poseen de manera natural, lo que dificulta la prediccion del comportamiento
de dichas moléculas en las plantas transgénicas. Un paso previo a este tipo de trabajos
biotecnolégicos podria ser el estudio a fondo de las propiedades cinéticas y fisico-quimicas
de dichas enzimas, para lo que es necesario contar con considerables cantidades de ellas.
Una forma de conseguir esto altimo consiste en clonar y sobreexpresar los genes que las

codifican.
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En el amaranto, incluso cuando la sintesis de su BADH se ha inducido por estrés
osmético las cantidades de esta proteina son infimas (Rhodes y Hanson, 1993). El lograr la
clonacién del gen que codifica para su BADH podria permitir ademas, en un futuro, realizar
mutagénesis sitio- dirigida, para asi explorar el papel que juegan algunos aminoécidos en la
actividad de dicha enzima. Esta planta constituye por tanto, un modelo interesante para el
estudio de las bases moleculares de la respuesta de las plantas a estrés osmético, pudiendo

ademas tener importantes aplicaciones biotecnolégicas en un futuro.

2.3 Las aldehido deshidrogenasas y la betaina aldehido deshidrogenasa.

Los aldehidos son compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza,
pudiéndoseles encontrar en las frutas, en los vegetales y en el humo del cigarro. /n vivo, la
mayoria de ellos se presentan como intermediarios en el metabolismo de otros compuestos,
y la mayoria tienen efectos negativos, incluyendo citotoxicidad, mutagenicidad,
genotoxicidad y carcinogenicidad (Lindhal, 1992). Debido a esto, es importante la
eliminacion selectiva de los aldehidos en los sistemas biologicos para evitar sus efectos
deletéreos. Entre las formas més efectivas de eliminacién de estos compuestos estd su
oxidacion irreversible hasta acidos carboxilicos, por accion de las aldehido deshidrogenasas
(ALDHs) que se encuentran distribuidas desde las bacterias hasta los mamiferos. La
variedad de sustratos que aceptan las ALDHs incluye no solo aldehidos alifaticos y

arométicos, sino también aldehidos 2-halogenados, 2-hidroxi y 2-enoico.



GENERALIDADES

H 0 H o)
| Y ALDH | y
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NAD(P)" NAD(P)H

Figura 3 Reaccion general de las aldehido deshidrogenasas.

Segun (Jakoby, 1963) las enzimas ALDH se clasifican en diferentes categorias de acuerdo a
ciertos criterios:

Clase I: el agua participa como reactante en la reaccion de catalisis, por lo que "A™, en la
reaccion anterior es OH.

Clase II: Cuando la letra “A” en la reaccion anterior es un fosfato, un arsenato, o un
mercaptano.

Clase III: Combinacién de los dos tipos anteriores.

Otro criterio de clasificacion se refiere a su compartamentalizacion celular, en donde:

Clase I (citosolicas), Clase II (mitocondriales), Clase III (microsomales y tumorales).

Ciertas ALDH requieren de un sustrato especifico, entre las que encontramos a la
betaina a]dehi;io deshidrogenasa. Esta enzima, como ya se mencioné en parrafos anteriores,
es trascendental en la adaptacion de los organismos al estrés osmotico y pertenece a la
familia de las ALDH clase I (en las que el agua participa como reactante en la reaccién de

catalisis).
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Es altamente especifica para betaina aldehido (BA), pero puede usar NAD® o
NADP" como coenzima, de acuerdo a la siguiente reaccion, irreversible, ain a altas

concentraciones de glicina betaina.

CHs CHs 5
| + 0 + I + 4 +
cm—rf—cna—cf #NAD(P) + H30 ——= CH—N-CH3—C| + NADIP + H
CHs H CHs o
Betaina aldehido (BA) Glicina betaina (G)B

Figura 4 Reaccion catalizada por la BADH.

La enzima BADH de hoja de amaranto fue purificada hasta homogeneidad
(Valenzuela y Muiioz, 1994). La enzima es un dimero, aunque puede utilizar tanto NADP”
como NAD', tiene mayor afinidad por este ltimo. Presenta un pH de 8.0 y una
temperatura optima de 30°C. En cuanto a la especificidad por sustrato aldehido, ademas de
la betaina aldehido, se ha visto que esta enzima también puede oxidar al 3-
dimetilsulfoniopropionaldehido y al 4-aminobutiraldehido (Vojtechova et al., 1997). Esta
enzima, presenta un mecanismo ordenado, en el que el NAD" es el primer sustrato; sin
embargo, en forma diferente a todas las ALDHs estudiadas, el mecanismo de la BADH de
amaranto es de tipo Iso, en el que existen dos formas de la enzima libre (Valenzuela y

Muiioz, 1993).
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A pesar del conocimiento que actualmente se tiene de esta enzima, existen muchas

otras de sus caracteristicas que solamente se podran conocer si se logra la clonacion de su

gen. Se podria, por un lado, manipularla a través de mutagénesis sitio-especifico, y por

otro, realizar su cristalizacion para conocer su estructura tridimensional real.

3. ANTECEDENTES

3.1 Los genes de la BADH de hoja de Amaranthus hypochondriacus L.

Se ha reportado que el genoma de Amaranthus hypochondriacus L. posee al menos

dos genes para BADH: ahybadh4, aislado como DNA genoémico (con exones ¢ intrones), y

ahybadhl7, obtenido como cDNA (Legaria et al., 1998). El gen ahybadhi7 codifica para

una proteina de 500 amino4cidos, cuya secuencia muestra una identidad del 98% con la de

la proteina (de 501 aminodcidos) que es codificada por ahybadh4 (ver Fig. 5).

1
ahybadh4 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAARRRALKR
ahybadhl7 MAIRVPSRQLFIDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGVIPAATAEDVELAVAAARRALKR
L R e S R R R dhkhk ok ko ko k ok k ok hd ke k
61
ahybadh4 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAGCFEY
ahybadhl7 NKGEDWASASGAHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEY

LA R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

121
ahybadh4 YADQREALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPARLARAGC
ahybadhl7 YADQAEALDAKQKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALARGC

O R e R R R R

181
ahybadh4 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGST

ahybadhl7 SAVLKPSELASVTCLELAEVCREVGLPPGVLNILTGLGPEAGGPLACHPDVDKVAFTGST

A R e e e e E R
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241
ahybadh4 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAREWTAFGCFWTNGQICSATSRL
ahybadhl7 ATGSKVMSSAAQLVKPVTLELGGKSPIVIFEDVDLDKAAEWTAFGCFWTNGQICSATSRL

e e R e R e R L

301
ahybadh4 LVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEGATIL
ahybadhl7 LVHESIAREFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQYEKVLKFISTAKSEGATIL

L R R e R

361
ahybadh4 CGGSRPEHLKKGYYVEPTISSDVSTSMQIWREEVFGPVLCOKTFGSEDEAIELANDTQYG
ahybadhl7 CGGSRPEHLKKGYYVEPTISSDVSTSMQIWREEVFGPVLCVKTFGSEDEAIELANDTQYG

A AR R A S A RS S R A A R R R R A R R A R e R S R S RS A R R R R RS R

421
ahybadh4 LGRAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNCSQPCFTQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL
ahybadhl?7 LGAAVLSKDLDRCERITKALQAGAVWVNCSQPCFCQAPWGGTKRSGFGRELGEWGIENYL

R R R I

481
ahybadh4 NIKQVTRDTSTDEPWGWYKSP
ahybadhl? NIKQVTEYIS-DEPWGWYKSP

koo d ko k ok Rk

Figura 5 Secuencia de aminoacidos de los genes ahybadh4 y ahybadhl7 de hoja de A.
hypochondriacus L.. Las diferencias entre ambas se indican por la ausencia de asteriscos.

En el laboratorio en donde se realizo el presente trabajo, recientemente se logro
clonar el gen de la BADH de la bacteria Pseudomonas aeruginosa y el ahybadhl7 de
amaranto (resultados no publicados). Ambos genes fueron luego sobreexpresados en
células de Escherichia coli, encontrando con actividad inicamente a la enzima de
Pseudomonas aeruginosa. En el caso de la BADH de amaranto, aunque sé sobreexpreso, la
enzima formé cuerpos de inclusion (agregados proteicos insolubles), resultando inactiva.
Considerando estos antecedentes, en el presente trabajo se propusieron los siguientes

objetivos:
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

1. Buscar la sobreexpresion en forma activa del gen de la enzima BADH Amaranthus
hypochondriacus L.
Para intentar lograr esto se abordaron los siguientes objetivos, en el orden en que se

mencionan;

4.2 Objetivos particulares

1. Expresar esta enzima a temperaturas menores (30 y 18 °C) a la que crece dptimamente
E. coli (37 °C).

2. Inducir esta expresion utilizando bajas concentraciones del inductor (IPTG).

3. Intentar reactivar la enzima sobreexpresada en forma inactiva, desnaturalizandola con

urea o cloruro de guanidina y tratando de renaturalizarla por dialisis.

4. Aislar y clonar nuevamente el gen badh que se expresa en hojas de amaranto sometidas

a un estrés hidrico.

5. Clonar el gen badh de hoja de amaranto en un vector que permita la sobreexpresion de

BADH en levadura.
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5. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el laboratorio de osmorregulacion de la Facultad de Estudios

Superiores Iztacala, UNAM bajo la direccion del Dr. Roberto Velasco Garcia.

5.1 Induccién de la expresion de badh a bajas temperaturas y bajas concentraciones

de IPTG.

Células E. coli de la cepa BL21(DE3)pLysS, transformadas previamente con el
plasmido vector pCAL-n (Stratagene), teniendo inserto el gen ahybadhl7 de amaranto, se
mantuvieron en crecimiento a 37°C toda la noche en medio LB liquido (con 50 pg de
ampicilina/ml), para después resembrar 75 pl del cultivo en 10 tubos conteniendo cada uno
3 ml de LB con ampicilina. Después de 1 1/2 h de haber resembrado, y con una turbidez de
los cultivos de 0.6 unidades de absorbancia, los tubos se dividieron en dos grupos de 5
tubos cada uno, para incubarse por separado a 30 °C y 18 °C. Al mismo tiempo a 4 de los 5
tubos se les agregé IPTG hasta una concentracion final de 100 pM, para inducir la sintesis
de BADH. El quinto tubo de cada grupo se incubd en su respectiva temperatura en ausencia
de IPTG. A las 3, 6, 9 y 28 h después de haberse iniciado Ia induccion, un tubo de cada
temperatura (30 y 18 °C) fue retirado para desintegrar las células por sonicacion y medir la
actividad de BADH por espectrofotometria. El control sin [PTG fue procesado hasta las 28

de incubacion.
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Para la sonicacion se utilizo un sonicador Branson a 25 watts durante 15 s y una
temperatura de 4 °C. El homogeneizado se centrifugd después a 10,000 rpm. durante 10
minutos. Cinco pul de cada sobrenadante (extracto celular) se utilizaron para medir la
actividad de la BADH, siguiendo el incremento en absorbencia (la formacion de NADH) a
340 nm, en la siguiente mezcla de reaccién: Hepes-KOH 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM,

BA 0.5mMy NAD" 1.0 mM. La temperatura en el medio de reaccion fue de 30°C.

Al mismo tiempo en que se midié la actividad, 25 pL de cada cultivo fueron
mezclados con el mismo volumen de la solucion de muestra 2X con SDS (Laemmli, 1970)
y almacenados a —20°C. Al término de la incubacion de los cultivos a 30 y 18°C, se
descongelaron las muestras previamente almacenadas a -20°C y después se calentaron en
bafio Maria a 96°C durante 5 min; se separaron 20 pul de cada una de ellas por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 9% con SDS (Laemmli, 1970), utilizando una camara
Miniprotean II (Bio-Rad). Al final se tifieron con azul de Coomassie R-250.

También se llevo a cabo un experimento similar al anterior, pero con una temperatura de
37°C en el baiio de incubacion de las células e induciendo la sobreexpresion con 1y 10

puM de IPTG..

Los tiempos para medir la actividad de la enzima y separar sus proteinas fueron 1.5,

3.0y 5.0 h, después de haber agregado el IPTG.
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5.2 Solubilizacién y didlisis para el replegamiento de la enzima BADH.

Las células de un cultivo de E. coli BL21(DE3)pLysS, creciendo durante 3 h en 800
mL de LB con IPTG 100 uM y a 37 °C para inducir la sintesis de BADH, fueron
centrifugadas a 4,000 rpm durante 20 min. El precipitado fue resuspendido en 56 mL de
amortiguador de extraccion (Hepes-KOH 50 mM, pH 7.4, glicerol 5% (v/v), DTT 2 mM y
EDTA | mM) para después sonicar a 60 watts y con una temperatura de 4°C, utilizando dos
ciclos de sonicacion de 30 s y dos de 15 s, con 1 minuto de descanso entre cada uno de
ellos. El homogeneizado se centrifugd después a 10,000 rpm. durante 20 min,
resuspendiendo el precipitado en 40 ml de amortiguador de extraccion. Esta resuspensién,
que contenia los cuerpos de inclusion de BADH, fue dividida en 4 partes iguales de
aproximadamente 10 ml cada una, para aplicarles los siguientes tratamientos: I= urea 2 M,
II= urea 6 M, III= cloruro de guanidina 4 M y V= cloruro de guanidina 4 M con triton X-
100 5%. Estas muestras fueron mantenidas durante 12 h a 4°C, y centrifugadas nuevamente
a 10,000 rpm. por 20 min. Parte de los sobrenadantes y precipitados fueron analizados en
un gel de poliacrilamida al 9%, para conocer el grado de solubilizaciéon de la BADH
recombinante. Cinco ml de cada uno de los sobrenadantes fueron dializados a lo largo de 12
h (por separado) contra 500 ml cada uno, del amortiguador de extraccion (en dos
ocasiones). La actividad de BADH presente en cada uno de los dializados fue ensayada en

la forma en que se describe en la seccion anterior.
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5.3 Aislamiento y clonacién del gen badh que se sintetiza en hoja de amaranto bajo

estrés hidrico.
5.3. 1. Aislamiento del RNAm.

Hojas de plantas de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) de
aproximadamente 6 semanas de edad, fueron cortadas y sus peciolos sumergidos durante 4
h en una solucién de PEG 6000 al 17.2% (p/v), equivalente a un potencial hidrico de -1.0
Mpa. (Valenzuela y Mufioz, 1994). Estas hojas fueron almacenadas a —80 °C para su
posterior utilizacion.

Para el aislamiento del RNAm, 200 mg del tejido foliar procesado como se
describié antes, fueron cortados en pequefios trozos, congelados con nitrégeno liquido y
procesados de acuerdo al método del Kit Micro-FastTrack 2.0 de Invitrogen (life
technologies). Este método se basa en la utilizacion de celulosa dT para separar los RNAm

poli A”.

5.3.2 RT-PCR.

A partir del RNAm obtenido, se sintetiz6 el DNAc y se amplificé el DNA para
obtener el gen badh de doble cadena. Estos dos procesos se realizaron en un mismo tubo
utilizando el Kit “SuperScript one Step RT-PCR with Platinum Taq”, de Invitrogen (life
technologies), que involucra la reaccion de la enzima transcriptasa reversa (RT)

SuperScript I y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de DNA, Tag.
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En la reaccion de RT-PCR también se tuvieron los siguientes oligonucledtidos
cebadores (primers), especificos para el gen badh, a una concentracion final de 200 nM.
BADHaml
5"GGA ATTCCAT ATG GCG ATC CGT GTACCTTCGC 3°
BADHam?2

5"GGA ATTC TCA AGG AGACTTGTACCA TCC CC 3’

Las partes subrayadas son los sitios de corte para las enzimas Nde I (en
BADHPam1l) y para Eco RI (en BADHam?2). La sintesis de estos nucledtidos fue realizada
por GIBCO BRL, de Life Technologies. La sintesis del DNAc se realizo a 50 °C, durante
30 min. El numero de ciclos para la PCR fue de 40, con una fase de desnaturalizacion de
30s a 94 °C, una de alineamiento de 30 s a 60 °C y otra de extensi6n durante 2 min a 70 °C.

Después de los 40 ciclos se le dio un ciclo de extensién final de 10 min a 72 °C.

Para verificar que en la preparacion del RNAm estaba ausente el DNA gendmico,
se utilizo un control en el mismo experimento de RT-PCR en el que inicamente se agrego
la polimerasa 7Tag, pero no la enzima transcriptasa reversa SuperScript II. El producto de la
amplificacion fue verificado separdndola por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/v)
y tifiendo con bromuro de etidio (0.2 pg/ml). Este mismo tipo de gel, junto con el marcador
de DNA de 1 Kb (Gibco BRL, Life Technologies), se utilizd en todos los experimentos

cuyo objetivo era separar algin fragmento de DNA o conocer su tamaiio.

29



MATERIALES Y METODOS

La banda con el tamafio esperado (1500 pb), separada por electroforesis en gel de
agarosa, fue purificada con el sistema Gene Clean (BIO 101), siguiendo las instrucciones
del proveedor, y secuenciada en un secuenciador Genetic analyzer, Modelo 3100, del

laboratorio de Analisis y Quimica de ADN de laF. E. S. Iztacala, U. N. A. M.

5.3.3 Insercion del producto de RT-PCR en el vector pCAL-n.

Se digineron el producto de RT-PCR y el vector pCAL-n (Stratagene)
(aproximadamente 3 pg de c/u), durante 18 h (37 °C) con la enzima Nde | (Gibco BRL,
Life Technologies). Los productos de la digestion fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa y purificados con el sistema Gene Clean. Después se procedi6 a cortarlos por
5h (37 °C) con la enzima EcoR I (Gibco BRL, Life Technologies) y a defosforilar el vector
durante 1 h (37 °C). Se limpiaron los productos de la digestion tratandolos con fenol y
luego se ligaron entre si (2 h a 37 °C) con la DNA ligasa T4 (Gibco BRL, Life
Technologies) en presencia de 1 mM de ATP. Para ello se utilizaron las siguientes

proporciones molares de inserto/vector: 1/1, 2/1 y 3/1.

5. 3. 4 Transformacién de E. coli e induccién de la sintesis de la BADH.

Se colocaron 100 pl de la cepa de E. coli XL1-Blue competente (Stratagene), junto
con 10 ul de cada una de las mezclas utilizadas para la reaccion de la DNA ligasa, en tubos

Eppendorf de 1.5 ml preenfriados en hielo.
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Se mantuvieron todos los tubos durante 30 min en hielo para posteriormente colocarlos
durante 23 segundos a 42 °C, agregando inmediatamente después 0.9 ml de medio LB a

cada uno de ellos.

Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h con una agitacion de 250 r.p.m. y 100 pl
de cada uno se esparcieron en cajas de Petri conteniendo LB con carbenicilina (50 pg/ml).
Los 0.9 ml restantes de cada tubo se centrifugaron a 3000 X g durante 5 min v el
precipitado se resuspendio en 100 ul de LB para después esparcirlos en cajas con LB y

carbenicilina. Se incubé a 37°C durante toda la noche.

Las 3 proporciones de inserto/vector presentaron 9 colonias, de las que 3 fueron
seleccionadas para purificar su DNA plasmidal (Sambrook ef al., 1980). Estas muestras de
DNA se utilizaron para transformar £. coli BL21(DE3)pLysS (Stratagene) de la manera

que se describid para la cepa XL1-Blue.

Las células BL21(DE3)pLysS transformadas fueron cultivadas a 37°C toda la noche
en medio LB liquido (con 50 pg de carbenicilina/ml), para después resembrar 75 pl de cada
uno de lo cultivos en 3 ml de LB con carbenicilina. Después de 1 1/2 h de haber
resembrado, y con una turbidez de los cultivos de 0.6 unidades de absorbencia, se tomaron
25 ul de cada uno de ellos para mezclarlos con el mismo volumen de la solucién de muestra
2X con SDS (Laemmli, 1970) y guardarlos a —20°C (control sin induccién); al mismo
tiempo se agregd [PTG a cada tubo hasta una concentracion final de | mM para inducir la

sintesis de BADH.
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A las 3 h después de haberse iniciado la induccion se procesé la muestra medir la
actividad de BADH, como se describe en la primer seccion de materiales y métodos; al
mismo tiempo se procesaron 25 ul de cada cultivo para separar sus proteinas por
electroforesis en geles de poliacrilamida como también se describe en la seccién antes

mencionada.

5.4 Clonacién y sobreexpresion del gen altybadhl7 de amaranto en levadura.
5.4.1 Insercion del gen ahybadhl7 en el plasmido pRS6.

Para este experimento, el gen del cual se partio fue el afvbadh!7 de amaranto
inserto en el plasmido PBKS (PBKS-ahybadhl7), que fue donado por el Dr. Gabriel
Iturriaga De la Fuente, del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Este y el vector PRS6
(aproximadamente 3 pg de c/u), fueron digeridos durante 16h (a 37 °C) con la enzima Nor |
(BioLabs). Los productos de la digestion fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa y purificados con el sistema Gene Clean, como ya se describio arriba. La digestion
de PRS6 con la segunda enzima (Sa/ 1, de BioLabs) se llevé a cabo durante 1h a 37 °C,
procediendo después a desfosforilarlo. Para la digestion de PBKS-ahybadhl7, en cambio,
tuvo que hacérse primero una curva del grado de digestion contra tiempo, para intentar
obtener el maximo rendimiento del gen intacto; previamente se habia determinado que el

gen ahybadhl?7 tiene un sitio de corte interno par Sal 1.

(™)
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El tiempo de corte seleccionado con Saf | fue de 4 min. Se limpiaron los productos
de la digestion, tratandolos con fenol (Sambrook ef al., 1980), y luego se ligaron entre si (2
ha 37 °C) con la DNA ligasa T4 (Gibco BRL, Life Technologies) en presencia de | mM de
ATP. Para ello se utilizaron las siguientes proporciones molares de inserto/vector: 1/1, 2/1
y 3/1. Con la finalidad de contar con una mayor cantidad del producto de ligacion (PRS6-
ahybadhi7), primero se transformé con las 3 mezclas de ligacion mencionadas la cepa
BL21(DE3)pLysS de E. coli,. Tres de las transformantes obtenidas fueron seleccionadas
para purificar su DNA plasmidal, y el DNA obtenido, utilizado para transformar células de

levadura.

5.4.2 Transformacién de Saccharomyces cerevisiae.

Células de levadura (Saccharomyces cerevisiae) con auxotrofia por el aminoacido
histidina (His"), se mantuvieron en crecimiento durante 20 h en 3 ml de medio YEPD
(extracto de levadura 1%, peptona 2% y glucosa 2%) a 30 °C y con agitacion orbital. El
cultivo se centrifugé a 5000 r. p. m. durante 10 min y las células se resuspendieron en 1 ml
de agua bidestilada estéril, para después transferirlas a un tubo Eppendorf de 1.6 ml. Luego
de centrifugar 10 s a 14,000 r. p. m., se retird0 el sobrenadante y las células se

resuspendieron en 100 pl de agua bidestilada estéril.
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20 pl de esta resuspension fueron mezclados con 10 pl del DNA plasmidal (500
ng) purificado desde BL21(DE3)pLysS y 100 ul de solucion "one step” (acetato de litio 0.2
M, PEG 3350 al 40% (p/v) y ditiotreitol 100 mM). Después de incubar esta mezcla durante
30 min a 44 °C, se le agrego | ml de agua estéril y se centrifugé 10 s a 14,000 r. p. m. Se
incluyeron dos controles durante la transformacion de levadura: (i) con el plasmido PRS6

intacto (sin digestion alguna), y (ii) con PRS6 digerido con Nor 1 y Sa/ 1.

Para la seleccion de las células transformadas, el precipitado obtenido después de la
centrifugacion anterior, fue resuspendido en 100 ul de agua estéril y se extendié sobre una
placa de agar conteniendo medio SD libre de His, que contenia: base de nitrégeno libre de
aminoacidos al 0.67%, glucosa al 2%, leucina (30 pug/ml"), adenina (40 pg/ml™), uracilo
(20 pg/ml™) y triptofano (30 pg/ml'l}. Las placas fueron incubadas durante 48 h a 30 °C.
Dos colonias de levadura transformadas con el DNA plasmidal obtenido desde
BL21(DE3)pLysS, y que crecieron placas con medio SD libre de His, fueron transferidas a
medio SD libre de His liquido, y crecidas a 30 °C durante 20 h. Las células fueron luego
procesadas para medir la actividad de BADH y para separar sus proteinas por electroforesis

en geles de poliacrilamida, como se describe en la primer seccion de materiales y métodos.
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6. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

En el laboratorio en el que se realizo el presente trabajo, previamente se logro clonar
el gen badh de amaranto y sobreexpresar la proteina BADH en la bacteria k. coli. La
proteina obtenida, no presento actividad. Este resultado parece deberse a que la proteina
que se esta sintetizando tiene un plegamiento anomalo, lo que la lleva a agregarse de una
manera anormal, formando cuerpos de inclusién insolubles. En la Fig. 6 se observa que
después de haber centrifugado el extracto de E. coli, en donde se encuentra la proteina
recién sobreexpresada (con 55 kDa de masa molecular), durante 10 min y con una fuerza de

10,000 r. p. m., esta se precipita, formando seguramente cuerpos de inclusion,

EC S P

s5kDa —P

Figura 6 Sobreexpresion de la BADH de amaranto inducida con IPTG en E. coli
BL21(DE3)pLysS transformada con pCALn-badh. EC= proteinas totales obtenidas del
extracto celular. S= proteinas obtenidas en el sobrenadante después de centrifugar el
extracto celular. P= proteinas del precipitado obtenido. Las proteinas fueron separadas en
geles de poliacrilamida al 9% con SDS.
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6.1 Induccién de la expresién con el inductor IPTG.

El problema de la agregacion de proteinas durante la expresion heterologa de genes
foraneos es frecuente, sobretodo en £. coli, por ser la bacteria mas utilizada para dichos
fines (Delves et al., 1993; Lopez ef al., 2000; Wang er al., 2002). Una estrategia que se ha
utilizado para evitar la formacién de cuerpos de inclusion consiste en inducir la
sobreexpresion a bajas temperaturas (Vierstra, 1993). Se considera que el cambio en la
temperatura, que llevo a una disminucion en la velocidad del crecimiento bacteriano, y por
ende también en la de la sintesis proteica, podria también resultar en un mejor plegamiento
de la(s) proteina(s) que se esti(n) sobreexpresando. Considerando esto, en el presente
estudio se decidid realizar la induccion con IPTG 100 uM, creciendo a la bacteriaa 30 y 18
°C, tomando en cuenta que la expresion anterior se habia realizado a 37°C (Fig. 6), que es la
temperatura 6ptima para el crecimiento de £. coli. En la Fig. 7 se presentan inicamente los
resultados de la induccion a 18°C, considerando que a 30°C los resultados encontrados

fueron similares.
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GEL 1 GEL 11
9h IPTG 28h IPTG
Control 28h 3h IPTG ShIFTC MIFTG 28 IFTG
MPa ECS P EC S P MEC S PEC S PECS P

Figura 7 Induccion de la expresion de BADH a 18 C. La bacteria E. coli BL21(DE3)pLysS
previamente transformada con el vector pCALn-badh, se mantuvo en crecimiento a 18 °C
en presencia de IPTG (100 mM) durante los tiempos que se indican. En el gel 1 se muestran
los patrones proteicos de la bacteria creciendo durante 28h en ausencia de IPTG. S=
proteinas obtenidas en el sobrenadante después de centrifugar el extracto celular. P=
proteinas del precipitado obtenido. M= marcadores de PM. Pa= BADH purificada desde P.
aeruginosa. Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 9% con SDS.

El crecimiento de la bacteria a 18°C fue més lento que a 37°C, por lo que el
seguimiento de la sobreexpresion tuvo que hacerse durante un periodo més largo (hasta
28h, cuando comiinmente se hace en 6h, como méximo). La expresion de BADH se hizo
evidente en los extractos celulares 3h después de haber agregado el IPTG al cultivo, pero el
méximo parece alcanzarse a las 9h. Con relacion a la actividad, ésta no se pudo detectar en
ninguna de las muestras obtenidas en los distintos tiempos en que se indujo la sintesis. Lo
anterior se relaciona con insolubilidad de la proteina BADH, pues aparece en los

precipitados de todas las muestras, pero no en los sobrenadantes (P en la Fig. 7).
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A la par del experimento anterior, y teniendo también como objetivo el
sobreexpresar a la enzima en forma activa, se decidio bajar la concentracion del inductor
(IPTG) de 100 a [0y | uM. Los resultados obtenidos (no mostrados) muestran que ain a
la concentracién mas baja utilizada (1 uM) sigue habiendo induccion, pero nuevamente de

proteina inactiva e insoluble.

6.2 Desnaturalizacién y didlisis para el replegamiento.

Al no lograr sobreexpresar la enzima a baja temperatura ni con bajas
concentraciones de IPTG, se decidié intentar reactivar la enzima desde los cuerpos de
inclusion. El replegamiento (refolding) de las proteinas es una estrategia que se ha utilizado
con éxito para diversas proteinas, entre las que podemos mencionar la Creatina cinasa de
Torpedo californica (Wang et al., 2002) y a la dihidrofolato reductasa de Pneumocystis
carinii (Delves et al., 1993). Existen también referencias bibliograficas en las que se
abordan las consideraciones practicas para llevar a cabo dicho replegamiento (Tsumoto ef
al., 2003), y en las que se habla de 2 etapas importantes para recuperar a las proteinas
activas desde los cuerpos de inclusion: la solubilizacion y el replegamiento. La
solubilizacion se lleva en una dispersion monomolecular y a una minima interaccion inter e

intracatenaria.
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La seleccion de agentes solubilizantes, como la urea, cloruro de guamidina y/o
detergentes, pueden jugar un papel importante en la eficiencia de la solubilizacion, en la
estructura de las proteinas desnaturalizadas y en el replegamiento subsecuente. El
replegamiento, la segunda fase en la recuperacion de la enzima activa, se inicia reduciendo
la concentracion del desnaturalizante utilizado para solubilizar los cuerpos de inclusion (a
través de didlisis, por ejemplo). Sin embargo, el proceso de replegamiento compite con
otros, como el de la agregacion, que puede volver a llevar a la proteina inactiva (Tsumoto ef
al., 2003). Dicho de otra manera, el replegamiento de una proteina no es cien por ciento
seguro. La metodologia que se utilizd aqui para el replegamiento, fue descrita en la seccién
de materiales y métodos, e involucra el uso de urea, guanidina y el detergente triton. Los
resultados obtenidos en dichos experimentos se muestran en la Fig. 8. La proteina insoluble
obtenida después de centrifugar a 10,000 r. p. m. (como se observo en la Fig. 6) fue
sometida durante 12h a los tratamientos que se sefialan en la Fig. 8, para después volver a
centrifugarla. Como se observa, con excepcion del tratamiento con urea 2 M, en donde la
mayor parte de la proteina sigue insoluble, los diferentes tratamientos producen cerca de un
50% de proteina soluble, presente en el sobrenadante. Después de lograr esta solubilizacion
parcial, la proteina fue sometida a didlisis, para bajar las concentraciones de los
desnaturalizantes hasta el orden de concentraciones micromolares. La actividad en las

muestras tratadas asi siguio sin manifestarse.
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Urea Urea GndCl GndCl 4M
2M 6M dM  Tritén 5%

Figura 8 Solubilizacién de la proteina BADH sobreexpresada en £. coli. Proteinas
solubles (S) e insolubles (I), después de incubar la proteina, precipitada durante la
sobreexpresion (ver Fig. 6), en los tratamientos que se indican en la parte superior.

6.3 Obtencién y clonacién del gen badh.

Como un intento mas para obtener la enzima BADH de amaranto en forma activa,
se aislaron los RNAm desde las hojas de este vegetal sometidas a un estrés hidrico, para
después obtener el cDNA (DNA complementario) utilizando la enzima transcriptasa
reversa (RT) y oligonucledtidos especificos para el gen de badh. Posteriormente se
sintetizd la doble cadena de uno de los genes badh de amaranto, con ayuda de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). En la Fig. 9 se presenta una fotografia del gel de agarosa

en donde se separaron los productos obtenidos (productos de RT-PCR).
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Se observan dos bandas, con aproximadamente 1500 y 600 pares de bases (pb); la

primera de ellas parecia corresponder al gen badh.

bbb
12,216
10,180

9,162
6,108

10712
<4— 1,500 pb

3,054

<4— 600 pb

1,018

Figura 9 Obtencion del gen badh de amaranto por RT-PCR. Los productos de RT-PCR (A)
fueron obtenidos utilizando el kit “One-Step RT-PCR with platinum rag “ y los oligos
especificos para el gen badh de amaranto. M= Marcadores de tamafio. Los circulos son
para marcar el mismo par de marcadores en el patron comercial y en el separado junto con
el gen. El DNA fue separado por electroforesis en geles de agarosa 1% y revelado con
bromuro de etidio.

Para corroborar esto, la banda fue purificada y secuenciada en sus lados 5"y 3". En
la Fig. 10 se presenta la secuencia de aminoicidos deducida desde la de nucleétidos

obtenida en el analisis, y se alinea con las deducidas desde los dos genes que previamente

se habian descrito en las hojas de amaranto (Legaria et al., 1998).
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Alineacién del lado amino

12
AHYBADH4 IDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVARARRALKRNKGEDWASASG
RT-PCR  IDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAAARRALKRNKGEDWASASG

L R O R

72
AHYBADH4 AHRAKYLRATAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAARDIDDVAGCFEYYADQAEALDAK
RT-PCR  AHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEYYADQAEALDAK

kbbb kb kbbb bbb bbb bbb b b dbbdbbd b dbddd ddkdddd bbb bbb bbb b ddd
132
AHYBADH4 QKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALAAGCSAVLKPSELAS
RT-PCR  QKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALAAGCSAVLKPSELAS
ddddddhd bbb d bbb bbb bbb bAoA bbb A d bbb b bR R A A b A b e d R
192
AHYBADH4 VTCLELAEVCREVGLPPGV
RT-PCR  VTCLELAEVCREVGLPPGV

wh ok ok ko h ok ok ok ko k ok

12
AHYBADH17 IDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGVIPAATAEDVELAVAAARRALKRNKGEDHASASG
RT-PCR  IDGEWREPIKKNRIPIINPSTEEIIGDIPAATAEDVELAVAAARRALKRNKGEDWASASG

LA AR S R A R A e e e e

72
AHYBADH17 AHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEYYADQAEALDAK
RT-PCR  AHRAKYLRAIAAKITEKKDYFAKLEAMDCGKPLDEAAWDIDDVAGCFEYYADQAEALDAK

LA AR R S R R R R R R R e e R R R R R
132
AHYBADH17 QKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALAAGCSAVLKPSELAS
RT-PCR  QKAPIALPMDTFKCHVLKQPIGVVGLISPWNYPLLMATWKVAPALAAGCSAVLKPSELAS
LA AR R A S 2 AR R R R R S R R S R R e R R R Y
192
AHYBADH17 VTCLELAEVCREVGLPPGV
RT-PCR  VTCLELAEVCREVGLPPGV

dhkd bk dkd kbbb b dd b bk
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Alineacién del lado carboxilo

282
AHYBADH4 TAFGCFWTNGQICSATSRLLVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQ
RT-PCR TAFGCFWTNGQICSATSRLLVHES IAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQ
Whdhk ok kk ok ke ke ko kA Ak Rk ok kR R Rk R Ak Ak Rk ok h Rk ke Rk ko
342
AHYBADH4 YEKVLKFISTAKSEGATILCGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCQ
RT-PCR YEKVLKFISTAKSEGATILCGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCV
R T R T T T T
402
AHYBADH4 KTFGSEDEAIELANDTQYGLGAAVLSKDLDRCERITKALEVGAVWVNCSQPCFTQRPWGG
RT-PCR KTFGSEDEAIELANDTQYGLGAAVLSKDLDRCERITKALQAGIVWVNCSQPCFCOAPWGG
Ak hkh kb ko h bk Nk bk hhkh ok kb bk ke kb bk kb Ak bk kR k ko k
462
AHYBADH4 TKRSGFGRELGEWGIENYL
RT-FCR TKRSGFGRELGEWGIENYL

Ehkkk bk kb bk kdkh ok ko

282
AHYBADH17 TAFGCFWTNGQICSATSRLLVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQ
RT-PCR  TAFGCFWTNGQICSATSRLLVHESIAAEFLDRLVKWCKNIKISDPFEEGCRLGPVVSKSQ

LR R e e R R R A e e SR e R R R R R R R

342
AHYBADH17 YEKVLKFISTAKSEGATILCGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCY
RT-PCR  YEKVLKFISTAKSEGATILCGGSRPEHLKKGYYVEPTIISDVSTSMQIWREEVFGPVLCV

kbbb ddddddkd bbb d bbb bbb bbb ddbddb bbb bbbt td bbb bbb hddddddddd

402
AHYBADH17 KTFGSEDEAIELANDTQYGLGAAVLSKDLDRCERITKALQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGG
RT-PCR  KTFGSEDEATELANDTQYGLGAAVLSKDLDRCERITKALQAGIVWVNCSQPCFCQAPWGG

LA AR R R RS R R R R R R e R A R R R R R A R R R R R R R R R S R AR R AR R

462
AHYBADH17 TKRSGFGRELGEWGIENYL
RT-PCR  TKRSGFGRELGEWGIENYL

k kb kb ko d kb d ok ko d

Figura 10 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida del producto de
RT-PCR, con las deducidas desde los genes akybadh4 y ahybadhl7. Se comparan los lados
amino y carboxilo de las proteinas. Los amino4cidos idénticos entre cada par de secuencias
estdn marcados con asteriscos. La numeracion corresponde a los genes ahybadhd y

ahybadhl7
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De este analisis se pudo determinar que el gen que se sobreexpresa en la hoja de
amaranto bajo estrés hidrico es el ahybadhl?7, esto por su alta identidad con el del producto
de RT-PCR (99% y 100% del lado amino y carboxilo, respectivamente). La identidad entre
el producto de RT-PCR vy el gen ahybadh4 es menor, sobretodo si consideramos el lado
carboxilo de sus respectivas proteinas (96.5%). Entre el producto de RT-PCR y ahybadhl?7
existe, sin embargo, una diferencia en el residuo 38, en el que Val (V) esta sustituida por
Asp (D) en el producto de RT-PCR. El cambio de un aminoacido hidrofobico por otro polar
es considerable, y podria ser la diferencia entre una proteina activa y la inactiva, con la que
en ese momento se contaba ya sobreexpresada. Para corroborar esto, se procedio a clonar
el gen obtenido por RT-PCR en el plasmido pCALn. Tanto el gen como el vector fueron
sometidos a una digestion con las enzimas Nde 1 y Eco RI. Después, el vector fue
desfosforilado y, habiéndose purificado a ambos (Fig. 11), se procedio a ligarlos. Como se
observa en la Fig. 11, las bandas separadas en el gel de agarosa al 1% son del tamafio
esperado: 1,500 pb para el gen y de aprox. 5,800 pb para pCALn.

Ligado el gen al vector, se transformé con ellos, y con ayuda de un shock térmico, a
células de E. coli XL10-Gold previamente hechas competentes. Las células transformadas
fueron seleccionadas en cajas de agar- LB conteniendo el antibidtico ampicilina. Las
células que incorporan la clona vector-gen manifiestan resistencia hacia dicho antibiético,

mientras que las que no lo hacen son sensibles a él.
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Figura 11 Gen de amaranto (obtenido por RT-PCR) (A) y plasmido pCALn (B)
purificados después de digerirlos con las enzimas Ndel y EcoRl. M= marcadores de
tamaiio. El circulo es para tomar como referencia las proteinas marcadoras sefialadas en la
Fig. 9

A las células resistentes se les extrajo el plasmido para subclonarlo en la cepa de
expresion de £. coli BI21(DE3)pLysS. Las células transformadas fueron seleccionadas y
sometidas a un protocolo de sobreexpresion con IPTG. Sus proteinas fueron después
separadas en geles de poliacrilamida (datos no mostrados), en los que no se encontrd
sobreexpresion alguna de BADH. Visto esto, se decidio purificar el plasmido que conferia
resistencia a la bacteria, con el fin de caracterizarlo con una enzima de restriccion que se

sabe lo puede digerir (Fig. 12).
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Figura 12 (A) Plasmido pCALn sin digerir. (B) Plasmido purificado desde E. coli
BL21(DE3)pLysS transformada con el producto de ligacion entre pCALn y el producto de
RT-PCR. (C y D) Plasmido similar al obtenido en (B), pero digerido con Nde 1.
M=marcadores de tamaiio.

Distinto a lo que se esperaba, que la digestion de la supuesta clona pCALn-
ahybadhl7 con la enzima Nde 1 produjera una banda tinica de aproximadamente 7,300 pb,
se encontraron varias bandas. Es sabido que los plasmidos dentro de las células guardan
una conformacién con distinto grado de superenrrollamiento, lo que en un gel de agarosa
los hace ver como distintas bandas (ver Fig. 12); esto parecia indicar que el pldsmido
purificado desde las células transformadas era distinto al esperado. Se repitié todo el
procedimiento experimental (desde la digestion con Not 1) por lo menos en una ocasion
mds, encontrando los mismos resultados al final. Visto esto, se decidio utilizar una

alternativa mas.
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6.4 Clonacion y sobreexpresion del gen badh de hoja de amaranto en levadura.

Ante la posibilidad de que la dificultad para lograr sobreexpresar el gen de amaranto
en la bacteria £. coli se debiera a que se estaba trabajando con dos especies muy alejadas
evolutivamente, un procarionte y un eucarionte, y por ende con dos mecanismos de
traduccién y postraduccion muy distintos, se decidié intentar la clonacion del gen badh en
células de un eucarionte: la levadura (Saccharomyces cerevisiae). La fuente del gen badh
fue el vector PBKS (Figura 13) que tenia inserto el gen ahybadhl7 y que fue donado por el
Dr. Gabriel Iturriaga de la Fuente, del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. El plasmido
PRS6 (Figura 14), también donado por Dr. Iturriaga, fue seleccionado como el vector en el
que se realizaria la clonacion e integraria el gen a la levadura. Esta estrategia de cambiar a
la levadura por E. coli para sobreexpresar activa a una enzima, ya habia sido utilizada
anteriormente con éxito (Walker y Gingold 1997). Las enzimas de restriccion que se
seleccionaron para sacar el gen desde PBKS e insertarlo en PRS6 fueron Not 1 y Sal I (ver
figuras. 13 y 14). Desafortunadamente, el gen también presentaba en su interior un sitio de
digestion para Sa/ I, pero se decidi6 utilizarla pensando en realizar una digestion parcial al

momento de utilizarla.
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Figura 13. Plkismido pBKS. (A) Mapa del vector en donde se muestran los sitios del
origen dela replicacion (f1 (+/-) ori), y la region del sitio de clonacién miltiple (MCS). (B)
Secuencia de nucledtidos (598-826) de pBKS mostrando el sitio de clonacion miltiple
(MCS); en el primer y segundo renglén se encuentran los sitios de corte para Not I y Sal 1,
respectivamente.  Obtenidos desde la pédgina electrénica de  Stratagene:
WWW.stratagene.com
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Figura 14. Esquema general del plkismido PRS6. Las lineas muestran los diferentes sitios
de restriccion. En negritas los sitios de corte para Noil y Sall. Este pldsmido también posee
el gen que confiere resistencia a penicilina

En la figura 15 se presenta un gel de agarosa en donde se separaron los digeridos
con Not | de la clona PBKS- gen (banda de 4,500 pb = 3,000 del PBKS + 1500 del gen) y

del PRS6 (banda de 6,700pb).
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Figura 15 Plasmido PBKS, con el gen badh inserto (A y B), y PRS6 (C) purificados
después de la digestion con la enzima Not I. M= marcadores de tamaiio.

La digestién del gen unido al vector PBKS produjo, como se esperaba, un bajo
rendimiento del ahybadhl7, ain desde los primeros minutos de la digestion (banda de
1,500 pb en la Fig. 16). La banda de un tamafio mayor (aprox. 3,000 pb) corresponde al
vector PBKS liberado, mientras que las dos menores (1,000 y 500 pb) son resultado del
corte interno realizado por la enzima Sal I en el interior del gen. La digestion del vector
PRS6 con Sal I se llevo a cabo sin ningin problema. En la Figura 17 se presenta después
de esta digestion y una vez que se le defosforilé y se le purifico fenolizandolo (banda de
6,700 pb). En este misma figura también se presenta el gel a/tybadh!7 purificado después

de la digestion con las dos enzimas (Nor 1y Sal ).
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Gel 1

3, 000 pb

ahybadhl?
1, 000 pb

500 pb

Gel 2

ahybadk17

Figura 16 Gel 1, digestién de la clona PBKS-ahybadhl7 con la enzima de restriccion Saf I,
durante los tiempos que se indican arriba del gel. Gel 2, electroforesis preparativa para
purificar ahybadhl7 (A), después de 4 min de la digestion como se muestra en Gel 1. M=
marcadores de tamaiio. El circulo es para tomar como referencia las proteinas marcadoras

sefialadas en la figura 9.

51



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

6,700 pb _......}

1,500 pb

Figura 17 Vector PRS6 (A) y gen ahybadhl7 obtenido desde PBKS (B), purificados
después de la digestion con Not [ y Sal . M= marcadores de tamaiio.

Purificados el gen ahybadhl7 y el vector PRS6 desfosforilado, se les incubé con la
enzima ligasa. En la Figura 18 se presenta el producto obtenido después de la actuacion de
esta enzima. Como se observa, el gen ligado a PRS6 tiene un tamaiio aparente mayor al del

vector, sintoma de la union entre ambos.

Figura 18 Plasmido PRS6 sin ligar (A) y ligado (B) con el gen a/ivbadhl7 obtenido desde
el vector PBKS.
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Una vez realizada la ligacion se procedio a transformar a las células de levaduras, de
acuerdo al método descrito en “Materiales y métodos™. En este experimento se incluyeron
dos controles: (i) la transformacion de levaduras utilizando PRS6 intacto y (ii) con PRS6
desfosforilado. La seleccion de las levaduras transformadas se realizo, como ya se
mencioné en un medio libre del aminoacido Histidina (His). Esto considerando que la cepa
de levadura utilizada presenta auxotrofia para este aminodcido y que el vector PRS6 le
provee de las “herramientas” necesarias para poder llevar a cabo la sintesis de este
aminoacido. Como se esperaba, el control (i) produjo un gran nimero de células de
levadura transformadas, mientras que en el control (ii) no se observé una sola colonia. En el
caso de la transformacion realizada con el producto de la ligacién se obtuvo un nimero
reducido de colonias que podian crecer en ausencia del aminodcido His, sintoma de que
habian sido transformadas. Después de esto se llevo a cabo el experimento para conocer si
las células de levadura transformadas con PRS6-ahybadhl7 podian sintetizar a la enzima

BADH. Los patrones proteicos obtenidos no presentaron alguna banda de proteina

sobreexpresada.

Los resultados presentados en este trabajo, junto con los experimentos previos en
los que si se logré clonar el gen de la BADH de Pseudomonas aeruginosa y sobreexpresar
a la enzima en forma activa, con los mismos sistemas de clonacién y expresion utilizados
aqui, sugieren que la enzima de amaranto podria requerir un sistema de expresion diferente

que produzca una forma soluble y activa de la enzima.

53



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Como un ejemplo de la complejidad que puede involucrar dicho sistema basta con
mencionar ¢l caso de la enzima ALDH2 de humano (Zhou y Weiner, 2001). Esta enzima es
un tetrimero mitocondrial (con 500 aminoédcidos cada mondmero), y es codificada por un
gen nuclear y sintetizada en el citoplasma como un precursor, con un péptido seal
adicional de 17 aminoédcidos en el extremo amino. En su viaje hacia la mitocondria, el
precursor se enlaza a una proteina chaperona citosolica llamada hsp70, para lo que se
requiere de la hidrdlisis de ATP. Este complejo precursor-chaperona interactia con uno o
mas receptores en la membrana externa de la mitocondria, cerca de un sitio de contacto de
la membrana interna. El precursor ALDH2 es subsecuentemente translocado a través de las
membranas mitocondriales externa e interna, por un canal compuesto de varios tipos de
proteinas. El precursor importado se enlaza después a una chaperona de matriz denominada
hsp70 de matriz, y su péptido sefial es removido por una proteasa mitocondrial. Finalmente,
la enzima ALDH2 se une a una chaperona multisubunidad, llamada hsp60, que en
presencia de la hidrdlisis de ATP asiste a la deshidrogenasa a plegarse de la manera
correcta para ser activa. Se sabe que la Hsp60 no es homologa de las chaperonas
citosolicas, pero si esta relacionada con las chaperonas bacterianas llamadas GroEL y
GroES (GroESL).

Se ha reportado que diferentes enzimas multiméricas pueden ser reconstituidas al
interactuar con GroESL, por lo que varios investigadores han intentado reducir la

formacion de cuerpos de inclusion cooexpresando sus proteinas junto con GroESL.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Algunos no han tenido éxito, pero entre los que lo han logrado se encuentran los
investigadores que trabajan con la ALDH2 arriba mencionada.

Actualmente se desconoce la localizacién celular de la BADH de amaranto, sin
embargo se sabe que en las hojas de espinaca, también dicotiledonea, la BADH se
encuentra en el estroma del cloroplasto, por lo que podemos suponer que la enzima de
amaranto podria situarse en el mismo organelo. Por otra parte, es sabido que los plastidos
de las plantas superiores poseen un genoma con una limitada capacidad codificante, por lo
que la gran mayoria de sus proteinas son codificadas en el nicleo e importadas desde el
citosol (Miras, ef al, 2002). Considerando esto, podemos también suponer que el
plegamiento de la enzima activa de amaranto requiere un sistema en donde podrian
involucrarse chaperonas como las GroESL. Los trabajos futuros enfocados a tratar de
sobreexpresar en forma activa a esta enzima deberén de considerar y probar si esta idea es

acertada.
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CONCLUSIONES

. La enzima BADH de amaranto fue sobreexpresada en células de £. coli
utilizando bajas temperaturas y bajas concentraciones del inductor [PTG; sin embargo, la

enzima sobreexpresada se presento inactiva y formando cuerpos de inclusidn.

2. Los experimentos de desnaturalizacion y replegamiento no bastaron para

reactivar a la enzima obtenida en dichos cuerpos.

3. Utilizando la técnica RT-PCR se pudo aislar un gen que presenta un alto
porcentaje de identidad (> 99%) con el previamente aislado también desde hojas de

amaranto (ahybadhl7).

4. El producto de RT-PCR y el gen ahybadhl7 fueron clonados en dos diferentes
vectores (pCALn y PRS6), transformando luego con ellos a £. coli y a S. cerevisiae,
respectivamente; desafortunadamente las células transformadas seleccionadas no

sobreexpresaron proteina alguna cuando se les expuso ante el inductor IPTG.
Los resultados obtenidos sugieren la necesidad de utilizar metodologias alternas

para intentar obtener en forma activa la BADH de amaranto. Una de estas metodologias

podria ser la cooexpresion de la enzima y chaperonas del tipo GroESL.
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GLOSARIO

GLOSARIO

Cebadores: Fragmento de hebra iniciadora, que aporta un grupo 3'-OH libre.
Oligonucleétido, por lo comin RNA, que debe estar apareado a la hebra progenitora de

DNA, de forma complementaria y antiparalela. Elonga o alarga moléculas preexistentes.

Células competentes: La membrana plasmatica muestra una permeabilidad selectiva y no
admite grandes fragmentos de DNA recombinante, por lo que se acude a diversos métodos
para facilitar su captacion por alteracion transitoria de la permeabilidad celular. El
tratamiento mas frecuente es de tipo fisicoquimico (tratamiento con CaCly), después del
cual se dice que la célula se ha hecho competente.

Clonacién: Es una forma de reproduccién asexual que produce individuos genéticamente
idénticos. Es el proceso de clonacion consiste en la obtencién de un clon, entendido como
el conjunto de “elementos™ genéticamente idénticos entre si y a su precursor. Estos
elementos pueden ser: moléculas, células, tejidos, organos, moléculas tales como DNA,
RNA entre otros.

Clonacién acelular: Se refiere a la clonacion de moléculas sin intervencion de célula
alguna. Es sinénimo de amplificacion in vitro de moléculas de DNA o RNA mediante la
reaccion en cadena de la DNA polimerasa (PCR).

Clonacién celular: Es la amplificacién de moléculas de 4cido nucleico mediante su
introduccion, asistida por vectores, en células anfitrionas en cultivo. Emplea la tecnologia
de DNA recombinante.
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GLOSARIO

Clonacion de células: Obtencion de células aisladas o formando tejidos u organos,

mediante la clonacion.

Clonacién de moléculas: Reproduccion especificamente de genes o fragmentos de DNA o
RNA.

Clonacién de organismos: Reproduccion asexual de plantas o animales completos.

DNA polimerasa: Enzima que replican el DNA, tomando las instrucciones de la cadena

DNA molde.

DNA recombinante: DNA que se forma combinando DNA de dos fuentes diferentes. Los
humanos dirigen la formacion de DNA recombinante mediante crianza selectiva o

ingenieria genética.

Electroforesis: La separacion de moléculas eléctricamente cargadas, a través de un
disolvente, mediante la aplicacion de un campo eléctrico.

Enzima de restriccion: Llamadas también nucleasas de restriccion, endonucleasas de
restriccion y, en ocasiones, enzimas restrictivas o restrictasas. Enzimas propias de distintas
bacterias que rompen enlaces fosfodiéster, entre secuencias especificas de nucledtidos,

localizados en el interior de los polinucledtidos.
Gen: Es una seccion de una molécula de DNA que especifica la produccion de una proteina

determinada. Unidad fisica y funcional del material hereditario que determina un cardcter

del individuo y que se transmite de generacion en generacion.
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GLOSARIO

Ligasa: Enzima que cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster para unir dos moléculas
de DNA, con consumo de energia. La DNA ligasa forma enlaces fosfodiéster entre
polinucleotidos alineados, para esto se requiere de un grupo OH libre en el extremo 3° de
una cadena de DNA y un grupo fosfato en el extremo 5°; las cadenas unidas por la ligasa
deben pertenecer a moléculas de DNA de doble hélice.

Oligonucledtidos: Segmentos cortos de DNA (de 15 a 45 nucleotidos), monocatenarias
también [lamado oligos.

PCR: Es una metodologia cuyo objetivo es la amplificacion directa de un gen o un
fragmento de DNA, o indirecta de un RNA, a través de su cDNA (DNA complementario).
Cada ciclo de una PCR consta de 3 etapas: desnaturalizacion, hibridacion, replicacion o

elongacion.

Plismidos: Moléculas de DNA circular de doble hebra, de origen natural, de tamafio que
oscila entre (2-5 kb), presentes en forma libre en el citosol de muchas bacterias y de
algunos eucariotas unicelulares como las levaduras. Actian como cromosomas accesorios y

se replican en forma independiente al de su hospedador.

RT-PCR: Amplificaciéon de un gen a partir de su RNAm. Consta de dos etapas: en la
primera la enzima transcriptasa reversa (RT) sintetiza un cDNA especifico a partir del RNA
(total 0 mensajero) previamente purificado. En la segunda etapa se realiza la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), para amplificar el cDNA obtenido en la primer fase,
obteniendo asi grandes cantidades de la doble cadena de DNA. Se utilizan oligos
especificos del gen de interés.

Selecciéon de células resistentes: Células o colonias que han incorporado el DNA

recombinante deseado, mediante métodos de deteccion (genmes de resistencia a un

antibiotico entre otros).
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GLOSARIO

Sitio de restriccién: Secuencias concretas del DNA, es a la vez lugar de reconocimiento y
de hidrdlisis.

Transcriptasa reversa: Es una DNA polimerasa dirigida por RNA. En este caso la
informacion genética se dirige del RNA al DNA en un proceso inverso a la direccion

normal de transferencia.

Transformacién: Cambio en la estructura genética de un organismo como resultado de la
incorporacion de DNA ajeno. Ocurre espontineamente en ciertos tipos de bacterias y se

consigue artificialmente sometiendo a la célula bacteriana a tratamientos fisicos y quimicos.



ANEXO

ANEXO

DNA con el W, O Vector de clonacion:

gen a clonar Lo plasmido
Corte con
enzimas de r
restriccion
gen s \/ % \)
— Ligasa

0 O O O ADN recombinante

Transformacion

Célula anfitriona
competente

Célula no transformada

Seleccion de células transformadas

P B0 W

Esquema general de la clonacion celular (tecnologia del DNA recombinante)
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