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Resumen

El protozoario Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de
Chagas, la cual representa un problema de salud piblica muy importante
en América Latina. El ciclo de vida de este parasito alterna entre
hospederos vertebrados, en donde se establece la infeccién y hospederos
invertebrados que sirven como vectores para la transmision. Dentro de los
hospederos vertebrados, es capaz de invadir y replicarse en una gran
variedad de células. Alin cuando el mecanismo de infeccion se ha estudiado
por varios afnos, son pocas las proteinas a la fecha descritas que se haya
demostrado estan involucradas en el proceso de invasion, dentro de las
cuales esta LYT1, que es la molécula en estudio en el presente proyecto. En
trabajos previos nuestro grupo demostré que parasitos deficientes en LYT1
muestran tres fenotipos sobresalientes: una infeccion deficiente, actividad
hemolitica disminuida y un desarrollo de estadio acelerado in wvitro. Estos
fenotipos tan diversos son posiblemente el resultado del “trans-splicing”
alternativo de LYT1 observado. De ser activos los diferentes transcritos de
LYT1 darian lugar a distintas proteinas, una de las cuales seria secretada
(LYT1ps) siendo consistente con el papel de LYT1 en la hemdlisis y la
infeccién y otra nuclear (LYT1pn) la cual jugaria un papel en el desarrollo
de estadio del parasito. Por lo tanto, en este proyecto nos propusimos
clonar la secuencia que codifica para LYT1 con y sin la posible secuencia
seflal del amino terminal, fusionada a la secuencia que codifica para la
proteina verde fluorescente. Se obtuvieron las construcciones pEGFP-LYT1
(1°ATG) y pEGFP-LYT1 (2°ATQG) en el presente trabajo, sentando las bases
para investigaciones futuras dirigidas a la caracterizacion de LYTlps y

LYT1pn.




Introduccion
Trypanosoma cruzi

Aspectos generales

Este protozoario pertenece al orden Kinetoplastidae, de la familia
Trypanosomatidae. Dentro de esta familia se encuentran muchas especies
del género Trypanosoma, pero pocas causan enfermedades significativas
en humanos. En Africa, Trypanosoma brucei causa la enfermedad del
suefio o tripanosomiasis africana, y en América, Trypanosoma cruzi
provoca la enfermedad de Chagas, padecimiento que afecta a millones de

personas en el centro y sur del Continente Americano principalmente.

Morfologia

Una de las caracteristicas mas especiales del orden Kinetoplastidae
es la presencia del cinetoplasto (formado por la unién del cuerpo parabasal

y el blefaroplasto).

En Trypanosoma cruzi, la posicion del cinetoplasto y del nucleo;
junto con la ausencia o presencia de la membrana ondulante, son
utilizados para diferenciar las distintas morfologias del parasito. Se han

identificado bajo estos criterios cuatro estadios del parasito (Fig. 1):

Amastigote: Esta es la forma intracelular del parasito en el vertebrado,
aunque se han encontrado en la sangre de vertebrados infectados. Se
caracteriza por ser redondeado u oval, multiplicarse por divisién binaria,
medir de 1.5-4um de diametro y no poseer flagelo. Presenta modificaciones
en el cinetoplasto, el cual se observa como un cuerpo oscuro cerca del

ntcleo.

Angélica Dulee Maria Qleg Martines
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Tripomastigote metaciclico o promastigote: Esta es la forma infectante
para el hospedero vertebrado presente en el insecto. Se caracteriza por ser
alargado y afilado terminado en punta, de 8um de longitud con un ntcleo
centfal y en el extremo anterior el cinetoplasto de donde emerge un flagelo

corto, sin membrana ondulante.

Epimastigote: Forma presente en el insecto vector. Se caracteriza por su
forma oval alargada de 20-40um de longitud, se multiplica por divisién
binaria, su cinetoplasto se localiza en la parte media del organismo en la
parte anterior al nucleo, éste ultimo presenta una forma redondeada. Se
puede identificar un flagelo que emerge de la parte media del parasito el
cual empieza a formar una pequefia membrana ondulante mas pequefa

que la observada en tripomastigotes.

Tripomastigote sanguineo: Se encuentra en la sangre de mamiferos
infectados. No se multiplica, pero constituye la forma infectante para
invertebrados. Es alargado, fusiforme y su tamafio es de alrededor de
20um de longitud. Tiene el cinetoplasto localizado posterior al nucleo,
usualmente en la porcién mas posterior del parasito. El flagelo sale del
extremo posterior y se dobla hacia adelante a lo largo del cuerpo del
parasito, formando una membrana ondulante por todo el parasito y
emerge en forma libre en su extremo anterior (Botero y Restrepo, 1992;
Razo y Resendiz, 1992; Tyler y Engman, 2001).

o Augélica Dulee Maria Qlea Martines,
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cuerpo parabasal cinetoplasts
A blefaroplasto

cariosoma

. AMASTIGOTE
nircleo
B cariosoma
cuerpo parabasal
nicleo
blefaroplasto
membrana flagelo
ondulante EPMASTIGOTE
C membrana
ondulante
axonema
cuerpo
parabasal niicleo n
blefaroplasto cariosoma flagelo TRIPOMASTIGOTE
cariosoma
cuerpo parabasal
PROMASTIGOTE

flagelo

nucleo blefaroplasto

Figura 1. Fases morfolégicas de Trypanosoma cruzi. Estructura de los diferentes
estadios de T. cruzi, A, amastigote; B, epimastigote; C, tripomastigote sanguineo y
D, promastigote o tripomastigote metaciclico (Razo y Resendiz, 1992).
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Ciclo de vida

Trypanosoma cruzi es transmitido por insectos pertenecientes a la
subfamilia Triatominae de la familia Reduviidae (orden Hemipterqa). Los
vectores mas importantes son Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y
Pastrongylus megistrus, aunque T. cruzi puede ser transmitido por mas de

100 especies de insectos de esta familia.

Estos insectos Reduvii se infectan al alimentarse de sangre humana
o animales infectados con T. cruzi. Esta sangre contiene parasitos
circulantes y durante la ingesta sanguinea el insecto toma una mezcla de
tripomastigotes sanguineos (y cerca del 10% de amastigotes). En el
insecto, estos tripomastigotes sanguineos se diferencian a epimastigotes,
los cuales proliferan en la parte media del intestino antes de diferenciarse
en tripomastigotes metaciclicos en el recto del insecto. Los insectos
infectados, al picar nuevamente al hombre o a los animales, deyectan
facilmente sobre la superficie de la piel. Cuando estas deyecciones se
frotan sobre la piel, contaminan el sitio de la picadura u otro punto
lesionado y los parasitos penetran al tejido. Las deyecciones infectantes
también pueden llegar a la conjuntiva al ser depositadas en la hendidura
palpebral o porque el mismo paciente, por medio de sus manos las lleva
hasta el ojo u otras mucosas, a través de las cuales penetran los parasitos

sin necesidad de tener excoriaciones.

Dentro del hospedero, los tripomastigotes son capaces de invadir
una gran variedad de células nucleadas, proliferando en el citoplasma y
dando lugar a amastigotes y, posteriormente, a tripomastigotes
sanguineos. Los tripomastigotes sanguineos salen al torrente sanguineo
para infectar nuevas células o son ingeridos por un nuevo vector

completando asi su ciclo de vida (Fig. 2).

o—Angélica Dulce Maria Qlea Martines



Ademas de ser transmitido por la picadura del vector, Trypanosoma
cruzi se puede transmitir por placenta, accidentes en el laboratorio,
transfusion de sangre y transplante de 6rganos (Botero y Restrepo, 1992;
Prata, 2001; Tyler y Engman, 2001).

Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 1. Los hospederos definitivos son
animales vertebrados, incluyendo el hombre. 2. Los vectores son insectos de la
familia Reduviidae, los cuales se infectan al picar a los hospederos definitivos e
ingerir tripomastigotes. 3. En el tubo digestivo del vector se encuentran
tripomastigotes (a), epimastigotes (b) y en el recto del insecto y las deyecciones
aparecen tripomastigotes metaciclicos que son las formas infectantes (c). 4. El
hombre se infecta con las deyecciones del vector, depositadas en piel o mucosas
durante la picadura. 5. Los tejidos son invadidos por tripomastigotes (), los
cuales se convierten en amastigotes intracelulares (B) que se convierten en
tripomastigotes circulantes (C) infectivos para el vector{www.who.int /tdr/
diseases/chagas/lifecycle).

En 1990 se estiné mediante encuestas serologicas que
aproximadamente de 16-18 millones de personas en Ameérica estaban
infectadas con Trypanosoma cruzi. Si bien este estimado ha descendido a
11 millones como resultado de un extenso programa para el control del
vector y monitoreo de la sangre en los bancos de sangre, 120 millones de
personas permanecen en riesgo de contraer la enfermedad (Guzman-
Bracho, 2001).

Angélica D, 7 1174




Aunque en México actualmente se esta tratando de prevenir la
transmisién en los bancos de sangre, factores como la amplia distribucién
de posibles vectores en toda la republica (se han reportado la existencia de
31 especies de Triatoma, especialmente en Veracruz, Hidalgo, San Luis
Potosi y Oaxaca), la migracion desde areas endémicas, la pobreza
econdémica en algunos estados, entre otros, han dificultado la erradicacion

del parasito en el pais (Guzman-Bracho, 2001; Flisser y cols, 2002).

Enfermedad de Chagas

Manifestaciones clinicas

Aunado a los problemas para el control del vector, se suma el hecho
de que la mayoria de las infecciones por Trypanosoma cruzi cursan en
forma asintomatica. En algunos casos se manifiestan mucho tiempo
después de la infeccion inicial. Sin embargo, el avance de la enfermedad

se ha dividido en tres fases: aguda, latente y crénica.

Fase aguda: Esta fase de la enfermedad se observa mas en nifios que en
adultos y puede durar de uno a cuatro meses. La lesidon primaria o
chagoma de inoculacion, se desarrolla en el sitio de entrada del parasito y
se presenta como un nédulo inflamatorio. Cuando esta inflamacién

compromete el parpado constituye el signo de Romana (Fig.3).

Esta fase se caracteriza por fiebre variable, malestar general,
irritabilidad, dolor de cabeza, dolores musculares y postracién. A partir de
la invasién a los ganglios linfaticos hay invasion a bazo, higado, médula
6sea y corazdn. Posteriormente se encuentra hepato y esplenomegalia y
mas tarde anemia discreta. En la forma grave, se presenta
meningoencefalitis y miocarditis aguda. Esta tultima puede originar

insuficiencia cardiaca y llevar al paciente a la muerte de 2 a 4 semanas.

notlica Dule ja Qlea inez
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Figura 3. Chancro tripanosomal (A} y signo de Romafia (B) (Barret y cols, 2003).

En esta fase, el parasito se disemina por la sangre, y puede ser
relativamente facil verlo mediante un examen directo de sangre. Sin
embargo, para la mayoria de los pacientes en fase aguda, la enfermedad no
es reconocida o pasa desapercibida, debido a una respuesta inmune
deprimida promovida por el parasito para facilitar su invasiéon y
reproduccién. Sin tratamiento, cerca del 5-10% de pacientes sintomaticos
mueren debido a la encefalomielitis o fallo cardiaco severo.

En ocasiones, el paciente puede aparentar curarse y entrar a la fase
latente de la enfermedad (Botero y Restrepo, 1992; Markell y Krotoski,
1999; Prata, 2001; Barret y cols, 2003).

Fase latente: Es llamada también fase intermedia. Aunque puede haber
baja parasitemia, el paciente no presenta sintomatologia. Este periodo
puede durar meses o afios, antes de manifestarse la fase cronica. Las
pruebas serolégicas son positivas y si se estudia adecuadamente al
paciente, se encontraran datos sugestivos de miocarditis (Prata, 2001;
Barret y cols, 2003).

\nedlica Dale Maria Qlea Mart



Fase cronica: Generalmente esta fase de la enfermedad aparece
tardiamente y las localizaciones principales corresponden a la miocarditis
y alteraciones en el electrocardiograma (Fig 4). Menos frecuentes pero
también presentes en esta fase de la enfermedad son las visceromegalias
especialmente corazén, eséfago y colon (Fig. 5). En esta forma de la
enfermedad, puede ocurrir muerte subita sin haber desarrollado
insuficiencia cardiaca congestiva y en otros casos la miocarditis progresa
hasta producir insuficiencia (Botero y Restrepo, 1992; Markell y Krotoski,
1999; Prata, 2001; Barret y cols, 2003).

Figura 4. Cambios en el electrocardiograma presentes en pacientes que cursan la
fase cronica de la enfermedad. A. Electrocardiograma normal. B. Anormalidades
en los complejos QRS consistentes en la prolongacién en los intervalos P-R y Q-
T (B.1), bajo voltaje en los complejos QRS (B.2), depresién de las ondas S-T (B.3)
e inversioén de las ondas T (B.4) (Markell y Krotoski, 1999).




Figura 5. Radiografias de las visceromegalias mas frecuentes en la enfermedad de
Chagas. (A) Corazén agrandado, (B} megaesofago y (C) megacolon (Barret y cols,
2003).

Diagnéstico

Los procedimientos de laboratorio propios para el diagnéstico de la
enfermedad, se utilizan de acuerdo a la fase de infeccion en la que se
encuentre el paciente. Los métodos disponibles los dividimos en
parasitolégicos directos, los cuales detectan al parasito o sus productos,
parasitolégicos indirectos que detectan anticuerpos especificos contra
Trypanosoma cruzi, xenodiagnoéstico, PCR, pruebas serologicas, cultivos e

inoculaciones en animales.

Las pruebas de gabinete, principalmente electrocardiogramas y

radiografias de corazon, es6fago y colon ayudan al diagnéstico.

Diagnéstico epidemiologico: lugar de procedencia, tipo de habitacion,
conocimiento de los triatomidos, picadura por triatomidos (Botero y
Restrepo, 1992; Markell y Krotoski, 1999).
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Tratamiento

El tratamiento para la enfermedad de Chagas usualmente es efectivo
si se administra durante la fase aguda de la infeccion. Los farmacos de

eleccién son nifurtimox y benznidazol.

El uso de estos medicamentos en la fase crdénica o latente, aunque
no garantiza su curacién, puede producir algan efecto benéfico
principalmente en cuanto a la reducciéon de la parasitemia. Sin embargo,
estos farmacos inducen en muchas ocasiones efectos colaterales serios y;
una vez que la enfermedad ha progresado a la fase crénica, ningun
farmaco ha probado ser efectivo para un tratamiento exitoso. El
tratamiento de la enfermedad en su fase crénica esta dirigido también
hacia los sintomas causados por los érganos afectados, por ejemplo,
usando antiarritmicos, anticoagulantes, marcapasos y tratamientos

quirargicos en caso de dilatacién visceral (Prata, 2001).

Prevencion

Se ha tratado de combatir esta antropozoonosis por medio del
ataque a los vectores en las viviendas utilizando insecticidas. Otras
medidas de control incluyen la construccion -adecuada de paredes y
techos, educacién de los habitantes en relacién con la presencia de los
vectores y vigilancia epidemiologica de los focos de transmisién. La
educacién sanitaria es basica para que las comunidades aprendan a evitar
la transmision. El monitoreo de érganos transplantados y sangre donada
también se ha convertido en una medida de control obligatoria (Botero y

Restrepo, 1992; Guzman-Bracho, 2001).

i1 ar, ey
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Desgraciadamente, no se adquiere inmunidad después de contraer
la enfermedad y, aunque recientemente se han desarrollado vacunas que
proporcionan una buena proteccién, éstas se encuentran ain en fase

experimental (Fralish y Tarleton, 2003).

Como se ha mencionado, no existen farmacos eficaces contra la fase
créonica de la enfermedad, ademas, no se ha logrado comprender de
manera completa el porqué el parasito deriva en un estado de latencia
después de causar la fase aguda. Por estos motivos, se han intensificado
los estudios sobre Trypanosoma cruzi, no solo a nivel farmacolégico, sino
también a nivel molecular, para poder comprender mejor los mecanismos
de infeccién asi como caracterizar a las moléculas involucradas en este
proceso. Estas estrategias estan encaminadas hacia la busqueda de

blancos adecuados para el disefio de farmacos y vacunas.

Antecedentes generales

Mecanismo de invasién

El proceso de invasion a la célula hospedera puede dividirse en tres
fases: la unién del parasito a la membrana plasmatica de la célula
hospedera, la internacién a través de la vacuola parasitofora y la ruptura
de la membrana vacuolar con la consecuente salida del parasito hacia el

citoplasma donde se replica y diferencia (Burleigh y Andrews, 1995).

Unidén

Se piensa que para promover la entrada a la célula hospedera, los
tripomastigotes se adhieren a la superficie de la célula blanco y utilizan un
arsenal de receptores de superficie celulares, segundos mensajeros y

agonistas de sefalizacién para mediar la invasién.

o—Ltgélica Dulee Marig Qlea Martines;
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El espectro completo de las respuestas celulares moduladas por
Trypanosoma cruzi aun no estan del todo claras. A la fecha se sabe que la
unién del parasito a la célula blanco es un proceso dependiente de energia
(ATP) que parece ser especifico y depende de un conjunto de receptores y
ligantes ubicados tanto en la célula como en el parasito. Debido a que
Trypanosoma cruzi puede invadir diferentes tipos celulares, se ha sugerido
que existe un receptor celular comun, o bien, que las glucoproteinas de
superficie del parasito pueden unirse a diferentes receptores especificos
con caracteristicas bioquimicas similares, los cuales no han sido
identificados. Ha sido posible identificar algunas moléculas que poseen
relacion con los procesos de invasién tales como las trans-sialidasas, la

penetrina y glucoproteinas de superficie.

Durante la unién del parasito con la célula blanco, hay un
reclutamiento de lisosomas, resultado de un proceso en donde se piensa
que el parasito activa una cascada de sefializaciéon para inducir dicha
movilizacién. En este proceso se encuentran la participaciéon de fosfolipasa
C con formacién de inositol trifosfato (IP3) y un incremento en la
concentracion de calcio intracelular (Burleigh y Woolsey, 2002; Caler y
cols, 2002; Schenkman y cols, 1991; Vieira y cols, 2002; Woolsey y cols,
2003).

Internacion

La internacién del parasito en la célula hospedera aun no se
encuentra del todo dilucidada. Estudios realizados por varios grupos han
demostrado que los filamentos de actina del hospedero tratados con
citocalasina D, interfieren con la internacién de tripomastigotes a células
vertebradas (Barbosa y Meirelles, 1995; Burleigh y Andrews, 1995;
Burleigh y Andrews, 1998; Caler y cols, 2002; Carvalho y cols, 1999;
Mortara y cols, 1999; Schenkman y cols, 1991). En la mayor parte de los

Angélica Dul, 7 e
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estudios tal interferencia es negativa, con un decremento en el grado de
infeccién y un incremento en la adhesion (Barbosa y Meirelles, 1995;
Meirelles y cols, 1982). En otras situaciones, sin embargo, se ha
demostrado que el tratamiento con citocalasina D aumenta la penetraciéon

del parasito (Nogueira y Cohn, 1976; Procopio y Mortara, 1994).

En el 2002 Rosestolato y colaboradores observaron que la
incubacion de células fagociticas y no fagociticas en presencia de
citocalacina D presentan una marcada inhibicién en la internacién de
tripomastigotes unido a un incremento en la adhesion de parasitos a la
célula. Las imagenes obtenidas no indicaron que se lleve a cabo un tipico
proceso fagocitico, por lo que se sugiere que los parasitos también
pudieran penetrar por otro proceso el cual no requiere la concentracion de

filamentos de actina.

Woolsey y Burleigh en 2004 reportaron que la invasion de
Trypanosoma cruzi a fagocitos no profesionales se facilita por el proceso de
despolimerizacion del citoesqueleto de actina de la célula hospedera y que
la entrada de tripomastigotes a la célula se debe al aprovechamiento del
parasito de un proceso de reparaciéon del dafio celular que involucra Ca?*
regulando la exocitosis de lisosomas ({lisosoma dependiente) o

comprometiendo una via lisosomal independiente recientemente conocida.

Estos resuitados aparentemente contradictorios han llevado a
proponer tres posibles modelos de invasion a las células hospederas, sin
saber hasta el momento si mas de uno se puede llevar a cabo de manera

simultanea o si alguno predomina bajo ciertas condiciones:

¢ Un proceso fagocitico que involucra la formacion de proyecciones
tipo filopodios que dependen de la acumulacién de filamentos de

actina.

i uice fa Qle ines
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e Un proceso endocitico independiente de la formaciéon de
proyecciones tipo filopodios, pero dependiente de la acumulacion de

filamentos de actina para internar al parasito.

e Un proceso endocitico que no depende de los filamentos de actina,
sino de la formacién de una vacuola parasitéfora, en donde esta
vacuola es lisada por enzimas posiblemente liberadas por el parésito
(Burleigh y Woolsey, 2002; Rosestolato y cols, 2002; Schenkman y
cols, 1991; Woolsey y Burleigh, 2004).

Antecedentes directos

Proteinas involucradas en el proceso de invasién

Al mejorar nuestro conocimiento acerca del parasito asi como de la
forma en que lleva a cabo el proceso de infeccién, podremos ser capaces
de disefiar estrategias que permitan el control de la enfermedad a través de
la identificacién de moléculas susceptibles a ser blancos eficientes para el
disefio de vacunas y farmacos, los cuales, aunados a los esfuerzos que se
han implementado, nos permitiran en un futuro controlar la enfermedad

¥y su propagacion.

A la fecha se han identificado algunas proteinas que indudablemente
estan involucradas en el proceso de infeccion de Trypanosoma cruzi y

podrian ser utilizadas como blancos para disefio de vacunas y farmacos:

Tc Tox: Es una proteina de peso molecular de 75 kDa (peso similar a la
molécula C9 del complejo de ataque a la membrana) y reacciona de forma
cruzada con anticuerpos contra C9. Presenta una actividad formadora de

poros, la cual ayuda en la disrupcién de la vacuola durante el escape de

Anpéliga Dulee Maria QOle ez
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T. cruzi de la vacuola parasitéfora. Se expresa en todos los estadios del
parasito, encontrandose mayormente en tripomastigotes. Su inestabilidad
in vitro no ha permitido determinar la secuencia de aminoacidos ni ha sido
posible clonar su gen. La evidencia de su importancia en el proceso de
infeccién es indirecta, limitandose a la demostraciéon in vitro, no habiendo
hasta la fecha evidencias genéticas que lo comprueben (Andrews, 1990;
Andrews y cols, 1990; Burleigh y Woolsey, 2002; Manning Cela y cols,
2001).

Peptidil prolil isomerasa o TcMIP ( por sus siglas en inglés macrophage
invasién potentiador): Es uno de los principales factores de virulencia
secretado por tripomastigotes de Trypanosoma cruzi del que se ha sugerido

es necesaria para la invasion celular (Burleigh y Woolsey, 2002).

Glucoproteina 82 o gp82: Es una glucoproteina de superficie de 82kDa
presente en tripomastigotes metaciclicos. Media la unién de
tripomastigotes metaciclicos a la célula hospedera induciendo en ambos la
activacién de cascadas de sefalizacién que llevan a la movilizacion de
Ca*2 intracelular, el cual es un requerimiento para la internacién de T.
cruzi. Infecciones en ratones llevadas a cabo con tripomastigotes
deficientes en gp82, mostraron una baja parasitemia en comparacién con
aquellas infecciones llevadas a cabo con tripomastigotes normales. Aunado
a esto, ensayos de invasion en presencia de mucina gastrica mimetizando
la infeccion in vivo, mostraron una inhibicién del 70-75% en la internacién
de parasitos deficientes en gp82 comparando con parasitos no deficientes.
Estos trabajos llevan a pensar que gp82 es importante, pero no suficiente,
para la adhesion de T. cruzi a la mucina gastrica y la subsecuente

penetracion a células epiteliales (Cortez y cols, 2003; Neira y cols, 2003).

Oligopeptidasa B: Su papel en la senalizacién celular y en la invasién ha

sido confirmada usando mutantes por reemplazo (knock out), los cuales
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revelaron que T. cruzi utiliza una via mayor dependiente de oligopeptidasa
B para la invasién a células mamiferas, y una via menor independiente de

oligopeptidasa B.

Se postulé después que oligopeptidasa B funciona como una enzima
que genera un agonista de calcio para las células mamiferas seguida de la
hidrélisis de una molécula precursora especifica de tripomastigotes
(Burleigh y Andrews, 1998; Caler y cols, 1998).

LYT1: Una de las pocas proteinas que se ha demostrado de manera
convincente esta involucrada en el proceso de invasion de la célula
hospedera es LYTI1, la cual fue aislada de una biblioteca genémica de
ADNc de Trypanosoma cruzi basandose en la reactividad del producto del
gen a anticuerpos contra el componente C9 del complejo de ataque a la
membrana. Ensayos tipo Southern Blot demostraron que LYT1 corresponde
a un gen de copia unica de 1656pb que codifica para una proteina de 552
aminoacidos. La busqueda en la base de datos de ADN y proteinas fallé
para encontrar homologia significativa con proteinas conocidas o

productos potenciales de traduccién.

Estudios posteriores de biologia molecular evidenciaron que, aunque
LYT1 no es requerido para la viabilidad de los parasitos; parasitos
deficientes de LYT1 exhiben tres distintos fenotipos: muestran un
desarrollo acelerado in vitro, una infectividad reducida y una actividad
hemolitica disminuida. La reintroduccién del gen LYT1 reconstituye el
fenotipo de infectividad de los parasitos nulos, demostrando que el gen
LTY1 juega un papel importante en la infeccion (Manning Cela y cols,
2001).
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Sin embargo, aiin no se sabe como esta proteina puede afectar
procesos biolégicos tan diversos. Una explicacién podria ser que LYT1 esta
situado en una via de sefalizacién celular comin a estos procesos. Otra
posibilidad es que se estuvieran expresando diferentes formas de la

proteina.

Esta idea es apoyada por experimentos llevados a cabo por nuestro
grupo donde se encontré que la secuencia que codifica para LYT1 sufria
un “trans-splicing” alternativo dando como resultado tres distintos ARN’s
mensajeros de LYT1; dos que codifican para la proteina completa de LYT1
y un tercero que codifica para la proteina truncada sin la posible
secuencia sefial y que contiene una secuencia nuclear. La produccion de
diferentes derivados de la proteina LYT1 (LYT1lp), una poseyendo una
posible secuencia sefial de exportacién y otra sin esta secuencia, es
consistente con la idea de que ambas formas de la proteina, tanto
intracelular (citosodlica o nuclear) como secretada son producidas y podrian
entonces explicar el papel de esta proteina en procesos tan diversos como
la hemélisis y la regulacion de diferenciacion de estadio del parasito

(Manning Cela y cols, 2002).

En el 2003, esta proteina fue evaluada como posible vacuna
genémica contra la infeccién de T. cruzi. Los resultados mostraron que esta
vacuna fue capaz de activar la respuesta inmune confiriendo inmunidad
contra la infeccion de T. cruzi al 80% de los ratones que fueron

mortalmente inoculados con el parasito (Fralish y Tarleton, 2003).

oA ugélica Dulee Maria Qlea Martinez,
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Justificacion

Cada ano, millones de personas en Ameérica, principalmente en
centro y sur, son afectadas por la enfermedad de Chagas. En México esta
enfermedad ha sido dificil de controlar debido a la amplia distribucion del
vector a lo largo de toda la Republica, la migracion desde areas endémicas,
la pobreza econémica en algunos estados y la falta de farmacos eficientes
contra la fase cronica de la enfermedad. Por esto se han intensificado las
investigaciones en busca proteinas candidatas a ser blancos eficientes de
farmacos y vacunas. Una de estas proteinas es LYT1, la cual ya ha sido
probada en una vacuna gendmica experimental mostrando resultados
prometedores (Fralish y Tarleton, 2003). Por estas razones es importante

continuar con los esfuerzos en su caracterizacion.

Como se ha mencionado, LYT1 participa en el proceso de infecciéon y
de diferenciacion de estadio del parasito. Su participacion en fenotipos tan
diversos es posible ya que por “trans-splicing” alternativo se obtienen
transcritos distintos conteniendo o sin contener los primeros 29

aminoacidos que corresponde a uno posible secuencia sefial.

Para determinar si estos transcritos son activos y realmente
producen dos diferentes proteinas con distinta funcién, se decidié
continuar con la caracterizacion de los productos de LYTI (LYT1p)

(Manning Cela y cols, 2001).

Para encontrar la ubicacion de los posibles productos de LYTI, en
este trabajo fusionaremos la secuencia que codifica para LYT1 a partir del
1° y 2° ATG a la secuencia que codifica para la proteina verde fluorescente

(usada como gen reportero).
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Hipotesis

Al realizar la fusién de la secuencia que codifica para la proteina
LYT1 a partir del 1° y 2° ATG con la secuencia que codifica para la
proteina verde fluorescente e introducirla posteriormente en un vector de
expresiéon para Trypanosoma cruzi, se podran localizar los distintos
posibles productos de LYT1 dentro de los parasitos transfectados con

dichas secuencias, mediante microscopia de fluorescencia.

Angélica Daelee Maria Qlea Martines
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Objetivos
Objetivo general

Construccion de los plasmidos: pEGFP-LYT1 (1°ATG) y pEGFP-LYT1

(2°ATG) para la expresion de LYT1 fusionada a la proteina verde
fluorescente (EGFP).

Objetivos particulares

Angélica Dulee Maria Qlea Martines:

Amplificacién de la secuencia que codifica para la proteina LYT1 por
PCR, utilizando dos cebadores sentido, uno disefiado para amplificar
LYT1 a partir del primer codén de inicio de traduccién y otro a

partir del segundo codén de inicio de traduccién.

Clonacion de los productos de PCR anteriores en pGEM-T Easy para
la obtencion de pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y pGEM-T Easy-LYT1
(2°ATG).

Subclonacién de LYT1 (1° y 2° ATG) en pEGFP para la obtencién de
pEGFP-LYT1 (1°ATG) y pEGFP-LYT1 (2°ATG) en Dbacterias

Escherichia coli DH10B calcio competentes.
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Esquema experimental

I { Disefio de cebadores } i

Amplificacién por PCR de la Amplificacién por PCR de la secuencia
secuencia que codifica para LYT] a que codifica para LYT] a partir del
partir del primer codon de inicio de segundo codén de inicio de traduccion:

traduccion: LYT1 (1°ATG) LYT1 (2°ATG)

T |
Clonacion de LYT1 (1°ATG) Clonacién de LYT1 (2°ATG)
a pGEM-T-Easy a pGEM-T-Easy
I ( Primera transformacion de células

LE. coli DH10B calcio competentes

[ Extraccion de ADN del plasmido por el método de STET ]

[ Andlisis del patron de restriccién con EcoRl J

L
{ Lisis alcalina de } ]

[ .
[ PGEM-T-Easy-LYTI (1°ATG) ] [ pEGFP ’ [ pGEM-T-Easy-LYT1 (2°ATG) ]
L

]
[ ]
J

L Digestion con BamHI y Kpnl

[Clonaci(m de pEGFP con LYT1 (1 °ATG)] [ Clonacion de pEGFP con LYTI (2°ATG))

Segunda transformacion de células E. coli
DH10B calcio competentes.

[ Extraccién de ADN del plésmido por el método de STE’IJ
[

[ Andlisis del patrén de restriccion con HindlIl y Kpnl ]




Materiales y métodos

Bacterias
Escherichia coli DH10B

Es conocido que E. coli se vuelve competente para ser transformada
con ADN exégeno cuando las células se resuspenden en una solucion de
cloruro de sodio a baja temperatura y posteriormente se someten a un
breve choque térmico. Una vez transformadas, estas células son altamente
eficientes y quimicamente competentes para generar bibliotecas
gendmicas. La cepa DH10B posee una eficiencia maxima de 1 x 109
transformantes/pg de ADN de pUC19 en una reaccion de transformaciéon
de 100ul.

Plasmidos
pGEM-T Easy (Promega)

El vector pGEM-T Easy (Apéndice C) es un sistema conveniente de
clonacion para productos de PCR. Los vectores son preparados cortando
con EcoRV y anadiendo una timidina terminal en ambos extremos 3’
Estos tnicos extremos 3’-T sobresalientes en los sitios de insercién
aumentan la eficiencia de ligacion del producto de PCR en plasmidos

previniendo la recircularizacion del vector.

El vector contiene un promotor de polimerasas RNAT7 y SP6
flanqueando una regiéon de clonacion miiltiple dentro de la regién
codificante alfa-péptido de la enzima beta-galactosidasa. La inactivacién
insercional del alfa péptido permite la identificacién directa de las clonas
recombinantes por una seleccién en placas conteniendo IPTG y X-Gal
como sustratos para la enzima beta-galactosidasa (Promega, pGEM-T and
pPGEM-T-Easy Vector Systems Protocol).

o Angélica Dulee Maria Qlea Martinez,
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pEGFP

La GFP (proteina verde fluorescente) es una proteina que se
encuentra de forma natural en celenterados, tales como la medusa del
Pacifico, Aequoria victoria. Los componentes requeridos para su
bioluminiscencia son una foto proteina activada con Ca2?* llamada
aequorina, la cual emite una luz azul-verde y una proteina verde accesoria
que capta la energia de la aequorina y la re-emite como una luz verde. Su
fluorescencia natural es ocasionada por un unico croméforo unido
covalentemente que' se origina de una secuencia interna Ser-Tyr-Gly
(residuos 65, 66 y 67 respectivamente) la cual es modificada después de la
traduccién por ciclizacion y oxidacion a un p-hidroxibenciliden-

imidazolina.

El pEGFP lleva una variante de la proteina verde fluorescente (GFP)
la cual ha sido optimizada para dar una mayor fluorescencia y una mayor
expresién en células de mamiferos. Su emisién maxima es de 507nm. Este
gen fue clonado entre dos sitios de multiclonacién (MCS), asi que puede
ser facilmente extraido del pEGFP. Alternativamente, la secuencia

codificante para EGFP puede ser amplificada por PCR.

El gen de esta proteina (Apéndice B), es un gen reportero muy usado
en la biologia molecular como control en los experimentos de transfeccion,
para el monitoreo de la transfeccion en células vivas, para monitorear
cotransfecciones (cuando se desea retener la viabilidad de las células
después de probar la eficiencia de transfeccion), para marcar células en
protocolos de separacion de células activadas por fluorescencia (FACS), y
para determinar la localizacién de proteinas de fusiéon como lo usado en
este trabajo en que se fusioné la secuencia que codifica a EGFP y LYT1
para monitorear la expresiéon conjunta de estos dos genes en parasitos de

T .cruzi (Tsien,1998).

A edlice Dl Maria Olea Martinee




¢

24

Diseiio de oligonucleétidos

Un oligonucleétido es una cadena de acido nucleico formado por un
nuimero variable de bases nitrogenadas que van desde 10 hasta 30
nucleétidos. También conocidos como cebadores o iniciadores, sirven para
alinearse con el ADN de cadena sencilla y formar un segmento de cadena
doble para iniciar la amplificacion de la cadena molde utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa. Para el disefio de los cebadores es
necesario conocer la secuencia de nucleétidos de la cadena que se desea
amplificar, también se debe considerar que los cebadores posean un
tiempo de desnaturalizacién (Tm por sus siglas en inglés melting time) muy
parecido, esto se logra aumentando o disminuyendo el ntumero de
nucleétidos de cada cebador hasta lograr su homogenizacién en contenido

de GC y por lo tanto de su Tm.

Finalmente se debe incluir al inicio y al final del cebador ciertas
secuencias que sean reconocidas por enzimas de restricciéon, con el fin de
manipular el producto de PCR y asi facilitar su clonacién a secuencias
circulares de ADN auto replicativas como plasmidos, césmidos, etc

(Sambrook y Russel, 2001).

Tomando en cuenta lo anterior, el disefio de los cebadores fue el
siguiente: el oligonucleétido LYT 15S sentido contiene del nucledtido 202
al 221 de la secuencia de LYT1 (a partir del 1° ATG) alelo b (No. Acceso
AF320626) en el extremo 3’y el sitio de restriccion reconocido por BamH1
en su extremo 5’. Este cebador junto con LYT 17AS se utilizé6 para la
amplificacion de LYT 1 (1°ATG). La secuencia que codifica para LYT1

puede ser consultada en el apéndice A.

5" G GCG_GAT CCC GCG ATG CGG AAG AAA GCCGCA GC 3
BamH 1 202 LYT 1 221
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El cebador LYT 16S contiene en su extremo 3’ del nucleétido 286 al
303 del LYTI1 (a partir del 2° ATG) alelo b (No. Acceso AF320626) en su
extremo 3’ y el sitio de reconocimiento para BamH1 en su extremo 5°. El
cebador junto con LYT 17AS se utilizd para la amplificacion de LYT1
(2°ATG).

5 C GCG_GAT CCC GCG ATG GGA CGT GCCGGC CcCc 3
BamH 1 286 LYT 1 303

El cebador LYT1 17AS es complementario a los nucleétidos del 1857
a 1837 de LYT1 alelo b (No. Acceso AF320626) en su extremo 3’
eliminando de manera deliberada el codén de paro y afiadiendo el sitio de

restriccion para Kpnl en su extremo 5°.

5 G GGG TAC CCC ATC AGC TGC CAG CAT GTT TTC 3’
Kpnl 1857 LYT 1 1837

El templado utilizado fue el plasmido pBS + 4.3 LYT1 alelo b c-2.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) tiene como
objetivo el amplificar un segmento de ADN que se encuentre entre dos

regiones de secuencia conocida.

La técnica se basa en el proceso que naturalmente utilizan las
células para replicar su ADN, el componente principal es la cadena molde
o templado de ADN que contiene la regiéon que se desea copiar. La tnica
informacién necesaria para que este fragmento sea replicado es la
secuencia de dos pequerias regiones de nucledtidos en ambos extremos de
la regién de interés. Estas dos secuencias cortas del templado deben ser

conocidas para que puedan ser sintetizados, de manera artificial, los dos

Apgébica Dul 7 neg
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cebadores. Estos se unen con el templado (utilizando el criterio de
complementariedad de bases) y sirven como sitio de inicio para que se de
la replicacion del ADN (recordando que todas las ADN polimerasas
requieren de un extremo OH 3” terminal} y en consecuencia se replica el
segmento a clonar. También se necesita agregar nucleétidos libres para

construir una nueva cadena de ADN y la enzima ADN taq polimerasa I.

La enzima ADN polimerasa I interviene en la sintesis de ADN de la
célula. A esta enzima utilizada comercialmente en PCR se le conoce como
“Taq” ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus y es capaz de
soportar la incubacion prolongada a temperaturas de hasta 95°C con una
pérdida insignificante de actividad. Esta enzima consiste de un solo
polipéptido con un peso molecular de 94 kDa y tiene una actividad ADN

polimerasa en direcciéon 5 —3°.

La reaccion de PCR consiste en varios pasos repetidos a diferentes

temperaturas para amplificar ADN, las etapas son las siguientes:

1.-Desnaturalizacién: Esta etapa tiene como objetivo separar todo el ADN
de doble cadena y convertirlo en ADN de cadena sencilla. Es necesario que
se lleve a cabo a una temperatura superior a 90°C e inferior a 100°C en un

tiempo de 20 a 30seg.

2.-Alineamiento: Consiste en el acoplamiento del cebador, con la cadena
molde de ADN para ayudar a la enzima Taq polimerasa a reconocer un
segmento de doble cadena. Esta etapa se realiza a una temperatura que
varia de acuerdo a la Tm (temperatura de desnaturalizaciéon de cada

cebador) y el tiempo fluctila entre 10 y 50seg.

3.-Sintesis: Como su nombre lo indica, esta etapa consiste en la reaccién

de la enzima Taq para incorporar nucleétidos y completar la sintesis del
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ADN. La reaccién se lleva a cabo a 72°C y el tiempo se encuentra en

funcioén-del tamario de la cadena a amplificar (Lewin , 2000).

Las condiciones para llevar acabo la amplificacién por PCR fueron
las siguientes: 1 ciclo de 95°C/2min; 30 ciclos de 95°C/30seg,
60°C/30seg, 72°C/2min y un ciclo mas de 72°C/7min,

En la tabla 1, se muestran las cantidades utilizadas en las

amplificaciones de las secuencias que codifican a la proteina LYT1:

Tabla 1. Mezcla para la amplificacién por PCR

Reactivos LYT1 (1°ATG) Reactivos LYT1 ( 2°ATG)
{pl) ()
Amortiguador S Amortiguador S
Herculasa 10X Herculasa 10X
d NTP’s 1.25mM 8 d NTP’s 1.25mM 8
pBS +4.3LYT 1 6 pBS + 4.3 LYT 1 6
alelo b (20ng/ul) alelo b (20ng/ul)
LYT 15 S (0.1ug/pl) 0.5 LYT 16 S (0.1pg/ul) 0.5
LYT 17 AS (0.1pg/ul) 0.5 LYT 17 AS {0.1pg/pl) 0.5
Herculasa 0.5 Herculasa 0.5
| Agua mQ 29.5 Agua mQ 29.5
Total 50 Total 50

Electroforesis en geles de agarosa

El objetivo de la electroforesis es determinar el peso molecular de
una cadena de ADN, mediante un campo eléctrico se hacen migrar los
acidos nucleicos en una matriz porosa como la agarosa. La migracion del
ADN depende del voltaje aplicado, las condiciones salinas del medio
{(amortiguador), la posible conformacion del acido nucleico y el tamario del
poro de la matriz. El tamano de la molécula de ADN sera lo que defina su

migracion durante la electroforesis (Sambrook y Russel, 2001).

{ngélica Dulee Maria Olea Martinez
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Las muestras se corrieron en geles de agarosa 1% en amortiguador
TBE 0.5X, en una camara de electroforesis con amortiguador TBE 0.5X a
100volts. Los geles se tinieron con bromuro de etidio y se analizaron en un
transiluminador de luz UV capturando las imagenes con una camara
digital KODAK y se procesaron con el programa KODAK ID 3.5.

Ligacién

En la ligacién se utilizan enzimas de ligacién de Escherichia coli y del
bacteriéfago T4, las cuales codifican para una ADN ligasa. Estas enzimas
sellan cortes entre nucledtidos adyacentes en ADN de cadena doble.
Aunque las reacciones catalizadas por ambas enzimas son muy similares,
difieren en el cofactor utilizado. La enzima T4 requiere de ATP mientras
que la de E. coli utiliza NAD*. En cada caso el cofactor se rompe y forma un
complejo enzima-AMP, éste se une al corte (el cual debe exponer un grupo
fosfato 5’y un grupo OH 3’ y genera un enlace covalente. Se requiere que
los extremos sean compatibles, romos con romos o cohesivos con

cohesivos (Sambrook y Russel, 2001).
Al realizar la clonacién de los productos de amplificacién LYT1

(1I°ATG) y LYT1 (2°ATG) en pGEM-T Easy es necesario conocer la cantidad

de inserto a utilizar, para este propésito se usoé la siguiente féormula:

ng de vector x tamario del inserto (kb} x inserto = ng de inserto

tamafio del vector (kb) vector

Ejemplo: Para realizar la ligacién de LYT1 (1°ATG) en pGEM-T Easy:

SO0ng x 1.655kb x 3inserto = 82.33 ng de inserto
3.015kb 1 vector

{ngtlica Dulee Mariz Olea Martinez
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El ADN amplificado y purificado se cuantificé y se realizaron los
calculos del volumen a usar. Antes de realizar la ligacién, se agregaron al
inserto adenina en los extremos 3’, complementarias a las terminaciones
de timidina que posee el vector en su extremo 3’, ésta reaccién se llevo a

cabo incubando 30min a 70°C, de acuerdo a la tabla 2.

Tabla 2. Adicién de Adeninas en los extremos
3" de los productos de PCR

Reactivos LYT 1 (1°ATG) Reactivos LYT 1 (2°ATG)

(u)) {u))

Go Taq pol. 2 Go Taq pol. 2

Amortiguador 5X Amortiguador 5X

ADN ya purificado 6.15 ADN ya purificado 6.15

d’ATP 0.2 mM 1.6 d’ATP 0.2 mM 1.6

Go Taq pol 5 U 0.25 Go Tag pol S U 0.25

Total 10 Total 10

Posteriormente se realizaron las mezclas para las ligaciones en

PGEM-T Easy, como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Mezcla de ligacion de los productos
de PCR a pGEM-T Easy

Reactivos LYT1 (1°ATG) Reactivos LYT1 (2°ATG)

(1) (1)

Inserto LYT1 (1°ATG) 3 Inserto LYT1 (2°ATG) 3

pGEM-T Easy 1 pGEM-T Easy 1

50 ng/ul 50 ng/pl

Ligasa T4 ADN 3u/pl 1 Ligasa T4 ADN 3u/pl 1

Amortiguador T4 S Amortiguador T4 S

ADN 2X ADN 2X

Total 10 Total 10

arta

[nez
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Se transformaron células Escherichia coli DH10B calcio competentes
con las ligaciones anteriores para obtener grandes cantidades del vector
con el inserto. El ADN producido fue analizado y tratado para efectuar una
segunda ligacién, ahora con el plasmido que contiene la secuencia que
codifica para la proteina verde fluorescente, la mezcla se realizé de acuerdo

ala tabla 4.

Las reacciones de ligacién fueron sometidas a un choque térmico de
50°C por 30seg para evitar que se formen estructuras secundarias de ADN

durante la ligacién y asi aumentar la eficiencia de ligacién.

Tabla 4. Mezcla de ligacion de LYT1 {1° y 2° ATG)

en pEGFP
Reactivos LYT 1 (1°ATG) Reactivos LYT 1 (2°ATG}
{u)) ()
Vector pEGFP 1 Vector pEGFP 1
Inserto LYT 1 (1°ATG) 10 Inserto LYT 1 (2°ATG) 10
Amortiguador 10X 1.5 Amortiguador 10X 1.5
T4 ADN ligasa T4 ADN ligasa
T4 ADN ligasa 0.5 T4 ADN ligasa 0.5
| Agua mQ 2 Agua mQ 2
Total 15 Total 15

Posteriormente las mezclas se colocaron en el termociclador a 16°C

toda la noche para que la ligasa efectiie su funcioén.

Transformacion de bacterias calcio competentes

Los acidos nucleicos no pueden ingresar de manera auténoma a la
bacteria. Para poder ser expresados y replicados es necesario que
atraviesen primero la membrana. Para permitir el ingreso a la bacteria, en
esta técnica se da un choque térmico a bacterias calcio competentes E. coli
DH10B, con el proposito de que el ADN que se encuentre en el medio
pueda introducirse en la célula (Sambrook y Russel, 2001). La metodologia

empleada fue la siguiente:

{agéliia Dulie Maria Olea Martinez
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Se mezclan 100ul de células calcio competentes E. coli DH10, 100ui
de amortiguador TFB-2 y 10ul de ADN de la ligacién, incubandose 20min
en hielo. Posteriormente se dio un choque térmico a 42°C por lmin y
medio y se deja reposar 10min en hielo. Se agregé 1ml de medio LB para
incubar a 37°C en agitacion continua 1 hora, sembrando 100, 200y 250ul
en cajas de agar LB ampicilina (100pg/ml) e incubando a 37°C por 24 hrs.

Extraccion del ADN de plasmido

Un prerrequisito para clonar fragmentos de ADN en plasmidos es la
propia purificacion del plasmido. Para ello es necesario lisar a las bacterias
so6lo lo suficiente para permitir que el ADN del plasmido sea liberado sin
demasiado ADN cromosomico contaminante. Si la lisis es suave, la
mayoria del ADN cromosémico liberado sera de alto peso molecular y
podra eliminarse junto con los restos celulares, por centrifugacién a alta

velocidad para dar un lisado claro.

Los métodos utilizados para la extraccion del ADN de los plasmidos,
asi como el analisis del patrén de restriccion fueron, respectivamente, lisis

alcalina y preparacion por el método de STET (Sambrook y Russel, 2001).

Lisis alcalina

A pH de 12 a 12.5 el ADN lineal se desnaturaliza, pero no se
desnaturalizan los circulos covalentemente cerrados (CCC). Las bacterias
que contienen el plasmido se tratan con lisozima para debilitar la pared
celular y después se lisan con hidréxido de sodio (NaOH) y dodecil sulfato
de sodio (SDS). El ADN cromosémico permanece de alto peso molecular y
se desnaturaliza. Después de neutralizar con acetato de sodio, el ADN
cromosémico se re-naturaliza y forma un agregado insoluble.

Simultaneamente la alta concentracion de acetato de sodio causa la
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precipitacién de complejos de proteina-SDS y el ARN de alto peso
molecular. Las moléculas CCC del plasmido permanecen en su estado
nativo en solucién, mientras que las macromoléculas contaminantes se
precipitan. El precipitado puede eliminarse por centrifugaciéon y se

concentra por precipitacién con etanol (Sambrook y Russel, 2001).

Los pasos a seguir fueron los siguientes: se inoculé una colonia
bacteriana de cada cepa en 20ml de medio LB mas 100pi/ml de
ampicilina, incubando a 37°C por 14 horas, 10ml del cultivo anterior se
centrifugaron a 4000rpm 10min resuspendiendo posteriormente en 400ul
de la solucién I y mezclando vigorosamente. Se agregaron 400ul de
solucién II (preparada al momento) y a continuacién se agrega 300ul de
solucién III. Después de Smin se centrifugé a 12000rpm por 5min y al
sobrenadante recuperado se le agregaron 2pul de RNAsas incubando
posteriormente 2 horas a 37°C. Se extrajo con un volumen igual de fenol-
cloroformo-isoamilico (25-24-1) mezclando vigorosamente hasta formar
una emulsién. A continuacién se centrifugo a 12000rpm por 5min a 4°C,
recuperando la fase acuosa (arriba). E1 ADN se precipité después con un
volumen igual de isopropanol durante 10min a temperatura ambiente y
pasteriormente se centrifugé a 12000rpm 5min a 4°C. El sobrenadante se
descarté por aspirado y la pastilla fue resuspendida en 1ml de etanol al
70%. Por ultimo, se centrifugdé a 12000rpm 5min a 4°C y el sobrenadante
fue aspirado, quedando una pastilla de ADN la cual se resuspendi6é en

50ul de TE.

Extraccién de ADN por la técnica de STET

Este método es el mas usado para extraer rapidamente pequeiias
cantidades de ADN de plasmido de numerosos cultivos, para la evaluacién

de la integridad del ADN del plasmido, para la evaluacién de la eficiencia

luice Duee Maria Olea Marsi
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de clonacion, para la determinacion del patrén de restricciéon y para la

preparacion de ADN para clonacioén (Sambrook y Russel, 2001).

Las colonias transformadas con el ADN de las ligaciones fueron
seleccionadas por su resistencia al antibidtico e inoculadas en 5ml de
medio LB mas 100pg/ml de ampicilina, incubandose a 37°C por 16 horas.
Se centrifugaron 3ml de este medio a 13000rpm durante 1min. La pastilla
resultante se resuspendié en 350pl de solucion STET, centrifugandose a
13000rpm por 1min. Posteriormente se agregaron 25ul de lisozima
(10mg/Tris pH 8.0 10mM) recién preparada y se sumergié en agua
hirviendo durante 45seg exactos. Después de dejar enfriar, se centrifugo
durante 10min a 12000rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante se
recupera en otro tubo y se adicionan 40ul de acetato de sodio 2.5M y 420ul
de isopropanol. Esta mezcla se mantuvo por 10min a temperatura
ambiente y se centrifugéd a 12000rpm durante 5min, se dejé secar la
pastilla para después resuspenderla en 1ml de etanol al 70%,
centrifugando a 12000rpm durante Smin a 4°C, para limpiar impurezas,

se retird el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla en 25ul de TE.

Enzimas de restriccién

Las enzimas de restriccion son endonucleasas que presentan una
alta selectividad para realizar un corte cohesivo o romo cuando reconocen

una secuencia especifica de ADN, existen tres tipos de enzimas:

Tipo I: Enzima bifuncional (metilasa endonucleasa) de 3 subunidades,
cuyo sitio de reconocimiento es asimeétrico y el sitio de corte inespecifico.

Tipo II: Enzimas (metilasas endonucleasas) separadas, cuyo sitio de
reconocimiento es de 4 a 6 pares de bases (pb) palindréomicas y el sitio de
corte es el mismo que el sitio de reconocimiento. Este tipo de enzimas son

las utilizadas en el presente trabajo.
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Tipo III: Enzima bifuncional (metilasa endonucleasa) de dos sub-unidades,
cuyo sitio de reconocimiento es de 5 a 7pb asimétricas y el sitio de corte

esta 24-26pb adelante del sitio de reconocimiento.

La nomenclatura de las enzimas de restriccién tipo II se basa en las
tres primeras letras que recuerdan el género y la especie del
microorganismo del que fueron aisladas, por ejemplo: de Escherichia coli se
tiene EcoRI y de Haemophilus influenzae Hindill. La cantidad de enzima a
usar, el amortiguador, ADN y condiciones de la reaccién varian

dependiendo de la aplicacién especifica (Gerstein, 2001).

Las reacciones de digestion llevadas a cabo fueron, en primera
instancia, las utilizadas para subclonar en pEGFP. Para las enzimas
BamHl y Kpnl, se recomienda una digestion secuencial debido a que sus
amortiguadores son incompatibles. Por tal motivo se realiz6 primero la
digestién con BamHI, precipitando el ADN para eliminar el resto de los
componentes de la reaccién que pudieran interferir en la segunda
digestién. A continuacién se realiz6 la digestién con Kprnl, las cantidades
utilizadas se muestran en la tabla 5. ‘

Tabla 5. Mezcla para la reaccion de digestiéon

de pEGFP con BamHl y Kpnl
Reactivos Cantidades Reactivos Cantidades

() (u1)
BSA 10X 2.5 BSA 10X 2.5
ADN {insertos 19 ADN (insertos 19
y vector) y vector)
Amortiguador 2.5 Amortiguador 2.5
BamHI 10X 1 10X
BamHI 1 Kpnl 1
Total 25 Total 25

Después de las ligaciones y la transformacion de células calcio
competentes, se seleccionan las bacterias que presentan resistencia al

antibiético, a éstas bacterias se les extrae el ADN por el método de STET.

ngélica Dul, ia Qlea ine.
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Posteriormente el ADN extraido por este método se somete a
digestién con alguna enzima de restriccidén que pueda ser 1til para un

analisis del patron de restriccion del plasmido.

El analisis del patréon de restriccion de ADN para el ADN extraido de
las bacterias transformadas con las ligaciones pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG)
y pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG) se llevo a cabo con EcoRI. Las cantidades de
la solucion madre, mostradas en la tabla 6, se calcularon para el analisis
del ADN de 17 colonias resistentes a ampicilina; 8 colonias de la ligacién
PGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y 9 de la ligacion pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG).

Tabla 6. Mezcla para las reacciones de digestion de
PGEM-T Easy-LYT1 (1°y 2° ATG) con EcoRl

Reactivos Cantidades
(1)
Amortiguador 17
EcoRI 10X
EcoRI 2.125
|Agua mQ 62
Total 81.125

Posteriormente a cada tubo se agregaron 5ul de ADN extraido por
STET y Sul de solucién madre.

Después de la subclonacion en pEGFP, se transformaron células
calcio competentes, seleccionando las bacterias que presentaron
resistencia al antibidtico, a éstas bacterias se les extrajo ADN por el
método de STET. Posteriormente el ADN extraido por este método se
sometié a digestion con Hindlll y Kpnl. Las cantidades de la solucién
madre, mostradas en la tabla 7, se calcularon para el analisis del ADN de
22 colonias resistentes a ampicilina; 12 colonias de la ligacion pEGFP-
LYT1 (1°ATG) y 10 de la ligacion pEGFP-LYT1 (2°ATG).
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Tabla 7. Mezcla para la reaccién de digestiéon de
PEGFP-LYT1 (1°y 2° ATG) con Hindill y Kpnl

Reactivos Cantidades

()

Amortiguador 2 23

10X

Hindlll 2.875

Kpnl 2.875

BSA 10X 23

|Agua mQ 63.25

Total 115

A cada tubo se agregaron Sul de ADN extraido por el método de
STET y Sul de solucién madre.

Purificacién de ADN de geles de agarosa

El ADN que se deseaba purificar se corrié en un gel de agarosa 1%
TAE 0.5X, en una camara de electroforesis con amortiguador TAE 0.5X a
60 volts. Después se tifid con bromuro de etidio (protegiendo de la luz para
evitar la fragmentacién del bromuro) y con ayuda del transiluminador de
luz UV se corta la banda de interés. Para realizar la purificacién fue
utilizado el protocolo del kit de QUIAGEN.

El fragmento de gel de agarosa cortado previamente se pesa y se
realiza la conversiéon de gramos a microlitros asumiendo que 1mg es igual
a lul. Posteriormente se agregé tres veces el peso de agarosa en un ul de
amortiguador QG y la mezcla fue incubada a 50°C por 10min, hasta que la
agarosa se disuelve completamente. La mezcla se pasdé por una columna
QUIAGEN y se centrifuga por lmin a 13,000rpm. El sobrenadante fue
desechado y se adicioné 0.5m! de amortiguador QG a la columna,
centrifugandose por lmin a 13,000rpm eliminando de esta forma los
restos de agarosa. La columna fue lavada con 0.75ml de amortiguador PE
y centrifugada a 13,000rpm por 1min (se deja previamente de 2-5min en el
amortiguador si el ADN se utilizé6 en ligaciones o secuenciacién). El

sobrenadante se deseché y se volvid a centrifugar para eliminar todos los
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residuos de etanol. Finalmente la columna fue colocada en un tubo nuevo
de 1.5ml para eluir €l ADN adicionando 50p] de amortiguador EB y se dejé
Imin centrifugdndose posteriormente otro minuto a 13,000rpm. El1 ADN
purificado se almacené a -20°C.
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Resultados

Amplificacion por PCR de la secuencia de LYT1

(1°ATG) y LYT1 (2° ATG)

Los productos de amplificacion obtenidos se corrieron en un gel de
agarosa al 1% y fueron tenidos con bromuro de etidio como se describe en
materiales y métodos.

Los cebadores usados en la amplificacion de la secuencia que
codifican para LYT1 desde el primer codon de inicio de traduccién fueron
LYT 15S y LYT 17AS. Los cebadores usados en la amplificacién de la
secuencia que codifican para LYT1 desde el segundo codon de inicio de
traduccion utilizados fueron LYT 16S y LYT 17AS. En ambas
amplificaciones se usé como templado pBS+ LYT1 (4.3Kb).

En la figura 6 se muestran los productos de amplificacién obtenidos
por PCR cuyos pesos moleculares corresponden a los esperados. En el
carril 2 se obtuvo una banda de aproximadamente 1655pb para LYT1
(I°ATG) y de 1571pb para LYT1 (2°ATG). Estos productos de PCR se

usaron posteriormente para su clonacion en el vector pGEM-T Easy.

i 2 3

Figura 6. Amplificacion por PCR de las secuencias que codifican para LYTI
(1°ATG) y LYT1 (2°ATG). 1, Marcador de peso molecular 1Kb Ladder; 2, producto
de amplificacion de PCR de LYT1 (1°ATG) (1655pb); 3, producto de amplificacion
de PCR de LYT 1 {2°ATG) (157 1pb).

o< Lnpélica Didre Maria Qlea Martines.
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Clonacién de la secuencia de LYT1 (1° ATG) y LYT1
(2°ATG) a pGEM-T Easy

Los productos de PCR se ligaron al vector de clonacién comercial
pGEM-T Easy como se describe en materiales y métodos. Una vez
realizadas las ligaciones de pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y pGEM-T Easy-
LYT1 (2°ATG), fueron utilizadas para transformar células E. coli DH10B
calcio competentes. Los resultados mostraron (Tabla 8) colonias blancas
{que contenian el inserto) y azules (que contenian Gnicamente el vector)

seleccionadas en placas de agar LB con ampicilina mas IPTG y X-Gal.

Tabla 8. Eficiencia de transformacién de las ligaciones
de pGEM-T Easy-LYT1.

Ligacién Tipo de No. Eficiencia de
colonia colonias | transformacion
(UFC/ug ADN)
pGEM-T Easy- Azules 700 6X10%
LYT1(1°ATG) Blancas 2000
Total 2700
pGEM-T Easy- Azules 450 7X104
LYT1(2°ATG) Blancas 2700
Total 3150

Como es posible observar en la tabla 8, en la transformacion de
células calcio competentes con la ligacion pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG), se
obtuvieron 2700 colonias resistentes a ampicilina de las cuales se

analizaron al azar 8 colonias blancas.

Cuando la ligacion de pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG]} fue utilizada para
la transformacién, se obtuvieron 3150 colonias resistentes a ampicilina de
las cuales se analizaron al azar 9 colonias blancas. Se realizo la extraccién
del ADN por el método de STET de las colonias seleccionadas. Este ADN se
someti6 a digestion con EcoRI para liberar la secuencia de LYT1 (1°ATG) y
LTY1 (2°ATG) en cada caso. En la figura 7 se muestra el resultado, donde

se aprecia el patréon de restriccion esperado de dos colonias. La digestiéon
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del ADN de pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG} mostr6 una banda de
aproximadamente 3001pb correspondiente al vector y una segunda banda
de 1655pb correspondiente al inserto. De la misma manera, para la
clonacion pGEM-T Easy-LYT! (2°ATG), la primera banda es de
aproximadamente 3001pb correspondiente al vector y la segunda de
1571pb correspondiente al inserto. En la tabla 9 se muestra la eficiencia
de clonacién obtenida en el presente trabajo con pGEM-T Easy, siendo de
87% para la ligacion pGEM-T Easy- LYT1 (1°ATG) y 88% para pGEM-T
Easy LYT1 (2°ATG).

- 3,054
— 1,636

Figura 7. Extraccién de ADN total (A) de las colonias blancas resistentes a
ampicilina y su digestion (B) con EcoRI. 1, Marcador de ADN 1Kb Ladder; 2,
pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG); 3, pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG).

Tabla 9. Eficiencia de clonacion de
pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG y 2°ATG)

Ligacion Colonias No. Porcentaje
blancas colonias (%)
pGEM-T Easy-LYT1 ]| Analizadas 8 100
(1°ATG) Positivas 7 87
pGEM-T Easy-LYT1 | Analizadas 9 100
(2°ATG) Positivas 8 88

Una vez introducidas de manera exitosa las secuencias que codifican
para LYT1 (1°ATG) y LTY1 (2°ATG) dentro del vector pGEM-T Easy, se

realizaron subclonaciones con el fin de obtener las secuencias de LYT1

(1°ATG) y LYT1 (2°ATG) unidas a la secuencia que codifica para la proteina
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verde fluorescente. Para ello se extrajo el ADN por el método de lisis
alcalina de los plasmidos pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y pGEM-T Easy-
LYT1 (2°ATG) (Fig 8) para obtener los insertos a subclonar y ADN de
pPEGFP para obtener el vector.

Figura 8. ADN de pEGFP, pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y pGEM-T Easy-LYT1
(2°ATG) extraido por el método de lisis alcalina. 1, Marcador de peso molecular
1Kb Ladder, 2 y 7 pEGFP; 3 y 4, pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG}); 5 y 6 pGEM-T
Easy-LYT1 (2°ATG).

Subclonacion de la secuencia de LYT1 (1° ATG) y LYT1
(2° ATG) en pEGFP

Al preparar el vector y el inserto para la construcciéon de pEGFP-
LYT1 (1°ATG) y pEGFP-LTY1 (2°ATG) se realizo la digestion de los
plasmidos pEGFP, pGEM-T Easy-LYT1 {1°ATG) y pGEM-T Easy-LYT1
(2°ATGQG), con las enzimas de restriccion BamHI y Kpnl. Estas digestiones se
purificaron con el kit Quia quick de QUIAGEN, como se menciona en
materiales métodos. En la figura 9 se observan los insertos de

LYT1{1°ATG), LYT1 (2°ATG) y el ADN lineal de pEGFP puros.

o—czgélica Dulie Marra Qlea Martines,
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Figura 9. ADN’s purificados de pEGFP, pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y pGEM-T
Easy-LYT1 (2°ATG) digeridos con BamHl y Kpnl. 1, Marcador de peso molecular
1Kb Ladder; 2, LYT1 (1°ATG); 3, LYT1 (2°ATG) y 4, pEGFP.

Los insertos y el vector digeridos y purificados se ligaron como se
describe en materiales y métodos. Estas ligaciones se usaron para
transformar células E. coli DH10B calcio competentes, sembradas

posteriormente en placas de agar LB con ampicilina.

En la transformacion de células calcio competentes con la ligaciéon
pEGFP-LYT1 (1°ATG), se obtuvieron 33 colonias resistentes a ampicilina.
Asi mismo en la transformacion de células calcio competentes con la
ligacion pEGFP-LYT1 (2°ATG), se obtuvieron 24 colonias resistentes al
antibiético. La eficiencia de transformacion fue de 4.1X102 para la pEGFP-
LYT1 (1° ATG) y de 3.0X10? para pEGFP-LYT1 (2° ATG}, como se muestra
en la tabla 10. Para verificar cuales de estas colonias eran positivas a la
clonacion, de las colonias resistentes a ampicilina se tomaron 12
resultantes de la ligaciéon pEGFP-LYT1 (1°ATG} y 10 de la ligacién pEGFP-
LYT1 (2°ATG) extrayendo su ADN por el método STET y analizando su
patrén de restriccién. La eficiencia de clonaciéon se muestra en la tabla 11,
siendo del 33% para pEGFP-LYT1 (1°ATG) y del 40% para pEGFP-LYT1
(2°ATG). Este ADN fue digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y
Kpnl. La figura 10 muestra dos digestiones representativas del ADN de
bacterias que en el andlisis del patron de restriccion realizado se comprobé

que contenian la construccion deseada.
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Figura 10. Extraccion de ADN de dos colonias representativas resistentes a
ampicilina y su digestion con Hindlll y Kpnl. 1, Marcador de ADN 1Kb
(Fermentas); 2, pEGFP-LYT1 (1°ATG); 3, pEGFP-LYT1 (2°ATG).

La ligacion deseada presenta dos sitios de restriccidn para la enzima
Hindlll y un sitio para Kpnl, por lo que las bandas mostradas en el carril 2
y 3 concuerdan con el peso tedrico esperado. El patréon de restricciéon de
pEGFP-LYT1 (1°ATG) mostro tres bandas de un peso de 3316pb, 1330pb y
368pb. De igual forma en el caso de pEGFP-LYT1 (2°ATG) las bandas
obtenidas fueron de un peso molecular de 3316pb, 1246pb y 368pb.

Tabla 10. Eficiencia de transformacion de las ligaciones con
pEGFP-LYTI (1° y 2° ATG)

Ligacion No. Eficiencia de
colonias transformacién
(UFC/pug ADNJ
pEGFP-LYT1 (1°ATG) 33 4.1X102
pEGFP-LYT1 (2°ATG) 24 3.0X102

Tabla 11. Eficiencia de clonacién de pEGFP-LYT1 (1°y 2° ATG)
Ligacion Colonias No. Porcentaje
resistentes| colonias (%)
pEGFP-LYT1 (1°ATG) ]Analizadas 12 100
Positivas 4 33
pEGFP-LYT1 (2°ATG) |{Analizadas 10 100
Positivas 4 40

o AAngélica Dulee Maria Qlea Martines:
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Discusion

El propésito principal de nuestro equipo de trabajo ha sido poder
dilucidar a fondo los procesos biolégicos que permiten que Trypanosoma
cruzi infecte eficientemente al humano. Se han mencionado varias
proteinas involucradas en tal proceso, sin embargo, solo en dos de ellas se
ha demostrado por evidencias genéticas su participacién en el proceso de
infeccién. Recientemente se aislé y caracterizé a LYT1 (Manning Cela y
cols, 2001), molécula que se ha demostrado esta involucrada en procesos
muy diversos del parasito, tales como la regulacion de estadio y su
capacidad infectiva y hemolitica. Al revisar detenidamente la secuencia
que codifica para la proteina LYT1, se observa la existencia de dos codones
de inicio de traduccion. El primero se encuentra en la posicion +1 que
podria producir la proteina completa incluyendo los primeros 29
aminoacidos dentro de los cuales se encuentran los nucleétidos con
homologia a una posible secuencia sefial. El segundo codén de traduccién
en la posicién +85 produciria una proteina incompleta sin los primeros 29
aminoacidos y por lo tanto sin la secuencia sefial, e incluyendo la
presencia de una posible secuencia de localizacion nuclear presente en los

aminoacidos 126 a 132.

Es posible que ambas proteinas se estén expresando en el parasito,
ya que los estudios realizados al respecto demuestran que LYTI sufre un
“trans-splicing” alternativo de su secuencia y hay evidencia de distintos
transcritos de LYT1 en los diferentes estadios de Trypanosoma cruzi
(Manning Cela y cols, 2002). Sin embargo, la presencia de estos transcritos
no garantiza la sintesis de ambas proteinas, por lo que en este trabajo se
plantedé la construccion de plasmidos que contengan la secuencia que
codifica para la proteina LYT1 a partir del primero y segundo ATG, que
codificarian para la proteina completa e incompleta respectivamente. Estas

secuencias se fusionaron a la secuencia que codifica para la proteina verde
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fluorescente para que en trabajos futuros las secuencias de fusién se
clonen en vectores de expresion para Trypanosoma cruzi bajo un promotor
ribosomal (pTREX-n), facilitando asi el estudio de la expresion y

localizacion de LYT1 mediante microscopia de fluorescencia.

El uso de proteinas fluorescentes ha sido de gran utilidad para
detectar los niveles de expresion de genes in vivo, para el control en los
experimentos de transfeccion, para el monitoreo de la transfecciéon en
células vivas, para el marcaje celular para protocolos de separaciéon de
células activadas por fluorescencia (FACS), para la localizacion subcelular
de proteinas fusionadas a la proteina fluorescente, entre otras

aplicaciones.

La mayor parte de los trabajos experimentales que involucran a la
proteina verde fluorescente se han enfocado a esta dltima aplicacién. El
objetivo principal es fusionar la secuencia codificante para la proteina
verde fluorescente a la proteina a estudiar. El resultado es un plasmido
expresado en la célula u organismo deseado, donde la proteina de interés
mantiene sus funciones y localizacion normales pero ahora es

fluorescente.

A la fecha, la secuencia codificante para la proteina verde
fluorescente ha sido dirigida exitosamente a casi todos los organelos
celulares, incluyendo la membrana plasmatica, nucleo, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, vesiculas secretoras, mitocondria,

peroxisomas, vacuolas y fagosomas (Tsien, 1998).

Con base en lo anterior, el primer paso a seguir en este trabajo fue la
amplificaciéon de las secuencias que codifican para LYT1. Utilizando la
secuencia codificante para la proteina LYT1, se disefiaron los cebadores

como se menciona en materiales y métodos. Para facilitar la ligacién
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orientada de los productos de PCR en el plasmido vector, se adicionaron

en sus extremos una secuencia reconocida por una enzima de restricciéon.

La figura 6, muestra el resultado de la amplificacién por PCR, siendo
los productos de un peso molecular aproximado de 1655pb para LYT1
(1°ATG) y de 1571pb para LYT1 (2°ATG). Como un primer intento se tratd
de clonar dichos productos de PCR después de su digestion con BamH]1 y
Kpn1l en el vector pEGFP; sin embargo, el resultado fue negativo. Esto no
es sorprendente ya que la clonacién directa de un producto de PCR
digerido no es muy eficiente. Por lo tanto utilizamos un vector de clonacion
de productos de PCR comercial (pGEM-T Easy) el cual se ha reportado que
presenta una eficiencia de clonacién elevada de arriba del 60% (Promega,
pGEM-T and pGEM-T-Easy Vector Systems Protocol). La dificultad de
clonacion de los productos de PCR de LYT1 en pEGFP también pudo ser
resultado de observacion previas hechas en nuestro grupo en donde se ha
observado una gran dificultad de clonar las secuencias de LYT1 ya que al

parecer tienen un efecto toxico en bacteria.

Por ello, como se mencioné anteriormente, con el fin de aumentar las
probabilidades de éxito en la clonacién de LYT1 (1°ATG y 2°ATG) en el
plasmido pEGFP, se recurrié primero a su clonacién en el vector pGEM-T

Easy, y posteriormente subclonarlas en pEGFP.

Como se menciona en los resultados, la eficiencia de ligacién para
pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) fue del 87 %. Este porcentaje de eficiencia
resultod ser satisfactoria, al igual que la eficiencia obtenida en la clonacion
de pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG) que fue del 88%. Estos resultados
concuerdan con lo sugerido por el proveedor, arriba del 60% de eficiencia
de clonacién reportado por Promega en pGEM-T and pGEM-T-Easy Vector

Systems Protocol.
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La figura 7 muestra que se obtuvieron las ligaciones pGEM-T Easy-
LYT1 (1°ATG) y pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG). Al ser sometidos a digestién
con la enzima EcoRI, ambos plasmidos liberan el inserto del peso
molecular esperado. Para pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) se ven dos bandas,
una correspondiente al inserto (1655pb) y otra correspondiente al vector
(3015pb), y para pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG) la banda de 1571pb

corresponde al inserto y la segunda de 3015pb corresponde al vector.

Una vez obtenidas las ligaciones pGEM-T Easy-LYT1 (1°ATG) y
pGEM-T Easy-LYT1 (2°ATG) se realizaron lisis alcalinas para obtener ADN
suficiente para realizar la subclonacién. La figura 8 muestra los productos
obtenidos de las lisis alcalinas. Este ADN se digiri6 con las enzimas BamHI
y Kpnl para la generacion de extremos cohesivos tanto en el inserto como
en el vector. Cabe sefialar que estas enzimas utilizan amortiguadores
incompatibles entre si, por lo que se realizaron las digestiones de forma
secuencial y posteriormente se purificaron utilizando el procedimiento

descrito en materiales y métodos.

La figura 9 muestra el resultado de la purificaciéon de los productos
de digestiones secuenciales de los insertos y el vector. Con este ADN se
procedié a realizar las ligaciones y posteriormente se transformaron
células calcio competentes con los productos de la reaccion de ligacién,

como se describe en materiales y métodos.

La subclonacién presenté una eficiencia del 33% para pEGFP-LYT1
(1°ATG) y 40% pEGFP-LYT1 (2°ATG). Confirmando por su analisis de
patrén de restriccién que se lograron construir los plasmidos pEGFP-LYT1
(1°ATG) y pEGFP-LYT1 (2°ATG).

La figura 10 muestra el resultado de la digestiéon del analisis de

patrén de restriccién con las enzimas Hindlll y Kpnl. En el caso de
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PEGFP-LYT1 (1°ATG) se observan tres bandas con un peso molecular de
3316pb, 1330pb y 368b. Para la construccién pEGFP-LYT (2°ATG) las
bandas que se obtuvieron son de 3316pb, 1246pb y 368pb. La generacién
de tres bandas se justifica por la presencia de dos sitios de restriccién para

HindlIl y un sitio para Kpnl en los plasmidos construidos.

Dentro de la linea de investigacion de nuestro grupo de trabajo se
tiene considerado el empleo de estos plasmidos, para la construccion de
otros plasmidos: pTREXn-EGFP-LYT1 (1°ATG) y pTREXn-EGFP-LYT1
(2°ATG).

Este vector fue construido por Vazquez y Levin en 1999, derivado de
pRibotex. Se han reportado trabajos donde se utiliza pTREX-n como vector
con buenos resultados (Pereira y cols, 2003} y, recientemente, se ha
discutido sobre la aplicacion de pTREX-n en la expresiéon de proteinas

fluorescentes en T. cruzi (Gevara y cols, 2005).

El plasmido pTREXn se escogi6 para introducir las ligaciones EGFP-
LYT1 (1°ATG) y EGFP-LYT1 (2°ATG) debido a que contiene un promotor
ribosomal que se caracteriza por ser muy fuerte {adecuado para su
expresion en T. cruzi), un sitio multiple de clonacién {iitil para la insercién
de la secuencia de fusion LYT1- EGFP) y dos secuencias que codifican para
la resistencia a los antibiéticos ampicilina y neomicina {adecuado para la
seleccion de bacterias transformadas resistentes a ampicilina y para la
seleccion de parasitos transfectados resistentes a neomicina). De esta
forma se facilitara la expresion y localizacion de la proteina LYT1 dentro de

parasitos transfectados de Trypanosoma cruzi.

En parasitos transfectados con pTREXn-EGFP-LYT1 (1°ATG) que
codificarian para la proteina LYT1 completa, llevando la posible secuencia

se espera observar una fluorescencia en la membrana del parasito o ser
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secretada al medio, consistente con el papel de la proteina LYTI en la
hemélisis y el proceso de infeccion. De la misma forma, en parasitos
transfectados con pTREXn-EGFP-LYT1 (2°ATG), que codificaria para la
proteina LYT1 incompleta, careciendo de la posible secuencia sefial e
incluyendo una posible secuencia de localizacién nuclear, se espera
observar una fluorescencia en el citosol, lo que seria consistente con el
papel de la proteina LYT1 en el proceso de transicién de estadio en el ciclo

de vida del parasito.
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Conclusiones

Se amplificé la secuencia que codifica para la proteina LYT1 por
PCR, obteniendo los productos de amplificacion: LYT1 (1°ATG) y LYT1
(2°ATG) con un peso molecular de 1655pb y 1571 respectivamente.

Se logré la clonacién de los productos de PCR anteriores en pGEM-T
Easy, con una eficiencia de clonacién de 87% para pGEM-T Easy-LYT1
(1°ATG) y del 88% para pGEM-T Easy-LYT1 (2 °ATG).

Se logré construir a través de la subclonacién de los fragmentos de
LYT1 (1°y 2° ATG) en pGEM-T Easy, a los plasmidos pEGFP-LYT1 (1°ATG}
y pPEGFP-LYT1 (2°ATG) que expresaran la secuencia de LYT1 a partir del 1°
y 2° ATG fusionadas a la proteina verde fluorescente, con una eficiencia de

clonacion del 33 y 40%, respectivamente.




Perspectivas

Este trabajo constituye el primer paso para la construccion de los
vectores de transfeccibn pTREXn-EGFP-LYT1 (1°ATG) y pTREXn-EGFP-
LYT1 (2°ATG) los cuales seran utilizados para transfectar parasitos de

Trypanosoma cruzi.

Se espera que los parasitos con pTREXn-EGFP-LYT1 (1°ATG)
codifiquen para la proteina LYT1 completa. Esta proteina lleva la posible
secuencia senal y se espera observar una fluorescencia en la membrana
del parasito o ser secretada al medio consistente con el papel de la
proteina LYT1 en la hemdlisis y proceso de infeccion. De la misma forma,
en parasitos transfectados con pTREXn-EGFP-LYT1 (2°ATG), que
codificaran para la proteina LYT1 incompleta, careciendo de la posible
secuencia seflal e incluyendo una posible secuencia de localizacién
nuclear, se espera observar una fluorescencia en el citosol, lo que seria
consistente con la funcién de la proteina LYT1 en el proceso de transicion

de estadio en el ciclo de vida del parasito.
Esto permitira observar la localizacion de los diferentes productos de

la proteina LYT1 dentro del parasito y aumentar el conocimiento acerca de

la posible funcion de éstos.
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Apéndices

A. Secuencia del gen LYT1 alelo b

LOCUS AF320626 2289 bp DNA linear INV 22-MAY-2001
DEFINITION Trypanosoma cruzi LYT1p (LYT1) gene, LYT1-b allele, complete cds.
ACCESSION AF320626

VERSION AF320626.1 GI:12958499

KEYWORDS .

SOURCE Trypanosoma cruzi

ORGANISM Trypanosoma cruzi

Eukaryota; Euglenozoa; Kinetoplastida; Trypanosomatidae;
Trypanosoma; Schizotrypanum.

REFERENCE 1 (bases 1 to 2289}

AUTHORS Manning-Cela,R., Cortes,A., Gonzalez-Rey,E., Van Voorhis,W.C_,
Swindle,J. and Gonzalez,A.

TITLE LYT1 protein is required for efficient in vitro infection by
Trypanosoma cruzi

JOURNAL Infect. Immun. 69 (6), 3916-3923 (2001)

MEDLINE 21246696

PUBMED 11349059

REFERENCE 2 (bases 1 to 2289)

AUTHORS Manning-Cela,R.G., Cortes,A., Gonzalez-Rey,E., Van Voorhis,W.C.,
Swindle,J. and Gonzalez,A.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (10-NOV-2000) Infection Disease Research Institute, 1124
Columbia Street, Suite 600, Seattle, WA 98104, USA

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..2289

/organism="Trypanosoma cruzi"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="CL Brenner"
/db_xref="taxon:5693"

ene <202..>1860
/gene="LYT1"
Jallele="LYT1-b"
mRNA <202..>1860
/gene="LYT1"

Jallele="LYT1-b"
/product="LYT1p"
CcDS 202..1860

/gene="LYT1"

/allele="LYT1-b"

/codon_start=1

/evidence=not_experimental

/product="LYT1p"

/protein_id="AAK09325.1"

/db_xref="GI:12958500"
/translation="MRKKAAALVAPTADTRPTCRGAAIANNFMGRAGPREGVGRSTEM
PAAGPTGSQRSQTQREVKASQDADAAAISSYFQSELVTSQSHEGVSPLAKTRANERRN
GEQEREKELPAVGGAVPTGKGTDPKQRVLQDLPAMHAEGQNQHGREGDKGVSVKMDSP
GRVQVLEQMLLHLAALNRQLELELIETRRELTMYKQLLPDVQRQTEAHALSQEHHKAN
SAAPPLMSDERRRQMLFTGQQQQQQQVEDLHGGISGWETAARRMRYGYEEGERDALSD
GEGRPRCAGRMGSPKRFLSTQPPRSSRNHRNPHAANGTNGNSHVPHSSRQKSHPTRGA
AVTSVPLAASATNRRGRSMRQHTRPRGPSHLFERLDAEDAIDMLETLKLSLMYRCNHS
HHRSTEGDVVRPAAKPRKGTRSVAPPPPPPSMLSSSQRKLAAAVAGAPACSVSARHGR
NHGVSAVGDPSRGNRVSETARIAHAPSFGGKKCAPGLTQLHFSSPSRRATPMKKDTPL
SRGQAAGVAAVAVGGDGQLEALQRRYWEQSRAILEQLENMLAAD"




[}

misc_feature 286
/gene="LYT1"
/allele="LYT1-b"
/note="alternate site of translation initiation"
ORIGEN
1 agtectttge titttatttt taacctgtaa gtttcatgta aaatgaaaaa tgeggaaacc
61 anaaggtatg gaattacggc gtatgtatgt catccacttc ccatcecctt tacgtgttte
121 geaacttgece cttttgetct ctgecttgtt gaagtttcee ctegttttet tettttttgt
181 tttgtggecg tgctegeect catgeggaag aaagecgeag cattagtage acccacagea
241 gacacacggc cgacgtgecg Cggegctgec attgegaata actttatggg acgtgecggc
301 ccecgtgagg gegttggaag atcaacggag atgecggetg ctggaccgac ggggtctcaa
361 agaagtcaaa cgcaacggga ggtgaaageg tcacaagacg ccgacgcgge ggecattagt
421 agttatttcc agtccgaatt ggtgacatct cagtcgeacg agggtgtgte tectetggea
481 aagactaggg ccaacgaacg gcggaacggg gagcaggage gRRagaagga actgccggcg
541 gttggtggcg cegttccaac tgggaagggg acggacccea aacagegagt getgeaggat
601 ttgccagega tgcacgegga gggacaaaac cageacggta gagagggtga caagggtgtt
661 tccgtgaaga tggactccce tggtegegta caggtgetgg ageaaatgtt getacacctg
721 gctgeattga acagacagct agaattagaa cttatagaaa cgcgacggga actgacgatg
781 tacaagcagc tittacctga tgtgcagcge cagaccgagg cecatgettt gtetcaggag
841 catcacaaag cgaatagtgc tgetecgeca ctgatgtcag atgagaggeg acgacagatg
901 ctcttcacag ggcaacaaca acaacagcaa caagtggaag atctgeatgg cggtattage
961 gggteggaaa cggeagegag gagaatgege tatggttacg aggagegrea gaggRacgece
1021 ctttcagatg gtgagggeeg tecacgttge geaggtegta tgggetecee gaagagattc
1081 ctttcaacac aaccgectcg aagcageagg aaccatCgga accetCacgc tgctaacggg
1141 acaaatggca atagtcatgt tccccattcg tccagacaaa aaagtcacee gacaagagga
1201 gctgetgtaa cttecgtace gttggeggeg tecgeaacca ategeegagg tegttecatg
1261 cgacaacata cccgacceeg cggaccttct catcttttcg aacgectcga cgetgaggat
1321 gcaattgata tgctggagac cttgaagctc tctctcatgt atcgetgeaa ccactegeat
1381 catcgatcaa cagaaggaga tgttgtgcgg CCCRCCgega agececggaa aggcacgcgg
1441 tctgttgeac caccaccgee accaccgtee atgttatcat cgtcacaaag aaagcettgee
1501 gecgeagttg ctggagegee ggeatgeage gtetcageac gacacggaag gaaccatgge
1561 gtttctgegg tgggagatee gtcaagggge aatcgagttt cagaaacagce tegeataget
1621 catgcteett cttttggggg gaagaaatge gegecgggee taacccaact ceatttetet
1681 tccectteca gaagggetac geecgatgaaa aaagacacge cattgteacg tggtcaageg
1741 getggagtag cageagtage gRtgRRCRRt Bacgggcage tagaggeact geagaggegt
1801 tactgggaac agtccegtge gatattggag cagettgaaa acatgetgge agetgattga
1861 agtctttgge attagggatg acaatcatag tcgttitgea gettegttga ggttggtaca
1921 ttctgagaat tgtatctgca cagggtgcag tgatacacac acacacacac acatacaaat
1981 acatgtacac ttatgttgtt tgctatctac caggageegt gaggagtgag tggaaatgag
2041 caagcgggtg aaagttttct tecteacagt cttccggega cgegaagage aggagaatgg
2101 gaagtcaatg ccgagaagaa gaagaagaag aaggaanana agaaasaata ggaagtaaaa
2161 tgacgttcga ccgtggtaag cataccectt gagtectgga cagattaaac aageeocagg
2221 gtcagaaaaa tgaaaccggg attgaaaaaa asaaaaaaaa atttccccca gaggagaagt
2281 ttgaaaaaa

B. Secuencia de pEGFP

LOCUs CVU76561 3355bp DNA circular SYN 19-NOV-1996
DEFINITION Cloning vector pEGFP, complete sequence.
ACCESSION U76561
VERSION U76561.1 GI:1674491
KEYWORDS green fluorescent protein.
SOURCE Cloning vector pEGFP
ORGANISM Cloning vector pEGFP
artificial sequences; vectors.

REFERENCE 1 (bases 1 to 3355)
AUTHORS Kitts,P. and Green,G.
TITLE PEGFP complete sequence
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3355)

AUTHORS Kitts,P. and Green,G.

TITLE Direct Submission
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JOURNAL Submitted (28-OCT-1996) CLONTECH Laboratories, Inc., 1020 East
Meadow Circle, Palo Alto, CA 94303-4230, USA
COMMENT This vector can be obtained from CLONTECH Laboratories, Inc., 1020

East Meadow Circle, Palo Alto, CA 94303-4230, USA. To place an
order call (415) 424-8222 or (800) 662-2566, extension 1.
International customers, please contact your local distributor. For
technical information, call (415) 424-8222 or (800} 662-2566,
extension 3.
This sequence has been compiled from information in the sequence
databases, published literature and other sources, together with
partial sequences obtained by CLONTECH. If you suspect there is an
error in this sequence, please contact CLONTECH's Technical Service
Department at (415) 424-8222 or (800) 662-2566, extension 3 or
E-mail TECH@CLONTECH.COM.

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..3355

/organism="Cloning vector pEGFP"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:54105"

BASE COUNT 829a 886c 888g 752t

ORIGIN
1 agcgcccaat acgcaaaccg cctctcceeg cgegtiggece gattcattaa tgeagetgge

61 acgacaggtt tcccgactgg aaagegggea gtgagegeaa cgeaattaat gtgagttage
121 tcactcatta ggcaccccag getttacact ttatgettee ggetegtatg tigtgtggaa

181 ttgtgagegg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac geccaagettg
241 catgcctgea ggtegactet agaggatece cgggtaccgg tegecaccat ggtgagecaag
301 ggcgaggagce tgttcaccgg ggtggtgece atcctggteg agetggacgg cgacgtaaac
361 ggccacaagt tcagegtgtc cggegaggge gagggegatg ccacctacgg caagetgace
421 ctgaagttca tctgecaccac cggeaagetg ccegtgecct ggeccaccect cgtgaccace
481 ctgacctacg gegtgeagtg cttcagecge tacccegace acatgaagea geacgacttc
541 ttcaagtceg ccatgeccga aggetacgte caggagegea ccatcttctt caaggacgac
601 ggcaactaca agacccgcge cgaggtgaag ttcgagggeg acaccctggt gaaccgeate
661 gagctgaagg geatcgactt caaggaggac ggcaacatee tggggcacaa getggagtac
721 aactacaaca gccacaacgt ctatatcatg gecgacaage agaagaacgg catcaaggtg
781 aacttcaaga tccgecacaa catcgaggac ggeagegtge agetcgecga ceactaccag
841 cagaacaccc ccatcggega cggeccegtg ctgetgeecg acaaccacta cetgageace
901 cagtccgeec tgagcaaaga ccccaacgag aagegegatce acatggtect getggagtte
961 gtgaccgecg ccgggatcac tctcggeatg gacgagetgt acaagtaaag cggecgegac
1021 tctagaattc caactgagcg ccggtcgeta ccattaccaa ctigtctggt gtcaaaaata
1081 ataggcctac tagtcggeceg tacgggecect ttegtctege gegtiteggt gatgacggtg
1141 aaaacctctg acacatgcag ctcceggaga cggtecacage ttgtetgtaa geggatgeeg
1201 ggagcagaca agccegtcag ggcgegteag Cgggtgttgg cgggtgtegg gectggctta
1261 actatgcgge atcagagceag attgtactga gagtgeacca tatgeggtgt gaaataccge
1321 acagatgcgt aaggagaaaa taccgcatca ggcggectta agggectegt gatacgecta
1381 tttttatagg ttaatgtcat gataataatg gtttcttaga cgtcaggtgg cacttttcgg
1441 ggaaatgtgc geggaaccce tatttgttta tttttctaaa tacattcaaa tatgtatceg
1501 ctcatgagac aataaccctg ataaatgctt caataatatt gaaaaaggaa gagtatgagt
1561 attcaacatt tccgtgtege cettattece ttttttgegg cattttgeet tectgttttt

1621 gctcacccag aaacgetggt gaaagtaaaa gatgetgaag atcagttggg tgcacgagtg
1681 ggttacatcg aactggatct caacagcggt aagatecttg agagttttcg ccccgaagaa
1741 cgttttccaa tgatgageac ttttaaagtt ctgetatgtg gegeggtatt atcecgtatt
1801 gacgcecggge aagagcaact cggtcgecge atacactatt ctcagaatga ctiggttgag
1861 tactcaccag tcacagaaaa gcatcttacg gatggcatga cagtaagaga attatgcagt
1921 gctgecataa ccatgagtga taacactgeg gecaacttac ttctgacaac gatcggagga
1981 ccgaaggagc taaccgcttt tttgcacaac atgggggatce atgtaactcg ccttgategt
2041 tgggaaccgg agctgaatga agccatacca aacgacgage gtgacaccac gatgectgta
2101 gcaatggcaa caacgtigeg caaactatta actggegaac tacttactct agettecegg
2161 caacaattaa tagactggat ggaggcggat aaagttgcag gaccacttct gegeteggec
2221 cttceggetg getggtttat tgetgataaa tetggagoog gtgagegteg gtetcgeggt
2281 atcattgcag cactggggec agatggtaag ccctccegta tegtagttat ctacacgacg
2341 gpgagtcagg caactatgga tgaacgaaat agacagatcg ctgagatagg tgectcactg
2401 attaagcatt ggtaactgtc agaccaagtt tactcatata tactttagat tgatttaaaa
2461 cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg aagatccttt ttgataatct catgaccaaa
2521 atcccttaac gtgagttitc gticcactga gegtcagace ccgtagaaaa gatcaaagga
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2581 tcttcttgag atcctttttt tctgegegta atctgetget tgcaaacaaa aaaaccaccg

2641 ctaccagcgg tggtttgttt gecggatcaa gagetaccaa ctetttttee gaaggtaact
2701 ggcttcagea gagegeagat accaaatact gtecttetag tgtagecgta gttaggccac
2761 cacttcaaga actctgtage accgectaca tacctegetc tgetaatect gttaccagtg
2821 getgetgeca gtggegataa gtegtgtett accgggttgg actcaagacg atagttaceg
2881 gataaggege ageggteggg ctgaacgggg ggttegtgea cacageecag cttggagega
2941 acgacctaca ccgaactgag atacctacag cgtgagctat gagaaagege cacgcttcee
3001 gaagggagaa aggcggacag gtatccggta agcggeaggg tcggaacagg agagegeacg

3061 agggagcttc cagggggaaa cgectggtat ctttatagte ctgteggtt tcgecaccte
3121 tgacttgage gtcgattttt gtgatgeteg tcaggggegc ggagcctatg gaaaaacgcec
3181 ageaacgegg cctttttacg gttcctggee ttttgetgge cttttgetea catgttettt
3241 cctgegttat cecctgatte tgtggataac cgtattaccg cctttgagtg agetgatace

3301 getegeegea gecgaacgac cgagegeage gagteagtga gegaggaage ggaag

C. Secuencia de pGEM-T Easy

PGEM(R)-T Easy Vector Sequence reference points:

Base pairs 3015

T7 RNA polymerase transcription initiation site 1

multiple cloning region 10-128
SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 139-158
SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
lacZ start codon 180

lac operator 200-216
beta-lactamase coding region 1337-2197
phage {1 region 2380-2835
lac operon sequences 2836-2996, 166-395
pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 2999-3

1 gggegaattg ggcccgacgt cgeatgetee cggecgecat BECEBCCRCE
51 ggaattcgat* atcactagtg aattcgegge cgectgeagg tegaccatat
101 gggagagctc ccaacgegtt ggatgeatag cttgagtatt ctatagtgtc
151 acctaaatag cttggcgtaa tcatggtcat agetgttice tgtgtgaaat
201 tgttatcege tcacaattce acacaacata cgagecggaa geataaagtg
251 taaagectgg ggtgectaat gagtgageta actcacatta attgegttge
301 gctcactgee cgetttccag tegggaaace tgtegtgeea gotgeattaa
351 tgaatcggce aacgcgcggg gagaggeegt ttgegtattg ggegetette
401 cgettceteg ctcactgact cgetgegete ggtegttegg ctgeggegag
451 cggtatcage tcactcaaag geggtaatac ggttatccac agaatcaggg
501 gataacgcag gaaagaacat gtgagcaaaa ggccageaaa aggecaggaa
551 ccgtaaaaag gecgegttge tggegttttt ceataggcete cgeceeectg
601 acgagcatca caaanatcga cgetcaagte agaggtggeg aaacccgaca
651 ggactataaa gataccagge gtttcccect ggaagetece tegtgegete
701 tcctgttceg acectgeege ttaccggata cctgteegec tttctecett
751 cgggaagegt ggegetttet catagetcac getgtaggta tetcagtteg
801 gtgtaggtcg ttcgctecaa getgggetgt gtgeacgaac ceceegttca
851 gecegaccge tgegeettat coggtaacta tegtcttgag tecaaccegg
901 taagacacga cttatcgcea ctggeageag ccactggtaa caggattagc
951 agagcgaggt atgtaggegg tgctacagag ttettgaagt ggtggectaa
1001 ctacggctac actagaagaa cagtatttgg tatctgcget ctgctgaage
1051 cagttacctt cggaaaaaga gttggtagct cttgatccgg caaacaaacce
1101 accgctggta geggtggttt ttttgtttgc aagcageaga ttacgcgcag
1151 aaaaaaagga tctcaagaag atcctttgat cttttctacg gggtctgacg
1201 ctcagtggaa cgaaaactca cgttaaggga ttttggtcat gagattatca
1251 aaaaggatct tcacctagat ccttttaaat taaaaatgaa gttttaaatc
1301 aatctaaagt atatatgagt aaacttggtc tgacagttac caatgcttaa
1351 tcagtgaggc acctatctca gegatctgtc tatttcgttc atccatagtt
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1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
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gectgactee cegtegtgta gataactacg atacgggagg gettaccatc
tggceecagt getgeaatga taccgegaga cccacgetea ceggetecag
atttatcagc aataaaccag ccagccggaa gggccgageg cagaagtggt
cctgcaactt tatccgecte catccagtct attaattgtt geccgggaage
tagagtaagt agttcgccag ttaatagttt gegecaacgtt gttgecattg
ctacaggcat cgtggtgtca cgetegtegt ttggtatgge ttcattcage
tccggttcee aacgatcaag gegagttaca tgatcceeca tgttgigeaa
aaaagceggtt agctectteg gtectccgat cgttgtcaga agtaagttge
ccgeagtgtt atcactcatg gttatggeag cactgcataa ttctcttact
gtcatgccat ccgtaagatg cttttctgtg actggtgagt actcaaccaa
gtcattctga gaatagtgta tgeggegacc gagttgetct tgeceggegt
caatacggga taataccgeg ccacatagca gaactttaaa agtgctcate
attggaaaac gttcttcggg gegaaaacte tcaaggatct taccgetgtt
gagatccagt tcgatgtaac ccactcgtge acccaactga tettcageat
cttttacttt caccagegtt tctgggtgag caaaaacagg aaggcaaaat
gecgeaaaaa agggaataag ggegacacgg aaatgitgaa tactcatact
cttecttttt caatattatt gaagcattta tcagggttat tgtctcatga
gcggatacat atttgaatgt atttagaaaa ataaacaaat aggggttecg
cgcacatttc cccgaaaagt gecacctgat geggtgtgaa ataccgeaca
gatgcgtaag gagaaaatac cgcatcagga aattgtaagce gttaatattt
tgttaaaatt cgegttaaat ttttgttaaa tcagctcatt ttttaaccaa
taggccgaaa tcggcaaaat cocttataaa tcaaaagaat agaccgagat
agggttgagt gttgttccag tttggaacaa gagtccacta ttaaagaacg
tggactccaa cgtcaaaggg cgaaaaaccg tctatcaggg cgatggecca
ctacgtgaac catcacccta atcaagtttt ttggggtcga ggtgecgtaa
agcactaaat cggaacccta aagggagecce ccgatttaga gettgacggg
gaaagccgge gaacgtgeeg agaaaggaag ggaagaaage gaaaggageg
ggcgctaggg cgetggeaag tgtageggtc acgetgegeg taaccaccac
accegecgeg cttaatgege cgetacaggg cgegtecatt cgecattcag
getgegeaac tgttgggaag ggegateggt gegggectct tegetattac
gecagetgge gaaaggggea tgtgetgeaa ggegattaag tigggtaacg
ccagggtttt cccagtcacg acgttgtaaa acgacggeca gtgaattgta
atacgactca ctata
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D. Medios y Soluciones

LB/litro: 10g de bacto triptona, 5g de extracto de levadura y 10g de
NaCl. Ajustar a pH 7.5.

LB/Agar 1L: 25g de LB y 12.5g de agar.

LB con ampicilina: Preparar el medio LB de manera normal.
Después, esterilizar por autoclave y agregar 100ug/ml de ampicilina.
Ampicilina, solucién madre: 500mg/ml en agua. La solucién de
trabajo es de 100ug/ml.

Amortiguador de muestra: Azul de bromofenol 0.25%, xileno cianol
FF 0.25% y glicerol en agua al 30%. Almacenar a 4°C.

Amortiguador TFB-2: 10mM MOPS (pH 7.0), 75mM CaClz, 10mM de
KCL, 15% de glicerol. Esterilizar por filtraciéon (no esterilizar por
autoclave).

Amortiguador TE 0.1X pH 8.0: Tris-HCl 1mM (pH 8.0) y EDTA
0.1mM (pH 8.0).

Solucién I: Glucosa 50mM, Tris-HCI 25mM (pH 8.0) y EDTA 10mM
(pH 8.0). Esterilizar por autoclave y guardar a 4°C.

Solucién I: NaOH 0.2N (preparada en el momento a partir de una
solucién madre 10N)y SDS 1.0%

Solucion III: Acetato de potasio SM, 11.5ml de acido acético glacial y
28.5ml de agua mQ.

STET: Sucrosa al 8%, Tritén X-100 5%, EDTA 50mM pH 8.0 (3.7g) y
Tris-HCI (pH 8.0).

dNTPs: Se preparan a una concentracion 1.25mM en amortiguador
TE.
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