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RESUMEN

I RESUMEN

La conglutina gama es una proteina que representa del 5-6% del total de las
globulinas en las semillas de las plantas del grupo lupinus. Esta proteina posee una
mayor cantidad de lisina, treonina, triptofano y valina, con respecto a otras
globulinas, lo que le confiere un alto valor nutritivo. Ademas es susceptible a la
degradacion enzimatica cuando previamente se le ha desnaturalizado en un pH
acido, condicién que tedricamente se presenta en el estomago. Por lo que hace que
estc compuesto sea considerado como una fuente alternativa para consumo
humano.

En base al anilisis de la secuencia reportada del cDNA de la conglutina
gama de Lupinus angustifolius, se disefiaron oligonucledtidos que generan por PCR
un fragmento de 630 pb. Para llevar a cabo la clonacion y caracterizacion de un
fragmento de conglutina gama, se purifico el DNA total a partir de hojas frescas de
Lupinus campestris, se utilizaron los oligonucleétidos iniciadores 112 y 712
disefiados para generar un producto de 630 pb que presenta sitios de corte para las
enzimas EcoRI y BamHI, ademas de que posee una sefial de terminacién para la
sintests de la proteina. Una vez obtenido el producto de amplificacion por PCR,
este se analiz mediante electroforesis en gel de agarosa, observando que el tamaiio
corresponde al esperado. Por otro lado se llevo a cabo la extraccion del plasmido
pUC118, el cual también presenta secuencias de corte para las enzimas EcoRI y
BamHI. Tanto el fragmento de conglutina gama obtenido por PCR y el vector,
fueron digeridos por las mismas enzimas de restriccion, el disefio de los sitios de
corte de las enzimas de restricciéon permite que en la reaccion de ligacion el inserto
entre en fase y en la direccion correcta en el plasmido.

Una vez obtemido el plasmido pUC118 con el inserto (fragmento de
conglutina gama), se transformaron células competentes £ coli DH5a. La
seleccion de colonias blancas y azules permite distinguir las células recombinantes
de las no recombinantes, por alfa-complementaridad. Cuando las células son
transformadas con plasmidos no recombinantes se generan colonias azules al ser
crecidas en placas que contienen X-gal, por otro lado los vectores con el inserto
producen colonias blancas ya que las cepas recombinantes pierden la capacidad de
metabolizar el sustrato cromogénico, debido a la insercion de una secuencia de
DNA en el plasmido pUCI18. La caracterizacién del inserto se realizd por
digestion del DNA plasmidico tanto de colonias blancas y azules, con la enzima
Bgll que reconoce secuencias que estan fuera del sitio de policlonacion. Los
productos de la restriccion al ser analizados en electroforesis en gel de agarosa,
generan bandas con tamafios que corresponden, para el plasmido silvestre de 1578
y 1622 pb. y para el plasmido recombinante de 1622 y 2185, lo que indica que se
nserto el fragmento obtenmido por PCR utilizando el DNA molde de L. campestris.
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II. INTRODUCCION

2.1 Importancia de las leguminosas

Los dos grupos de plantas que mayor importancia tienen en la agricultura
mundial pertenecen a las familias vegetales de las gramineas (cereales) y las
leguminosas (guisantes, judias, habas, chicharos) que se aprovechan como granos,
forrajes y abonos verdes (Whyte, 1968).

Las leguminosas se cultivan desde hace 6000 afios por lo menos. Segin parece
las poblaciones lacustres de Suiza 5000 a 4000 afios antes de J.C. cultivaban unas
cuantas plantas, incluidos los guisantes. La literatura china menciona el cultivo de
la soya entre el afio 3000 y el 2000 antes de J.C. Las leguminosas figuraban en los
sistemas agricolas de las primeras dinastias egipcias y posteriormente en la época
romana, varios autores realzaron su valor como alimento y como enriquecedoras
de! suelo. Los indios americanos cultivaban el frijol entre las plantas de maiz desde
las épocas mas remotas (Whyte, 1968).

La familia de las leguminosas constituyen uno de los grupos mas vastos del
reino vegetal, pues comprende unos 550 géneros, que incluyen alrededor de 13000
especies distribuidas en todo el mundo, especialmente en las regiones tropicales. La
familia de las leguminosas abarca multitud de plantas utiles en la alimentacion,
como el frijol, garbanzo, lenteja, chicharo, soya, haba, etc. Otras son importantes en
la industria y algunas son venenosas. El fruto de las legumnosas es muy
caracteristico: una vaina generalmente alargada seca en su madurez, con una sola
cavidad donde hay una hilera de semillas (Martinez, 1979).

Otra caracteristica importante de las leguminosas es que sus raices presentan
nédulos formados por colonias de bacterias simbiontes, que fijan el nitrégeno del
aire. La infeccion de las raices de una planta leguminosa con la especie apropiada
de Rhizobium o de Bradyrhizobium provoca la formacion de nodulos en las raices.
Los cuales son capaces de llevar a cabo la conversion del nitrogeno gaseoso en
nitrégeno combinado, durante este proceso el nitrogeno es reducido a amonio que
posteriormente es convertido a forma organica, este proceso s€ conoce como
fijacion de nitrogeno, el cual es de importancia agricola considerable ya que
conduce a incrementos muy significativos del nitrogeno combinado en las tierras
(Brock, 1991).

En la mayoria de las leguminosas el contenido proteico se encuentra entre un
20 vy un 35% lo que las sitaa entre las fuentes mas concentradas de estos
compuestos, ya que los cereales apenas aportan de 5 a 12%, las carnes de 14 a 28%,
el huevo 12%, las frutas, verduras, tubérculos y la leche entre 0.5 y 3%. Las
semillas secas de las leguminosas son en general buenas fuentes de tiamina, en
tanto que su contenido de vitamina C es virtualmente cero. La mayoria de ellas
aporta, por cada 100 gramos entre 0.5 y 1.0 miligramos de tiamina, de 0.1 a 0.5
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miligramos de riboflavina y alrededor de 3 miligramos de niacina (Bourges, 1987).

Las plantas del grupo Lupinus pertenecen a la familia de las leguminosas y
han sido utilizadas extensamente desde tiempos ancestrales tanto en agricultura
como en alimentacion. En lo que respecta al uso en la alimentacién se requiere
muchas veces un pre-tratamiento de la semilla para ser posible su consumo. El
principal objetivo de este pre-tratamiento, es disminuir el nivel de alcaloides en las
semillas amargas. Algunas de las especies de Lupinus han sido utilizadas desde
hace mas de 3000 afios por ejemplo en la civilizaciéon Inca o Egipcia (Beirao da
Costa, 1993).

La tecnologia tradicional utilizada para eliminar el sabor amargo de las
semillas es mediante un proceso de coccion y posteriormente se lavan en agua
corriente. El tostado es también utilizado para eliminar el sabor amargo, es una
forma mas eficiente de preservar el contenido vitaminico, ademas e€s un proceso
que consume menos energia. Adicionalmente el tostado se utiliza para producir
sustitutos del café. (Beirao da Costa, 1993).

Las proteinas de origen vegetal se muestran como una importante fuente de
suplemento alimenticio nutritivo, para el desarrolio de productos alimenticios de
alta calidad. Dentro de la familia de las leguminosas un caso notable lo constituyen
las plantas del grupo Lupinus, las cuales tienen una reserva proteica excepcional ya
que es superior a la de la soya, la de los chicharos silvestres y la de los frijoles faba
(Kagawa 1987). El grupo de Lupinus es una de las leguminosas con el mayor
contenido proteico en las semillas, la cantidad depende de la especie y varia desde
31% en la semilla completa de Lupinus angustifolius, a un 41% en L. luieus,
comparado con un 35% presente en las semillas de soya. Otro aspecto interesante
del grupo Lupinus, como una fuente de proteina, es que su crecimiento se desarrolla
en condiciones climaticas y de suelo que la planta de soya no tolera (Duranti,
1981). Debido a las caracteristicas nutricionales y agronémicas que ofrece el
cultivo de Lupinus, su aprovechamiento para consumo humano o animal se ha
expandido en Europa y Australia, siendo este ultimo el primer pais productor y
exportador del mundo (Coffey, 1989).

2.2 Caracteristicas bioldgicas del género Lupinus

El género Lupinus se caracteriza por ser plantas herbiceas o arbustivas,
anuales o perenes, de tallos solitarios, cespitosos o abundantemente ramificados, de
5 cm a 3 m de alto; flores en racimos terminales pedunculados que normalmente
sobresalen del follaje, ocasionalmente las flores son rosadas, rojas, blancas o
amarillas. Las semillas son de tamafio y color variable, generalmente semejando el
color del suelo del 4rea en que viven las plantas. Este género constituye uno de los
grupos mas complejos de plantas, como lo atestiguan aproximadamente 1500
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nombres publicados para Norte y Sudamérica. Algunas especies de semilla larga
habitan la region mediterranea. Este grupo de plantas es muy activo y dindmico,
con especies que ocupan habitats desde el nivel del mar hasta la tundra alpina. Las
especies cominmente son invasoras de terrenos perturbados y desempeiian un
papel activo en el ciclo del nitrégeno. También contienen muchos alcaloides
amargos y por consiguiente no son atractivas para la mayoria de los animales. Han
sido utilizadas en la medicina y las semillas tostadas se emplean como sustituto del
café (Dunn, en Rzedowski 1979).

El género Lupinus pertenece a la familia Leguminosea, a la subfamilia
Papilinoideae.

Se ha encontrado que a principios de la era cristiana L. a/bus estaba bien
establecida en la agricultura romana, ademas de ser cultivada en Grecia desde hace
varios siglos. Esta planta también fue conocida en Egipto y Mesopotamia mucho
antes que los Romanos y Griegos, estos ultimos la llamaban “thermus”, en Egipto
se conocia como “termus”, en Arabia “turmus”, en Espafia “atramuz” y “tumursa”
en Siria. Otras especies de Lupinus de importancia historica y comercial son L.
angustifolios, y L. luteus (Aguilera, 1978).

2.3 Distribucién geografica de la planta

La distribucion geografica del género Lupinus se observa basicamente en dos
grandes regiones, la primera se encuentra en el mediterraneo desde el sur de Europa
hasta Africa central a la altura de Etiopia, y la segunda regidén abarca todo el
continente Americano excepto las llanuras tropicales de la cuenca del Amazonas.
La region del mediterraneo comprende tan solo una docena de especies silvestres
de Lupinus, de las cuales se cultivan: L. luteus y L. angustifolius, mientras que en la
region americana existen cientos de especies silvestres. De las especies de Lupinus
en América las Unicas que se utilizan en la agricultura son: L. mutabilis y la especie
mexicana L. elegans (Whyte, 1968).

En México se han identificado alrededor de 30 especies, que crecen en forma
silvestre y que corresponden al 6% del total de las especies identificadas a nivel
mundial. La planta se desarrolla en altitudes que van desde 1800 msnm hasta 4100
msnm, siendo la region central del pais el area principal de su distribuciéon (Dunn,
1979).

En el Estado de México se han observado Lupinus. Como plantas herbaceas o
subarbustivas, muy comunes en los lugares montafiosos de 2500 a 3500 msnm. Las
hojas son palmeado estrelladas y las flores azulado-purpireas, colocadas en
racimos. El fruto es velloso y sus valvas se enroscan hacia afuera en la madurez.
Los Lupinus pueden utilizarse como abono verde. (Martinez y Matuda, 1979).
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2.4 Taxonomia

Familia: Leguminosae
Subfamilia: Papilionoideae
Tribu: Genisteae
Género: Lupinus
Especie: Lupinus campestris (McVaugh, 1987).

2.5 Lupinus campestris. Planta anual bienal o perene de vida corta; tallos con
médula solida, de 1.5 a 6 dm de alto, ramificados en la parte superior a manera de
arbusto. La cantidad de antocianina en los tallos y en las estipulas depende de la
altitud, puesto que lo fomentan las noches frias. También conocida de terrenos
abandonados y orillas de camino en los estados de Jalisco, Michoacén, México,
Morelos, Veracruz y Oaxaca. (Dunn, en Rzedowski, 1979). En Veracruz se le
conoce como: frijolillo y garbancillo. En Puebla le nombran galopino, se utiliza
como alimento para ganado ovino y caprino.

2.6 Algunas caracteristicas nutricionales

La mayor parte de los estudios nutricionales o bioquimicos con leguminosas
de grano conciernen principalmente a dos factores importantes en la determinacion
del valor nutritivo y utilizacién de los nutrientes que contienen. El primero de esos
factores son los compuestos de accion antifisiologica como los inhibidores de
tripsina y hemaglutininas, los que se destruyen durante la coccion a que se someten
previo a su consumo. Por consiguiente, este hecho sugiere que dichos factores no
son determinantes de la baja digestibilidad de la proteina de las leguminosas
comestibles. El segundo factor de importancia nutricional es la deficiencia de
aminoacidos azufrados de que adolece la proteina de las leguminosas de grano,
deficiencia que sin embargo no afecta la digestibilidad de la proteina, notandose su
efecto mas bien a nivel metabdlico (Bressani, 1976).

Sin embargo aunque ya se menciond, es necesario enfatizar que el lupino es
una excelente fuente de proteinas, con un contenido promedio de 42%, siendo las
globulinas, consideradas como proteinas de reserva, la fraccion mayoritaria (80 a
87%), mientras que las albuminas, proteinas con actividad catalitica corresponden
aproximadamente con un 5 a 13% (Dawila, 1995).
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A pesar de las ventajas nutricionales referidas, el contenido de alcaloides
impide su consumo directo. Es por ello que se han desarrollado tanto programas de
mejoramiento para la produccion de variedades dulces (bajo contenido de
alcaloides), como procedimientos tecnologicos que permitan aislar los
componentes de interés (proteinas y grasas) y a su vez reducir los niveles de
alcaloides hasta 0.05%, nivel permitido por la FAO para su consumo (Wink, 1995.
Aguilera, 1989).

2.7 Proteinas de reserva en las semillas de leguminosas.

Las proteinas de las semillas han sido divididas en cuatro clases: albuminas,
denominadas a las proteinas solubles en pH neutro y baja concentracion de sal;
globulinas llamadas asi a la fraccién soluble en pH neutro y alta concentracion de
sal; prolaminas, que corresponde a la fraccion soluble en alcohol y glutelinas
aquellas solubles a pH alto (Osborne, 1924) (Tabla I). En general la principal
fraccion de las proteinas de reserva en las dicotiledoneas como las leguminosas son
las globulinas, mientras que en las monocotiledoneas como las gramineas son las
prolaminas. (Danielsson, 1949). Las albuminas representan aproximadamente solo
el 12% del total de las proteinas en la semilla de las leguminosas y contienen un
gran niimero de especies moleculares distintas, ademas de una muy baja proporcién
de aminoacidos esenciales, por lo que su contribucion a las propiedades
nutricionales esta limitada (Duranti, 1979)

Proteinas de Reserva en Semillas

ALBUMINAS Fracciébn soluble en pH neutro y baja
concentracion de sal.

GLOBULINAS Fraccion soluble en pH neutro y alta
concentracion de sal.

PROLAMINAS Fraccion soluble en alcohol.

GLUTELINAS Fraccion soluble en pH alto.

Tabla . Proteinas de reserva en semillas
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Algunas de las caracteristicas de las proteinas de reserva de las semillas son:

-Las proteinas de reserva de las semillas son sintetizadas en los tejidos
embrionarios.

-Se acumulan casi exclusivamente durante el estadio de expansion celular del
desarrollo embrionario.

-Son almacenadas en cuerpos protéicos, hasta la germinacion cuando son
metabolizados y utilizadas como fuentes de carbon y nitrogeno para el desarrollo
germinal.

-Sus genes son regulados principalmente a nivel de transcripcion (Wobus, 1995).

El papel esencial de las proteinas de reserva de las semillas es servir como
fuentes de nitrogeno y de carbono para el desarrollo vegetal durante la
germinacién. En general las proteinas de reserva son ricas en glutamina, aspargina
y prolina, lo cual es consistente con su papel de fuente de nitrogeno durante la
germinacion. (Heidecker, 1986). En las especies de leguminosas, las proteinas de
reserva consisten principalmente de globulinas del tipo de legumina y vicilina
(Casey, 1986). En particular las proteinas de reserva o globulinas deben estar
compactadas eficientemente, deben estar disponibles para una degradacion
enzimatica controlada una vez que la semilla ha embebido agua, también deben
presentar resistencia al ataque microbiano y a la degradacion bajo condiciones
climaticas adversas (Tulloch, 1985). Las proteinas de reserva de leguminosas son
producidas durante el desarrollo de los cotiledones, estas proteinas se acumulan
dentro de los cuerpos proteicos, y son consideradas como proteinas de secrecion
(Johnson, 1985).

En las semillas de Lupinus, las proteinas de reserva estan representadas
basicamente por proteinas del tipo de legumina y vicilina, también llamadas
globulinas 11S y 7S respectivamente, las cuales juntas cuentan alrededor del 80%
del total de globulinas (Duranti, 1994a). El grupo de las leguminas esta compuesto
de preproproteinas de aproximadamente 60 kDa que son cortadas para producir
subunidades de 40 y 20 kDa, las cuales permanecen unidas una a la otra mediante
puentes disulfuros formando dimeros. Hasta la fecha no se conocen formas
glicosiladas de estas proteinas. El grupo de las vicilinas es derivado de
preproproteinas que van de 50-70 kDa algunas de las cuales estan glicosiladas, en
algunas especies son cortadas a polipéptidos maduros mas pequeiios. Ambos
grupos de proteinas tiene secuencias lider removidas co-traduccionalmente
(Borroto y Dure, 1987).
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Ademas dentro de las globulinas se presentan principalmente cuatro proteinas
del grupo de las conglutinas, las cuales son: alfa (), beta (B), gama (y) y delta (3)
(cuadro 2). Las conglutinas ¢, B y 8, son miembros de la extensa familia de
proteinas de reserva 11S, 7S y 2S respectivamente, mientras que la conglutina
gama (Y) pertenece a una familia de proteinas de reserva que posee caracteristicas
que la situan en un grupo distinto (Gayler, 1984).

Proteinas de Reserva en Semillas de Lupinus

Albiminas 12%
Conglutina a (legumina) 11S  45%
Conglutina B (vicilina) 78 30%
Globulinas 80-85% Conglutina y (gama) 10S S5-6%
Conglutina & 28 10%
Cinco tipos mas aprox. 9%
Tabla 11

Las globulinas de Lupinus poseen moléculas de carbohidratos unidos a la
proteina, formados principalmente por azicares neutros con algunas moléculas de
N-acetilglucosamina (Duranti, 1981). Algunas de las diferencias mas importantes
de las conglutinas & y P, con respecto a la conglutina gama es el tamaiio y la
composicion de aminoacidos (Blagrove, 1980).

En base al analisis del cDNA y de la secuencia de amnoacidos, la conglutina
gama y la globulina 7S de la soya son proteinas homologas y distintas de las
proteinas de reserva 11S, 7S y 28. Tanto la globulina 78 de la soya como la
conglutina gama tienen propiedades similares en solubilidad, masa molecular y
constitucion de las subunidades (Kagawa, 1987. Kolivas, 1993).
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2.8 Conglutina v (gama).

La conglutina gama representa aproximadamente del 5-6% del total de las
globulinas en la semilla de lupinus (Duranti, 1981). Esta proteina es resistente a las
proteasas de semilla y al ataque por tripsina. Asi como también presenta una
musual resistencia a la protéolisis durante la germinacién. (Duranti, 1984;
Cyntharel, 1989). Actualmente esti en debate si esta molécula tiene una funcion de
proteina de reserva en la semilla, ya que se ha observado que no es una fuente de
aminoacidos durante la germinacion, ya que en esta etapa la conglutina gama se
hidroliza lentamente, mientras que las conglutinas alfa y beta son hidrolizadas
rapidamente (Esnault, 1996).

Por otro lado la conglutina gama presenta diferencias en la composicién de
aminoacidos con otras globulinas. Posee menor cantidad de aminoacidos acidos y
mayor cantidad de lisina, treonina, triptofano y valina. Cuadro 3. (Gillespie 1974;
Duranti, 1979; Duranti, 1981). Lo que le confiere un alto valor nutritivo. Ademas
sus polipéptidos tienen puntos isoeléctricos de 7.5-8.0 y 6.0-6.5 en L. albus,y 7.5y
6.0 en L. /uteus y son menos acidos que las conglutinas a y B (Cintharel, 1989;
Esnault,1991).

La conglutina gama es una proteina oligomérica (10S) compuesta por
polimerizacion de una sola subunidad de aproximadamente 40-45 kDa en todas las
especies. Este valor puede variar de acuerdo a las especies y a las técnicas
utilizadas para su estudio. En L. angustifolius, 1a masa molecular es de 40 a 45 kDa
utilizado electroforesis en gel de poliacrilamida o de 45 a 47 kDa por
sedimentacion (Blagrove, 1975. Elleman, 1977). En L. albus, 1a subunidad es de 43
a 45 kDa (Restani, 1981). En todas las especies ésta proteina se encuentra formada
por una subunidad compuesta de dos péptidos unidos por enlace disulfuro con peso
molecular cercano a 17 {(cadena ligera) y 30 kDa (cadena pesada).

En las plantas de L. angustifolius la conglutina gama se acumula en los
cotiledones durante todo su desarrollo, mediante estudios de marcaje con metionina
1*2S], se demostrd que esta proteina es sintetizada como precursores de vida corta y
con un peso molecular mas alto. El precursor mayor marcado en los cotiledones
juveniles tiene un peso aparente de 51 kDa, estos péptidos tienen vidas medias de
menos de dos horas después de su sintesis y son procesados a péptidos maduros de
30 y 17 kDa (Johnson, 1985). De manera muy similar en semillas de L. /uteus la
conglutina gama se deriva de un precursor de 51 kDa, el cual es gradualmente
procesado en dos polipéptidos de 33 y 18 kDa (Decker, 1991).
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Composicion de aminoacidos en Semillas de Lupinus ("o}
Conglutina o Conglutina 3 Conglutina y
Lys 3.67 3.56 6.34
His 2.05 1.37 5.53
Arg 9.62 14.00 4.04
Asp 10.01 1196 11.81
Thr 5.01 2.68 7.43
Ser 4.09 5.62 8.79
Glu 23.67 25.14 10.10
Pro 491 4.14 5.98
Gly 4.61 3.36 4.05
Ala 3.30 2.71 4.21
Cys 3.57 0.00 2.62
Val 4.10 3.00 6.30
Met 0.30 0.00 0.75
Ile 4.92 4.17 4.91
Leu 8.11 7.12 9.35
Tyr 395 6.80 3.02
Phe 4.07 4.43 4.82
Trp 0.53 0.00 1.11

Tabla [l (Duranti, 1979)

Blagrove y Gillespie (1975) han propuesto que la conglutina gama puede estar
localizada dentro de los cuerpos proteicos. Durante los primeros pasos de la
maduracion de las semillas de lupinus blanco (L. albus) esta proteina se encuentra
localizada en el citosol y en el reticulo endoplasmico. Mediante estudios de
localizacién por inmunocitoquimica, la legumina considerada una verdadera
proteina de reserva se encuentra localizada en las células de parénquima de los
cotiledones durante la germinacién de las semillas, a diferencia de la conglutina
gama que se localiza tanto en las células vasculares de parénquima como en las
células epiteliales, esta diferencia en la ubicacion de la conglutina con respecto al
patron observado para la legumina sugiere una funcion distinta a la de proteina de
reserva (Duranti, 1991. Duranti 1994b). La conglutina gama se sintetiza durante el
desarrollo temprano de la semilla como un precursor polipeptidico de masa
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molecular de entre 47 a 51 kDa el cual es cortado por enzimas proteoliticas a
subunidades maduras de 40 a 45 kDa probablemente durante su transporte a los
cuerpos proteicos (Cintharel, 1989), en donde se deposita junto con las proteinas de
reserva. Esta subunidad esta compuesta por dos polipéptidos unidos por enlace
disulfuro, uno de aproximadamente 30 kDa (cadena pesada), y el otro de 17 kDa
(cadena ligera) (Blagrove, 1980).

Por medio de estudios de microscopia electronica se ha determinado que el
arreglo de la subunidad de la conglutina gama, es muy distinto de la estructura
aproximadamente esférica de las globulinas 11S. La molécula de conglutina gama
presenta una forma toroidal con un didmetro externo de 10.3 nm y un espesor de
2.2 nm, (Tulloch, 1985).

En base al analisis de la secuencia del cDNA de la conglutina gama se
presenta un fragmento de 1499 pb, con un marco de lectura abierto que abarca 1334
pb y codifica para un precursor que tiene 444 aminoacidos de longitud, con un peso
molecular de 48 286. El precursor inicia con Met-Ala el cual es el par amino
terminal de muchas proteinas vegetales (Kolivas, 1993).

La conglutina gama nativa contiene dos cadenas polipeptidicas separadas por
enlace disulfuro, la secuencia de aminoacidos del 291 al 444 corresponde a la
cadena menor y su extremo carboxilo terminal coincide exactamente con el codén
de paro del extremo 3 del marco de lectura abierto. El extremo amino terminal de
la cadena mayor inicia en la Leuy y la cadena se extiende al menos hasta la Proags
(EHeman, 1977., Kolivas, 1993). El procesamiento del precursor requiere
proteolisis. E! segmento N-terminal que posee una predominancia de aminoacidos
hidrofébicos, presumiblemente sirve como un péptido seiial, el cual puede ser
removido por un procesamiento cotraduccional en el residuo 27 (Figura 1). Se
requiere fambién la eliminacién de un maximo de cinco aminoécidos de entre las
dos cadenas por una proteolisis post-traduccional. La estructura predicha de la
prepro-conglutina gama revela una alta hidrofobicidad dentro de la region
correspondiente al extremo N-terminal del supuesto péptido sefial. Ademas se
presenta un patron regular de alternancia de regiones hidrofobicas e hidrofilicas, en
casi toda la proteina. A partir de la secuencia de aminodcidos la estructura
secundaria predicha para la prepro-conglutina gama contiene una alta proporcion
de estructura en hoja B-plegada (63%), un poco de a-hélice (2%) y una abundancia
de giros B, a intervalos regulares en toda la molécula (Kolivas, 1993).

11
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Gen de la Conglutina gama.I
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I —————— * Gen de la

conglutina gama
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|

Figura 1 (Kolivas,1993, ligoutz, 1997)

Se ha reportado la identificacion del gen de conglutina gama en L
angustifolius, a partir de un clon genomico, se secuencié una region de 3.4 kb.
(Ilgoutz, 1995). Este fragmento consiste de 1614 pb que franquean la region 5°, una
region codificante de 1350 pb y 410 pb rio abajo a partir del codon de paro. El
marco de lectura abierto mas grande del fragmento, predice una proteina con cuatro
aminodacidos extras en el extremo amino terminal, que la secuencia predicha a partir
del cDNA. El resto de la region codificante de la secuencia gendémica fue 100%
idéntica a la secuencia obtenida a partir del cDNA. No se presentan intrones en el
gen. El sitio de inicio de la transcripcion (designado "+1") se encontré 55 pb rio
arriba a partir del sitio de inicio de la traduccion, con una probable caja TATA
presente en -33. (Ilgoutz, 1995).
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Comparando la similitud de secuencias se encontrd una zona de 141 pb, de -
1265 a -1125 en el extremo 5' de la region codificante del gene de la conglutina
gama, que es un 80% idéntico con un fragmento de 147 pb en la region de -264 a -
118 del extremo 5' de la region codificante del gene Bg de la soya (Watanabe,
1994). Ademas se presentan altos niveles de identidad (90 a 91%) de otras dos
regiones no codificantes (-614 a -583 y -238 a -177) del gene de la conglutina
gama, con dos regiones no codificantes (-481 a -449 y -339 a -199) respecivamente
del gen P-1 de la aspartato amino transferasa de L. angustifolius (Kirk, 1994). Aun
no se ha establecido si tal conservacion refleja alguna funcion.

La region codificante del gene de la conglutina gama, tiene un alto grado de
similitud en la secuencia con 1a region codificante de otros dos genes. La secuencia
de aminoacidos derivada de la region codificante completa del gen de la conglutina
gama y el cDNA de la glicoproteina extracelular dérmica de zanahoria (EDGP)
presentan un 49% de identidad. (Ilgoutz, 1995). También se ha reportado una alta
identidad entre la secuencia de aminoacidos de la conglutina gama y la proteina Bg
(Kolivas, 1993). La gran identidad entre las tres secuencias sugiere que estas
representan una familia de proteinas muy relacionadas (ligoutz, 1995).

Por otro lado utilizando sondas especificas para distintas regiones del gen de
conglutina gama, y mediante analisis de hibridacion (Southern) se ha establecido
que hay una sola copia del gen de la conglutina gama en ¢l genoma haploide de L.
angustifolius. La expresion del gen es especifica para las semillas, al analizar la
distribuciéon del mRNA de la conglutina no se detectaron sefiales en 6rganos de la
planta como: tallos, hojas, o raices, solamente en los cotiledones en desarrollo.
Ademas se propone que la sintesis de las conglutinas incluyendo alfa, beta y gama,
es regulada principalmente a nivel de traduccion (ligoutz, 1997).

La conglutina gama presenta un carbohidrato unido, que corresponde al 8.8%
del peso el cual esta formado principalmente por galactosa. En L. angustifolius el
peso molecular de estas cadenas es de 1.3 kDa aprox. (Semino, 1985). Se ha
encontrado un sitio potencial de glicosilacion en el extremo amino de la subunidad
pesada derivado del analisis de la secuencia de aminoacidos del cDNA de la
conglutina y (gama) de Lupinus angustifolius, la subunidad ligera no presenta
carbohidrato (Kolivas y Gayler, 1993). Se ha demostrado también que la conglutina
gama tiene la capacidad de unirse a carbohidratos en presencia de iones metalicos
io que sugiere un papel de lectina en las semillas, esta unién se observa solo cuando
la proteina posee la cadena de azicar, es decir, cuando se encuentra glicosilada.
(Duranti, 1995b).

13
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Caracteristicas del gene de conglutina gama

ORGANISMO Lupinus angustifolius L. ¢v unicrop.
FUNCION DEL GENE Desconocida.
Sitio de inicio de la transcnipcion (+1) 55 pb.
rio arriba del sitio de inicio de ia traduccion.
CARACTERISTICAS Region codificante sin intrones.
ESTRUCTURALES DEL GENE | ongitud de la regién codificante: 1350 pb.
Sefiales de poliadenilacion: 96 pb. y 114 pb rio
abajo a partir del codon de paro TAG.
1.Globulina basica (Bg) 7S de la soya (region
codificante y un fragmento de 140 pb
IDENTIDAD SIGNIFICATIVA franqueando la region 5°).
CONREGIONES DEOTROS 2. Glicoproteina extracelular dérmica (EDGP)
GENES

de zanahoria (region codificante).
3. Aspartato aminotransferasa de lupinus (dos
areas franqueando la region 5°).

(Tabla IV, llgoutz, 1995.)
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Por otro lado se ha observado secrecion extracelular de la conglutina gama
tanto en estado de ontogénesis como en diversos tratamientos térmicos en semillas
de lupinus. Al incubar las semillas de /.. albus en agua a 60°C durante 3 horas, el
90% de la proteina liberada corresponde a la conglutina gama. También se ha
determmado que la union del carbohidrato al polipéptido es un requisito
indispensable para la secrecion (Duranti, 1994a). El carbohidrato presente en la
cadena pesada de la conglutina gama induce la formacién de la estructura terciaria
de la proteina, lo que le da cierta resistencia a la digestiéon con tripsina, en ausencia
de este carbohidrato esta resistencia se pierde. Ademas la conglutina gama (y) es
susceptible a la degradacion enzimatica cuando previamente se ha desnaturalizado
en un pH acido. (Duranti, 1995a). Estas condiciones se pueden lograr facilmente en
el estémago y tomando en cuenta que la conglutina ¥ es una molécula rica en
aminodcidos esenciales, se puede considerar como una fuente potencial alternativa
de proteina para consumo humano.

15
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2.9 Clonacion molecular.

La clonacién molecular es el procedimiento para producir en el laboratorio
muchas copias del mismo DNA. En esencia ¢l DNA a clonar se introduce dentro de
un vehiculo molecular (vector) y este se reproduce dentro de un organismo
hospedero. El vehiculo molecular cominmente es una molécula de DNA de forma
circular que lleva dentro de su secuencia de nucledtidos la informacion para su
replicacion dentro de la célula hospedera, adicionalmente se le insertan pequefias
regiones de DNA que contienen sitios de restriccion en los que se puede introducir
¢l DNA a clonar sin afectar la reproducibilidad del mismo, a estas regiones se les
conoce como sitios de multiclonaciéon o policlonacion. Los sitios de multiclonacion
se localizan dentro de un gene que codifica para una marca detectable, tal como una
enzima que da una reaccién colorida cuando se agrega el sustrato adecuado o
alguna actividad que confiera resistencia a un antibidtico. Cuando el DNA se ha
clonado dentro de este sitio, se interrumpe y destruye la actividad del gene
marcador. Lo anterior es 1til para seleccionar las recombinantes en las que el DNA
se ha clonado dentro del vehiculo molecular. Las recombinantes se introducen
dentro del organismo hospedero y se reproducen cada vez que €l mismo se replica.
Si el organismo hospedero es una bacteria o una levadura la replicacién o division
celular ocurrira frecuentemente y el nimero de copias del DNA recombinante sera
de decenas de miles de millones en el plazo de uno a dos dias (Maldonado, 1998).

2.10 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) corresponde al
proceso bioquimico in vitro, mediante el cual las cadenas individuales de DNA
blanco o molde son duplicadas por la DNA polimerasa en cada uno de los ciclos
(generalmente entre 20 y 30) que integran la reaccion, al final de cada uno de los
cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, (fig. 2)
lograndose una produccién exponencial de millones de copias del gen o segmento
de DNA especifico sometido al proceso. (Mullis, 1990)

La amplificacion de DNA por PCR tiene las siguientes cualidades:
especificidad, sensibilidad, sencillez y versatilidad. La especificidad se refiere al
procedimiento que sirve para amplificar una porcion preseleccionada de la muestra
del DNA original. Lo anterior se logra usando un par de oligonucledtidos
sintéticos, que a la vez que sirven como iniciadores para la sintesis de DNA,
delimitan la region que se va a amplificar. Esto es posible debido a que en
condiciones de incubacién adecuadas, los oligonucleotidos solo se unen a los sitios
correspondientes de secuencia complementaria.

16
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La sensibilidad es inmejorable ya que con esta técnica se puede amplificar
una molécula de DNA, logrando que el numero de copias de la regién amplificada
se incremente en proporcion geométrica. La sencillez es notable, ya que la reaccion
normalmente se realiza de dos a tres horas en un laboratorio equipado
modestamente y con personal técnico capacitado. La versatilidad indica que la
técnica puede ser aplicada a todo tipo de muestras bioldgicas, animales o vegetales
(sangre, pelo, hueso, masculo, etc.), a organismos en cualquier estadio de
desarrollo (embrion, feto, infante, joven, adulto, anciano) y a organismos vivos,
muertos, momificados o restos fosiles (Maldonado, 1998).

Los componentes requeridos para una PCR son: DNA, iniciadores
(ohigonucledtidos) especificos que limitan el gen o segmento de DNA que actua
como molde o blanco para la amplificacion, mezcla de desoxinucledsidos
trifosfatados (dNTP’s), solucion amortiguadora de reaccion y DNA polimerasa.

Cada uno de los ciclos de reaccion consta de tres pasos determinados por
temperaturas y tiempos especificos, que son:

1) Desnaturalizacion (92-98 0C, 30 a 90 segundos), en el cual se separan y
desnaturalizan las dos cadena% complementarias del DNA blanco.

2) Alineamiento (de 50-60 C, durante 30-60 segundos), en el que se realiza el
apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del segmento de
DNA molde desnaturaolizado.

3) Extension (70-74 C, 30 a 90 segundos) se realiza la sintesis del DNA, en el que
la polimerasa extiende la longitud de los iniciadores apareados al DNA blanco al ir
polimerizando los desoxinucleétidos libres, resultando en nuevas cadenas
complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al inicio de la reaccion.

La terminacién de estos tres pasos es lo que comprende un ciclo y
normalmente este ciclo de tres pasos se repite de 30 a 50 veces (figura 2).

El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes de
la mezcla de la reaccion, pero contiene ahora el doble de cadenas sencillas de DNA
molde que el anterior y finaliza convirtiendo éstas en cadenas dobles (Barrera,
1993).
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2.11 Caracteristicas de los oligonucleétidos iniciadores y del DNA blanco para
PCR:

Los oligonucledtidos iniciadores son las secuencias que definen el segmento
de DNA a amplificar. La longitud de los iniciadores debe ser de 18 a 30 pb, aunque
oligos de mayor o menor tamaiio también funcionan. El contenido de CG debe ser
similar al contenido del molde y del otro iniciador, idealmente se propone una
proporcion de 50-60% de CG. El oligonucledtido no debe presentar
autocomplementariedad, para evitar la formaciéon de estructuras secundarias, o
complementaridad con el otro iniciador (Bangnam, 1994).

Por otro lado la secuencia blanco del DNA que se desea amplificar debe
poseer las siguientes caracteristicas: Longitud: de 150-500 pb. Aunque longitudes
entre 100 y 2000 pb en ocasiones pueden ser amplificadas eficientemente. Debe ser
una secuencia unica, para evitar la competencia de moldes no deseados. Es
adecuado que la secuencia a amplificar se encuentre en un alto nimero de copias,
para minimizar el numero de ciclos requeridos para amplificacion, sin embargo ya
que la sensibilidad de la PCR es muy alita, esta condicién no es relevante. La
presencia de un sitio reconocido por una enzima de restriccion, ayuda para verificar
la especificidad del producto amplificado (Bangnam, 1994).
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Reaccidon en Cadena de la Polimerasa
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Figura 2 Amplificacion de segmentos de DNA por
Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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IIl. ANTECEDENTES
3.1 Composicion quimica de la harina de semilla de lupinus.

En el Centro de Desarrollo de Productos Bidticos se esta estudiando una
especie silvestre colectada en el Estado de Morelos ¢ identificada como Lupinus
campestris. La composicion quimica de la hanna de sus semillas ha mostrado un
contemido de proteina y grasas de 49.3 y 13.2% respectivamente, sin embargo el
grano presenta un contenido de alcaloides del 0.5%, nivel superior al aceptado por
los organismos internacionales de salud que es de 0.05% (Davila, 1995). Por lo que
es mecesario utilizar vias alternativas para el aprovechamiento de este recurso.
Debido a esto se propone mediante el uso de la tecnologia del DNA recombinante,
msertar un fragmento del gene de la conglutina gama en un plasmido de £. coli, ya
que es un polipéptido rico en aminoacidos esenciales, se puede considerar como

una fuente potencial alternativa de proteina para consumo humano.

3.2 Secuencia del gen de la conglutina y (gama).

1

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

~ Se ha secuenciado el cDNA de la conglutina y a partir de L. angustifolius
(Kotivas, 1993). Se muestra la secuencia completa del cDNA de la conglutina y.

tagaaaggtt
tctctttett
cataattctc

tcacatacat
actctttecct
aacccacttc

gcttcaaccyg
ctcctactag
tcaacatacc
tgcttcactt
ctcttgtcta
ctagctatac
ctcttctctt
gctcttggge
ctcaaacgac
ttcggagata

gacttcattg
acctaaatgg
aagcaccatt
gcaccgattc
gtaacccggt
attcaactca
gtgcaccttc
ttggtcaagc
aattctctgt
ttaatgacce

ggcacgaaat
ttttgtatca
ttctaaacca
ggccaatatc
taaacactta
ttgtcactcc
aaccacaaca
tactcaagaa
tggatccaaa
cttccttgee
accgatttca
atgtctctcect
aaataataac

catgacttgg
aatgccataa
tcatcaacat
ccttacaccy
atgccaaaac
aaaataagtg
agaatctcta
gtggatggag
aacttggtgg
tettatggaa
atggagagag
gctatgtggt
ttgttaatga

tgtacacccce
gggttaacaa
cataccatgg
ttcttagcceca
aagctcaagt
gtggtgctcc
gtgagaattt
gggtgcatgc
tgtttgatte
aaacatgttc
gaaaaggtac
taataatata
gtaaaaaaaa

attaaccata
acacttggtg
aagtggtgaa
ctctatattt
taaagctgtg
tagtgttgat
tatggticaa
tagagctgga
ggaaaggtca
taatctcttt
ttagagagtt
aagaataaag
aaaaaaaaaa
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atggctcata
tcttecatcac
aacctccttg
cataagagaa
tgggtaacat
actcaatgct
agaccgggtt
agtgggttag
ctagggccaa
caaaagggtc
ctacagaacc
cgttactcaa
aattacatcc
agcaaacaag
atcccaacta
attggaggag
gaggtcttta
gggccatttyg
cttattttgg
gcacaagatg
attgcattag
agggttgggt
gaccttaaca
tatgcttaac
agtttgaagt

tcectteatat
aagactcaca
ttctacccgt
caccacttat
gttcccaaca
ctagagccaa
gccataacaa
gtgagcttgc
tggttaaagt
ttccaaacaa
aacttttctc
catcaaatgg
acaatagcct
gtgagtactt
aaaacccatt
ctttgattac
ctcaagtgtt
ggttatgcta
ataagaatga
gggtttcatg
gggcacacca
ttaactccaa
atccttagga
tattaagtaa
daaataaaaat

tctagtaatce
atcattatat
tcaagaagat
gcaagttcca
ctactcatct
cactcaccaa
cacatgtggc
acaagatgta
ccctcaatte
cgtccaaggt
ccactttgga
tgctatatta
tgatgttttg
tatccaagtc
tatctcacca
aactacacac
tgctaacaat
tgactcaagg
tgctgtttgg
tttagggttt
cttggaagaa
ttcattgaag
tccataaact
gcatgtactt
gctacttgtg




ANTECEDENTES

Las secuencias subrayadas indican la zonma donde hibridan los

oligonucledtidos iniciadores lo que dara un producto de 630 pb. Ver materiales y
métodos

En el fragmento que se genera la proporcion de los aminoacidos esenciales
metionina y de cisteina aumenta considerablemente, ademas el porcentaje de
fenilalania y triptofano se mantiene muy similar, con respecto a la proteina original
como lo muestra la siguiente relacion.

Conglutina gama 448 a.a  Fragmento de 198 a.a

Numero Porcentaje Numero  Porcentaje
deaa deaa.
Residuos de Cisteina 11 2.4% 8 4.0%
| Residuos de Fenilalanina 21 4.8% 8 4.0%
Residuos de Metionia 4 0.8% 3 1.5%
Residuos de Triptofano 5 1.1% 2 1%

Tabla V Porcentaje de algunos aminoacidos en la proteina conglutina gama y en el
fragmento.

3.3 Caracteristicas del vector pUC118

Se deriva del vector pUC18, posee las secuencias en cis requeridas para la
iniciaciéon y terminacion de la sintesis de DNA del bacteriofago M13 y para el
empaquetamiento del DNA en la capside del bacteriofago. Este vector puede
aceptar segmentos de DNA foraneo y puede ser propagado como un plasmido.
Cuando las células que albergan este plasmido son infectadas con el fago
filamentoso M13, las copias de una hebra del DNA plasmidico son sintetizadas y
empaquetadas dentro de las particulas de la progenie del bacteridfago. La hebra
sencilla del DNA puede ser aislada de las particulas del fago y usadas como molde
para determinar la secuencia nucleotidica del DNA insertado, para mutagénesis
sitio-dirigida, y para la sintesis de sondas especificas. (Sambrook, 1989).
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Mapa del Vector pUCI118.
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Figura 3 Mapa del vector pUC118
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JUSTIFICACION

IV. JUSTIFICACION

Siendo la conglutina gama una proteina rica en aminoacidos esenciales, que
ademas es susceptible a la degradacién enzimatica cuando previamente se le ha
desnaturalizado a un pH acido, condicién que teoricamente se presenta en el
estomago. Hacen que este compuesto sea considerado como una fuente alternativa

de proteina para consumo humano.

Por lo que se propone, mediante la tecnologia del DNA recombinante, clonar

un fragmento de la conglutina gama en el plasmido pUC118 de una cepa de 7. coli.
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V OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

- C]or_lar y caracterizar un fragmento de conglutina Y (gama) rico en aminoacidos
esenciales de Lupinus campestris en el plasmido pUC118 de E. coli.

5.2 Objetivos Especificos:

- Amplificar mediante la técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) un
fragmento de 630 pb del gen de la conglutina y (gama) de Lupinus campestris rico
en aminoacidos esenciales: metionina y cisteina.

- Insertar el producto de PCR en el vector pUC118

- Introducir el vector con el inserto a células competentes de £. coli y sembrar en
medio con antibidtico.

- Aislar las células recombinantes en base a la pérdida del gen de la (-
galactosidasa.

- Confirmar la presencia de la insercion del fragmento en las colonias
recombinantes, por digestion del plasmido con la enzima Bgll.
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VI. ESTRATEGIA

Meta 1. Aislar el DNA total de células de /.. campestris

Meta 2. Amplificar por Reaccion en Cadena de la Polimerasa el fragmento del gen
que codifica para la conglutina v.

Meta 3. Mediante electroforesis en ge! de agarosa identificar el fragmento del gen
que codifica para la conglutina y {producto de PCR).

Meta 4. Purificar el producto de PCR utilizando el sistema de GlassMax.

Meta 5. Digerir con las enzimas de restriccion Eco RI y Bam HI el fragmento del
gen de la conglutina y

Meta 6. Cortar el plasmido pUCII8 con las enzimas de restriccion Eco Rl y Bam
HL

Meta 7. Insertar el fragmento del gen de la conglutina y en el plasmido pUC118

Meta 8. Transformar células competentes de %. coli con el DNA recombinante.

Meta 9. Seleccionar a las colonias blancas crecidas en medio con X-Gal y
antibiotico.

Meta 10 Caracterizar la insercion del fragmento de conglutina gama en el vector de
las colonias recombinantes, mediante la determinacion del peso molecular del
plasmido, cortado con la enzima de restriccion Bgll.
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VII. MATERIAL Y METODOS
7.1 Soluciones y Reguladores.

Tris-HC11 M pH 8.0:

Se disolvieron 121.1 g de Tris base en 800 ml de agua desionizada. Se ajusto
el pH a 8.0 adicionando HCI concentrado, verificando con el potenciometro, se
afor6 la solucion con agua desionizada a 1 litro, se esterilizo durante 15 minutos a
15 libras/plg’ de presién.

Reguiador de TBE 10X (Tris-Boratos):
Tris 108 g
Acido bérico 55¢g
Adicionar 4 ml de EDTA 0.5 M pH 8 y aforar hasta 1 litro con agua destilada.
Para la electroforesis en gel de agarosa se utilizé una dilucién 1:10.

Regulador de reaccion para PCR 10X:
25 mM de MgCls, 500 mM de KCI, 100 mM de TRIS-HCl pH 9.0 y 1 % de
triton X-100.

Bromuro de etidio 10 mg/ml:

Para tefiir el gel, se diluyen 3 pl de esta solucion en 100 ml de agua de la
ltave, el gel se deja 1 minuto en la solucion, después se enjuaga 3 veces con agua
de la llave.

Colorante de corrimiento:

Azul de bromofenol 0.2%, cianol de xileno 0.2 %, glicerol 6.25%,
EDTA 0.25 M.
Para preparar 10 ml: Azul de bromofenol 20 mg

Cianol de xileno 20 mg
Glicerol 625 ul

EDTA 0.93 gr.

Agua destilada aforar a 10 ml.

Regulador Low TE (Baja capacidad reguladora):
Tris-HCI 10 mM (pH 7.4)
EDTA 1 mM (pH 8.0)
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Solucién de fenol saturado:

Para las extracciones con fenol, éste se traté previamente con una solucion de
tris-HCI 1M pH 7.5, hasta que el fenol presenté un pH de 7.5, verificandose con
papel pH.

Preparacion de RNAsa:

Se prepar6 RNAsa pancreatica (RNAsa A) a una concentracion de 10 mg/ml
en acetato de sodio 0.01 M pH 5.2 y se distribuy6 en alicuotas de 1 ml en tubos
Eppendorf. Se calentaron a 100°C por 15 minutos en bafio maria. Las alicuotas se
almacenaron a -20°C hasta su uso.

Preparacion de TE pH 8.0:

Se adicionaron 2.5 ml de Tris-HC1 IM pH 8 y 0.5 ml de EDTA 0.5 M apH de
8 a 50 ml de agua desionizada, se mezclo y se aforo a 250 ml con agua desionizada
para obtener una solucion a una concentracion de 10 mM tris-HCly 1 mM EDTA.
La solucién obtenida de TE se esterilizo a 15 libras/plg® de presién por 15 minutos.

Regulador de extraccion:

Tris HCipH 7.5 100 mM
MgCl, 25 mM
EDTA 25 mM
2-Mercaptoetanol 14 mM
Triton X100 2% (viv)
Acetato de sodio 1.4M

Regulador para restriccion:
50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
10 mM MgCl,
50 mM NaC(l

Regulador para ligacion:
250 mM Tris-HCI1 (pH 7.6)
50 mM MgCl,
5mM ATP
25% PEG 6000 (polietilen glicol)

Solucion de union a GlassMax : Nal6 M
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Regulador TAE 1X
40 mM Trnis-acetato.
1 mM EDTA apH 8.3.

Regulador de lavado:
Regulador de lavado concentrado (Gibco BRL)  37.5 pl
Agua destilada 712 ul
Etanol absoluto 750 ul

7.2 Medios de Cultivo

Para el cultivo de E. coli se utilizé el medio YT preparado de acuerdo a la
siguiente formulacion:

Bactotriptona 8g
Extracto de levadura S5g
NaCl 5g
Agar 175¢g

Agua destilada para aforara 1 litro

Se disolvieron los componentes en 800 ml de agua destilada, se aforo a 1 litro
y se esterilizd durante 135 libras/plg’ de presion por 15 minutos. Antes del vaciado
en las placas se dejo enfriar hasta 50°C y se vaciaron 20 ml en cada placa. Para las
placas con ampicilina se adicioné el antibiético al medio a una concentracion final
de 50 pg/ml.

Medio LB/Amp/X-gal:

Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl S5g
Agar 15g

Agua destilada para aforar a 1 litro
Se esteriliza en autoclave, se enfria a 65°C, se agrega ampicilina (congentracion
final de 100 pg/ml) y X-gal (concentracion final de 33 pg/ml).
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Medio S.0.C:

Bactotriptona 2%

Extracto de levadura 0.5%

Na(l 10 mM

HCl 2.5mM

Mg 20 mM (a partir de una sotucién patron 2 M
filtrada esterilizada 1 M MgCl,-6 H.O, | M
MgSO,-7H,0)

Glucosa 20 mM (de una soluciéon patron filtrado

esterilizado 2 M). Se mezcla bactotriptona, extracto de levadura, NaCl y HCI en
agua destilada, se esteriliza en autoclave, se enfria a temperatura ambiente, después
se agrega la solucién patron filtrada esterilizada de Mg™ y de glucosa.

Las muestras biologicas de Lupinus campestris fueron proporcionadas por el
CEPROBI (Centro de Productos Biologicos) del estado de Morelos.

7.3 Métodos
a) Aislamiento de DNA total

Extraccion de DNA de hoja de Lupinus campestris.

Se utihizo una proporcion de 2.5 ml de regulador de extraccion por gramo de
muestra. Se pesaron de 5 a 10 gr. de hojas frescas de L. campestris, se
homogeneizd en poter y se centrifugd a 8000 rpm durante 10 minutos. Se recuperd
el sobrenadante y se precipité durante 1 hora con un volumen de isopropanol frio (-
20°C). Enseguida se centrifugé a 12 000 rpm por 15 minutos, se elimind el
sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol al 70% dos veces. Se dejé secar hasta
eliminar totalmente el alcohol y se resuspendid en 10-30 pl de regulador Low TE,
dependiendo de la cantidad de muestra. A continuacion se realizé una extraccion
con fenol-TE pH 8, se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos se recuperd la
fase acuosa, este paso se repitio dos veces. También se llevo a cabo una extraccidn
fenol-cloroformo, se centrifugd a 10 000 rpm por 5 minutos. Enseguida se realizo
una extraccion con cloroformo, se centrifugé a 10000 rpm durante 5 minutos y se
recuperd la fase acuosa. Se precipitd durante una hora con dos volumenes de
isopropanol frio (-20°C). Se lavé dos veces con etanol al 70%, se dejo secar y se
resuspendi6 en 10-30 pl de regulador Low TE.
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La muestra se traté con RNAsa por una hora a 37°C a una concentracion final
de 10 mg/ml y se repitiecron las extracciones con fenol, fenol-cloroformo y
cloroformo. Se precipité nuevamente con isopropanol y se lavo con etanol al 70%.
Finalmente se resuspendid la pastilla de DNA con 5 pl de regulador Low TE por
cada gramo de muestra empleada.

b) Disefio de los oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de un
fragmento del gene de conglutina y (gama)

Para la amplificacion por PCR de un fragmento de la conglutina gama (y) de
630 pb. Se disefiaron en base a la secuencia de Lupinus angustifolius, los
oligonucledtidos 112 y 712, los cuales generan un producto en los que se
incluyeron sitios de corte para las endonucleasas de restriccion EcoRl y BamHI,
presentes también en el vector pUC118. Permitiendo ademas la entrada en fase y en
la direccion correcta del inserto, y tiene también incluida una sefial de terminacién
para la traduccion de la proteina.

Proceso del disefio de los oligonucledtidos iniciadores para la amplificacion
por PCR.

(A)- Secuencia reportada del gene de conglutina gama en Lupinus angustifolius
(Kolivas, 1993).

(B)- Oligonucledtidos disefiados para amplificar un producto de 630 pares de bases

(A)- 5 tcattatatcat aat tctcaa 3
(B)- 3 tcattatatcagaattctcaa 3

(A)- 5 gct ata tta ttc gga gat att aat gac cca 3
seenencia complementaria 3° Cga tat aat aag cct ctataa ttactg ggt s
wcenciainvertida ~ 5°  1QQ gtc att aat atc tcc gaa taa tat age 3

(B) 5 tgg gtc att agq atc ccc gaa tta tat agc 3
ALTO
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Oligonucleotido  §° 3 longitud en nucleotidos

112 5 tcattatatcagaatictcaa 3’ 21
712 s tggotcattaggatccccgaattatatage 3 30

Las secuencias subrayadas son reconocidas por la enzima de restriccion EcoRI
en el oligo 112 y por la enzima BamHI en el oligo 712, que se encuentran también
en el plasmido pUC118, lo que permite la entrada en fase y en la direccion correcta
del inserto en el vector, por otro lado el oligo 712 presenta ademas una sefial de
terminacton para la sintesis de la proteina.

¢} Amplificacion por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

Los oligonucledtidos para realizar la amplificacion por PCR fueron adquiridos
de Genosys Biotecnologies Inc.

Se prepard la mezcla de reaccién para la amplificacion de la siguiente manera:

Reactivos Volumen / 100 pl Concentracion Final
Oligo iniciador 112 1 ui 0.2 uM
Ohgo miciador 711 il 0.2 pM
Regulador de reaccion 10X 10 d 1X
Mezcla de ANTP’s (2 pl c/u) 8 ul 0.2 mM
DNA molde 1 ul 1 ng/ul
H,O para HPLC 78.5 ul -
Enzima Taq polimerasa 05 2.5 unidades/100 pl.
Acette mineral 2 gotas R

Se colocaron los tubos eppendof con la mezcla en el termociclador modelo
MiniCycler™ marca MJ Research. Se incubaron a 95°C por 5 minutos,
posteriormente se agregaron 0.5 pl de la enzima Taq DNA polimerasa (2.5
unidades). Se inicid el programa que corresponde a las siguientes temperaturas y
tiempos:
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Paso Etapa Temperatura Tiempo

1 Desnaturalizacion 96°C 1 minuto
2 Ahneamiento 40°C 1 minuto
3 Extension 72°C 1 minuto
4 Extension final 72°C 5 minutos

Se repiten los pasos 1 a 3 por 29 ciclos.

Al finalizar la incubacién el producto de amplificacion de PCR se analizé en
gel de agarosa al 1%

Producto amplificado por PCR

S L b4 Q N 5 Q P T S s K P N L L v L P A
ltca tta tat cag aaf fot caalccc act tct tct aaa cca aac ctc ctt gtt cta ccc gtt

Q E D A 5 T G L H W A N I H K R T P L M
caa gaa gat gct tca acc gga ctt cat tgg gcc aat atc cat aag aga aca cca ctt atg

Q v P L L L D L N G K H L w Y T C S Q H
caa gtt cca ctc cta cta gac cta aat ggt aaa cac tta tgg gta aca tgt tcc cas cac
Y 5 5 5 T Y Q A P F c H 3 T ¢ C 5 R A N
tac tca tc¢t tca aca tac caa gca cca ttt tgt cac tce act caa tge tet aga goc aac
T H Q c F T o T D 5 T T T R P G c H N N
act cac caa tgc ttec act tgec acc gat tca acc aca aca aga ccyg ggt tgc cat aac aac
L L S S N P v T Q B 5 G L G B L A
aca tgt ggc ctc ttyg tect agt aac ccg gtt act caa gaa agt ggg tta ggt gag ctt gea
Q D v L A I H S T H G S K L G P M v K v
caa gat gta cta get ata cat tca act cat ggc tcc aaa cta ggg cca atg gtt aaa gtc
P Q F L F 5 od A P S F L A Q K G L P N N
cct caa ttc ctc ttec tet tgt gca cct tecc ttc ctt gecoc caa aag ggt ctt cca aac aac
v o} G A L G L G Q A B I S L Q N Q L F 5
gtc caa ggt gct ctt ggg ctt ggt caa gca ccg att tca cta cag aac caa ctt ttec tec
H F G L K R Q F 5 v c L 5 R Y S T s N G
cac ttt gga ctc aaa cga caa ttc tet gta tgt ctc tct cgt tac tca aca tca aat ggt

A I mo F 66 D P N D P
2 [gct ata taa ttc ggg gat cet aat gac ccal

Lo oS T R o B R B e et T T o T S o T R o I S o T R o B
3
Q1
]

Secuencia tedrica esperada del producto amplificado por PCR en base a los
oligonucleotidos disefiados. 1- secuencia de aminoacidos en c¢odigo de una
letra. 2- secuencia completa del producto obtenido por PCR. La secuencia a la que
se unen los oligonucledtidos iniciadores esta encerrada en un rectangulo, las
secuencias de corte de EcoRI (gaattc) y BamHI (ggatcc) subrayadas y resaltadas
en "negritas" y la secuencia de "alto" escrita con letra italica.
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d) Electroforesis en gel de agarosa

Se colocaron 10 pl de las muestras del producto de amplificacion por PCR
mezclados con 2 pl de colorante de carga (40% sacarosa y 0.8% de azul de
bromofenol) en un gel de agarosa al 1% preparado con regulador de borato (TBE
1X) se aplicé un voltaje constante de 70 volts. El corrimiento del gel se detuvo
cuando el colorante llegé al extremo opuesto del gel. Las bandas del DNA se
tifieron con una soluciéon de bromuro de etidio 10 mg/ml. Después de 5 minutos el
gel se lavd con agua y las bandas se observaron en un transiluminador de luz
ultravioleta.

¢) Purificacion del producto de PCR y el vector pUC118 utilizando el sistema
de aislamiento GlassMax.

El método de purificacion de GlassMax se basa en hacer pasar el DNA a
través de una membrana de silica y por catalisis con ioduro de sodio 6M el DNA se
pega a la matriz y es posible eliminar por lavados los contaminantes. Finalmente
se eluye el DNA con ayuda de regulador TE a 65°C. Este DNA puede ser utilizado
para clonacion, secuenciacion o PCR.

Este método de purificacion reporta un 50% o mas de eficiencia en la recuperacion
de DNA a partir de geles de agarosa, y una eficiencia de remocion de
contaminantes de:

Tipo de contaminante % de Remanencia % de Elimninacion
dNTP 0.1 99.9
Proteinas 0.2 99.8

Se calentaron 200 pl de regulador TE 1X a 65°C en bafio maria (esta solucion
se utilizo posteriormente para eluir el DNA de la matriz de GlassMax).

Se adicionaron 600 ul de la solucién de union al GlassMax a la muestra de
DNA, (que se obtuvo a partir de un gel agarosa) inmediatamente después se
agregaron 30 pl de regulador TAE 1X, se calento la mezcla a 50 °C durante 5 a 7
minutos hasta que se fundio la agarosa. Se mantuvo la mezcla en hielo por 5
minutos. Se ensamblé el GlassMax y se transfirié la mezcla al cartucho,
posteriormente se centrifugd a 13 000 g por 20 segundos. Se removi6 el cartucho y
se descarto el filtrado. Se agregaron 400 pl de regulador de lavado frio al cartucho
y se centrifugd a 13 000 g por 20 segundos, se removié el cartucho y se desechd el
filtrado. Se repitio esto en dos ocasiones mas.
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Después de remover el ultimo lavado, se centrifugé el cartucho por 1 minuto
para eliminar totalmente el regulador. Se transfirié el cartucho a un nuevo tubo y se
agregd por el centro 34 pl de regulador TE 1X a 65°C, es necesario incubar el
sistema en el bafio maria dos minutos a 65°C para mejorar el resultado. Se
centrifugd a 13 000 g por 20 segundos para eluir el DNA y el cartucho es
descartado. El DNA se almacen¢ en hielo.

f) Reaccion de restriccion del preducto de PCR y del vector pUC118 con las
enzimas EcoRI y BamHI

En dos tubos eppendorf se agregaron los siguientes reactivos:

Tubo 1: 10 pl de DNA del producto de PCR (inserto)
Tubo 2: 10 pl de DNA del vector pUC118. (vector)

Se agregaron los reactivos de acuerdo al siguiente orden:

H,O Regulador para BamHI EcoRI
Tubo (ub) restriccion (10 U/pl) (10 U/ul)
1 (inserto) Syl 6 W 3pul 6 ul
2 (vector) 5 ul 6 ul 3ul 6

Se mezclaron suavemente y se incubaron las muestras a 37°C durante 1 hora. Para
determinar si se produjo el corte por parte de las enzimas de restriccion, los
productos de la digestion se corrieron en un gel de agarosa al 1%

g) Reaceién de ligacion del producto de PCR con el vector pUC118
Del paso anterior se calent el tubo 1 (inserto) y el tubo 2 (vector) a 65 °C durante

10 minutos para inactivar las enzimas de restriccion.
Se prepar6 un tubo de reaccion con los siguientes componentes.

Vector: pUC118/EcoRI/BamH] 1 ul

Inserto: producto de PCR 8.5 ul
Regulador de ligacion 5X 5ul
Agua 9.5l
T4 DNA ligasa (0.25 u) 1 ul
Volumen total 25 uk

Se incub6 a temperatura ambiente durante 3 horas
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Produccion del DNA recombinante
Fragmento de la conglutina gama de 630 pares de bases producto de PCR
O AATATAGT CRARGAGT Tmmeassee s GO AT AT TAA GOCOTEAGG ATTACT GGGT
Corte con enzimas de restriccion

EcoRlI BamHI

AATTCTCAA*>* >+ xxxx 3 xGCTATATAATTCGGG
GAGTT***r*2ess*xCGATATATTAAGCCCCTAG

R4

Plasmido pUC118 que
presenta sitios de corte
para EcoRI y BamHI

DNA ligasa {

Fragmento del gen
de la conglutina

insertado en el plasmido

Figura 4. Produccion del DNA recombinante. El fragmento de conglutina gama
se cortd con las enzimas EcoRl y BamHI y se insert6 en el plasmido pUC118

35



MATERIAL Y METODOS

h) Transformacién de células competentes de E. coli

Se utilizaron células competentes £. co/i DH5a de Life Tecnologies Library
Efficiency.”™ Esta cepa presenta a-complementaridad con el gen de la p-
galactosidasa del fagémido pUC118. Se tomo una alicuota de 100 pl de celulas
competentes en un tubo falcon. Se agregaron 5 pl del plasmido recombinante
pUC118/conglutina y. Se mezclaron suavemente las células durante 5 segundos.
Posteriormente se incubaron en hielo por 30 minutos. Enseguida se incubaron en
bafio maria a 42°C durante 45 segundos. Después de esto se colocaron en hielo
durante dos minutos. Se agregaron 900 pl del medio SOC y se incubaron a 37°C
con agitacidon suave durante una hora. Se tomaron 100 pl de las células
transformadas y se sembrd en caja petri con medio LB/Amp/X-gal. Se incubd a
37°C toda la noche.

i) Seleccion de las recombinantes.

La seleccién de colonias blancas y azules permite distinguir las recombinantes
de las no recombinantes debido a las caracteristicas del vector y de F. cofi DH3q,

El vector pUC118 contiene un fragmento del operon lac, el cual codifica para
un péptido (el péptido a del gen lacZ) que posee a-complementaridad con el
péptido omega de la mutante del gen lac (mutante AZ) presente en la cepa
hospedadora de E. coli DH5a que restablece la actividad de B-galactosidasa.

La actividad de la enzima B-galactosidasa se detecta sembrando las células
transformadas en medio selectivo que contiene un sustrato cromogénico ( X-gal). El
sustrato es transformado por la enzima en un color azul.

La insercién del fragmento del gen de la conglutina y en el sitio de
multiclonacion del plasmido produce colonias blancas debido a la inactivacion del
péptido «, los plasmidos no recombinantes producen colonias azules.

j) Técnica a gran escala para la obtencion de DNA plasmidico
Se crecid un cultivo de 30 ml de la cepa bacteriana acarreadora del plasmdo
hasta una fase log. tardia (D.O.g00 aprox. 0.6). El cultivo puede ser inoculado con

una colonia bacteriana aislada o con una alicuota de un cultivo liquido inoculado
con una colonia aislada.
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Se inoculé 500 ml de medio L precalentado a 37°C conteniendo la cantidad
apropiada de antibidtico en un frasco de 2 litros con 25ml del cultivo en fase log
tardia, se incub6 el cultivo por exactamente 2.5 horas a 37°C con agitacién
vigorosa (300 ciclos/min.). La D.O. del cultivo resultante debe ser de
aproximadamente 0.4,

Opcionalmente: Se adicioné 2.5ml de una solucion de cloramfenicol
(34mg/ml en etanol) la concentracién final del cloramfenicol es de 170mg/ml .

Se incubd el cultivo por un periodo de 12-16 horas a 37°C con vigorosa agitacion
(300ciclos/min.).

La cosecha de las células bacterianas se realizé por centrifugaciéon a 4000
rpm/15min. Se deseché el sobrenadante. Se lavé el paquete bacteriano con 100m!
de STE pre-enfriado. Se resuspendi6 el paquete celular con 10 ml de una solucion
pre-enfriada de sacarosa al 10% en Tris- HC! (pH 8.0) se pasé la suspencién a un
tubo de 30 ml.

Se agregaron 2 ml de solucion de hisozima (10 mg/ml en 10mM Tris-HC] pH
8) preparada al momento. La lisozima no trabaja eficientemente si el pH de la
solucion es menor de 8.0. Se adicionaron 8 ml de 0.25M de EDTA (pH 8). Se
mezcld 1a suspension por inversién y se incubé por 10min en baiio de hielo.

Se adicionaron 4 ml de SDS al 10% inmediatamente se¢ mezclo girando sobre
las paredes del tubo para que se disperse completamente el SDS sobre toda la
suspension bacteriana. Se debe realizar cuidadosamente para que se produzca el
minimo numero de cortes en el DNA |

Tan pronto se mezclaron, se adicion6é 6 ml de NaCl 5M (concentracion final
IM). Se dejo reposar el tubo en hielo por lo menos una hora. Para remover el DNA
de alto peso molecular y organelos celulares se realizé una centrifugacion a 3000
rpm/30min a 4°C. Cwmdadosamente se transfirid el sobrenadante a un tubo limpio
de 50 ml. Se realizé una extraccion con fenol-cloroformo y una con cloroformo.

Se paso la fase acuosa a un frasco de 250ml y se adicionaron 2 volumenes de
etanol a temperatura ambiente, se mezclé perfectamente y se dejo reposar a
temperatura ambiente de 1-2 horas. Se recuperd el acido nucleico por
centrifugacién a 5000g por 20 min. a 4°C. Se desechoé el sobrenadante y se lavo el
precipitado con etanol al 70% a temperatura ambiente y se centrifugo a 5000g por
20 min. a 4°C. Se eliminé totalmente el etanol y se redisolvio el DNA con 3 ml de
TE (pH 8.0).
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Seleccion de las Recombinantes
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Figura 5. La cepa hospedadora de E. coli DH5a codifica para el péptido omega
de la mutante del gen lac (mutante AZ) que posee alfa complementaridad
con el péptido alfa del gen lac Z codificado por un fragmento del operén
lac que se encuentra en el plasmido pUCLI8, genera una enzima
B-galactosidasa activa. La actividad de la enzima [-galactosidasa se
detecta sembrando las células transformadas en medio selectivo que contiene
un sustrato cromogénico (X-gal). Este sustrato al ser metabolizado por Ia
enzima produce colonias de color azul. Por otro lado al insertar el fragmento
del gen de la conglutina gama en el sitio de policlonacion del plasmido, se
producen colonias blancas, ya que no se sintetiza el péptido alfa y no se lleva
a cabo la a-complementaridad. Los plasmidos recombinantes forman colonias blancas,
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k) Reaccion de restriccion del plaismido recombinante con la enzima Bgll.
Se purifico DNA plasmidico de una colonia transformante (blanca).

En un tubo eppendorf se agregaron los reactivos de acuerdo al siguiente orden:

DNA plasmidico H,0O Regulador para Bgll
(ub) restriccion (10 U/ul)
10 pl Sul 6 pl 3yl

Se mezclaron suavemente y se incubo la muestra a 37°C durante ! hora. Para
determinar si se produjo el corte por parte de la enzima de restriccion, el producto
de la digestion se corrid en un gel de agarosa al 1%
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VII. RESULTADOS.
8.1 Extraccion del DNA de hojas de Lupinus campestris.

A partir de muestras de hojas frescas de Lupinus campestris colectadas en el
estado de Morelos y proporcionadas por el Centro de Desarrollo de Productos
Bidticos, se realizo la extraccion del DNA genémico. Para determinar la calidad del
DNA se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 1%(fig. 6 carnil 1). La
integridad de este DNA se presenta de manera adecuada, por lo que se utilizd como
molde para la amplificacién de un fragmento de conglutina gama mediante
reaccion en cadena de la polimerasa.

8.2 Amplificacion por PCR para obtener un fragmento de 630 pb. del gen de la
conglutina gama.

Utilizando como DNA molde, el DNA genomico obtenido de las hojas de
lupinus y con los oligonucledtidos iniciadores 112 y 712, se llevd a cabo la
amplificacion de una secuencia de DNA del gen de conglutina gama durante 30
ciclos (ver métodos) lo que generd un fragmento con un tamafio aproximado de 630
pb (fig. 1 carml 2). El producto de PCR se corrid en un gel de agarosa al 1%, la
banda que se observa del producto de la reaccion corresponde al tamafio esperado.
Este producto de PCR se purifico cortando la banda presente en el gel de agarosa
siguiendo el protocolo del sistema de GlassMax.

8.3 Clonacion del producto de PCR.

El producto purificado de PCR se sometié a digestion con las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI, lo que permitié tenerlo preparado para insertarlo en el
vector pUC118. El vector pUC118 se obtuvo a partir de la célula hospedadora
Escherichia coli. (fig. 7 carril 1). Este plasmido fue digerido con las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI, (fig. 7 carril 2) las cuales reconocen también sitios
similares en el producto de PCR, lo que permite que el fragmento de la conglutina
gama entre en fase y en la direccion correcta en el vector. El plasmido digerido se
purifico utilizando el sistema de GlassMax (fig.7 carril 3). La mezcla del vector y
el fragmento de PCR, ambos digeridos con las enzimas EcoRl y BamHI, se
colocaron en un tubo eppendorf junto con ia DNA ligasa de T4 para la reaccion de
ligacion, se incubaron a temperatura ambiente durante 3 horas (ver métodos). Esta
mezcla generé el DNA recombinante formado por el fragmento de PCR ligado al
vector pUC118 (pUC118/conglutina gama). El cual fue utilizado para la
transformacion de células competentes.
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Figura 6. Obtencién de un fragmento de 630pb empleando como molde el
DNA genémico total de L.campestris. En la figura se muestra en el carril 1 el
DNA genoémico total extraido de las muestras de hojas de Lupinus. En el carril 2
se observa el producto de PCR obtenido después de 30 ciclos utilizando como
molde el DNA gendmico total y los iniciadores 712 y 112. En el carril 3 se
muestra el marcador de peso molecular A Hind III. Las muestras se corrieron en

un gel de agarosa al 1%.
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Figura 7. Digestion del plasmido pUC118. La figura muestra en el carril [ el
plasmido pUC118 en forma silvestre después de ser extraido de las células
hospedadoras de E. coli. En el carril 2 se muestra el mismo plasmido después de
ser sometido a una digestién con EcoRI y BamHI a 37°C durante 1 hora, esta
banda tiene un tamafio cercano a los 3.2Kb. En el carril 3 se muestra el vector
pUC118 digerido y después de la purificacion utilizando el sistema Glass Max.

Las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 1%.
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8.4 Transformacion de células competentes para obtener cepas recombinantes.

El plasmido con el inserto (pUC118/conglutina gama) se utiliz6 para
transformar células competentes £. coli DHS5-o (Lifetechnologies). El plasmido
pUC118 silvestre, tiene la caracteristica de presentar a-complementariedad con el
gen de la B-galactosidasa de las células de E. coli. La actividad de la enzima -
galactosidasa se detecta sembrando las células transformadas en medio selectivo
que contiene LB/amp/X-gal. El sustrato cromogénico X-gal es transformado por la
enzima en un color azul, De esta manera los plasmidos que no presentan el inserto
generan colonias con una coloracidén azul. Por otro lado la insercién del fragmento
del gen de la conglutina gama en el sitio de multiclonacion del plasmido provoca la
nactivacion del péptido alfa por lo que los plasmidos recombinantes producen
colonias blancas (fig 8).

La seleccién de las colonias que presentan el plasmido con el inserto, se llevo
a cabo por la coloracién, es decir, se escogieron colonias blancas como candidatas
para caracterizar la insercion del fragmento de 630 pb de la conglutina gama en el
plasmido

8.5 Caracterizacion de la insercion del fragmento de PCR en las colonias
recombinantes.

De las colonias que recibieron el vector pUCI118/conglutina gama y
crecieron en medio LB/Amp/X-gal, se seleccionaron dos colonias blancas,
(recombinantes) para caracterizar la insercion del fragmento de PCR en el
plasmido. Se purifico el DNA de dos colomias que perdieron el gen de la B-
galactosidasa (colomias blancas) y el DNA de una colonia azul (no recombinante)
como control, para comparar el tamano de los fragmentos, mediante la digestion
con la enzima de restriccién Bgll. Los productos de la reaccion de restriccion se
analizaron en una electroforesis de agarosa al 1%(fig. 9).

La enzima Bgll corta en los sitios 252 y 1830 del vector pU118 silvestre (fig 3), los
cuales se encuentran fuera de la regién de multiclonacién, que es la zona donde se
inserté el fragmento de la conglutina gama.
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Figura 8. Crecimiento cn placas de agar LB con ampicilina y X-gal. La

figura muestra el crecimiento de las bacterias transformadas. Figura A. Testigo
negativo, estas bacterias no recibieron el plasmido. Figura B Testigo de corte, ¢n
este caso las bacterias recibieron el plasmido cortado. Figura C Testigo positivo,
estas bacterias recibieron el plasmido silvestre. I'igura D Muestra problema,

estas bacterias recibieron el plasmido tratado con el inserto de 630 pb.

44



RESULTADOS

Figura 9. Digestion con Bgll del plasmido pUC118 recuperado de las
bacterias recombinantes. Carril 1 y 3 muestra la digestién del DNA plasmidico
de una colonia incolora crecida en medio LB/Amp/X-gal, en este caso se
observan 2 bandas de 2100 y 1600pb aproximadamente. Carril 2 muestra la
digestién del DNA de una colonia de color azul, las bandas aqui presentes
muestran tamafios de 1500 y 1600pb. Carril 3 Marcador de pesos moleculares.

Las muestras se analizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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En base a la secuencia obtenida del gen de conglutina gama de Lupinus
angustifolius (Kolivas, 1993). Se analizé la frecuencia de utilizacion de los codones
del fragmento teodrico esperado del gen de la conglutina gama.

Producto amplificado por PCR
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Secuencia tedrica
oligonucleétidos disefiados. 1-
letra. 2- secuencia completa del producto obtenido por PCR.

esperada del producto amplificado por PCR en base a los

secuencia de aminoacidos en cddigo de una

Los codones del fragmento de conglutina gama de frecuencia de uso mas
bajo son los siguientes:

Aminoacido  Codon  Frecuencia de aparicion en el
fragmento de conglutina gama
Prolina cce Dos
Leucina cta Siete
Arginina aga Tres
Cisteina tgt Cuatro
Isoleucina ata Dos
Arginina cga Uno
Tabla VI
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IX. ANALISIS Y DISCUSION.

La idea principal del clonaje molecular es insertar el segmento de DNA de
interés en una molécula de DNA que se replica autonomamente, llamada vector de
clonaje o vehiculo, de forma que el segmento de DNA es replicado con el vector.
El clonaje de este vector quimérico en un organismo huésped apropiado como E.
coli resulta en la produccién de grandes cantidades del segmento de DNA
mnsertado. Si el gen clonado esta flanqueado por secuencias de control
(adecuadamente situadas) para la sintesis de RNA y proteina, el huésped puede
producir también grandes cantidades del RNA y de la proteina codificados por este
gen (Voet, 1992).

La extraccion del DNA a partir de hojas frescas de Lupinus campestris, fue el
paso inicial para la amplificacion por PCR de un fragmento del gene de la

conglutina gama, para posteriormente clonar esta secuencia de DNA en el vector
pUCI118.

El DNA genomico purificado de /upinus se analizd por medio de una
electroforesis en gel de agarosa para observar su integridad, la banda que se
presenta en la figura 6 carril 1 corresponde a una muestra del DNA total obtenido
de las hojas de /upinus, se presenta una zona bien definida donde migré el DNA en
el gel de agarosa y no se observa el barrido caracteristico cuando €l DNA esta
degradado, por lo que se considero que el material genético se encuentra en buen
estado para que sea utilizado como molde para la reaccion de PCR.

Para la amplificaciéon de un fragmento del gene de la conglutina gama se
diseitaron los oligonucleotidos 112 y 712, los cuales presentan sitios de restriccion
para las enzimas EcoRI y BamHI. Se utilizé como DNA molde el obtenido de hojas
frescas de Lupinus campestris. El producto de amplificacion al ser analizado en un
gel de agarosa genera una banda con un tamaiio ligeramente mayor a la banda de
referencia de 564 pb del marcador de peso molecular (fig.6 carril 2 y 3). El tamafio
esperado del fragmento que se amplificd por PCR es de 630 pb. el cual corresponde
a la migracion de la banda observado en la electroforesis en gel de agarosa (fig 6
carril 2).
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Se purificé el plasmido pUC118 extraido de la cepa hospedadora de E. coli y
se analizé en una electroforesis (fig. 7 carril 1). Al analizar una muestra del vector
mediante electroforesis en gel de agarosa, se observa que se presentan varias
bandas las cuales corresponden a las distintas conformaciones que posee el
plasmido debido al superenrollamiento, el cual es una propiedad topologica del
DNA duplex circular cerrado covalentemente. Las diferentes conformaciones del
DNA dadas por el grado de superenrollamiento provocan que la velocidad de
migraciéon en una electroforesis aumente con el grado de superhelicidad de las
moléculas de DNA ya que se presentan estructuras compactas y retorcidas (Voet,
1992. Lewin 1997).

Al cortar con enzimas de restriccion el DNA superenroliado, este se lineariza
o se relaja, es decir se pierde el enrollamiento de la cadena de DNA sobre si misma.
En la fig. 7 carml 2 se muestra una electroforesis en gel de agarosa del vector
pUC118 digerido con las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI, en la que se
presenta una sola banda ya que el plasmido esta linearizado, debido al corte
provocado por las enzimas. En el carril 3 de la fig. 7 se muestra al plasmido
digendo y purificado utilizando el sistema de Glass Max, el tamafio del plasmido
corresponde a 3.2Kb.

Una vez obtemdo el fragmento de la conglutina gama amplificado por PCR y
el vector pUC118 aislado de cepas de £. coli y purificado del gel de agarosa, se
generé el DNA recombinante.

La union de un fragmento extraiio de DNA a un vector de clonacién requiere
una reaccion entre los extremos del fragmento y los del vector. Ello se consiguid
creando secuencias complementarias en el fragmento ya que el vector ya las
presentaba, de modo que cuando se encontraran juntos pudieran recombinar para
formar un DNA quimérico. Para lo cual se emplearon enzimas de restriccion que
hacen cortes en bisel, produciendo extremos cohesivos, es decir, unicatenarios y
complementarios. Se utilizaron dos enzimas EcoRI y BamHI las cuales reconocen
sitios en el fragmento de la conglutina gama amplificado por PCR con los
oligonucleotidos 112 y 712 disefiados para generar esos sitios de corte, ademas el
vector pUC118 también presenta sitios reconocidos por estas enzimas.
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Eco RI reconoce una secuencia palindromica que consiste de 6 bases

(desﬁacadas en negritas), y la enzima corta los enlaces indicados por las flechas
verticales

v

4

Los fragmentos de ADN a cada lado del sitio de corte se separan y como el
corte se hace en bisel, los extremos poseen secuencias complementarias de ADN
unicatenario

AATTCNNNN.L....... 3'  Fragmento de
GNNNN........ 5" conglutina gama

5. NNNNG Vector
3. NNNNCTTAA pUC118

La complementariedad permite que los extremos cohesivos se unan por
emparejamiento de bases. El corte con EcoRI produce siempre los mismos
extremos cohesivos aunque las moléculas cortadas sean diferentes. Ello permite
que las dos moléculas cortadas se unan.

El mismo mecanismo general sucede para la enzima BamHI la cual reconoce
una secuencia palindromica distinta de 6 bases:

\

Los fragmentos de ADN se separan y se generan extremos que poseen
secuencias complementarias de ADN unicatenario

GATCCNNNN........ 3'  Vector
GNNNN........ 5 pUCII8

5'.....NNNNG Fragmento de
3"......NNNNCCTAG conglutina gama
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Después de la restriccion del fragmento de conglutina gama y del plasmido, es
necesario unirlos utilizando la DNA ligasa de T4 (ver métodos) la cual forma los
enlaces covalentes entre el vector y el inserto de DNA. Este procedimiento genero
el plasmido recombinante o quimérico (pUC118/conglutina gama).

Bajo este disefio experimental se producen ventajas importantes en la
construccion del vector. Permite que el inserto entre en fase y en la direccion
correcta en el plasmido. Por lo que se mantiene el marco de lectura, es decir, ya que
el codigo genético se lee en grupos de tres nucleotidos (codon) cada uno de los
cuales representa un aminoacido, la secuencia nucleotidica de la cadena de DNA
insertado, correspondera a la secuencia esperada de aminoacidos de la proteina.
Ademas en la posicion 5' de la zona de policlonacion del vector, se encuentra el
promotor del operon lac, lo que provoca que ia RNA polimerasa se una a los sitios
de iniciacion y transcriba un RNA mensajero que posea la secuencia del fragmento
de conglutina. Otra caracteristica importante es la presencia de un codén de
terminacion en el extremo 3' del inserto, ya que los codones de terminacidon unen
factores de liberacién, que inducen que la peptidil transferasa hidrolice el enlace
peptidil-tRNA, esto trac consigo el dejar de incorporar aminoacidos a la cadena
polipeptidica, es decir, indica que finaliza la traduccion. Lo anterior son
condiciones importantes a considerar, cuando se plantea la expresion de un gen que
ha sido manipulado para ser introducido a una célula.

Por otro lado en el plasmido recombinante los sitios de corte de las dos
enzimas (EcoRl y BamHI) no se pierden, lo que es muy util en caso de querer
recuperar el fragmento del gen de la conglutina gama.

Después de construir el vector recombinante (pUCI18/conglutina gama) se
procedio a transformar células competentes.

El huésped bacteriano incorpora un plasmido si los dos se ponen en contacto
en un proceso que es facilitado enormemente por la presencia de Ca* (que se cree
aumenta la permeabilidad de la membrana). Un vector piasmidico absorbido llega a
establecerse permanentemente en su huésped bacteriano (transformacién) con una
eficiencia de 0.1% aprox. (Voet, 1992).

En este caso se utilizaron células competentes E. coli DH5a de alta eficiencia
de transformacién de Lifetechnologies. El plasmido pUC1 18 produce el péptido o
de la B-galactosidasa el cual complementa ia deleccion de la mutante lac en la cepa
de E. coli. Cuando las células son transformadas con plasmidos no recombinates se
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generan colonias azules al ser crecidas en placas que contienen X-gal, por otro lado
los vectores con el inserto producen colonias blancas (fig 5).

En la figura 8 se muestra el crecimiento de las células de . coli transformadas
en placas de medio LB con ampicilina y X-gal. La fig. A corresponde a un control
negativo, son bacterias que no recibieron el plasmido, ya que unicamente el vector
presenta el gen de resistencia a ampicilina, solo podran crecer aquellas células que
posean el gen de resistencia al antibiotico, por lo tanto no hay crecimiento de las
células que no recibieron el vector. La fig. B muestra el crecimiento de las bacterias
que recibieron el plasmido cortado con las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI,
pero sm el fragmento del gen de la conglutina, en este caso se observa una densidad
muy baja de crecimiento de colonias, ademas todas presenta la coloracion azul,
aquellas que crecieron incorporaron el plasmido, el cual probablemente se
recircularizo o alguno de los plasmidos que fue adsorbido no se corté por las
enzimas de restriccion, dandole a las células la resistencia al antibidtico y la
capacidad de producir la enzima B-galactosidasa activa, proporcionando una
coloracion azul a las colonias crecidas en la placa.

En el tratamiento de las células competentes con el plasmido pUCI118
silvestre, es decir, sin el inserto, pero el plasmido cerrado, la densidad de colonias
que crecieron es muy alta al comparar el crecimiento con los otros tratamientos (fig
8C), ademas todas las colonias presentan la coloracion azul, lo que indica que se
trata del plasmido circular sin el inserto de la secuencia del fragmento del gen de la
conglutina gama.

En la figura 8D se muestra el resultado del crecimiento cuando se mezclaron
las células competentes con el plasmido recombinante (pUC1 18/conglutina gama),
en este caso se presentan tanto colonias azules como colonias blancas. Todas las
células que crecieron son resistentes a ampicilina por poseer este gen que se
encuentra en el vector, sin embargo las colomas blancas tienen interrumpido el gen
que codifica para el péptido alfa que complementa con el péptido omega de la p-
galactosidasa presente en el cromosoma bacteriano, por lo que no pueden
metabolizar el sustrato cromogénico X-gal. Lo que indica que la interrupcion del
péptido alfa es debida a la insercion de una secuencia de ADN.

Para caracterizar el inserto presente en el vector se purifico el DNA
plasmidico de dos colonias blancas y de una coloma azul que sirvi6 de control para
comparar. El DNA obtenido se sometié a restriccion con la enzima Bgll, la cual
reconoce dos secuencias en el vector silvestre, en los sitios 252 y 1830, estos se
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encuentran fuera de la region de multiclonacion (fig 3). Las bandas producidas por
la restriccion del DNA plasmidico se muestran en la figura 9, el carril | y 3
presentan el resultado obtenido de dos colonias blancas, en donde se observan dos
bandas de 2100 y 1600 pb aproximadamente. Por otro lado la digestion del DNA
plasmidico obtenido de una colonia azul, genera dos bandas con tamanos de 1500 y
1600pb aproximadamente (fig. 9 carril 2). La banda de 1600 se mantiene en los tres
carriles, sin embargo las colonias blancas generan un fragmento mayor de
aproximadamente 2200 y el segmento de 1500 no se presenta. Esto es debido a la
insercion en el vector de una secuencia de DNA de aproximadamente 630pb que se
gener6 por PCR. Como se ejemplifica en la figura 10.

Los resultados analizados anteriormente sugieren que ¢l segmento que se
inserto en el vector pUCI18 corresponde al producto obtenido por PCR, el cual es
un fragmento generado por los oligonucledtidos 112 y 712 disefiados para
amplificar un segmento de la secuencia del gen de conglutina gama derivado de
Lupinus campestris.

Por otro lado, hay que considerar algunos aspectos para futuros experimentos
de expresion. Ya que la velocidad a la cual se traduce el mensaje contenido en la
molécula de mRNA a su respectiva cadena polipéptidica puede ser controlada, en
parte por su contenido de codones que sean reconocidos por las moléculas mas
abundantes de tRNA disponibles. En los genes de organismos superiores los
codones tampoco son utilizados al azar, sin embargo existen variaciones
importantes en la frecuencia de utilizacion de codones de organismo a organismo.
Este es un aspecto que debe tomarse en cuenta cuando se plantea la expresion de un
gen ajeno, ya que el empleo de genes con codones de baja frecuencia de utilizacion
puede resultar en una baja expresion del producto génico de interes.

En base a la secuencia obtenida del gen de conglutina gama de Lupinus
angustifolius (Kohivas, 1993). Se analizé la frecuencia de utilizacién de los codones
del fragmento tedrico esperado del gen de la conglutina gama (tabla V1).

La cantidad de codones de utilizacién de frecuencia baja presentes en el
fragmento de conglutina gama son 19, tomando en cuenta que el namero total de
aminoacidos en el fragmento es de 198, la proporcion de codones de frecuencia
baja es de 9.5% lo cual no es significativo para considerarlo como un factor que
afecte la expresion del gen en el vector pUC1 18 que es donde se clond.
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Plasmido pUCT18 silvestre Restriccion con la enzima Bgll

[ ) Segmento de¢ 1578 pb

l 1 Segmento de 1622 pb

1830 Bgll

Plasmido recombinante
pUCT18&/conglutina gama

252 Bgll

W\ Fragmento de
% conglutina gama

Restriccion con la enzima Bgll

Segmento de 1622 pb

[

Segmento de 2185 pb

[ me———— |

2437 Bell

Figura 10 Caracterizacion del inserto en el plasmido recombinante

Sin embargo, también hay que considerar que las proteinas de las células
vivas sufren un recambio permanente. Este recambio controla el nivel de enzimas
reguladores y permite la eliminacion de proteinas anormales que de otra forma
interferirian con los procesos celulares. Por lo que se sugiere llevar a cabo estudios
induciendo a las células transformantes con IPTG para determinar la expresion del
fragmento clonado en las cepas recombinantes.
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X. CONCLUSIONES

- A partir de DNA obtenido de lLupinus campestris y utilizando los
oligonucledtidos 112 y 712, se amplifico mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa un producto de 630 pb.

- Se gener¢ el plasmido recombinante formado por el vector pUCI18 mas el
producto de amplificacion por PCR.

- Las cepas recombinantes perdicron la capacidad de metabolizar el sustrato
cromogénico X-gal, debido a la insercion de una secuencia de DNA en el plasmido
pUCI118.

- Las colonias transformadas presentan un inserto en el vector pUC118 que
corresponde al producto obtenido por PCR, el cual es un fragmento generado por
los oligonucledtidos 112 y 712 disefiados para amplificar un segmento de la
secuencia del gen de la conglutina gama derivado de Lupinus campesiris.
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Tabla VII

XII APENDICE

: FRECUENCIA DE UTILIZACION DE CODONES EN GENES DE £. coli

Primera

Posicion

(extremo
8"

Segunda posicion

U

C

A

G

Tercera
Posicién

(extremo 3')

UUU Phe (192)

UCU Ser (104)

UAU Tyr (154)

UGU Cys (47)

UUC Phe (182)

UCC Ser (94)

UAC Tyr (134)

UGC Cys (61)

UUA Leu (109)

UCA Ser (68)

UAA Alto (20)

UGA Alto (8)

UUG Leu (115)

UCG Ser (80)

UAG Alto (2)

UGG Trp (128)

CUU Leu (102)

CCU Pro (66)

CAU His (116)

CGU Arg (241)

CUC Leu (99)

CCC Pro (43)

CAC His (107)

CGC Arg (221)

CUA Leu (32)

CCAPro (82)

CAA Gln (132)

CGA Arg (31)

CUG Leu (546)

CCG Pro (238)

CAG GIn (301)

CGG Arg (46)

AUU Hle (272)

ACU Thr (102)

AAU Asn (163)

AGU Ser (72)

AUC Ile (265)

ACC Thr (234)

AAC Asn (239)

AGC Ser(152)

AUA e (41)

ACA Thr (65)

AAA Lys (365)

AGA Arg (21)

AUG Met (265)

ACG Thr (127)

AAG Lys (120)

AGG Arg (14) |

GUU Val (201)

GCU Ala (174)

GAU Asp (323)

GGU Gly (276)

GUC Val (142)

GCC Ala (235)

GAC Asp (218)

GGC Gly (302)

GUA Val (116)

GCA Ala (206)

GAA Glu (434)

GGA Gly (70)

| GUG Val (253)

GCG Ala (331)

GAG Glu (192)

GGG Gly (97)

Oi>OCO>OCO>OC‘.O>OC

Se analizaron un total de 9997 codones en moléculas de mRNA de £. coli, los

numeros entre paréntesis indican las ocasiones en que fue utilizado cada codon
(Moran, 1994).



