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1. Resumen

El Taxol ha probado ser un eficaz farmaco en el tratamiento de diversos tipos
de cancer. Su produccion y costo estan limitados por los métodos de obtencién
actuales, siendo el cultivo de células de Taxus sp. en suspension el método
mas utilizado. La sintesis del Taxol se lleva a cabo en 2 etapas, la primera
involucra la produccién de geranil geranil bifosfato, GGPP, y la segunda utiliza
GGPP como precursor en la sintesis del compuesto tetraciclico que forma el
esqueleto del Taxol. Es posible aumentar el rendimiento de produccién en un
cultivo en suspension de células de Taxus al incrementar la disponibilidad del
precursor GGPP de manera que facilita el flujo de la via en la cual se sintetiza
el Taxol. Se sabe que la enzima deoxixilulosa fosfato sintasa, DXS, funciona
como un punto de regulacion de la via del metil eritritol fosfato, MEP,
responsable de la sintesis de GGPP, por lo que la introduccion de un mayor
namero de copias del gen de esta proteina dentro de las células de Taxus
permitira aumentar la cantidad de enzima DXS disminuyendo el paso limitante
de velocidad que normalmente representa. Para este efecto, se intenté obtener
el gen dxs utilizando como fuente tejido de asciculas jovenes de Taxus. Sin
embargo, éste presenta altos contenidos fenolicos que dificultaron su obtencién
por lo cual se eligié al gen heterdlogo dxsl procedente de Zea mays, cuyo
tejido de facil obtencion presenta ventajas en la extraccion de acidos nucléicos
mMAas puros y estables mediante el uso de métodos comerciales. Tras una serie
de analisis bioinforméticos se determind que la secuencia del gen Zmdxsl
aislada en nuestro laboratorio es expresable en un sistema como Taxus sp. De
éste analisis también se sugiere que la expresion en éste sistema puede ser
optimizada al introducir simultaneamente los tRNAs de Thr (ACG) y Pro (CCG),
presentes en la secuencia del gen heterélogo Zmdxs, cuya abundancia en el

sistema de Taxus sp. es baja.



2. Introduccion

Las plantas adultas sintetizan dos tipos de metabolitos, los primarios y los
secundarios. Los primarios satisfacen las funciones normales de crecimiento,
desarrollo y reproduccidon. Mientras que los secundarios son aquellos
compuestos que no participan en el metabolismo basico de la planta, pero que
le confieren ventajas para establecerse de manera méas exitosa en un
ecosistema determinado. Estas ventajas se deben a que los metabolitos
secundarios presentan actividades muy diversas, como antimicrobianas,
antiinsectos, tractoras para la polinizacién, etc. Incluso algunos de ellos
permiten que la planta que los sintetiza compita eficazmente contra otras

plantas por espacio y nutrientes (Tholl, 2006).

Durante siglos los metabolitos secundarios han sido de gran interés para el
hombre, siendo utilizados como saborizantes, fragancias, plaguicidas y
farmacos. Sin embargo, la produccion natural de estos compuestos es
comunmente menor al 1% del peso seco de la planta (Oksman-Caldentey e
Inzé, 2004) por lo que la industria constantemente busca formas alternas de

produccion con rendimientos econdmicamente rentables.

Algunos ejemplos de farmacos derivados directa o indirectamente de productos
secundarios de plantas son los anticancerigenos Podofilotoxina y Camtotecian.
(Oksman-Caldentey e Inzé, 2004). Otro ejemplo importante es el del farmaco

anticancerigeno Paclitaxel, comercialmente conocido como Taxol.

Actualmente el Taxol presenta una creciente demanda debida a su éxito en el
tratamiento de tumores de mama, ovario y sarcoma de Kaposi (National Cancer
Institute, USA). Este farmaco lleva a cabo su efecto citotoxico deteniendo la
mitosis a través de estabilizar los microtabulos, resultando en apoptosis celular
(Marupudi, et al., 2007). A pesar de su efectividad como anticancerigeno, su
uso es limitado debido a que las dificultades para su obtencion encarecen el

precio de este farmaco.



El Taxol es un isoprenoide diterpeno que se obtiene por diferentes meétodos.
Naturalmente es producido por el arbol de Taxus sp., siendo las especies mas
utilizadas T. baccata en Europa, T. brevifolia en EUA y T. yunnanensis en
China (http://www.21cecpharm.com/px/). En México, el Taxol se produce en la
especie T. globosa, exisiendo pocos estudios realizados en esta especie
mexicana referentes al Taxol (Soto et al., 2000), En general el rendimiento de
extraccion de este farmaco es del 0.01% del peso de corteza seca de un arbol
maduro, que es la parte del arbol donde presenta mayor acumulacién aunque
también puede ser extraido de las asciculas, es decir, de sus hojas (Tabata,
2004). Ambas extracciones son dificiles de realizar por el alto contenido de

lipidos y fenoles propios de Taxus (Tabata, 2004).

Ademas de su fuente natural, el Taxol puede ser obtenido a través de sintesis
quimica aunque con un rendimiento bajo debido a la alta complejidad de la
molécula, Fig.1,(Arbuck y Blaylock, 1995; Jennewein y Croteau, 2001;
Besumbes, 2004).

paclitaxel

Fig. 1. Estructura quimica del Taxol o Paclitaxel.

Otro método de obtencion de Taxol es la semisintesis que consiste en
modificar quimicamente un precursor como por ejemplo 10-deacetilbacatina I
o bacatina Il (Ketchum and Croteau, 1998). Este método es mas eficiente que
el de sintesis por lo que es el mas utilizado para la produccion comercial del

Taxol (Walter, Croteau, 2001). Sin embargo, al igual que en caso del Taxol



mismo, el aislamiento y la purificacion de los precursores se dificultan debido a
su baja concentracion y a la abundancia de fenoles, lipidos y otros
contaminantes presentes en las aciculas que comunmente son el tejido

utilizado para estos fines (Walter, Croteau, 2001).

Recientemente la FDA de Estados Unidos de Norteamérica (www.fda.gov) ha

aprobado el uso de cultivos de células en suspension de Taxus sp. en la
produccion de Taxol o la de sus precursores. Se espera que esta estrategia
contribuya significativamente al futuro abastecimiento del farmaco a un precio
mas competitivo, por lo que, de ser exitosa, sera una fuente sustentable del
metabolito (Nims E. et al., 2006). No obstante, los cultivos de células en
suspensién aun presentan limitaciones que deben superarse para la obtencion
comercial de este farmaco (Frense, 2007). Algunos ejemplos son el bajo
rendimiento del Taxol en este sistema (Tabla 1), la oxidacion del tejido (Fig. 2)
y la baja velocidad de divisibn de las células vegetales. Su tiempo de
duplicacién es de mas de 20 dias y el periodo para la duplicacién no se ha
podido calcular con exactitud debido a que a los 20 dias, el callo se debe
subcultivar, aunque en la mayoria de los casos no haya duplicado su peso
(Maria Teresa Olivera y Araceli Arandal 2008, Facultad de Quimica, UNAM,
datos no publicados). La Figura 2 muestra la oxidacion de un callo de Taxus (A)
comparada con la de un callo de maiz (B), se aprecia un obscurecimiento

mayor en el tejido de callo de Taxus que indica gran oxidacion.

(b) ‘ st

Fig. 2. Comparacién de la apariencia de (a) Callo de Taxus globosa (a; Olivera
y Arandal 2008, Facultad de Quimica, UNAM, datos no publicados); y (b) callo
de maiz (Pereira-Petrillo et al., 2008).



En la Tabla 1 se muestra la produccion de células en suspension provenientes
de diversas especies de Taxus. Sin embargo, el maximo rendimiento mostrado

en esta tabla no es comercialmente atractivo.

Afortunadamente, en otros sistemas tanto de planta completa como de células
vegetales en cultivo se ha reportado que la produccién de muy diversos
metabolitos secundarios puede incrementarse mediante el tratamiento de
células indiferenciadas con elicitores como son metil jasmonato, &cido salicilico,
quitosan y metales pesados (Oksman-Caldentey, Inzé 2004). Algunos de estos
tratamientos se han aplicado a cultivos de células de Taxus (Zhong, 2002;
Tabata, 2004).

La producciéon de Taxol en Taxus varia de acuerdo a la especie elegida y a la
estrategia utilizada. Esta puede tratarse de un solo tipo de elicitor o pueden
combinarse entre si. Sin embargo, al llevar a cabo el proceso de escalamiento
los cultivos suelen comportarse de manera diferente a lo esperado. Algunos
factores que afectan el comportamiento son por ejemplo el estrés por el
espacio, la composicién de gases y el nivel de oxigenacion del cultivo. (Tabla 1;
Zhong, 2002; Tabata, 2004).

Tabla 1. Produccion de Taxol a niveles industriales en varios cultivos celulares de Taxus

spp. a escala de matraz y biorreactor (Zhong, 2002; Tabata, 2004)

_ Productividad Estrategia de Forma de _
Especies Lo . . Referencia
(mg- I dia™) cultivo cultivo
_ Elicitacion con
T. canadensis 9.75 Matraz Ketchum et al. 1999
MJA
_ Elicitacion con .
T. x media 7.86 MIA Matraz Yukimune et al., 1996

Medio optimizado,

Bringi, V. y Kadkade,
P., Patente WO

T. chinensis 3.64 elicitacion. Utiliza Matraz
cultivo de 2 etapas 17121, 1993
T. yunnanensis 0.4 La Matraz

Wu J. et al., 2001



. L ) Pestchanker et
T. cuspidata 11 Estudio cinético  Biorreactor
al.,1996
Cultivo de 2
etapas, elicitado

T. X media* 1.06 .. Biorreactor  Cusido et al., 2002
con MJA y adicion

de etileno
Inmovilizacion en _ Bentebibel et al.,
T. baccata 2.71 _ Biorreactor
alginato 2004

MJA, metil jasmonato. *Taxus X media es un hibrido de T. cuspidata y T.

baccata (http://www.mobot.org/gardeninghelp/PlantFinder)

Otra alternativa para lograr un incremento en la produccion de metabolitos
secundarios en células vegetales en cultivo es la ingenieria metabolica. Esta es
una de las areas de la biotecnologia, que al igual que todas las demas de este
campo, es multidisciplinaria. Consiste en el uso de la biologia molecular para
incrementar el flujo a través de la via metabdlica de interés y de esta forma
incrementar el producto de dicha via en un organismo o célula. Lo anterior, sélo
puede ser utilizado si conocemos previamente la via metabdlica que sintetiza el
producto asi como los mecanismos de regulacion, la identificacion de las

enzimas involucradas y los genes que codifican para ellas.

El Taxol se sintetiza en el cloroplasto en dos etapas, sintesis del IPP / DMAPP
mediante la via del MEP vy la sintesis del taxadieno (Fig. 3 y 4). En la primera
se sintetiza el isopentil difostato (IPP) y su isémero, el dimetilalil difosfato
(DMAPP). Mediante una reaccion de polimerizacion cabeza-cola, el IPP y el
DMAPP dan lugar al precursor universal de los diterpenoides, geranilgeranil
difosfato, (GGPP). EI GGPP es utlizado como precursor de diversos
compuestos de gran importancia en el metabolismo central de la planta como
son algunos fitorreguladores (acido abscisico y acido giberélico), esteroles,
quinonas, carotenoides, clorofilas y tocoferoles pero también es precursor del
Taxol (Fig 4), que como antes se menciond es un producto secundario. Del
andlisis de las figuras 3 y 4 se puede concluir que para que el GGPP producido

en la via del MEP sea utilizado principalmente en la biosintesis del Taxol se



requiere que las vias metabolicas colaterales que también utilizan GGPP se
encuentren inhibidas y que las enzimas responsables de sintetizar Taxol a
partir de GGPP se encuentren activas. Aparentemente, esta condicion fue la
alcanzada en los cultivos de células vegetales utilizados para generar los datos
en la Tabla 1. Sabemos que la sintesis de esteroles, reguladores de
crecimiento y quinonas es poco activa porgue los cultivos se crecieron en

condiciones de oscuridad (refs. en Tabla 1).
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Fig. 3. Via cloroplastica de
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en plantas (Adaptado de
Rodriguez-Concepcion, et
al., 2001; Besumbes, et al.,
2004 y Morris, et al., 2006).
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Aunque la via de sintesis del Taxol no esta completamente caracterizada, se
han elucidado multiples pasos directamente por métodos de clonacion (Nims et
al., 2006). Debido a que los métodos biologicos parecen ser los Unicos viables
en la obtencion de Taxol, la manipulacion de los pasos lentos en la via
permitiria el desarrollo de nuevas técnicas de produccion. Es decir, cuando la
velocidad de flujo metabdlico de una via disminuye en un punto, este punto se
vuelve limitante por lo que, asegurandonos de que existan precursores
suficientes, suponemos que al aumentar la sintesis de estas enzimas mediante
la sobreexpresion de sus genes el metabolismo fluira con mas rapidez a través
de este punto limitante. Se espera que en células transgénicas, los titulos de
produccion aumentaran a niveles comercialmente significativos (Walker et al,
2001).

Estudios realizados en Arabidopsis thaliana indican que al introducir los genes
txs y dxs en la planta se obtuvo mayor produccion de taxanos en contraste con
un leve incremento en otros productos derivados de IPP (Carretero-Paulet et
al., 2006). Estos resultados indican que tanto la enzima DXS como la enzima
TXS regulan los flujos de los dos segmentos de la via. Se ha propuesto que la
transformacion enzimética de los taxanos a Taxol no es limitante ya que se
trata de reacciones de hidroxilacion y metilacion principalmente (Besumbes et
al., 2004).

Los resultados anteriores sugieren que la transformacion de un cultivo de
células en suspension de Taxus globosa con un mayor niamero de copias de
los genes dxs y txs eliminaria algunas reacciones limitantes en el proceso
biosintético del Taxol, aumentando la produccién del farmaco y/o alguno(s) de
sus precursores. Sin embargo, la gran cantidad de fenoles y lipidos propios de
Taxus limitan la extraccion de sus acidos nucléicos al igual que la del farmaco y

SuUS precursores.

La via del MEP ha sido descrita en otros sistemas como son Arabidopsis
thaliana (Besumbes et al., 2004), Oryza sativa (Bo-Ra et al., 2005), Medicago
truncatula (Walter et al, 2002), Zea mays (GeneBank No. Acceso EF507248),

por mencionar algunos. En este ultimo, hasta el momento so6lo han sido



publicadas las secuencias del gen dxs en el Genebank. Estudios preliminares
indican que en maiz se presentan 2 formas de dxs, Zmdxsl y Zmdxs2. Siendo

Zmdxs1 mas abundante en hoja (Walter et al., 2002).

El maiz presenta gran disponibilidad de tejido, velocidad de crecimiento,
ademés de la existencia de métodos comerciales de extraccion de nucléicos
para esta planta que favorecen su calidad y rendimiento, por lo que resulté un
buen candidato para la extraccion del gen dxs1 a partir de su hoja.

Con la finalidad de obtener células en cultivo sobreproductoras de Taxol, se
integré un proyecto general organizado en varias etapas: Obtencién y clonacién
de los genes de interés (dxs y txs), transformacion de células en cultivo,
medicion y comparacion de la cantidad de Taxol entre un cultivo de células en
suspensién de Taxus globosa transformadas y no transformadas. En la
presente tesis se desarrollo lo referente a la obtencioén, la clonacién y el analisis

de la secuencia del gen dxs.



2. Objetivos

v" Obtencién y clonacion del gen dxs1 de Zea mays

v' Secuenciacién y andlisis del gen Zmdxs1 clonado

v Andlisis bioinformatico de la secuencia nucleotidica obtenida y de su
posible expresion en Taxus.



2. Metodologia

La estrategia a seguir se resume en el siguiente diagrama de flujo (Diagrama 1)

y se explica detalladamente en los apartados siguientes.

[ Crecimiento del tejido (hojas A

de Maiz (chalqueno)
-

Extraccion de RNA total

[ Aislamiento de RNAmM ]

[ Disefio de oligonucleotidos )

[ Sintesis de cDNA )

Amplificacién de Zmdxs1l

. J

( . , N
Transformacion de células
competentes con pGEM-
\ 7mdxs )

-

. .7 \
Secuenciacion del Zmdxs1
clonado

Analisis bioinformatico

Diagrama 1. Esquema general de la metodologia seguida.

2.1.Obtencion del gen

2.1.1. Extraccion de RNA total de hojas de maiz



Se sembraron semillas de maiz de la raza Chalquefio cosecha 2004 en
macetas de 10 cm diametro a una profundidad 7-10 cm. Se utilizé una mezcla
de “Peat moss”, agrolita y tierra negra (30:20:50). Ya sembradas las semillas se
procedié a dar un riego pesado (a saturacién). Posteriormente se efectuaron
tres riegos semanales. Las plantulas se mantuvieron bajo condiciones de

invernadero, a una temperatura de 30°C + 2°C.

Se utilizaron hojas de plantula de Zea mays de 6 a 8 dias de germinacion.
Estas fueron cortadas con tijeras procurando dafiarlas lo menos posible. Se
agitaron suavemente durante 5 minutos en una solucion de cloro comercial al
10% V/V. Se enjuagaron con agua desionizada estéril, hasta eliminar el olor a

cloro, se escurrieron Yy Se secaron.

Para extraer el RNA total, se utilizaron dos gramos del tejido, preparado
anteriormente. El cual se homogeniz6 en nitrogeno liquido mediante la ayuda
de un mortero. A continuacion fue transferido a un tubo de teflén con 10 ml de
TRIzol de Invitrogen® por cada gramo de muestra, la mezcla se agitdé a
temperatura ambiente hasta que se descongelé (aprox. 7 min.), y luego se
incubd durante 5 minutos a la misma temperatura. Se agregaron 4 ml de
cloroformo. Se taparon los tubos y se agitaron vigorosamente por 15 seg,
posteriormente se incubaron a temperatura ambiente 15 minutos. Las muestras
se centrifugaron a 12000 x g (centrifuga Sorvall Super T21, rotor SL-50T)
durante 15 minutos a 3-8°C, quedando separados los residuos celulares

sélidos en el fondo del tubo, una fase organica y una acuosa.

A continuacion, la fase acuosa se transfirio a un tubo de teflén limpio y se
agregaron 10 ml de alcohol isopropilico frio, se mezclé suavemente por
inversion y se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. La muestra
se centrifugd por 10 minutos a 12000 x g (centrifuga Sorvall Super T21, rotor
SL-50T) a 2 a 8°C formando la pastilla de RNA de color blanco y de apariencia
gelatinosa. El sobrenadante fue eliminado. La pastilla de RNA se lavé con 10
ml etanol al 75%, la muestra se disperso con el vortex y se centrifugé a 7500 x

g (centrifuga Sorvall Super T21, rotor SL-50T) por 5 minutos a 3-8°C. Se



decanto el sobrenadante y se dejo secar la pastilla al aire durante 10 minutos a
temperatura ambiente. EI RNA se disolviéo en 150 ul H,O-DEPC. Se agrego6
inhibidor de RNasa (Invitrogen®) a una concentracion final de 1u/ul, se agitd

suavemente por micropipeteo y se almacené a —70°C.
4.1.2. Cuantificacién, integridad y pureza de los acidos nucléicos

4.1.2.1. Cuantificacion y determinacion de pureza de RNA por

espectrofotometria

En una celda de cuarzo de 1 ml se colocaron 995 ul de agua libre de RNasa
(H2O-DEPC), y se adicionaron 5 ul de RNA total. Se midié su absorbancia a
260 y 280 nm, utilizando como blanco 1 ml de H,O-DEPC. La cantidad de RNA
se calculé considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a
40 ug de RNA. La pureza fue calculada a partir de la relacion Agso/Azso, donde
un valor de 1.65 a 1.9 indica una baja contaminacion por proteinas, siendo éste

un intervalo de pureza adecuado para trabajar la muestra.

4.1.2.2. Determinacién de la integridad del RNA por

electroforesis

Se preparé un gel desnaturalizante para electroforesis de agarosa al 1.5% con
una solucidn amortiguadora de corrida 11X de acido 3-[N-mofolino]
propanosulfénico, MOPS, formaldehido y bromuro de etidio para visualizar los
acidos nucléicos. Debido a que la solucion amortiguadora MOPS contiene
acetatos, al preparar el gel fue necesario calentar el H,O-DEPC con la agarosa
por separado y posteriormente agregar la solucion amortiguadora MOPS 10X,
formaldehido y el bromuro de etidio. La muestra fue cargada con una solucion
amortiguadora de carga desnaturalizante 6X, conteniendo formaldehido vy
formamida. El gel fue corrido en una camara (gel de 5 x 8 cm) para

electroforesis a 90 V hasta separar las bandas de los acidos nucléicos.



Para una visualizacién sencilla y rapida de la integridad del RNA total se utilizd
un gel no desnaturalizante para electroforesis de agarosa al 1.5 % con solucién
amortiguadora de corrida SB 1X utilizando bromuro de etidio para la

visualizaciéon de acidos nucléicos.

4.2 Aislamiento de RNAmM

Para el aislamiento del RNAm se utilizé el sistema a pequeia escala
“PolyATtract RNAm Isolation System” de Promega siguiendo el protocolo del

fabricante:

e Lavado de las particulas paramagnéticas de estreptavidina (SA-PMP)
Se resuspendié un tubo de SA-PMP para aislamiento por pipeteo suave en el
fondo del tubo hasta que fuesen completamente dispersadas. Se capturaron
las SA-PMP colocando el tubo en la base magnética, incluido en el juego. Se
removié el sobrenadante cuidadosamente (sin centrifugar las particulas). Se
lavaron las SA-PMP tres veces cada una con 300 pl de solucion de NaCl +
Citrato de sodio (PolyATtract RNAm Isolation System, Promega), SSC 0.5X,
esta ultima preparada con SSC 20X. Tras cada lavado se capturaron las SA-
PMP utilizando la base magnética y se retiré cuidadosamente el sobrenadante.
Se resuspendieron las SA-PMP lavadas en 100 ul de SSC 0.5X.

¢ Alineamiento de templado:
En un tubo de microcentrifuga estéril, se tomaron de 0.45 mg de RNAtotal y se
llevé a un volumen final de 500 ul con agua libre de RNasas. Luego se calento
a 65°C en un block de calentamiento por 10 minutos. Estando aun en el block,
se agregaron 3 ul de Oligo(dT) biotinilado y 13 ul de SSC 20X (NaCl 3M, citrato
de sodio 0.3 M, pH 7). Se mezclé suavemente por inversién y se incub6 a

temperatura ambiente hasta enfriarse completamente.

e Capturay lavado



Se agreg6 todo el contenido de la reaccion de alineacién al tubo con las SA-
PMP lavadas. Se incubd a temperatura ambiente por 10 minutos mezclando
suavemente por inversidn cada 1 a 2 minutos. Se capturaron las SA-PMP con
la base magnética y cuidadosamente se retiré el sobrenadante. Se lavaron las
particulas 4 veces con 300 ul de SSC 0.1X por lavado, preparada con SSC
20X, pipeteando suavemente el fondo del tubo hasta que todas las particulas
estuvieran resuspendidas. Tras el Ultimo lavado, se elimind todo el

sobrenadante posible.

e Elucion del RNAm
Se resuspendio la pastilla final de SA-PMP en 100 ul de agua libre de RNasas
y se resuspendieron las particulas por inversion. Se capturaron
magnéticamente las SA-PMP y se transfirio la elucion de RNAm a un tubo
estéril. Se repitid la elucion y se recolectd en el mismo tubo de RNAm hasta
llegar a un volumen final de 250 pl. Debido al gran volumen del eluido de RNA,
fue necesario liofilizar la muestra en el SpeedBack (2 horas a -50°C, con vacio)

y se resuspendié en 10 ul de H,O-DEPC.

Debido a la escasa cantidad de muestra no fue posible cuantificar o verificar la
integridad del RNAm. Tipicamente del 1 al 5% del RNA total es RNAmM
(Sambrook J, Russell D., 2001), por lo que se considerd la concentracion de
RNAmM como 1% y el rendimiento del aislamiento ~100%. En un ejemplo, si se
partio de ~45 ug de RNA total se supone que se obtuvieron <450 ng de RNAm

al final.



4.3Sintesis de la primera cadena de cDNA

Nota: Las siguientes condiciones fueron programadas en un termociclador
deteniendo la corrida para agregar reactivos, mezclar y/o incubar en hielo.

En un tubo para PCR estéril se preparo la siguiente mezcla: 1 ul de oligo dT (1
ug/ul), 1 ul de dNTPs (10mM), 1 ng a 500 ng RNAm (10 ul en nuestro caso),
cbp 13 ul de H,O-DEPC (1 ul en nuestro caso). Esta mezcla fue calentada a
65°C durante 5 minutos. Pasado ese tiempo se enfridé en hielo y se colectd la

muestra en el fondo del tubo mediante centrifugacion breve.

A continuacién en el tubo de reaccion se agregaron 4 ul de solucidén
amortiguadora 5X para la primera cadena (Tris-HCI 250 mM, pH 8.3; KCI 375
mM; MgCl, 15 mM) y 2 ul de DTT 0.1 M. Se incub6 a 42°C por 2 minutos.
Luego se agregaron 200 U de la enzima SuperScript RT (Invitrogen®). Se
mezclo perfectamente por pipeteo y se continud la incubacién a 42°C durante
50 minutos. El volumen final de reaccién fue de 20 ul. Se incubé a 70°C por 15

minutos.

Para eliminar el RNA de la muestra se agregd 1 ul de RNasa H 2 U/ul

incubandose a 37°C durante 20 minutos.

4.4 Amplificacion de la secuencia del gen Zmdxs1

4.4.1 Capacidad de amplificacion del cDNA obtenido

Ya que el gen Zmdxsl presentd dificultades al amplificar, se determind la
capacidad de amplificacion del cDNA obtenido. Para éste fin se amplificaron
fragmentos de 2 genes presentes en maiz, ubiquitina y mio-inositol-1-fosfato
sintasa (MIPS) cuyo RNAm es abundante y escaso respectivamente. Para el
primero se utilizdé cDNA obtenido a partir de RNA total, La reaccion
correspondiente al gen mips utilizé cDNA procedente de RNAm. La cantidad de

cDNA agregada a cada reaccion fue calculada de manera similar al inciso 7.2



del capitulo de Metodologia. En las Tablas 2, 3, y 4 se presentan las
condiciones utilizadas para la amplificacion por la reaccién en cadena de la
polimerasa, PCR, de estos genes.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para las amplificaciones control positivos
de la reaccion de PCR. Tn: temperatura de alineamiento del oligonucleétido.

Ubi: oligonucledtido para ubiquitina, MIPS: oligonucleétido para mips.

Oligo- Secuencia pb  %GC Tm (°C)
nucledtido
Ubi F CACTTGGTGTTGCGTCTCAG 20 55 57.6
Ubi R CACCTCAAGGGTGATCGTCT 20 55 57.5
MIPSF  GGGTGGGGAGGCAACAACGGG 21 71 66.6
MIPSR  GAGGTGGGCTTTATTCCAGC 20 55 57.4

Se prepararon 2 mezclas madre de amplificacion, una que contuvo los
oligonucledtidos para fragmento de la secuencia de ubiquitina y otra que
contuvo los del fragmento del gen mips. Cada mezcla madre incluy6 a todos los
reactivos excepto el cDNA y se prepard en bafio de hielo. A continuacion se
mezclé suavemente por pipeteo y se repartio el volumen respectivo para cada
reaccion. Posteriormente se agreg6 el volumen de cDNA correspondiente o el
de H2O en el caso del control negativo. Luego se incubd 2 minutos a 90°C en el
termociclador. Al término de éste tiempo se agregd la enzima TaqPol
mezclando suavemente por pipeteo. Este inicio de reaccién se conoce como
“‘Hot Start” y se utiliza para evitar que la polimerasa amplifique con posibles

alineamientos inespecificos.

Tabla 3. Componentes de reaccion de PCR para ubiquitina y mips. El




amplificado de ubiquitina utiliz6 cDNA de RNA total y el de mips de RNAm.

Vol/reaccion (ul)

Ubi mips
“Master Mix”
H,O desionizada estéril 16.0 11.8
Solucién amortiguadora de PCR 10X sin Mg®* 2.5 1.25
MgCl, 50mM 0.75 1.25
dNTPs 10mM 0.4 1.0
Oligonucleétido Zmdxs1F 10 uM 1.25 0.625
Oligonucleétido Zmdxs1R 10 uM 1.25 0.625
TaqPol 5 U/ul 0.2 0.2
cDNA (origen RNA total) 2.5 (~14ug) --
cDNA (origen RNAm) -- 5 (~50ng)

Tabla 4. Condiciones utilizadas durante las amplificaciones control positivo de la

reaccion de PCR. Tgesnat, temperatura de desnaturalizaciéon; T, temperatura de

alineamiento; Ty, temperatura de extension.

Ubiquitina MIPS
Tempera- Tiempo Ciclos Tempera- Tiempo Ciclos
tura (°C) tura (°C)
Desnaturalizacién 94 3 1 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 94 40" 30 94 2 15
Alineamiento 58 40" 30 68 1 15
Extension 72 40” 30 72 2 15
Extension final 72 7 1 72 5 1

4.4.2 Disefio de oligonucleétidos para Zmdxsl



Para amplificar la secuencia completa del gen Zmdxsl, se disefaron
oligonucledtidos a partir de la secuencia codificante, cds, completa con numero
de acceso EF507248 en el GeneBank (Tabla 5). Mediante los programas
FastPCR, Biology WorkBench Version 3.2 (http://workbench.sdsc.edu) y Oligo
Analyzer 3.0 (Integrated DNA Technologies, http://www.idtdna.com), se

determinaron las caracteristicas de dichos oligonucledtidos

Tabla 5. Secuencia de oligonucledtidos disefiados a partir de la secuencia de
Zmdxsl reportada en GeneBank (EF507248). T,: temperatura de alineamiento

del oligonucledtido.

Oligonucledtido Secuencia Pb  %GC Tm (°C)

Zmdxs1F ATGGCTCCTGTCGACGTTCTCTG 23  54.5 59.6
Zmdxs1R AAGTTCTACGCGTTTGGCACTGC 23  52.2 61.2

4.4.3 Optimizacion de las condiciones de amplificacion de Zmdxs1

Las condiciones 6ptimas para la amplificacion del gen Zmdxsl se muestran en
las Tablas 6 y 7. Estas fueron determinadas tras una serie de experimentos
exploratorios, en los que se modificaron la temperatura de alineamiento, la
concentracion de los reactivos, la concentracion del cDNA, el numero de ciclos
de la amplificacién y uso de reactivos como el dimetil sulfoxido, DMSO, para

favorecer la apertura de la doble hélice del cDNA.

En un tubo esterilizado de PCR de 200 ul en bafio de hielo, se prepard la
mezcla madre para las 2 reacciones con los componentes de la Tabla 6, con
excepcion del DMSO, el cDNA y los 2 ul de H,O del control negativo. Se
mezclaron por pipeteo. Luego se taparon los tubos y se centrifugaron
brevemente para colectar el contenido en el fondo del tubo. Posteriormente,
aun en bano de hielo, se agregd el cDNA o H,O para el caso del control

negativo y al finalizar se agregé el DMSO mezclando suavemente por pipeteo.

Tabla 6. Componentes de reaccién de PCR para Zmdxsl y su control negativo




sin cDNA.

Vol. (ul)
Control Zmdxsl
negativo
Mezcla madre:
H,O desionizada estéril 11.8 11.8
Solucién amortiguadora de PCR 10X sin Mg®* 2.0 2.0
MgCl, 50mM 0.6 0.6
dNTPs 10mM 0.4 0.4
Oligonucledtido Zmdxs1F 10 uM 1.0 1.0
Oligonucledtido Zmdxs1R 10 uM 1.0 1.0
TaqPol 5 U/ul 0.3 0.3
H>O desionizada estéril 2.0 --
cDNA -- 2.0
DMSO 100% 1.0 1.0

La Tabla 7 presenta las condiciones de amplificacion utilizadas. Después de la

reaccion, las muestras se almacenaron a —20°C hasta su uso.



Tabla 7. Condiciones utilizadas durante la amplificacion de Zmdxs1.
Tgesnat, temperatura de desnaturalizacion; T, temperatura de

alineamiento; T, temperatura de extension

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion

o 95 2' 1
inicial

Desnaturalizacion 95 1 30
Alineamiento 60 2' 30
Extension 72 2' 30
Extension final 72 7' 1

4.4.4 I|dentificacion del producto amplificado

El producto de amplificacion se analizé mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% utilizando como solucién amortiguadora de corrida TAE 1X, como
solucion amortiguadora de carga de DNA Ficol 6X y fue visualizado por tincién
con bromuro de etidio. La identificacién del amplificado se realiz6 comparando
visualmente con un marcador de pesos moleculares de 1 kb corrido

simultaneamente a 90 V.
4.4.5 Purificacion del amplificado

El amplificado fue purificado utilizando el juego “GFX PCR DNA and Gel Band
Purification kit” de GE®. A partir del gel para electroforesis utilizado para la
identificacién del producto, se cortd el trozo de gel que contenia la banda del
amplificado mediante el uso de una navaja limpia, cortando la rebanada lo mas
cercano a la banda y exponiendo el menor tiempo posible a la luz ultravioleta

durante su visualizacion.

Se colocaron de 10 a 300 mg de banda en un tubo de microcentrifuga limpio y

estéril. EI peso molecular de la banda fue obtenido por diferencia de pesos



entre el peso del tubo vacio y el peso conteniendo la rebanada. Por cada 10
mg de gel se agregaron 10 ul de solucion amortiguadora de captura (contiene
acetatos y cadtropos, desestabilizante de proteinas). Luego se cerr6 el tubo y
se agité vigorosamente con un vortex. Se incubd a 54°C hasta que la agarosa
se disolvio completamente, aproximadamente 10 minutos, después fue

centrifugado brevemente para colectar la muestra liquida en el fondo del tubo.

Posteriormente la muestra fue transferida a wuna columna GFX
(preempaquetadas con una matriz de fibra de vidrio) previamente colocada
dentro de un tubo colector y fue incubada a temperatura ambiente durante un
minuto. Se centrifugd la muestra a velocidad maxima por 30 segundos (13000
rom, Eppendorf Centrifuge 5415C) y el volumen recuperado fue descartado
vaciando el tubo colector. Se colocé la columna nuevamente dentro del tubo
colector y fueron agregados 500 ul de la solucion amortiguadora de lavado con
etanol (Tris-HCI pH 8.0, 1TmM EDTA con EtOH 80% v/v) a la columna. Se
centrifugd nuevamente a maxima velocidad (13000 rpm, Eppendorf Centrifuge
5415C) por 30 segundos y se desecho el volumen obtenido. La columna fue
colocada en un tubo de microcentrifuga nuevo y estéril. Se agregaron 25 nl de
solucion amortiguadora de elucion (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, TE pH 8.0)
directamente sobre el centro de la columna, se incubd por un minuto a
temperatura ambiente y luego se centrifugd a maxima velocidad por un minuto.
Se comprobd la pureza del amplificado purificado corriendo 4 ul en un gel de

agarosa al 1% con TAE 1X.



4 50btencion de células transformadas

4.5.1 Formacion de células competentes

Se tomd una asada de una cepa congelada de E. coli DH5a y se estrid sobre
cajas petri con medio Luria-Bertoni, LB, sélido para obtener colonias aisladas.

Luego se incub6 a 37°C durante ~16 horas.

Con una asada de una colonia aislada, se inocularon 50 ml de medio LB liquido
contenidos en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y se incubaron toda la noche a

37°C con agitacién de 250 rpm.

Se inocul6 con 4 ml del cultivo fresco incubado toda la noche en un matraz con
400 mL de medio LB contenido en un matraz Erlenmeyer de 2 L y se dejo
crecer a 37°C con agitaciéon de 250 rpm hasta que alcanzé una densidad
Optica, D.O., de 0.375 leida a 590 nm. Se consideré como blanco una alicuota

de medio LB liquido sin inocular.

Luego se vacio el cultivo en 4 botellas estériles para centrifugar de 250 ml y se
incubd en hielo de 5 a 10 minutos. A continuacion se centrifugd a 700 x g por 5
minutos a 4°C y se desecho el sobrenadante. El boton se resuspendio en 20 ml
de una solucién de CaCl, 60mM, previamente enfriado a 4°C, pipeteando
suavemente para no danar las células, utilizar un punta cortada en el extremo,
y se centrifugd nuevamente a 700 x g por 5 minutos a 4°C. El boton se
resuspendio suavemente en 80 ml de CaCl,:glicerol (85:15) (60 mM:glicerol
anhidro) enfriado a 4°C. (Centrifuga Sorvall RC5C Plus, Sorvall GSA rotor)

Posteriormente se dej6é incubando en hielo durante 30 minutos para luego
centrifugar las células a 700 x g por 5 minutos a 4°C. Los botones obtenidos
fueron resuspendidos en 5 ml totales de CaCl,:glicerol (85:15) (60 mM:glicerol
anhidro) enfriado a 4°C y luego se almacend en alicuotas de 100 ul en tubos de
microcentrifuga estériles. Inmediatamente fueron congelados en N liquido y

almacenados a —80°C.



4.5.2 Reaccion de ligacion: plasmido-gen

Para colectar en el fondo del tubo se centrifugaron brevemente los tubos que

contenian el vector pPGEM-T Easy y el inserto de DNA control.

La reaccion de ligacion se llevo a cabo en tubos de microcentrifuga de 500 pl
como se indica en la Tabla 8. Antes de usar la solucion amortiguadora de

ligacion rapida 2X se agito vigorosamente con el vortex.

Tabla 8. Componentes de las reacciones de ligacion entre el vector pGEM-T Easy

con el cDNA de Zmdxs1 y del mismo vector con DNA control del mismo juego

(Promega®)
Reaccion Control positivo
estandar

Solucién amortiguadora de ligacién rapida 2X 5 ul Sul

para T4 DNA ligasa

Vector pGEM-T Easy (50ng) 1 ul 1

Producto amplificado X pl -

Inserto de DNA control - 2ul

DNA T4 ligasa (3 unidades weiss/pl) 1l 1

Agua desionizada cbp10ul cbp 10 pl

Cada reaccion se mezclé por pipeteo y se incub6 a 4°C durante toda la noche

para optimizar la ligacion.



4.5.3 Transformacion de células competentes

Se prepararon las cajas con medio Luria-Bertani con ampiciclina, isopropil-B-D-
tio-galactésido, 5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galctésido, al que llamaremos

LB/Amp/IPTG/X-Gal y se prepara como se describe en el Apéndice 1.

Se descongelaron en hielo 3 alicuotas de células competentes (apartado 7.5.1)
durante ~30 minutos. En condiciones asépticas se agregaron 5 pul de la
reaccion estandar (Tabla 8), realizada por duplicado, y se agregaron 2 ul de
control positivo respectivamente a los tubos de células competentes, se

mezclaron muy suavemente y se incubaron durante 20 minutos.

Pasada la incubaciéon se aplicé un choque térmico por 45 a 50 segundos a
exactamente 42°C e inmediatamente se incubaron en hielo durante 2 minutos.

Se agregaron 900 ul de medio de cultivo super éptimo con represion de
catabolitos, medio SOC, a temperatura ambiente a cada una de las reacciones
de transformacion y se incubaron durante 1.5 horas a 37°C con agitacion ~250
rom. Al utilizar el medio SOC que contiene glucosa se promueve la
sobrevivencia de las células previamente estresadas durante su competencia

para recepcion del acido nucléico.

Para la reaccion estandar, se plaquearon 50 ul de la incubacion anterior en una
caja con medio LB/Amp/IPTG/X-Gal. El sobrante de la reaccion de
transformacion fue centrifugada a 13000 rpm (microcentrifuga Eppendorf
Centrifuge 5415C) y se resuspendié en 100 ul de medio SOC a temperatura
ambiente y plaqueada en otra caja con medio LB/Amp/IPTG/X-Gal. En el caso
del control positivo se plaquearon, en cajas con medio LB/Amp/IPTG/X-Gal, 50
ul de la reaccion de transformacion y 50 ul de una diluciéon 1:10 de la misma
reaccion con medio SOC a temperatura ambiente. Todas las placas se

incubaron a 37°C durante toda la noche.

4.5.4 Seleccidén de células probablemente transformadas con el

gen Zmdxsl



Nota: las centrifugaciones fueron llevadas a cabo en una microcentrifuga

Eppendorf Centrifuge 5415C a temperatura ambiente.

Se seleccionaron algunas colonias aisladas blancas de las cajas de reaccién
estandar y se picd cada una con palillos estériles y se sembraron en 5 ml de

medio LB liquido incubando toda la noche a 37°C con agitacion a 250 rpm.

Para tener un cultivo madre de la cepa probablemente transformada, en
campana de flujo laminar, se tomé una alicuota de 1ml de cultivo fresco de toda
la noche en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril y se centrifugd a 13000
rom durante 1 min, se elimind el sobrenadante y se agregé 1 ml de LB:Glicerol
(85:15) estéril y a temperatura ambiente. Se mezclé suavemente por pipeteo
hasta resuspender y se congeld en N; liquido para almacenar a —80°C hasta su

uso.

Para realizar una prueba preliminar para seleccionar una cepa transformada
con el gen Zmdxs1, se purificé el DNA plasmidico de cada cultivo y se realizé
una digestion del plasmido ligado al gen de interés, pGEM-Zmdxs1. Las

técnicas se describen a continuacion.
4.5.5 Purificacion del DNA plasmidico: Miniprep

El DNA plasmidico de cada colonia seleccionada fue purificado utilizando el
juego Rapid Plasmid Miniprep de Marligen Biosciences®, de acuerdo al
protocolo del fabricante. Las centrifugaciones fueron realizadas en una

microcentrifuga Eppendorf Centrifuge 5415C a temperatura ambiente.

Antes de comenzar se verificO que se haya agregado la RNasa A a una
concentracion final de 20 mg/ml en la solucion amortiguadora de suspension,
G1; que la solucion de lisis celular, G2, no esté precipitada. También se
precalentd una alicuota de solucion Tris-EDTA, TE, de 65 a 70°C y se anadio
etanol absoluto a la solucién amortiguadora de lavado, G4, de acuerdo al

protocolo del fabricante.



A partir del cultivo descrito en el inciso anterior, se concentraron los 4 ml de
cultivo restantes en un tubo de microcentrifuga, centrifugando a 13000 rpm
durante 1 minuto y desechando el sobrenadante cada vez hasta juntar todo el

cultivo en una sola pastilla.

e Suspension de las células
Se agregaron 250 pul de la solucion amortiguadora de suspension con RNasa A,
G1 (Tris-HCI 50 mM a pH 8.0, EDTA 10 mM, RNasa A 20 mg/ml). Se mezclé

suavemente hasta homogenizar.

e Lisis de las células
Luego se anadieron 250 ul de solucién de lisis, G2 (NaOH 200 mM, SDS 1%
p/v), mezclando suavemente por inversion 5 veces e incubando a temperatura

ambiente 5 minutos.

e Neutralizacion
Posteriormente se adicionaron 350 ul de solucion amortiguadora de
neutralizacion, M3 (contiene acetato y guanidina-HCIl), y se mezclo
inmediatamente por inversion 5 veces. La mezcla fue centrifugada a 12000 rpm

a temperatura ambiente durante 10 minutos.

e Carga de la muestra en columna
El sobrenadante fue transferido a una columna colocada dentro de un tubo de
lavado de 2 ml, incluidos en el juego, y luego se centrifugaron a 12000 rpm a
temperatura ambiente por 10 minutos. El sobrenadante fue desechado y la

columna fue colocada nuevamente en el tubo de lavado.

e Lavado opcional
Se agregaron 500 ul de solucion amortiguadora de lavado opcional, GX
(contiene acetato y guanidina-HCI, EDTA y EtOH), se incubé 1 min a

temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 rpm por 1 minuto. El



sobrenadante fue desechado y nuevamente se colocé la columna en el tubo de

lavado.

e Lavado en columna
Se agregaron 700 ul de soluciéon amortiguadora de lavado, G4 (contiene NaCl,
EDTA y Tris-HCI pH 8.0), previamente preparado con etanol, y se centrifugé a
12000 rpm por 1 minuto. Se desech6 el sobrenadante y se centrifugo
nuevamente a las mismas condiciones para eliminar la solucion amortiguadora

residual.

e Elucion del plasmido
Nuevamente se deseché el sobrenadante y la columna fue colocada en un tubo
colector de 1.5 ml para eluir el plasmido con 75 ul de solucion amortiguadora
TE (Tris-HCI 10 mM a pH 8.0, EDTA 0.1 mM) precalentado de 65 a 70°C. La
solucién amortiguadora TE se colocé directamente en el centro de la columna.
Luego se incub6 durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a
12000 rpm durante 1 minuto. EI DNA plasmidico fue guardado a —20°C hasta

Su UsoO.
4551 Digestion del pGEM-Zmdxs1

Se digirieron 200 ng de pGEM-Zmdxs1 con 1 pl de EcoR1 (10 U/ul) y 0.6 pul de
solucion amortiguadora REact 3 10X (Invitrogen®). Se incub6 a 37°C por 2

horas.

Se verificd el peso molecular de los fragmentos por electroforesis utilizando un
gel para DNA de agarosa al 1% con solucién amortiguadora de tris-acido
acético-EDTA 1X, TAE 1X (ver Apéndice 1), en el que se cargaron los 5 ul de la
digestiéon con 1.5 ul de solucién amortiguadora de carga ficol 6X a 98V. Para
comparar los pesos moleculares se utilizé un marcador de pesos moleculares
de 1 kb. El gel fue corrido en una camara (gel de 5 x 8 cm) para electroforesis a

90 V hasta separar las bandas de los acidos nucléicos.



4.6 Secuenciacioén del gen clonado

Se determind por secuenciacion la identidad del gen Zmdxs1 ligado al plasmido

pGEM dentro de las células transformadas.

4.6.1 Preparaciéon de la muestra: Maxiprep

Para obtener suficiente pGEM-Zmdxs1 para realizar la secuenciacion, fue
necesario obtener una mayor cantidad de éste y para ello se utilizé el método

de Maxiprep descrito a continuacion.

En condiciones asépticas, se sembro una asada de la cepa transformada con
pGEM-Zmdxs1 en 3 ml de medio LB/Amp liquido y se incubé a 37°C con

agitacion 250 rpom durante 6 h.

Se adiciond una alicuota de 1 ml del cultivo fresco de 6 horas a 500 ml de
medio LB/Amp contenidos en un matraz de 2L y se incubd a 36°C con agitacién

a 250 rpm durante toda la noche.

Se transfirio el cultivo a 2 botellas para centrifugar limpias y estériles (a partir
de este punto no es necesario trabajar en condiciones asépticas). La muestra
fue centrifugada a 2800 x g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall RC5C
Plus, Rotor Sorvall GSA rotor).

Se desecho el sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 5 ml de Solucién
1 (ver apéndice 1). Luego se agregaron 10 ml de solucion de lisis alcalina,
solucion 2 (ver apéndice 1), preparada en el momento de usarse y se mezcld
agitando suavemente hasta que la solucion se aclaro.

La muestra fue transferida a un tubo de teflon de 50 ml donde se afiadieron 7.5
ml de solucién 3. Se mezcld por inversion y se incub6é en hielo durante 3
minutos. Posteriormente se centrifugd la muestra a 6300 x g por 10 minutos a
4°C.



El sobrenadante fue transferido a un tubo de teflén limpio y estéril y se agrego

isopropanol frio hasta llenar el tubo. Se incubé a —20°C durante toda la noche.

A la manana siguiente la muestra fue centrifugada a 7800 x g a 4°C por 15
minutos y se dejo secar la pastilla al aire durante 15 minutos. Después fue
resuspendida en 3 ml de H,O desionizada estéril y se agregaron 3 ml de LiCl 5
M. Se mezclo por inversion y se centrifugd nuevamente a 7800 x g por 10

minutos a 4°C.

El sobrenadante fue transferido a un tubo de teflén limpio y se agregd un
volumen de isopropanol, se mezclo por inversion y se centrifugd a 7800 x g por

10 minutos a 4°C.

Se decanto el sobrenadante y se invirtié el tubo durante un par de minutos para

eliminar el mayor volumen de sobrenadante.

La pastilla se resuspendi6 en 500 pul de H,O desionizada estéril y fue
transferida a un tubo de microcentrifuga donde se le agregaron 20 ul de RNasa

A (10 mg / ml). Se mezcl6 suavemente y se incubd a 37°C durante 30 min.

A continuacion se centrifugd a 13000 x g durante 5 min a 4°C y se resuspendio
la pastilla en 500 ul de H,O desionizada estéril. Se agregaron 500 ul de PCI
(fenol : cloroformo : alcohol isoamilico [50:49:1]) y se agité en el vortex por 1

min.

Se centrifugd a 14000 rpm durante 3 minutos en una microcentrifuga y se
recuperd la fase acuosa (la fase superior) en un tubo nuevo procurando no
tocar el precipitado formado en la interfase.

Posteriormente se agreg6 1/3 de volumen de acetato de sodio 10 M. Luego se
agregaron 2 volumenes de etanol absoluto a —20°C, se mezcld por inversién y

se incubo a —20°C por 1.5 h.



Pasada la incubacion se centrifugd a 14000 rpm por 15 min a 4°C y la pastilla
fue lavada con 1 ml de etanol al 70%, preparado con agua desionizada estéril.

Nuevamente se centrifugd a 14000 rpm por 5 min a 4°C.

La pastilla fue liofilizada y resuspendida en 250 ul de agua desionizada estéril.

Se cuantificdé por espectrofotometria y se realizd una prueba de identidad
preliminar mediante la digestion del plasmido con EcoR1 como se describié en

el inciso 7.3.

4.6.2 Secuenciacion del DNA plasmidico

La secuenciacion fue realizada con DNA plasmidico 200 ng / ul de 1.6 de
pureza, mediante la técnica de “primer walking” utilizando los oligonucleotidos

universales Promotor T7 y promotor SP6 citados en la Tabla 9.

Tabla 9. Oligonucleétidos universales utilizados en Ia

secuenciacion de la construccion pGEM-Zmdxs1

Ubicacion en
Oligonucledtido Secuencia
pGEM-T Easy
Promotor T7 TAATACGACTCACTATAGGG 2999-3
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 139-158

4.7 Analisis bioinformatico

Para ensamblar las secuencias contiguas (contigs) obtenidas en la
secuenciacion por Genewalking, se utilizo el programa CAP3 Sequence

Assembly Program. (Huang and Madan, 1999).



El contig generado fue comparado con una base de datos mediante un
programa de busqueda de alineamiento local basico, BLAST, disponible en la

pagina web http://www.ncbi.nlm.nih.gov y también mediante el programa

Workbench disponible en la pagina web http://workbench.sdsc.net




4. Resultados y discusion

4.1. Obtencion del gen

En la actualidad existen diversos métodos mediante los cuales se puede aislar un
gen de interés. Todos ellos utilizan técnicas de ingenieria genética y se

complementan con bioinformatica.

La estrategia adoptada en este trabajo para obtener el gen dxs fue amplificar por
PCR, con oligonucledtidos especificos, el cDNA sintetizado a partir del RNAm. A
su vez, éste fue obtenido del RNA total extraido de tejido de hoja de maiz que
expresa dicho gen. A continuacién se describen los resultados y su interpretacion,

en cada una de las etapas experimentales para el logro de dicho propdsito.

5.1.1. Extraccion de RNA total de hojas de maiz

Inicialmente se buscd aislar el gen dxs de asciculas de Taxus globosa
procedentes de estacas cultivadas en invernadero. Originalmente, las estacas
fueron obtenidas de arboles sanos de Taxus globosa ubicados en la reserva
ecologica del Parque Nacional “El Chico” en el estado de Hidalgo, México. Las
estacas fueron enraizadas y mantenidas en el invernadero del INIFAP-CINED. Sin
embargo, debido al lento crecimiento de la planta, al alto contenido de
componentes fendlicos propios de la planta madura y el dificil acceso a muestras
de asciculas suficientes para un buen rendimiento y calidad de RNA total, fue
necesario utilizar un tejido alterno para aislar el gen.

Se ha reportado que la enzima DXS se expresa en muchos sistemas de plantas
que forman terpenos, como son Arabidopsis thaliana (Besumbes et al., 2004),
Oryza sativa (Bo-Ra et al.,, 2005), Medicago truncatula (Walter et al, 2002),
Lavandula latifolia (Mufioz-Bertomeu, et. al, 2006), Zea mays (GeneBank, No.
acceso EF507248), entre muchos otros. En el laboratorio se tiene experiencia en

el aislamiento de RNA de hoja de maiz (Escamilla, 2006) y como antes se



menciond en este sistema también se encuentra expresada la DXS. Otra ventaja
de este sistema es que las plantulas son jévenes lo que limita la cantidad de
RNAsa, y presentan rapido crecimiento y gran abundancia del tejido. Por todo lo
anterior se utilizaron hojas de maiz de pocos dias de germinacion como tejido
fuente del RNA de la DXS.

5.1.2. Determinacién de la integridad del RNA por electroforesis vy

aislamiento de RNAm

Para realizar exitosamente la reaccion en cadena de la polimerasa reversa, RT-
PCR, es necesario contar con un RNA integro especialmente cuando nos interesa
clonar un gen tan grande como es el caso de dxs. La Fig. 5 muestra los resultados
de electroforesis en gel desnaturalizante y no desnaturalizante. En ésta, se
observan bandas definidas correspondientes a RNA ribosomal 28S y 18S

demostrando integridad en el RNA total extraido de las hojas de maiz.

Para realizar la extraccion del RNA total se utiliz6 un método a pequefia escala por
lo que la cantidad obtenida fue menor a 500 pg. Esto resulté en un limitado
contenido de RNAm aislado contenido en un gran volumen (Metodologia 7.2). Se
concentro la muestra liofilizando el RNAm mediante centrifugacion con vacio y
refrigeracion a -50°C y posteriormente se resuspendié en un menor volumen de
H,O-DEPC. Se agregé inhibidor de RNAsa para evitar la degradacion y mantener
la calidad del RNAmM. Debido al escaso nucléico obtenido, no se cuantificd el

rendimiento de esta fraccion.
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Fig. 5. Integridad de RNA total de maiz. A) Electroforesis en gel desnaturalizante
de Agarosa 1.5% y solucion amortiguadora MOPS. B) Electroforesis en gel no
desnaturalizante de agarosa al 1.5% y solucion amortiguadora SB. En ambos

casos se encuentran sefialados los pesos de las bandas 28S y 18S.

5.2. Disefio de oligonucledtidos y establecimiento de condiciones de PCR

para Zmdxs1l

Ya que el tejido para la obtencion del gen dxs fue Zea mays raza Chalquefio, se
disefiaron los oligonucleétidos a partir de los primeros y ultimos nucleétidos
presentes en la secuencia reportada para maiz en GeneBank, dxsl con No.
acceso EF507248. Tratando de que sus temperaturas de fusion, T, fuesen lo mas
similares cercano posible (Tabla 5) y que el contenido de GC fuese del orden del
50 %. En la primera aproximacién de condiciones para la amplificacion por PCR
del gen de la dxs fue utilizar como temperatura de alineamiento cinco grados por
debajo del promedio de las T, de los oligonucledtidos, en este caso de 55°C. Bajo
estas condiciones no hubo amplificacién (datos no mostrados). Dado que el
tiempo de desnaturalizacion en los primeros experimentos fue de 40 seg y el gen
era de 2200 pb, se pensé que el resultado negativo del PCR antes mencionado
pudo deberse a que el tiempo que la reaccidn permanecia en condiciones de
desnaturalizacion no era suficiente para abrir las dos cadenas de DNA. Por lo que

corrimos otra reaccion incrementando la estancia de la reaccidn en condiciones



desnaturalizantes, de 40 seg a 1 min. Desafortunadamente, estas condiciones
tampoco fueron adecuadas. Un resultado tipico de esta serie de experimentos se

muestra en la Fig. 6.

i

Fig. 6. Resultado tipico antes del establecimiento de condiciones optimas de

amplificacion de ZmDXS1 Electroforesis de DNA en gel de agarosa 1%

5.2.1. Funcionalidad del cDNA obtenido del RNAmM de las hojas de

plantulas de maiz.

Considerando los inadecuados resultados de amplificacion del gen dxs, se
hipotetiz6 que este resultado podia deberse a la impureza del cDNA inhibiéndose
asi la reaccidn de la Taq polimerasa. Para determinar si éste era el caso, se
utilizaron como controles de la reaccion 2 condiciones de amplificacién de 2 genes
diferentes, el gen de la proteina ubiquitina y el gen de la enzima mio-inositol-1-
fosfato sintasa, mips. EI RNAm del gen de ubiquitina es abundante en todos los
sistemas ya que participa en el marcaje de proteinas a degradar (Voet, Voet,
1992) mientras que mips esta relacionado con la respuesta a sefiales externas
como estrés osmoético, formacion de pared celular y acumulacién de fosfato

inorganico en plantas.



Estudios realizados previamente en el laboratorio, indican que el RNAm de mips
es poco abundante (Escamilla, 2006). Los oligonucleétidos y condiciones de
reaccion utilizados para amplificar estos genes se enlistaron en Materiales y
métodos (Tablas 2, 3y 4).

Los productos de amplificacion pueden ser observados en la Figura 7.
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Fig. 7. Productos de los controles positivos de la reaccion de PCR. A) carril 1:
producto de ubiquitina de aproximadamente 306 pb. B) carril 1: producto de MIPS
de aproximadamente 808 pb. En el carril 2 de ambos incisos se presentan los

marcadores de pesos moleculares de 100 pb.

La amplificacion de ambos genes se realiz6 de manera exitosa indicando que el

cDNA era un buen templado para la amplificacion por PCR de diversos genes.

5.2.2. Amplificacién de la secuencia Zmdxs1

El exitoso resultado de amplificacion de otras secuencias nucleotidicas confirmé la
buena calidad del RNAm. Esto determin6 que no fueron adecuadas las
temperaturas de alineacion utilizadas anteriormente en el establecimiento de

condiciones de PCR pudiendo afectar en la separaciéon de las cadenas de cDNA-



DNA, la alineacién de los oligonucleétidos y/o en la lectura del templado. El
analisis bioinformatico realizado a la secuencia EF507248, realizada mediante el
programa FastPCR, muestra que este gen contiene un porcentaje de GC mayor el
65%. Para este tipo de genes, la literatura recomienda incluir un aditivo en la PCR,
DMSO, que desestabilice los puentes de hidrogeno disminuyendo asi la
temperatura de desnaturalizacion de la doble hebra. El resultado de esta
modificacion fue la amplificacién de un producto de ~2160 pb correspondiente a la
secuencia de Zmdxsl (Fig. 8). Las condiciones de amplificacion asi como los
oligonucledtidos utilizados y los componentes de reaccion pueden ser consultados

enlas Tablas 5,6y 7.
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Fig. 8. Electroforesis del producto del amplificado de ZmDXS1 en al reaccion de
PCR. Carril 1, amplificado de ZmDXS1; carril2, marcador molecular de 1000 pb

(Fermentas®).

5.3.Clonacién del fragmento Zmdxs1

Para clonar el amplificado del gen Zmdxs1 se utilizé el vector de clonacién pGEM-

T Easy (Promega®) que presenta un alto nimero de copias



En la Figura 9 se observa en el vector pGEM-T Easy la presencia de un gen
reportero, lacZ. En el interior de la secuencia de lacZ se encuentra el sitio de
clonacion multiple que esta formado por sitios reconocibles por diferentes enzimas
de restriccidn insercién y es entre este sitio donde se permite la insercion de la
secuencia de interés. La seleccion de las bacterias en las que la transformacion
con el vector que contiene el gen de interés esta basada en la activacion
transcripcional de un promotor especifico que permite que colonias blancas
caracteristicas de E. coli se tornen azules. Cuando las células transformadas son
plagueadas en un medio sdlido con IPTG y X-Gal, el IPTG induce la transcripcién
del gen reportero (B-galactosidasa, lacZ, uniéndose e inhibiendo al represor de
lacZ, lacl. A IPTG se le llama inductor gratuito ya que no es degradado por la B-

galactosidasa conservando su concentracion.

El otro sustrato utilizado para la identificacion de las colonias transformadas con la
secuencia de interés es el X-gal que es un sustrato de la B-galactosidasa. Al ser
hidrolizado, produce un compuesto (indoxil) que en contacto con el aire se
transforma en indigo insoluble, el cual presenta un intenso color azul. Es utilizado
como indicador de expresion de la B-galactosidasa en colonias bacterianas
creciendo en placa. Si las colonias expresan la enzima [(-galactosidasa se
tornaran de color azul. Al introducir una secuencia de interés en el vector pGEM-T
Easy la secuencia de la galactosidasa no puede expresarse pues su secuencia se

ve interrumpida y asi las colonias presentan un color blanco.
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Fig. 9. Mapa circular y puntos de referencia del vector pPGEM-T Easy (Promega).

El fragmento de 2160 pb amplificado fue ligado al vector pGEM-T Easy. Con esta

construccion (pGEM-Zmdxs) se realizé la transformacion de células de E. coli

DHS5-a. Para confirmar la transformacion con la construccion pGEM-Zmdxs1, éste

se digiri6 mediante la enzima de restriccion EcoR1, tras confirmar mediante el

programa FastPCR, que no corta dentro de la secuencia Zmdxsl reportada en el

GeneBank., con lo cual fueron generados 2 fragmentos de DNA, correspondientes

al vector de clonacién y al gen de la enzima, 3015 y 2165 pb respectivamente (Fig.

10)
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Fig. 10. Digestion de la construccion pGEM-Zmdxsl clonada en E. coli DH5-a.
Carril 1: Se presentan 2 fragmentos de DNA, ~3015 pb y ~160 pb. Carril 2:

marcador de pesos moleculares de 1 kb (Fermentas®).

5.4. Secuenciacion del gen Zmdxs1 clonado
5.4.1. Secuenciacion del DNA plasmidico

Dada la longitud del gen se utilizd la estrategia de secuenciacién por “Primer
Walking” (técnica llevada a cabo por Macrogen Secuencing System, Korea;
http://dna.macrogen.com), la cual consiste en secuenciar fragmentos mas cortos
del gen que se traslapan entre si, lo que permite obtener la secuencia completa
del gen (Fig. 11). Se utilizaron los oligonucleoétidos universales SP6 y T7 (Tabla 9)
para la secuencia en el sentido 5 y 3’ respectivamente. Los oligonucledtidos
internos para la secuenciacion fueron disefiados por la misma compafia por lo
cual no se cuenta con sus respectivas secuencias. Para ensamblar las secuencias
contiguas resultantes de la secuenciacion (obtencidn del “contig”), se utilizd el
programa CAP3 Sequence Assembly Program (Huang y Madan, 1999) disponible

en la pagina web http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php. Tanto las secuencias parciales

del gen como la secuencia completa, obtenidas en este trabajo, se compararon



con la secuencia EF507248 y su traduccion tedrica fue analizada mediante el
programa SIXFRAME de Biology Workbench 3.2. Como se observa en la Tabla
10, tanto las secuencias parciales como la total presentaron entre un 89 a 99 %,
asi como 2 espacios, como maximo, en algunos de los fragmentos. A pesar de
estas pequefas inconsistencias, el valor cero de la probabilidad de que las dos
secuencias fueran semejantes al azar, expectativa, indicd que el inserto era el gen
dxs1 de maiz (Tabla 10).

Tabla 10. Anadlisis del “BLAST” de los fragmentos de secuencia y la secuencia
completa clonada contra la secuencia del gen ZmDXS1 del Genebank. 1F y 1R,
oligonucleétidos internos disefiados por Macrogen® para realizar la secuenciacion
completa del gen. SP6 y T7, oligonucledtidos universales, utilizados para la
secuenciacion. T7a y T7b, utiliza el mismo oligonucledtido universal T7, a y b son

usados para distinguir entre las 2 diferentes reacciones de secuenciacion.

Oligonucledétido utilizado Identidad Expectativa Espacios Sentido
1F 818/829 (89%) 0.0 0 +/+
SP6 769/784 (98%) 0.0 1/784 (0%) +/-
1R 833/843 (98%) 0.0 0/808 (0%) +/+
T7a 801/808 (99%) 0.0 2/801 (0%) +/+
T7b 794/810 (98%) 0.0 2/810 (0%) +/+
contig 2144/2165 (99%) 0.0 0 ---

10



M A L S TF SV PRGFL GV P A Q D S

1 atggctctgtcgacgttctctgtcccaaggggattcctcggtgtgeccggctcaggactcec 60
H F A S AV EL HVNIKLULQAIRUP T N

61 catttcgcttcggcggtcgagctccatgtcaacaagctgctccaggccaggcctatcaat 120
L K P RRRWPACVS ASL S S E R E A

121  ctcaagcctcggcggaggccggcatgcgtgtcggegtecgetgtegtecggagecgegaggeg 180
E Y Y S QRP P TP L L DTT1T NY P V H

181  gagtactactcgcagcggccgcccacgccgctgectggacaccatcaactaccccgtccac 240
M K NL SV K ELIRQULADETLR S DV

241  atgaagaacctgtccgtgaaggagctgcggcagctggccgacgagctccggtceccgacgtec 300
Il F HV S K TG GHL G S S L GV V E L

301 atcttccacgtctccaagaccggcggccacctcgggtccagcctcggcgtggtggagctec 360
T VvV AL HY VFNAWPIOQDI RT L WD V G

361 accgtcgcgctgcactacgtcttcaacgcgccgcaggaccgcatcctctgggacgtcgge 420
H Q SY PHK 1T L TG RIRUDI KMPTMR

421 caccagtcgtacccgcacaagatcctgacggggcggcgcgacaagatgccgacgatgcgg 480

Fig. 11. Secuencia del gen Zmdxsl obtenida mediante la secuenciacién por “Primer Walking” empalmada y

alineada con la secuencia tedrica de aminoacidos para la que codifica (primera parte).
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Q T NG L A G F T KR A E S E Y D S F G
481 cagaccaacggcctggcgggcttcaccaagcgcgccgagagcgagtacgacagcttcgge 540

T 6 H S S TT 1 S A A L G M AV G R D L

541  acgggccacagctccaccaccatctccgecggcegctcecgggatggeggtgggecgggaccte 600
K 6 G K NNVV AV I G6GDOGAMTAG Q

601 aagggcggcaagaacaacgtggtcgcggtgatcggcgacggcgccatgacggccgggcag 660
AY E A MNNAGY LD S DMI1T V I L N

661 gcgtacgaggccatgaacaacgccgggtacctggactccgacatgatcgtcatcctcaac 720
D NK QV S L PTATULUDGW®PV P P V G

721  gacaacaagcaagtgtccttgcccaccgcgacgctcgacgggccggtgeccgeeccgtggge 780
AL S S AL S KULOQSSRUPULIRETLRE

781  gcgctcagcagcgccctcagcaagctgcagtcaagcaggccgctcagggagctcagggag 840
vV A K GV TR QI GGG SV HEULAAZKYV

841 gtggccaagggagtgacgaggcagatcggtggctcagtgcacgagctggcggcgaaggtg 900
b EYARGMI S G PGS SLFEEL G

901 gacgagtacgcccgcggcatgatcagcgggcccggctcctcgctcttcgaggagctcggt 960

Fig. 11. Secuencia del gen Zmdxsl obtenida mediante la secuenciacién por “Primer Walking” empalmada vy

alineada con la secuencia tedrica de aminoacidos para la que codifica (segunda parte).
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Ly vy I 6 PV DGWHNIT DD UL 1 T 1 L N

961 ctctactacatcggccccgtcgacggccacaacatcgacgacctcatcaccatcctcaac 1020
b v K s TKTTSGWPV L I HV V T E K G

1021 gacgtcaagagcaccaagaccaccggccccgtcctcatccacgtcgtcaccgagaagggc 1080
R G Y PY A ERAADIKYHGV A K F D

1081 cgcggctacccctacgccgagcgagccgceccgacaagtaccacggtgtcgccaagtttgat 1140
P AT G K Q F K S P A K TWL S Y T NY F

1141 ccggcgaccgggaagcagttcaagtcccccgccaagacgctgtcctacaccaactacttc 1200
A E A LI A EAE QDS K T V A 1 HAA

1201 gccgaggcgctcatcgccgaggcggagcaggacagcaagatcgtggccatccacgeggeec 1260
M G 6 G T 6L NY F L RRFPNIRCF D

1261 atgggcggcggcacggggctcaactacttcctccgccgcttcccgaaccggtgecttcgac 1320

v 6 1 A E Q H AV TFAAG GTLA AT CE G L
1321 gtcgggatcgcggagcaacacgccgtcacgttcgcggccggcctggectgcgaaggecte 1380
K P F CAI1I Y SSFL QR GY D Q V V H

1381 aagcccttctgcgccatctactcgtctttcctgcagcgcggctacgaccaggtcgtgcac 1440

Fig. 11. Secuencia del gen Zmdxsl obtenida mediante la secuenciacién por “Primer Walking” empalmada y

alineada con la secuencia tedrica de aminoacidos para la que codifica (tercera parte).
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b v DL Q K L PV RFAMDIRAGTUL VG

1441 gacgtcgatctgcagaagctaccggtaaggttcgccatggacagggccgggctggtcgge 1500
AD G P THCGAFDVAYMATCL P N

1501 gcggacgggccgacccactgcggggcgttcgacgtcgcgtacatggecctgcectgcecccaac 1560
M Vv v MM AP S DEAELTCHMYVAT A A

1561 atggtcgtcatggccccgtccgacgaggccgagctctgecacatggtcgeccaccgecgeg 1620
Al bDDURW®PSCUFRYPRGNUGVG VP

1621 gcaatcgacgaccgcccgtcctgcttccgctacccgagaggcaacggcgttggegtecccg 1680
L PP NY K GTWP L EV G K G R I L L E

1681 ttgccgcccaactacaaaggcactcccctcgaggtcggcaaaggcaggatcctgectggag 1740
G DRV AL L GY G S AV QY CULTAA

1741 ggcgaccgggtggcgctgctggggtacgggtcggcagtgcagtactgcctgaccgecgeg 1800
S LVQRHGLK YV TV ADAREFTZCKP

1801 tccctggtgcagcgccacggcctcaaggtcaccgtcgccgacgcgaggttctgcaageccg 1860
L b HAL 1 R SLAKSWHEWVL I TVE

1861 ctggaccacgccctgatcaggagcctggccaagtcccacgaggtgctcatcaccgtggag 1920

Fig. 11. Secuencia del gen Zmdxsl obtenida mediante la secuenciacién por “Primer Walking” empalmada vy

alineada con la secuencia teodrica de aminoacidos para la que codifica (cuarta parte).
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1921

1981

2041

2101

E G S 1 666G F GS HV A Q F M A L D G L
gaaggctccatcggagggttcggctcgcacgtcgcccagttcatggccctggacggectt 1980
L b 6 K L K WWRPULV L P DI RY I D HG
cttgacggcaaactcaagtggcgaccgctggtgcttcctgacaggtacatcgaccatgga 2040
S P ADQULAEAGLTWPSHI A A SV
tcgccggecgatcagctggeccgaggetgggctgacgecgtcacacatcgecgegteggtg 2100
F N1 L G Q NR EALAI M AV P N A *
ttcaacatcctggggcagaacagggaggctcttgccatcatggcagtgccaaacgcgtag 2160

Fig. 11. Secuencia del gen Zmdxs1 obtenida mediante la secuenciacion por “Primer Walking” empalmada y alineada con

la secuencia tedrica de aminoacidos para la que codifica (quinta parte).
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5.5. Andlisis bioinformatico de la secuencia tedrica de la proteina
ZmDXS1

Se compard la secuencia proteica derivada de la secuencia nucleotidica
obtenida en este trabajo contra una base de datos de secuencias nucleotidicas
traducidas, TBLASTX con el programa Biology Workbench 3.2, produciendo un
alineamiento significativo contra la proteina ABP88134.1 ZmDXS1 con una
E=0.0 (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis del “BLAST” entre la secuencia de aminoacidos teoricos de
ZmDXS1 que generamos y la de la proteina tedrica reportada en Genebank con

numero de acceso ABP88134.

Identidad Similitud Espacios Expectativa

7161719 (99%) 719/719 (100%) 0/179 (0%) 0.0

Como se indica en la literatura, en diversas plantas, la proteina DXS es de
origen citoplasmatico pero su funcion la desempena en el cloroplasto por lo que
en su secuencia primaria posee un “péptido de transito a cloroplasto”
(chloroplast Transit Peptide, cTP) que le permite migrar al cloroplasto (Walter et
al, 2002). Las proteinas que contienen esta secuencia son reconocidas por un
receptor de membrana y muchas son maduradas mediante un corte del cTP
realizado por la proteasa de procesamiento de tilacoide (Thylakoid Processing
Protease, TPP) (Granel and Keegstra, 1996). En el gen Zmdxs, también se
predijo una secuencia de péptido de transito a cloroplasto (cTP) con el
programa ChloroP v1.1 de la Universidad Técnica de Dinamarca (Technical

University of Denmark), http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ (Tabla 12).

Tabla 12. Longitud de cTP de ZmDXS1 secuenciada

de acuerdo al programa Chlorop v1.1.

Tipo de secuencia Longitud cTP
Nucleotidica 153 pb
Peptidico 51 aa
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De la tabla anterior suponemos que la proteina madura debera contener solo

658 aminoacidos.

En general, los parametros calculados para la proteina teérica ZmDXS1 son
muy cercanos a los de ZmDXS1 madura (sin considerar el residuo para cTP)

debido a que unicamente difieren en 17 aminoacidos.

Los parametros fisicoquimicos de una proteina nos dan informacion util que
nos permite planear las siguientes etapas para la sobreexpresiéon de la enzima
DXS en un cultivo de E. coli o en el cultivo en suspension de células de Taxus
sp. El coeficiente de extincion necesario permite calcular concentraciones de la
proteina purificada, el punto isoeléctrico (pl) es util en el analisis de 2

dimensiones (peso molecular y pl) (Tabla 13y 14).

Se calcularon algunos parametros fisicos y quimicos de la secuencia teérica de
la proteina ZmDXS1, mediante el programa ProtParam,

http://www.expasy.org/cgi-bin/protparam.

Tabla 13. Algunos parametros calculados para Ila

secuencia tedrica de ZmDXs1

Numero de aminoacidos 719

Peso molecular 77.2673 kDa
pl tedrico 7.11

Numero total de residuos cargados 72

negativamente (Asp + Glu)

Numero total de residuos cargados 71
positivamente (Arg + Lys)

Promedio total de hidropaticidad -0.072
(GRAVY)

Tabla 14. Coeficiente de extincion de las proteinas tedricas ZmDXS1 y ZmDXS1

madura medido a 280 nm medido en agua (M cm™)
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ZmDXS1 ZmDXS1 madura

Coef. de extincién 48875 48875

Abs 0.1% (=1 g/l) (Asumiendo TODOS los 0.633 0.647
residuos Cys aparecen como “half cystines”)

Coef. de extincién 48250 48250

Abs 0.1% (=1 g/l) (Asumiendo que NO todos 0.624 0.639

los residuos de Cys aparecen como “half

cystines”)

Otro analisis realizado con ProtScale, (http://www.expasy.or|g/tools/protscale.html),

permitid representar el perfil de la ZmDXS1 de acuerdo a las caracteristicas
hidrofilicas e hidrofdbicas de la secuencia de aminoacidos que la conforman.
La Grafica 1 nos indica la proteina tedrica contiene aproximadamente un 50%

de aminoacidos hidrofobicos y 50% hidrofilicos.

ProtScale output for user seguence

T T
Hphob. » Eyte & Doolittle

Score
=
e |
——————
P —

——
B

a 10a caa 3088 488 Sea eBa Faa

Fosition
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Grafica 1. Representacion de las caracteristicas hidrofébicas de la secuencia
de aminoacidos que conforman a la proteina tedrica de la secuencia ZmDXS1

obtenida en el laboratorio.

5.6 Comparacion de tabla de uso de codones de T. x media contra la

secuencia nucleotidica de Zmdxs1

Frecuentemente las proteinas son dificiles de expresar fuera de su contexto
original ya sea porque sus secuencias pueden contener codones que son
raramente utilizados en el hospedero deseado, o porque provienen de
organismos que utilizan codigos no-canonicos o que contienen elementos de
regulacion limitantes de la expresidén dentro de su secuencia codificante. Esta
dificultad se explica ya que cada organismo utiliza preferencialmente ciertos
codones de los multiples que codifican para un mismo aminoacido (Voet, Voet,
1992) y por tanto la abundancia de tRNA analogos disponibles en la célula
hospedera puede ser diferente de la que utilizaria la expresion de la proteina
heteréloga. Dado que la expresién de la enzima ZmDXS en células de T.
globosa constituye un sistema de expresion heterdlogo, se procedié a analizar
bioinformaticamente la adaptabilidad relativa (ver definicion en glosario). Este
analisis fue realizado mediante el programa “Graphical Codon Usage, version

2.0” (http://gcua.schoedl.de). Desafortunadamente en GeneBank solo se

reportan dos secuencias de T. globosa lo que no permite predecir el uso de
codones en este organismo. Pero para otra especie del mismo género, T. x
media existen 38 secuencias reportadas. Por lo cual la elaboracién de la tabla
de uso de codones para esta especie sera representativa del género. Para
reafirmar lo anterior, primero se compararon las tablas de uso de codones de T.
globosa contra T. x media (Apéndice 2, Grafica 2). Se observd que para la
mayoria de los codones en ambas especies presentan adaptabilidades
relativas similares, no asi para algunos casos como el codon de terminacion,
atribuibles a la escasa cantidad de informacién con la que cuenta T. globosa.
Estas tablas fueron obtenidas a partir de la pagina “Codon Data Base”

disponible en www.kazusa.or.jp. (datos no mostrados). La compilacién de la

secuencia nucleotidica de Zmdxsl en una tabla de usos de codon se llevd a
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cabo con el programa “Countcodon Program” perteneciente a la misma pagina.
Del analisis anterior se deduce que solo los codones citados en la Tabla 15 se
encuentran en una proporcidbn baja mas no limitante de acuerdo con
Gustafsson et al. 2004, quien indica que la secuencia heterdloga debe
presentar por lo menos el 10% de la frecuencia para todos sus codones en el
organismo hospedero. De lo anterior se concluye que el gen Zmdxsl se
expresara en el T. globosa. Esta expresion puede ser mejorada
sobreexpresando los genes que codifican para los tRNAs poco abundantes que
lean los codones de la Tabla 15, enfoque utilizado en diversos laboratorios
(Kane, JF. 1995), asi como introduciendo una senal de terminacion en el vector

de expresién en el que sean clonados.
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Tabla 15. Codones presentes en la secuencia Zmdxsl con adaptabilidad

relativa menor o igual al 20% en el uso de codones de T. x media

Codon Aminoacido Adaptabilidad Relativa (%)
ACG Thr 20
CCG Pro 19
TAG Terminacion 17

Otra estrategia para mejorar la expresion de esta proteina seria alterar los
codones raros en el gen blanco, de forma que sean lo mas cercanamente
reflejados en el uso de codones del hospedero, sin modificar la secuencia de
aminoacidos de la proteina codificante. Las técnicas para lograrlo van desde
pasos mutagénicos sitio-dirigidos a la resintesis del gen completo (mencionado
en Gustafsson et al. 2004). Sin embargo, la primera no es factible debido a que
los codones raros se encuentran dispersos a lo largo del gen (Apéndice 2,
Grafica 3), y en el caso de la segunda representaria un costo econémico muy

elevado para nuestro gen dxs que cuenta con mas de 2 kb.

21



Conclusiones

Se obtuvo el gen dxsl a partir de Zea mays.
Se produjo una cepa que contiene el gen Zmdxs1 en un vector de clonacion.
Se confirmo la identidad del gen a través de su secuenciacion y analisis bioinformatico.

De acuerdo a los criterios de andlisis bioinformaticos, la secuencia nucleotidica de
Zmdxs1 puede ser expresada dentro de un sistema del género de Taxus.



6. Perspectivas:

Realizar la construccion de un vector de expresion que contenga una secuencia
promotora fuerte, por ejemplo el del virus del mosaico de tabaco, e introducir la
secuencia del gen Zmdxs1 y en un vector separado o en la misma construccion
incluir la secuencia de tRNA para Thry Pro.

Transformar un cultivo de células en suspension de Taxus con la construccion
mencionada.

Probar diferentes sustancias en el medio de cultivo, bajo condiciones de obscuridad
que favorezcan la direccion de precursores hacia la sobreproduccion de Taxol.



Apéndice 1. Preparacion de soluciones, geles y medios de cultivo

o Soluciones y geles para RNA:

Para preparar las soluciones se utiliza H,O-DEPC. Una vez esterilizadas las soluciones y
reactivos, se utilizara siempre material esterilizado. EI material es esterilizado en autoclave
a 1.2 kg/cm? durante 30 min al trabajar con RNA. No es necesario trabajar en condiciones
asépticas, el material es esterilizado inicamente con la finalidad de degradar posibles
nucleasas presentes.

H,O-DEPC: DEPC 0.005% viv
Agitar toda la noche y esterilizar

MOPS 10X: Acetato de sodio 50 mM

EDTA 10 mM

MOPS 0.2M

Esterilizar por filtracion y almacenar en matraz esteéril

SB 20X: NaOH 200 mM
Ajustar el pH a 8 con &cido bdrico

Solucién amortiguadora de carga para RNA no desnaturalizante 5X (RNA loading buffer,

RLB):
Glicerol 50 %
EDTApH 8.0 1.0 mM
Azul de bromofenol una punta de espatula
Ciano-xileno una punta de espatula
H,O- DEPC cbp 1.0 mi
RLB 4X (solucién amortiguadora de carga desnaturalizante para RNA) (1ml):
Conc. final
Glicerol al 80% 100 | 8.0%
Formamida desionizada 550 | 55.0 %
Formaldehido al 37% 200 | 7.4 %
MOPS 10X 125 | 1.25 X
Azul de bromofenol una punta de espatula
Ciano-xileno una punta de espatula
H.O-DEPC cbp 1.0 mi

Gel desnaturalizante para RNA al 1.5% (30 ml):
Conc. final
Agarosa (grado BM). 0.45 ¢ 1.5%
Formaldehido al 37% 2.4 ml 3.0%
MOPS 10X 3.0ml 1X



Bromuro de etidio 0.05% 70 |

H,O-DEPC cbp 30 mi

Primero se calienta suavemente el H,O-DEPC y la agarosa, luego a ~52°C se agregan los
otros componentes del gel agitando suavemente hasta homogenizar.

Gel no desnaturalizante para RNA al 1.5% (30 ml):

Conc. final
Agarosa 0.45¢g 15%
SB 20X 1.5 ml 1X
Bromuro de etidio 0.05% 7.0 |
H,O-DEPC cbp 30 ml

Se pueden calentar suavemente en el microondas el SB 20X, el H,O-DEPC y la agarosa,
agitando cada 10 segundos hasta disolver. Luego se deja enfriar a ~50°C y se agrega el
bromuro de etidio agitando suavemente hasta homogenizar.

o Soluciones y geles para DNA:

Para preparar las soluciones se utiliza H,O desionizada esterilizada. Una vez esterilizadas
las soluciones y reactivos, se utilizard siempre material esterilizado. EI material es
esterilizado en una autoclave a 1.2 kg/cm? durante 15 min al trabajar con DNA. No es
necesario trabajar en condiciones asepticas, el material es esterilizado unicamente con la
finalidad de degradar posibles nucleasas presentes.

TAE 50X: Conc. final
Tris-base 2M
Acido acético glacial 1M
EDTA 0.5M (pH8.0) 50 mM

Bromuro de etidio al 0.05% m/v:

Bromuro de etidio 5mg
H-0O 10 ml
Gel para DNA el 1% (30 ml):
Conc. final
Agarosa 0.30g 1%
TAE 50X 600 | 1X
Bromuro de etidio 0.05% 70 |
H,0 bidestilada cbp 30 ml

Se calienta suavemente en el microondas el TAE 50X, el H,O bidestilada y la agarosa,
agitando cada 10 segundos hasta disolver. Luego se deja enfriar a ~50°C y se agrega el
bromuro de etidio agitando suavemente hasta homogenizar.



o Medios de cultivo y soluciones para competencia y transformacion de células
Importante: Una vez esterilizados los medios y las soluciones a 1.2 kg/cm? durante 15 min
en autoclave, Unicamente deben ser abiertos en condiciones asépticas para evitar la
contaminacion de los cultivos.

Solucion madre de IPTG (100 mM) para 25 ml:

IPTG 0.6¢
H,0 bidestilada 25 ml

Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C.

Solucion madre X-Gal (2 ml):
5-bromo-4-cloro-3-indolil- -D-galactosidasa 100 mg

Disolver en 2 ml de N,N’-dimetil-formamida. Cubrir con papel aluminio y almacenar a —
20°C.



Solucién madre Ampicilina 100 mg/ml (1 ml):

Ampicilina ionizada 100 mg
H,O bidestilada estéril cbp 1 ml

Esterilizar por filtracion y almacenar a —20°C.

Medio LB liquido (1L):

Peptona 109
NaCl 59
Extracto de levadura 5¢g
H,O chplL

Medio LB/Amp liquido (1L):
Medio LB liquido 1L
Ampicilina 100 mg / ml 1ml

Esterilizar el medio LB por separado y agregar la Ampicilina cuando el medio esté tibio o
a temperatura ambiente.

Medio LB sdlido (1L): Agar 159
Medio LB liquido 1L

Esterilizar en autoclave, dejar enfriar a ~50°C. Vaciar de 30-35 ml de medio en cajas petri
desechables de 85 mm. Permitir endurecer el contenido. Almacenar a 4°C hasta por un mes
0 a temperatura ambiente por una semana.

Medio LB/Amp sélido (1L): Agar 159
Medio LB liquido 1L

Esterilizar en autoclave, dejar enfriar a ~50°C antes de agregar la ampicilina a una
concentracion final de 100 g/ ml. Vaciar de 30-35 ml de medio en cajas petri desechables
de 85 mm. Permitir la solidificacién del contenido. Almacenar a 4°C hasta por un mes o a
temperatura ambiente por una semana.

Medio LB/Amp/IPTG/X-Gal solido:
Hacer las cajas de LB con ampicilina como se indica anteriormente. Suplementar con 100

| de IPTG 100 mM vy 20 | de X-Gal 50mg / ml, extender sobre toda la superficie de la
caja y permitir absorberlos por 30 minutos a 37°C antes de usarse.

Medio SOC (100 ml): Medio LB liquido 60 ml



Glucosa 0.5 M 40 ml

Se prepara la glucosa por separado esterilizar por filtracion.

o Soluciones para Maxiprep

Solucién 1: Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI pH 8.0 25 mM

Solucién 2 (solucion de lisis alcalina) (50 ml): Preparar la solucion en el momento

NaOH 10 N 1 mil
SDS 10% 5ml
H.,O desionizada estéril cbp 50 ml
Solucion 3: 1) CH3COO'Na*-3H,0 3 M (pH 5.0)

2) NaCl 1.6 M + PEG 13% plv

Estas 2 soluciones se prepararon por separado y solo fueron mezcladas de acuerdo al
protocolo indicado en metodologia (7.5.5) hasta el momento de su uso.

PCI: Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Se utilizé fenol equilibrado preparado
de acuerdo al protocolo del proveedor (Invitrogen®) y alcohol isoamilico anhidro.



Apéndice 2. Resultados bioinforméticos
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Graéfica 2. Representacion grafica de la fraccion de cada codon utilizado en T. x media comparado con la fraccion del mismo codon en
otro T. globosa en términos de adaptabilidad relativa (ver Apéndice 3). En negro se representa la fraccion correspondiente a la tabla de
uso de codones de T. x media y en gris la correspondiente a la tabla de uso de codones en T. globosa.
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Gréfica 2. (continuacion)
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Graéfica 2. (continuacion)

Nota: las tablas de uso de codones obtenidas para realizar la grafica fueron las siguientes:

Tabla de codones de Taxus x media (negro):

http://www.kazusa.or.jp/codon/cqgi-bin/showcodon.cqi?species=85957 &aa=1&style=N
Tabla de codones de Taxus globosa (gris):

http://www.kazusa.or.jp/codon/cqgi-bin/showcodon.cqi?species=156271&aa=1&style=N
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Gréfica 3. Representacion grafica de la fraccidn de cada codén comparado con la
fraccion del mismo codon en otro organismo en términos de adaptabilidad relativa (ver
Apéndice 3). En gris se observan los porcentajes de adaptabilidad relativa menores o
igual a 20.

Nota: la tabla de uso de codones obtenidas para realizar la grafica fueron las siguientes:
Tabla de codones de Taxus x media (negro):
http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=85957&aa=1&style=N
Tabla de codones del gen Zmdxs1 clonado: generada mediante el programa
“Countcodon program” disponible en http://www.kazusa.or.jp/codon/
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Apéndice 3. Glosario

Coeficiente de extincion (epsilon, &) es el coeficiente de absortividad
dependiente de longitud de onda con unidades M cm™. Indica la cantidad de
luz que cierta proteina puede absorber en determinada longitud de onda
(generalmente 280 nm). Durante la purificacion de una proteina, ésta puede ser
seguida mediante el método espectrofotométrico.

Dos valores de coeficientes de extincion pueden ser calculados con ProtParam,
el primero asume que todos los residuos de cisteinas pueden aparecer como
medias cisteinas, mientras que el segundo asume que ninguna cisteina
aparece como media cisteina. El computo ha sido demostrado para proteinas
que contienen residuos de Trp, pero para aquéllas sin Trp puede existir mas de
10% de error.

http://www.yeastgenome.org/help/proteinProperties.html

indice alifatico: indica el volumen relativo de una proteina que es ocupado por
cadenas alifaticas laterales (aliphatic side chains) (alanina, isoleucina, leucina y
valina) y contribuyen al aumento de termoestabilidad observado para proteinas

globulares. http://www.yeastgenome.org/help/proteinProperties.html

indice de inestabilidad: indica la presencia de ciertos dipéptidos que ocurren
con diferente frecuencia significativa entre proteinas estables e inestables. El
peso del valor de la inestabilidad del péptido (dipeptide instability weight value,
DIWV) menor a 40 predice que la proteina es estable, mayor a 40 inestable.

http://www.yeastgenome.org/help/proteinProperties.html

Promedio total de hidropaticidad (Grand Average of Hydropathy, GRAVY): es la
suma de valores de hidropaticidad de todos los aminoacidos, dividido entre el
numero de residuos en la secuencia. Indica la solubilidad de la proteina en
agua. Los valores positivos indican hidrofobicidad y los negativos hidrofilicidad.

http://www.expasy.ch/tools/protparam-doc.html

http://www.biochem.oulu.fi/proteomics/ymp/window cbigravy.html

PROT SCALE: A cada residuo de aminoacidos se le asigna un valor de

acuerdo con la escala de hidropaticidad de Kyte y Doolittle. Para consultar los



valores asignados a cada aminoacido consultar la pagina:
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/UsersGuide/midas/hydrophob.html
(Kyte and Doolittle, 1982).

Punto isoeléctrico (pl): pH al cual las proteinas tienen una carga neta de cero.
Util para la identificacion de proteinas en 2 dimensiones (pl y peso molecular)

http://www.steadyhealth.com/encyclopedia/lsoelectric point

Tiempo estimado de vida media: Es la prediccion del tiempo requerido para que
la mitad del total sintetizado de una proteina sea recambiada tanto in vivo como
in vitro. Este valor es calculado en base a la “regla del N-terminal” de
Varshavsky, la cual predice la vida media de la proteina basada en la
identificaciéon del residuo N-terminal de una proteina teniendo una funcién
importante en la estabilidad en vivo de la proteina.

http://www.yeastgenome.org/help/proteinProperties.html

Adaptabilidad relativa:

La calidad de codones de las secuencias codificantes puede valorarse en dos
formas distintas. La mas sencilla es graficar la frecuencia de uso de codones
que puede ser encontrada en tablas comunes de uso de codén. Una manera
mas elaborada de valorar la calidad de coddn es convertir la frecuencia de uso
de codones en valores de adaptabilidad relativa. A diferencia de la primera, la
adaptabilidad relativa toma en cuenta el numero de codones que codifican para
el aminoacido respectivo. Para cada aminoacido, el codén con la mayor
frecuencia establece el 100% de adaptabilidad relativa. Todos los otros
codones para el mismo aminoacido se escalan de acuerdo al 100%. Ej. Para el

aminoacido Treonina en la tabla de uso de codones en Taxus x media:



Adaptabilidad
Codéon Numero /1000 Fraccion
Relativa (%)

ACA 262 18.6 0.32 91
ACC 294 20.8 0.35 100
ACG 57 4.0 0.07 20

ACU 218 15.4 0.26 74




Abreviaturas

A: absorbancia

Azs0: absorbancia a 260 nm. Longitud de onda a la que se cuantifica RNA y
DNA

Azso: absorbancia a 280 nm. Longitud de onda a la que se cuantifican las
proteinas

Aze0/A2s0: relacion de pureza de acidos nucléicos respecto a la cantidad de
proteinas

Agarosa b.m.: agarosa grado biologia molecular

BLAST: herramienta o programa de busqueda de alineamiento local basico.
Basic Local Alignment Search Tool

cbp: cuanto baste para

cDNA: copy DNA, DNA copiado

cds: secuencia codificante, coding sequence

cTP: péptido de transito a cloroplasto, Chloroplast Transit Peptide

DNA: acido desoxirribonucléico

DEPC: dietil pirocarbonato

DMSO: dimetil sulféxido

IPTG: isopropil-B-D-tio-galactdsido

LB: Luria-Bertani (medio de cultivo)

MIPS: mio-Inositol-1-fosfato sintasa.

MOPS: acido 3-[N-mofolino] propanosulfénico

RNAm: RNA mensajero

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PEG: polietilénglicol

pl: punto isoeléctrico

RNA: acido ribonucléico

SA-PMP: particulas paramagnéticas de estreptavidina

SOC: medio de cultivo super 6ptimo con represion de catabolitos (super optimal
broth with catabolite repression).

SSC: solucién de NaCl + Citrato de sodio (PolyATtract RNAm Isolation System,
Promega)

Ta: temperatura de alineamiento del oligonucleétido con la hebra molde de DNA



TE: tris-EDTA
X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indoil-p-D-galctésido
Zmdxs1: gen de la enzima deoxi-xilulosa fosfato sintasa 1 de Zea mays

ZmDXS1: proteina de la enzima deoxi-xilulosa fosfato sintasa 1 de Zea mays
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