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RESUMEN

La superdxido dismutasa (CuZnSOD) y la glutation S-transferasa (GST) forman parte de los sistemas enzimaticos de
defensa antioxidante en la mayoria de los organismos. La superdxido dismutasa elimina a los radicales superéxido,
producto del metabolismo del oxigeno, mediante una reaccion de dismutacion. La glutation S-transferasa, cataliza la
conversion de un gran nimero de compuestos toxicos por medio de la reduccion del glutation, a otros compuestos
que facilmente son desechados por el organismo.

Tanto la superdxido dismutasa como la glutation S-transferasa son enzimas altamente conservadas a nivel de
secuencia de aminodcidos. Ambas enzimas se han estudiado en un gran nimero de organismos, principalmente
insectos, en donde la expresién de la GST se asocia con la resistencia a varios insecticidas. En crustdceos, la
informacién existente acerca de estas dos enzimas hasta ahora es limitada, y en especies de importancia econdmica,
como el camardn, su estudio cobra mayor importancia. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fué obtener y
caracterizar a los genes de CuZnSOD y GST de camardn blanco Penaeus (Litopenaeus) vannamei, asi como detectar su
expresion.

La secuencia nucleotidica de CuZnSOD se obtuvo inicialmente por medio de amplificacion por PCR con
oligonucledtidos degenerados para un fragmento interno de CuZnSOD, la cual se dond y secuencid para confirmar su
identidad. Esta Secuencia de 289 bases, que corresponde al 62% del cDNA completo, se tradujo en 96 aminoacidos y
mostré la mas alta similitud con CuznSOD de la mosca Drosophila saltans (66%), ciervo Cervus elaphus (68%) y
caballo Equus caballus (70%), ademas dicha secuencia contiene a todos los aminodcidos cataliticos. Este fragmento
se us6 como sonda marcada para buscar el cDNA completo de CuZnSOD en un banco de genes de hepatopdncreas de

camarén blanco, sin embargo no se tuvo éxito.

En cole trnbnjo t:1mbk'11 se logré aisinr ,:1 d)NA c<.nnpkto de (iST de ,:n111;11-0n bl:inco. Esta sl:cucllda de 852
pb rn11 1111 111n1\'G d,i k,'illI'n continuo 1.k (48 ph, codilka para una protdna de 21.5 nlllinoi'iciihrn, que
con-espolllk Il una s11bullid1ld de 111 protellrn GST coll



11lpeso nmlccular calculado de 25.IXI kDa y 111111111110isodé,ctrko (pi) de 8J'I1. Estll
secuencia rcsullo con la 111s 11l similitud 1Inivel ,k alllilluicidns, con la GST tipo mu
de rmla /A11L1- 1101rgicn, (5()).1,), con,,io 01;1<ofagll.- cllillcl/ll; (%%), mtoll Mils
HINCIALI(551,) y MILEIGEST de halllallo oz170 1-113nls (55')1), Se idc'lllilico tambidon una
Ig;i611 que es ;lkl1111enlc conservada en csle tipo ,k enzimas, entre los amino;kidos 58 y

67, y que concspondc al sitio G de union al gl111Hlion,

La expresion de CuZ.nSOD y GST fue dclectadll mediante trnnscripcion reverna
sicoplada 1 I'CR (RT-PCR), I)c los I(.iidos c:;ludiados se dclcctd en hepalop;increas,

hemocilos, mi'isculo y bnmquins, no asi en plcopodos en ambos casos.

EsIC 1Irabnjo presenta la clonacion y caracteriz,acion de una secuencia p;m:inl de
CuZnSOD, asl. corno la nblL ncién y cunlctt:1'lacion de la secuencia eompk!a de GST de
carnaron bllinco, En csludios poslcliorcs se podrii obtener completa Ii secuencia parn
CuZ.nSOD, adclll/Is este tnlblljo servin'l como base para ,.studios filluros donde se
inv,:stigucn los fr\ctorcs involucrados en Ii activacion y rcguladon del sistema

anlioxidant.e del camal'on.



INTRODUCCION

Aungue el oxigeno es un clemento esencial i lavida de organisiios serobios, algunos
productos de sy metabebismo son altaments reactivos v toxicos. Ademis de dstos, existe
una gran variedad de compuestos producidos sintéticamente por ¢l hombre para mejoray
i calidad de vida (tales como plagaicidas, insecticidas, ete.), muchos de fos cunles,

paradojicamente, han resultado ser altamente (dxicos,

Los organismos vivos han h.*l»;;radm mantener un equilibrio entre compuestos toxicos v
esenciales, eliminando aguellos que pueden ser dafiinos, ¥ ast conservar con vida a
mitlones de organismos, Una forma de mantener ese equilibrio, es mediante sistemas de
defensa contra condiciones ambientales no favorables. Estos sistemas Hepan a formar
parte importante  de  organismos  aparentemente no muy  complejos, como  os
invertebrados (que abarcan el 97% de todos los arganismas sobre la tierra) entre los que

se encuentran los erustdceos.

En los altimos anos se ha aumentado los estudios rebacionados a los crustdeeos, ya gue
su produceion y captura forman parte importante en la economin de un gran ndmero de
paises Tatinoamericanos, entre ellos, México. Uno de los temas que ha recibido atencion
especkal es su sistema inmune, sin embargo existen otras {formas de defensa, come el
stslema enzimatico antioxidante, que juepa un papel muy importante en Ja detoxificacion
y buen funciopamiento de cualguicr organismo. De esta forma se estudia un gran
nuntero de compuestos y proteinas relacionadas a este sistema, dentro de las que sc
encuentra la familia de fas superdxido dismutasas y Ias plutation transferasas, que ain no

han sido documentadas en camardn.,



ANTECEIENTIS

Butres Oxidativo

Cuando un organismo se enfrenta o condiciones ambientales adversas, entra en un estado
de estrés que resulta en cambios en el programa celular, que involucra alieraciones
transeripeionales importantes con el propdsito de incrementar las probabilidades de
sobrevivir, elevando los niveles de defensa y aplicando mecanismos de reparacion

(Tawe ef al., 1998),

En procariotes, los cambios transcripeionales que resultan de la exposicion al estirés
oxidativo han sido caracterizados ampliamente. Sin embargo, los mecanismos que
confrelan las repuestns de las célubtas cucariotes al estrés oxidative no han sido
completamente elucidados. Se ha sugerido gue en ambos existe un tipo similar de
regutacion, en el cual se induce o todas Jas enximas con actividades de reparacion y de
eliminacion de radicales, que acthan coordinadamente en la defensa contra ¢l estrés
{Tawe ef af, 1998), Esta induecidn debe ser intceiada, ya sea directa o indirectaniente,
por radicales derivados del metabolismo del oxigeno y los dafios causados por los

SIS,

Radienles Libres

La teoria de los radicales libres on el envejecimicnto postula una correlacién entre fa
peneracion de ridicales libres, Tas condiciones ambientales, los niveles de enzimas
antioxidantes en las células y ol proeeso de envejecimiento (Tawe er afl., 1998), Un
radical Tibre s cundguicr especie que contiene wno o mis electrones vo aparcados; 3

decir, que se encuentra soto cn un wrbital eapaz de existir independiente (de agui el



Y

terming “hibre™) (Stryer, FO95) Los radicales tibres y otas especies derivadis del
oxigeno  son constantenwnte generadas in vive, into por reacciones quimicps
“accidentales™ como para propasitos metabolicos espeeificos, La reactividad de Jos
diferentes vadicates hbres varda, pero algunos cousan datios severos a0 moléeulas
biologicas, cspecinlmente ol DNA, lipidos y proteinas, Aungue existen sistemas
amtiosidantes que deptran y minimizan b formacidn de especies reactivas del oxigeno,

estos no son 100% efectivos (Mathows & Van Holde, 1983),

Especies Reactivas del Oxigeno

El oxigenn es un elemento esencial para la vida, En su configuracion normal (Oy) el
oxigeno es relativamente poe reactivo, Sin embargo, durante el metabolismo normal y
debido 2 perturbaciones ambientales ¥ comtaminantes, ¢l oxigeny da origen a diversos

imermediarios altamente 1Gxicos o lelales,

Estos intermediarios Hamados especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species
o ROS), incluyen tanto radicales del oxigeno como compuestos no radicales, pero
inestables, Pe acverdo al vrden en que se producen a partir de Ja reduceion det Oy, éstos
son; el radical superdxido {(* Op), el perdxido de hidrdgeno (Hz02), v el radical
hidroxilo ( * OM) (Demple, 19913, Uno de los radicales mas reactivos es el idroxilo, ya
que reaceiona con casi todas fas moléculas en Jas células, También puede ser producto
de ta fsion del endace O-11 del agua causada por la exposicion a radiacion gamma

{Stryer, 1995),

Daite Molecubar y Celubar causado por ROS

Las principoles moléculas bioldgicas de todos los organismos pueden ser dafiadas por
estos derivades det oxigeno, Alpunas de las consecuencing del dano oxidative son: la

peroxiducton de lpidos de membranas que puede Hegar o ocasionir lisis celular; T



;

oxidacion de omincdeidos, gque en ol caso de las metaloenzimas pucde ocasionir
insctiviacion enzimitica, o cunl contribuye ol envejecimiento celidary y, principalmente,
Fas ntaciones eausados on el DNA (Mathews & Vab Holde, 1983 FHunter of af., 1997
Demple, 19977, Los radicales hidroxilo causan rompimidento de las cadonas de DNA que
no se pueden reparar cunndo of rompimiento es de una doble cadena, lo cual interrunpe

L replicacion del cromosoma v b célula muere (Mathews & Van Holde, 1983).

Sieste dafo continga o perptanece sin reparacion, la integridad y fupcidn celular podrian
compromelerse rapidamente, La eliminacion répida y efectiva de estas especies de
oxigens ey esencial para la sobrevivencia y correcta funcidn de todos los organismos

vivienies.

Compuestos Xenobidticos

Todos los organismos estn expuestos, de manera normal, a compucstos guimicos
externos s valor nultitive que son ingeridos, inhalados o absorbidos por el organismo
ocasionando daios, Bste tipo de compuestos, Hamados xenobidticos, son principalmente
consecuencia de la industrializacion, debido a gue ¢l hombre, en su afan de hacer mas
comoda fa vida, ha producido materiales que son tan wiles como peligrosos en fa vida
diaria (Jakoby & Ziegler, 1990), Tal es el caso de pesticidas, plaguicidas, insecticidas y

up Eran bumero de compuestos orginicos sintéticos,

Sin embargo, na s6lo ¢l hombre produce estas toxinas, sing también diversas especics de
plantas y anbales fas producen de manera natural, lo cunl puede considerarse como una
exitosa  adaptacidn  evolutiva contra los  predadores. Muchos  microorganismos,
particularmente bacterias, Henen Lo capacidad de metabotizar y atilizar o mayords de tos
productos de fa industriv quimica debido o s pran sidmero, su corto tiempo de
peneraeion y o su capacidad para intercambiae material pendtico (Jakoby & Ziegler,

1990).



En Jos animales, o diferencia de tas bacteriag, existen sistemay adaptados para by
eliminagion de compuestos txicos, Como T mayoris de los compuestas xenobidticos
son lipofilicos y pueden acumularse hasta niveles wsicos, s necesarto que al menos
seiny metabolizados  hasta productos solubles en agua que puedin ser ficihmente

exeretados por el organismo (Denison & Whitlock, 19953,

Sistemas de defensa antioxidanies

Para enfrentamos a los retos ocasionados por compuestos daiiinos, todos tos organismos
estamos provistos de sistemas de defensa, gue incluyen la elimivacion tanto de radicales

Hlbres como de compuestos xenobidticos.

Existen dos tipos de defensas aptioxidanies, Log mecanismos no enzimdticos incluyen a
un gran numera de compuestos que sirven como antioxidantes bioldgicos, que actian
chiminando radicales del oxigeno o en la reduceidn quimica de compuestos oxidados.
Enire elios se encuentran el B-caroteno, deido asedrbico, u-tocofernl (vitamina 12),
Davonoides, hidroxiguinonas vy glotation (Stryer, 1995), Lay defensas engimiticas
incluyen enzimay que son capaces de remover, neutralizar o depurar los radicales libres
¢ intermediarios  del  oxigeno. Como los principales  componentes  del  sistena
antiosidante enzimitico se encuentran la superdxido dismutasa, catalasa, glutatidn
peroxidasa, gluaton reductasa y glatation wansferasa {(Mourente & Diaz-Salvapo,

1999),

Para la eliminacion de compucstos (6xicns, o xenobioticos, existe un grupo de
aproximaedamente 30 enzimas, Hamadas “enzimas de detoxificacion” (Jakoby & Ziegler,
E9907, en donde se incluye a Tn plutation transferasa y glutatidn peroxidasa, asi como a
Fas wonooxigenasas de Tos citocromos P-450, Estos dltimag actdan sobre un gran ndmero
de compuestos senobidticos, y por lo general catabizan ¢l puse inicinl en los procesos de

detoxificacion (Demson & Whitlock, 1995),



Moecanismos Antioxidantes Enzimiticos de Defensn

Dentro de os mecanistios enzimiticos de defensiy, s mencionaron anteniormente 1
glutation reductasa (GR), gue climing of perdxido de lidrdgeno en cloroplastos y
mitocondriag; fa catalusy (CATY y plutation peroxidasa (GPx), que remucyen e perdxide
dhe hideogeno de tag eéhulas: v 1o superoxido dismutasa (30D), que depura fos radicales

superoxide (Hwang et al., 1999, Lin of al,, 1993},

La CAT y la SOD son fag enzimas mis eficientes de los mecanismos enzimiticos de
defensa, ya gue dstas al combinarse pueden convertiv los radicales superdxido v
perdxido de hidrogeno en agua y oxigene molecular. Sin embarpo, un balance entre 1as
diferentes enzimas antioxidantes determina los efectos patoldgicos y fisiologicos de las
especies oxidantes, asi como su eliminacion (Amstad ef of,, 1991 Herndndez-Saavedra,
F997). Una suposicion frecuente es que cualgquier aumento significativo en a actividad
de SO debe estar acompadiado de un incremeno comparable en la actividad de CAT

v/o GPx para prevenir Ja excestva scumulacion de perdxido de lidrdgeno,

Por otra lado, tanto la GR como la GPx oy la plutation wansferasa (G577} actdan
utilizando ab plutatién en los procesos de detoxificapion, La GPx cataliza la reaceion
entree ¢l glotatidn (GSH) y el perdxido de hidrdgeno o perdxidos organicos, donde ¢l
glutation se oxida (GSSGY, Este alimo voelve 3 sy forma redocida (GSH) por medio de
fa GR, de a) manera que e conserva la relacion GSI /7 GSSG mayor a 500 gue existe en
fa miayaria de las clulas vy que s esencial para mantener la estructura normal de los
critrocios (Mthews & Van Holde, 1983}, La GET cafaliza ta adicidn de radicales de
diferentes tipos, procedentes de ROS u otros compuestos 1dxices (xenobidticos) al

plutation, para su posterior eliminacion.

Bl GSH tambidn acton en gonjunto von In SOD o0 Ta previencion del dafio exidativo,
mediante 1y siguicnte reaccion (donde R*® es un eadicad con centro de carbono)

{Dickinson & Forman, 2002):



R* +CGSH -~ RGN
G ® 408 = GENG YT
GISBG* Tk Oy » GESGA * Oy
200+ 2H - HJOp+ O

K012

La SO es la barrera mas importante para la climinacion de los radicales superoxido,
gue son fos primeros en {ormarse y son responsables de la Tormacton de otros radicales
s peligrosos, y que os el tema de este trabajo, asi como la enzima GST que también
netda en la eliminacion de este Gpo de compuestos. Bstas enzimas se describen mis

adelante,

superdaxido Dismutasa

Las superdxido dismutasas (EC 11501, son una famitia de metaloenzimas que
satalizan la dismutacion, reaccion en la cual dos moléculas de sustrato idémicas tienen
diferentes destinos. En la reaccidn, una moléeula de superdxido es oxidada y 1a otra es

reducids (Mathews & Van Holde, 1983
PO SOy 2HT e M0 10;

Las 5OLY's se encuentran en lodos los organismaos aerobios (Banks ef af,, 1995; Rhie ¢f
af., 1999% y se han clasificado en tres grupos, de ncuerdo al metal que contienen: FeSOD
que se encuentra en organclos y espacio periplismico de procariotes v en plantas,
MuSOLY que se encuentra en of citosol de procariotes y en la mitocondria de cucariotes v
It CuZnSO0R gue seoeoncuenttn en el eitoplasma celular (SO} citosdlica) v
compartimentos  extracelulares en cugariotes (SOD extracelular), asi como en ol
periplisma de bacterias Grism-negativas (Brouwer er al,, 1997, Choi of ¢, 1999), En los

ullimos ados se han deserito otrag formas de SOD poco comumes; NISOD en organismos



o

del género Srepromyees, FeMnSOD en organismos del género Srgprococens,

FeZnSOD en ambos péneros (Hemindez-Suavedr & Romero-Ceraldo, 2001),

Aungue 1o SOD ha sido estudinds en organismos acrobios, se o encontride que ¢n
alpunos organismos anacrobios juega un papel importante en fa detosificacion de
subproductos del oxigeno, tal es ef caso de algunas bacterias reductoras de subfito conw
Desulfomicrobium norvegicum, Desulfoxibrio vulgaris y Desulfovibyio gigay, en donde
se ha identifieado o una 1"&!‘5.(‘.‘_‘)[) dimérica con subunidades de 22 kDa (Dos Santos e al.,

2000)

La MnSOD de organismos superiores que se encuentra en la matriz de fn mitocondria,
estd compuesta de cuatro subunidades idénticas de 24 kDa (Brower et af,, 1997). Un
precursor de esta enzima de mayor tamafio es producido en el ¢itosol y transportado
hacia Ta mitocondria, Bsta es una enzima altamente inducible que responde a una
variedad de estimulos, incluyendo endotoxinas bacterfanas, interlevcinas, ésteres de
forbol y perdxido de hidrdgeno, Las secuencias de aminoscidos de todas las MnSODs,
ya sea de animales, plantas o bacterias, son extremadamente similares entre i y no se

relacionan con las de CuZnS0Ds (Brouwwer ¢f af., 1997},

Aungue estas enzimas (CoZnSOD y MnSOD) catalizan la misma reacedn, fa MnSOIDD
es estructuralmente distinta de ls CuZnSOD ¥y cada una es codificada por un gene
diferente. 1 pene de la MnSOD ba sido closado y caracterizado de varias cspecies de
bacterias y levaduras, Ademils se han aislado eDNAs de MnSOLD del hombre, rala, maiz
y ootrag plantas, La grsn homologia de la MaSOD a nivel de aminodeidos entre
organismos tan distantes filogendticamente sugicre que os una enzima altamente

conservada en ¢l reino bioldgico (Mino & Gaynor, 1993),

CuZns00D

Las CuZnSOD™s son protefnns diméricns, conipuesias de dos subinidades idéntieas de

alvededor de 155 aminodcidos, con una masn molecular de 10 kD eada una, v o cada



subunidad se une an Momo de cobre y un Hdome de zine, Los dos subumidindes que
conforman o L enzimiy, no son phicosibudas vy oseomanticnen unidas entre s por
interncciones Mdrofobicas. Las foroms de SO extracelular se la propuesty que son
proteinas tetramdricas, plicostladus o travdés de wna unidn Ny tienen yng secaencia seial

de I8 aminodcidos (Hjalmarsson ¢f af,, 1994).

Las secuencias de aminodeidos de fas CuZnSODs de varios hongos, plantas, nemitodos,
insectos, anfibios, peees y mamiferos son muy similares, pero aguellas para CuZnSODs
extracclulares de mamiferos y las CuZnS0Ds del periplasma bacteriano, se diferencian

ampliamente entre ellas (Brovwer ef al., 1997).

Bl sitio activo de Ta enzima citosdlica en cucariotes estd formado por residuos de
histidina gue coordinan a log iones de cobre y zine. De acuerdo o Ia estructura de esta
enzima de bovino, el cobre es coordinado por 4 residuos de histidings (posiciones 44, 46,
61y 118 en la secuencin de aminodeidos) y el zine esth unido al cobre por medio de Ia
His 61 vy también interachia con lus Mis 69, 78 v o Asp 81 (Hemdndez-Saavedra &
Romero Geraldo, 2001, BFstudios de mutacidn dirigida han mostrado gque Ias histidinas
gue coordinan a fos 1wones metalicos, pueden ser reemplazadas por olros aminoacidos sin

gue se pierda su estructura (Lu of al,, 1996),

FE mecanismo de oxido-reduceion que realiza esta enzima es el siguiente: Y1 ijon
superoxido ((* Oy ) nepativamente cargado es puiado clectrostdticamente a un sitio
catalitico cargado muy positivamente, se une al Cu' y al grupo guanidinio de un residuo
de argining, levando a la transtorencia de un electrdn ded radieal superdxido al ion
cfiprico para formar Cu” y O, wn sepundo radical superdxido entra al sitio activo y se
ane af Cu’, a la arginina y al Q. B enface del ® Oy adguiere un electrdn del Cu” y
dos protores de la argining y el 307, para formar Hy0, y regenerar el Cu'* (Mathews &
Van Helde, 1983), Mientras goe ef dtomo de cobre es el que sulre Ta dxido-reduceion, ¢l
dtomo de zine contribuye solamente ab mantenimionto de la configurncion y estructura

del sitio netivo,



Hasta ahori, se encuentran reportading secueneias de genes parn tos diferentes Lipos e
SO de un gran ndmera deespeeies, enosuomayoria vertebrados ¢ inseetos, En
mvertebrados, especilicamente e crustiecos, se ba detectado T CuZobOIr en oy
canprejos Aristony amtennatuys (Moorente & Dinz-Salvago, 1999) v Careinns maenay
(Bell y Smith, 1994); en Macrobrachinm rosenbergii (Dandapat ef al,, 20009 y sélo en ol
bangostino  Pucifustacus lenfusenluy (Johansson er ol 1999) s¢ ha reportado su

secueheia nucleotidicn,

La CuZnSOD 1ambién se ha estudiado por su funcidon en ol sistema inmune de
invertebrados (Seto e al,, 1989, Shin e of,, 1998 Johansson, 1999 Holmblad v
Soderhatl, 1999, en donde ta forma extracelutar de esta enzima actia como parte de un
grupo de proteinas de la hemolinfa, gue reconocen y se unen al organismo extraio y o
eliminan durante el proceso de fagocitosis, por a produccion de compuesios whxicos, En
crustacens esta funcidn de fa CuZnSOD se ha documentado en el langostino
Pacifastacuy feninscudus (Johansson e al., 1999), v 1a produccidn de superdxido i vitro
ha sido reportada en las células hialinas del cangrejo Carclnus maenas (13ell & Smith,
1994), En Penaeus vannamed (Campa-Cordova ef al., 2002) han reportado Ja netividad
de esta enzima en respuesta a un reto inmunoldgico, sin embargo hasta abhora se

desconocen los detalles moleculares relacionados con su secuencia.

Glutnton Transferasns

Las glutatidn dransferasas o GST's (BEC 2.5.1.18) son una familia de enzimas
detoxificantes que catalizan la conjugacion del glutatidn (GSH)Y con wna gran variedad
de cleerrdfilos, asi como  Ta reduccidn de oxidantes por ef GSH, Se encuentran
amplinmente  distribuidas en los seres vivos, donde su papel prineipal es el
muantenintiento de da integridad celutar, Las formas mds conocidas de Tas GST's son
citosdlicns, sin embargo tmnbién se ha encontradu una GET microsomal que se
covuenirn uiida o by membeana celular (Sun & Morgenstern, 1997, Jakobsson ¢f af.,

1997).



Seha demostrado gue Tas GET's estin involucradas en Ta detoxiticaeion de un gram
wimera de xenobidticos, on os que se incluye ¢l paragquat, 3-metit clorantrene y
plumbagin, Loy hidroperdsidos de oy Hpidos, gue son productos de la porosidacion
debida al atague de los radieates hbves o lag membranas, tunbidn son sustralos para extas

etzimas (Tawe of af,, 1998),

Muatlo de Aceidm
El plutatidn es un tripéptido Hamado fmmbién y-phaamileisteinighicinag, debido a los

mi), a las gue protege manteniendo un ambiente reductor intracelular, lo cual previene
fa oxidacion a disulfuros de los grupos tiol de las proteinas (Stryer, 1995). También, a
wavés de la aceion de tas GET's, participa en la detoxificacion de muchas substancias,
coma los xenobioticas, o electrdfilos producidos por la aceion de las oxidasas asociadas
al citocrono P-450. Tales compuestos incluyen haturos organicos, peroxidos de dcidos
grasos derivados de la oxidacion de lipidos, y productos ocasionados por DNA dafado

por radiacion (Stryer, 1993).

La forma en Ia que ¢l glutation reacciona con tales compuestos se ha estudiado en
mamiferos, y se ha descrito de o siguiente manera: Bl glitation reacciona con un
compuesto (RX), donde R puede ser un grupo alifitico, aromdtico o beterociclicn y X
puede ser un grupo sutfato, nitrato o un haluro, Mediante la accion de las GST's, se
fransfiere el radical (R) havia la cisteina del glutation. Enseguida hay un rompimiento de
los residuos y-glutamil y glicil, y una acetilacidn por Ta acetil-CoA para producir
finalmente deido mercapiirico, que es mas soluble y un derivado  menos toxico que ¢l

compuisto original y enlonces puede ser exeretado en Ta oring (Stryer, 1995),



Clasiticacion de lny GHT'S ¥y Caracteristicas Estructurales

A las GST's (EC 25108 wmbién se fes ha Hamado Glutation S-dquiltransiorasy,
Ghatation S-ariftransferasa,  S-(hidroxialquilpluation - hasa vy Glutation 8-
aralquiltranslerasa;  de scuerdo ol radica)  que transficran al plotation

(hipifwww expasy.chicpi-bin/nicezyme.pl?2.5.1.18),

Las GST's de cocariotes primero fueron divididas en las clases alfa, mu y pi, en base a
fas distintas t:s;'mcil'midm:ice}1’)01‘ sustratos modelos (como el b-cloro-2-4-dinitrobenceno
n DONRY, Posteriormente el descubrimiento de GST's con propiedades diferentes a las
de fas clases yo definidas, dio origen a la clase 1eta (Vuilleumier, 1997), y mis

recientemente a las clases kappa y zeta (Kelterman ef ¢f., 2001),

Esta clasificacion se confirmd cuando se tuvieron datos disponibles acerca de las
secuencias aminoacidicss, con similitudes del 50-90% dentro de una misma clase, y
alrededor de 30% entre elases diferentes (Vuilleumier, 1997, Kewerman of af; 2001,
{Hras clases incluyen la sigma, en cefalopodos y artropodos, Ta phi en plantas y Ja delta
en inseclos, la cual anteriormente era referida como teta (Ketterman, 2001, En insectos
fas GST7s se clasifican en elase Iy clase I1 de acuerdo a su inmunereactividad cruzada v

su secvencta aminoacidics (Ranson ef af,, 1997).

La versatitidad funcional y Ja vanabilidad de las secuenciay de Jas GST's, puede
entenderse en base a la conservacion de esquemas estructurales observados a través de
fas diferentes clases de GST's. En general, las GST's tienen una  estructura
homodimerica, en donde cada mondmero (de alrededor de 220 aminodcidos y 25 kba)
estd compuesto de dos dominios: el domtinio N-terminal, donde se encuentra el sitio de
union al ghatation (sitio G) y consiste en un modulo PoPaffa, y un dominio C-terminal,
predominantemente a-hélice, que se relaciona con fa unidn a sustratos hidrofGbicos de
una manera mas inespeeifica, El andlisis mediante alincanvientos maltiples para las
GaT's de las clases alfa, oy pi, idican que Ta mayoria de 1os residuos que son
sliamente conservados entre elias, no son los mismaes que para las GST's bacterianas y

de Ta cluse teta (Vuilleumier, 1997),



Las secoencias de pminodcidos pary GET' de Tnoclase mu, estin compuestas
predominantements de residuos hidvofilicos, caracteristicos de las G citosohicas, en
donde se hy comprobade que Jog residuos de cisteinas no son esenciades prara la actvidd

cataliticn de las GST's de Ly clase mu (Rosa de Linw ef of , 2002).

induccion y Resistencia

Lag GST's son enzimas citosdlicas que provienen de una familia de mulligenes gue
pueden ser expresadas copstiutivamente o ser inducidas por un gran nimero de
compuestos, o de origen patural como xenobidticos (Vullewmier, 1997), Ademis
son diferencialmente reguladas, expresindose enzimas diferentes en diferentes tejidos,
durante cada estado de desarrollo y en respuesta a varios xenobiducos (Ranson ef al,,
1997). Dentro de estos xenobidticos se encuentran compuestos comp hidrocarburos
policiclicos  aromidticos, antioxidantes  fendlicos, especies  reactivas del  oxigeno,
isotioeianatos, arsénicos trivalentes, barbituralos y glucocorticoides (Haton & Bammler,

E2949),

Las GST's estin implicadas en el desarrollo de fa resistencia de un gran nimero de
organismos a drogas, pesticidas, herbicidas y antibidticos, Un incremento en los niveles
de expresion de GST se ha correlacionado con Ia resistencia a o insecticidas, como ¢l
DDT wilizado en ¢l control de Ja malavia que ha propiciado especies resistentes de
mosquite  Anepheles (Ranson el ol 1997), v principalmente  a  compuestos
organofostorados en varios insectos (Kostaropoulos ef al, 2001; Rosa de Lima e af.,
2002),

Alpunos tipos de GST's tienen una alta especificidad  catalitica por epdxidos
cavcindgenos y pesticidas, de tal manera que Ia ausencia, presencia o modulacion de
estas isoenzinmas, puede afectar mareadimente a susceptibilidad de especies particudares
A alganos txicos quimicos (Menson ef af., 2000, La expresion de estas GST s tinbidn
es regulada por sus sustratos, come es ¢l easo del compuesto 4-hidroxinonenal (4HNE)

que e un producte de lo peroxidicion de lipidos y cousante del dato producido por
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ROS, el caal es removido de b eclulas por medio de Taaceidn del GSH eatabizada por

Lis GST's que tienen especilicidid por tos alquensles (Dickinson & Vorman, 2002),

EF Cypermethein es un plretroide sintético que es particularmente 10xico ¢n crusticeos y
que ha mostrado que induce Ty actividad de GST en el sidmdn Onohiorfyneius mykisy,
en cuyo cultive se utiliza para el control de infestaciones por piojos marinos. Por lo
anterior s¢ ha estudindo 1a actividad de GST como un biomarcador de la exposicion a
este tipo de xicos en crustaceos como el cangrejo Carcinns maenas (Gowland e al.,

2002) y en Myrilus edulis (Asticy, 1999),



JUSTIFICACION

Bl camardn blimeo Pencens (Litopendaens) vansamed (Ccamardn blanco del oveidente) ex
uno de loy crusticeos marinos mas importantes debido o s alta demmmda y o que es my
adecuado para ¢l cultivo, Lste os debido o que soporty allas densidades de poblaciones
en estangques y sus requerimientos proleinicns son menores que los de olras espeeies
(Cean Garden, 1991). Sin embarzo, como e} resto de los organismos, el encontriarse en
condiciongs ambientales no favorables, tales como hipoxia o la exposicion a compuestos
senobidticos, provoca un estrds oxidalivo que genera compuestos toxicos adicionales a

tos producidos durante ef metabolismo normal (andapat ef al., 2000).

Los sisterpas de defensa antioxidante realizan una funcidn muy importante, ya gue
profdegen del estrés oxidativo a todos los organismos, Entre estos sistemas enzimiticos,
se encuentra la Superdxido Dismutasa (SO, que ba sido amplinmente estudiada en
invertebrados (Banks er af., 1995; Brouwer ef gl., 1998; Holmblad & Soderhall, 1999
Strobmicier & Imlay, 1998). La mayoria de los estudios se ha enfocado a insectos, en
donde la resistencia a vierlos compuestos xenobidticos es mediada por la induceion de
erzimas tales como Ja Glutalion S-Transferasa (GST), Sin embargo hasta shors, en

crustdcens esta informacion os escasa,

Por el importante papel gue realizan estas enzimas antioxidantes en los sistemas de
defensa de invertebrados y la importancia que el conocimiento sobre el camaron ha
adquirido por ¢} éxito en su cullivo, es becesanio realizwr estudios sobre estas enzimas,
gspecilicamente en especies importantes para la camaronicultura, Por lo anterior, en este
trabijo se propone estudiar los genes gue codifican para Tag enzinns SOD y GST del

cantardn blanco Penacus vaniamed,



OBIETIVOS

Chictive Cleneral

Obtener y caracterizar a log penes de las enzimas antioxidantes CuZnSOD y GST de

camardn blanco Penaeus. vannamel y detectay su expresion en diferentes tejidos.

Obictvos Especificos

1o Amplificar por PCR una secuencia parcial de CuZnS00,

2. Clonar y obtener a secuencia del gen de CuZnSO0D,

30 Adslar y sceuenciar ¢l cDNA de GST a partir de un banco de genes de 2.

Ve iiel,

4, Detectar el MRNA de CuZnSOD y GST por medio de RT-PCR. en tejidos de

Camaran.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de Producios de POR con Olisenucledtidos Depenerados para CuZnSOD de

Sc intcid a partir de dos mucstras de DINA provenientes de hepatopincreas de camaron
blance (Penacus vannamer). Una de elas proveniente de un banco de genes de clDNA
construida o partiv del mRNA (a) ¥y o otra a partir de DNA gendmico (). La
construceton del banco de penes de cDNA de hepatopdnercas se ha deserito en Tavares-

Sinchez, (2001} v ha extraccion de DNA pendmico en Felipe-Ortega, (2000,

Ambas muestras  se amplificaron con Jos oligonucledtidos degenerados SODEFw
(sentide) vy SODRy (antisentido), wiilizando la enzima Tag polimerasa (Gibeo Lile
Technologies, Gaithershurg, MD, EUA). Bstos oligonucledtidos Tueron diseflados,
anteriormente o este trabajo por la Dra, Carolina Barillas-Mury de Ta Universidad Estatal
de Colorado, a partir de secueneias internas conservadas de la CuZnS0OD de Drosophita
melanogaster (nmero de acceso GenBank POO444), considerindose las secuencias
aminoacidicas MOFHVHEFG que se encuentra en las posiciones 11 a 19 para el
oligonucledndo sentido (SODFw) y DDLGQGGHE para ¢l antisentido  (SGDRY)
ubicado en los aminodcidos 23 al 31(Tabla 1),

Las condiciones de amplificacion en el termpcieldor (Thermal Cycler 480, Perkin
Etmer Corporation, Norwalk, CT, EUAY fueron lag del Programa 2 (Tabla 2). Las
reacciongs de PCR conteninn 2.5 ! de buffer PCRTOX (Tris-HC 100 mM, K< 500
mM, pH 8.3), 375 pl de MpCly 25 mM, 2wl de dNTPs (2.5 mM c/u), 2 pl de
oligonueledtido SODFw 20 pM, 1 ul de oligonucledtido SODRy 20 M, 2 pl de
potimerasa KeTag (oblenida en ¢l Laboratorio de Biotcenologia Maving, CIAD, A.C),

Los productos de PCR oblenidos (3QDa y SODH) se someticron a clectroforesis en pel

9
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Tabla |, Caracteristicas de los oligonucledtidos de CoZnSOD y GST utilizados en este

irabajo

MNombre

Tm

C T

Secueneia de nupledtidos

SO Fw
BODRY
SODNRy
SODNFw
CaSODTFw
CuSODIRY
CuZnRONFw}
CuZnSODRV3
GETFw
GSTRY

60,4

66,7

61.9
54,55
33.57

500
34,78
30.43
3217

50,52

YTCRTGRTCICCYTGICCIARRTCRTC
TOOTCGUUTTGOGUCOAAATCG
TGGOTTCC ACGTOCACGAATTC
TGUATUGTCAACAGGCOGUCCACTTCAATC
COACGTTCAAAACTCCGCTTAGOGOCAAT
ATGOTIGTIAARGCIGTITOYGT
ATYTTIGCIATICCIATIACTOC
CCAGACTACGACAAGAGCGAAT
GTAGOCCAGOAAGTUGATGTALG

I: Inosina, ¥ T, R A+G
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de agarosa (1, 5%), wiitizando 15 jl de producto de PCR con 2.5 pd due butler ciirgi 6X
(0,25% de azul de bromofenol, 0.25% de Xylene Cyinol FEy Glicerol il 30% en agua)

iSambrook, 1989),

La electroforesis se realizd a 75 Vo usando buffer TAE 1X (50X 242 p Tris base, 57,1 m
eido acético glacial, 100 ml EDTA 0.5 M, pH 8.0, en un ltro) hasta que ¢l colorante
azul de bromofenol avanzd un 75% en el gel. B gel se tifid con una solucion de bromuro
de etidio (1 pg/mb) durante 2 min, luego se desting en agua destilada por § min, Para
observar la presencia de bandas se utitizd un transituminador de luz UV, (modelo TFX-
315M, Gibeo, BRI, Life Technologies, Gaithersburg MIY, EUA) a 312 nm. Enseguida se
tomd vna fotografia del gel con una cdmara digital Kodak DC 120 (Rochester NY,
FLAY y se procesd mediante el programa 7D Image Analysyy Sofnware del sistema de
fotodocumentacion Kodak Digital Science (Rochester NY, EUA). Se wtilizd un estandar
para DNA (166 ng/ul) 1 Kb Jadder (12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 71206, 6108,
5000, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 517, 5006, 396, 344, 294, 220, 201, 154, 134 y 75

ph; Gibeo, BRY, Gaithersburg MDD, EUA) para las comparaciones,

Las bandas correspondientes al producto de PCR y con tamaiin esperado de ~300 pb,
fueron purificadas, para su posterior clonacion, parlir del gel de agarosa de acuerdo al
protocolo del kit comercial Gene Clean 11 (BIO 101 Ing, La Jolla CA, EUA). Este
mélodo se basa en la union del DNA (fragmentos mayores a 100 pb) a una matriz de
silica, a la que no se unen oligonucledtidos, RNA pequeiios y proteinas, que son
eliminados por medio de lavados, Bl DNA, ya aislado de fos contaminantes anteriores,

se obtiene por elucion de la matriz con soluciones de baja fuerza 1dnica o agua.

Obtencion de Recombinantes de un Fragmento Intemo de Ia CuZnSon

La clonacion de los preductos de PCR amplifieados se realizd mediante ¢l sisten
TOPO-TA Cloning kit (Invitrogen Carlsbad, CA, EUAY en el cual se utilizn como vector

al plismido pCR- 21 TOPO (3.9 kD) ¢ incluye una topoisomernss. Este vector tiene s
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caracteristicns de tener en eb extremo 30 uni deositimiding salicnte gue se une al
fragmento de PCR, el vua debe lener una A adicional en sus extremos, peemitiendo que
se Heve i cabo Ta clonpeidn medinnte T ligacion del Tagmento de PCR por medio de 1
accion de la wpoisomerasa L Con este DNA ya ligado se transforonn céhilas e
fycherichio coli competentes que se pueden oblener por tatamicnte quimico o

clectroporacion.

Para asegurar que ¢l producto de PCR esté provisto de esta A adicional en ¢l extrermo 3°,
se realizo ung adicidn de esta adenina (refreshing™. A 4 pb de cada muestra se agropd
0wl de una mezcta para PCR comercial (PCR Supermix, Gibeo Life Technologies,
Gaithersburg, MDD, EUA), fa cual contiene Tag DNA polimerasa v todos los
componentes necesarios para hacer PCR, Bstas mezelas se incubaron en el termociclador
con las siguientes condiciones: Precalentamiento o 103°C, calentamiento a 72°C por 10

min y Juego se mantuvo a 4°C.

Clonacion y Transformaeion

ta A adicionada, 1 pl de solucidn saling (NaCE 1.2 M, MpCl, 0.06 M), 1 ! del vector
TOPOTA (10 ng/ph) y se agregd agua estéril hasta completar un volumen final de 5 ul.
Esta mezcla se incubd a temperiliva ambiente durante 30 min, La trnsformacion se
realizo en células de £, coli TOP 10 F* One Shot™ quimicamente compelentes (50 ul) a
las cuales se aprepd 2 pl de ba reaccion de ligacidn anterior, se mezclaron perfectamente
y se incubaron en hiclo dwante 30 min, Enseguida se aplicd un choque térmico
colocando la mezela o 42°C por 30 segundos sin agitar y de nuevo se coloed en hiclo
durante 2 min, Se agregaron 250 pl de medio SOC (riptona 2%, extracto de Tevadura
0.3%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl 10 mM y plucoss 20 mM) y se incubd
catocundo el vind donde estaba la mezela en formn horizontal con agitacion a 200 rpm y

37°C por | hen un agitador Lab-line modelo 3527 (Lab<ine, Melvose Parlk, 11, BUA),
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do agar, ptl 7,00 (Sumbrook ¢o ol J989) con ampiciling (50 pge/ml), inpregnadas on su
superficie con 40wl de 1PTO (100 mM )y y Xepal R mg/ml) para Ty deteecion de elones
reconthinantes por medio deb sistema f-palnctosidasa, Lag placas se ineobaron o 37°C
durante toda [ noche, La insercidn det frogmoento de DNA e el sitio mibtiple de
clonacion del vector, mterrimpe ¢f gen de la [3-palactosidasa y origing ¢l desarrollo de
codonias blancas, que son las eélulas recombinantes o tansformadas, Las colonias axules
son el resullado de la expresidn de fa B-palaetosidasa en presencia de IPTG (Ysopropil-
P-tiogalactopirandsido), que es inductor del promotor del gen Jue, vy el susirato
cromopénico X-gal (5-bromo-4-cloro-3-incdodil--D-patactopirandsido} (Felipe-Oriepa,

200073, en fas cuales no se Hevd a cabo la insercidn, es decir, no se transtormaron.

Extraccion de DNA Plasmidico

Los clones potenciales positivos, aquellos gque se observaron como colonias blancas,
posteriormente se sembraron en 5 ml de caldo L1 con ampiciling (50 up/imil) y en agar
L3 con ampiciting (50 pa/ml) como réplica, v se incubaron a 37°C durante oda Ia
noche, Los cultivos en ealdo se incubaron con agitacién a 230 rpm (agitador Lab-line
modelo 3527, Melrose Park, 1L, EUAY A partir de estos posibles positivos se aisld el
PNA plasmidico por medio del protocolo para aislamiento ripido de DNA plasmidico
por lisis alealina “Mini Preps” (Sambrook ef al., 1989), modificado por Yepiz-

Plascencia, 2000,

Los cultivos on caldo se centrifugaron en un ivicrotubo (15 m! de eada cultivo) a 14,000
v por [0 min y a tempernturn ambicnte, pava obtener un peltet bacterimo, Estas e¢lulas
pelletizadas se resuspendieren en 230 pl de solacion b (glucosn 30 mM, Tris-HCL 23
mh, pHEO, BRTA T mMY vy se apeegieon 230yl de sotucion 1 recién preparada
(solucion de lisis: NaOH 0.2 N SDS %), se mezcharon bien y se dejaron o femperatyri

ambiente por 10 i, Despods semaregaron 250 ol de solucion T Bin (60 % de aceto
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de potisio 5 M, THS % dedeido acético ghicial, 28.5 %% de agun a 47°C) se mezelaron y

se ineubaron on hivlo por 13 min,

Lis muaesteas se centrifugaron o 13,000 v g por 1O min, se ranstirteron log sobrenadantes
4 lhos nuevos v se les agrepd 500 pl de dsopropanol a temperatura smbiente. Se
volvieron a centrifugar 8 13,000 x g por 30 min a temiperatura ambiente, se eliminaron
los sobrenadantes y se lavaron los pellets con 300 ul de etanol al 70%, frio centrifugando
por 5 min, Se removid el etanol y las muestras precipitadas de esta forma, se secaron al
vacio por 10 min en un concentrador  (SpeedVae Savant AES2010, Holbrook, NY,
LEUA), Finalmente se resuspendio el pellet seco en 50 pl de agua estéril y se aiadid

RNasa A (10 mg/ml),

Anallsis de Recombinnntes

Para analizar los clones recombinantes, se liberd el fragmento insertado en ol vector
mediante la utilizacion de una enzima de restriceidn. Se utilizd ta enzima FeoR) (Gibeo
BRL, Gaithersburg MDD, EUAY ya que ésta reconoce dos sitios internos en el sitio
mutiple de clonacion del vector TOPO 2.1, los cuales son adyacentes al sitio de

msereion del fragmento clonado, permitiendo la Hberacion del inserto,

Las digestiones se realizaron con la enzima Eeolll, utilizando 3 p de fas preparaciones

de Buffer 10X para la enzima y 10 pl de agun estéril para tener wn volumen fina) de 15
l. Se incubaron en ub bafio de agua (Precision Water Bath, Precision Scientific,
Chicago 1L, EUA) a 37°C por 1,5 h y se analizaron los frapmentos obtenidos por la
digestion en un gel de aparosa al 1,3%, donde se vargaron 15 u) de muesten digerida con
2.5 pd de bulfer carpa 6X para DNAL Los productos de Ja digestion se detectaron por
tineidn con bromuro de ctidio, exposicion a luz UV y se lomd hn fotografin como

anteriormente se deseribid,
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Seeuengineion

Preparacion de muestras

Al wdentificar recombinantes que mostraron bandag del tamafo esperado para el
fragmemo de CuZnb0D, se prepararon las muestras para la determinacidn de su
secuencia nucleotidica, Los mvestras de DNA plasnmidico (~40 ph) se Nevaron con g
estéril a un volumen de 100 ul, s¢ agregd un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol
isnamilico (25:24:1) equilibrado con Tris 10 mM pH 8.0, s mezelaron en vortex y s
centrifugaron en una centrifuga Eppendort 3415 I (Eppendort, Hamburg Alemania) a

13,000 % ¢ por 5 min a temperatura ambicente,

La fase acuosa se recuperd y se realizd el mismo procedimiento. Se realizd olra
extraceion mas, pero abora con cloroformo-aleoho! isoamilico (24:1) y al sobrenadanie

acuoso se de agregd la 2 de volumen de acetato de amonin 7.5 M y dos volumenes de

13,000 x g por otra media hora (a 4°C). Los pellets se lavaron con etanol al 70% fifo, se
secaron al vacio en SpeedVae y ose resuspendieron en 20 il de agua estéril, - La
concentracion y pureza del DNA plasmidico obtenido de cada muestra se determind
midiendo a absorbancia a 260 v 280 nm, ¥ se wiilizd a relacion A womee come indicador

de pureza (Sawmbrook er al., 19899,

Necuenciacion y Andlisis de Secuenciay

La secuenciacion se realizd en ¢l LMSE (Laboratory of Molecular and Systematic
Evolution) de la Universidad de Arizona, en un secucnciador automitico 2AB1 337,
basado en el método de ferminacion de cadena con didedxidos (Sanger of af., 1997}, a
donde se envinron Tas muestras conteniendo aprosimadamente 0.5 p/jd de DNA
plasmidico,  Para un fragmento interne de QuZnS0D se readizd una segumda

seeuencineidon en el Laboralorio de Bioteenologia Maving (CIAD, A, Q) wilizando un
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secuenciador sutomidtico ALE Express 11 (Amersham Pharmacia - Biotech, Uppsata,
Sweden), usando ¢l mismo método enzimitico pero con marcaje fluoreseente con ¢l
colorante Cy 5. Pari este procedimiento se ust el sistenta Thermo Sequenuse Cy5 Dye

Terminator Kit(Amersham Pharmacia Boteeh, Uppsala, Sweden),

e acuerdo a este sistema, se prepard una mezely de INTP /Cy S ddNTP para cada uno
de los cuatro nucledtidos (A, C, Gy T), afadiendo los sipuientes componentes de forma
separada para cada nucledtidor 0.4 gl de dNTP 1.1 mM, 0.2 pl de didedxidos marcados
Nuorescenteniente (Cy5 ddNTPs; ddATP 8.8 M, ddCTP 7.0 pM, ddGTE 17.6 pM
ddTTp 114.3pM) v 1.6 ul de agua destilada esténl por cada reaccion de secuenciacion,

es decir para cada nucledtida,

Para cada grupo de 4 reacciones (A, C, Gy T) se prepard una mezcta con el DNA molde
(L0205 ul de DNA, se recomienda de 1 a 2 pg de plasmido), 2 pl de oligonucledtido
T7 (4 pmot), 3.5 ph de buffer de reaceidn (Tris-HCT 150 mM, pH 9.5, MpCl; 35 mM), |
b de DNA polimerasa Thermo Sequenase 10 U/ul y apua destilada estéril hasta un
volumen final de reaceion de 27 ul, Se mezeld suavemente, se centrifugd 5 segundos y
s¢ tomd wna alicuota de 6 pl para cada vna de las mezelas (ANTP/CySddNTPY hechag
anteriormente para cada nucledtide (A, €, G y T) EHstas se colocaron en un
fermociclador (PTC-200 DNA Engine, M) Research, Waterthow MA, USA} y se les
aplicod un programa de 30 ciclos, cada uno de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30

sepundos y 72°C por | minuto y 20 segundos, al finalizar se mantuvieron a 4°C.

Para eliminar oligonucledtidos y nuctedtidos residuales, se realizd cromatogralia de
exclusion de tamato utilizando de colunmas AutoSeq G-50 (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden) que contienen Sephadex G-50. Las reacciones se levaron a
un volumen de 25 b, agregando 17 pb de agua destilada estéril y se colocaron en las
columnas, s¢ centrifuparon 1 minuto o temperatura ambiente a 12,000 x gy ln muesira
ya purificada se recolectd en el tubo de soporte de Ta colimma, A cada nestri se agreps
Bt de solucion “stop™ (formamida deionizadn 100% y Dextran Blue 2000, 5 mp/ml) y
so redajo el volumen totl a 4-8 pl secando parcintmente ol vagio en un coneentindor

speadVae,
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Fistas muestras se calentaron por 3 minutos a 72°C se colocaron en hivlo v se eargaron
enoun pel deosecuenciaeidn Repro Gel Long Read (Amersham Phivmacia [ioteeh,
Uippsala, Sweden) al 7% de paliacrifamida (p/v) y bulfer TBE 15X (Stock 5X: 54y de
Trizowa base, 27.5 p de dcido birico v 20 ml de EDTA 0.5M, pll 8), conteniendo apente
desnaturalizante y agente entrecruzante gue polimeriza a Iy exposicion a Ja Juz UV
(Patente Mo, SE 2604730-3). Los pardmetros de corrida de la electroforesis fueron 1500
Y, 60 mA, 55°C y 750 minutos como tiempo de corrida. Las sccuencias nucleotidicas
oblenidas, fueron depuradas de lag secuencias del vector que contenda al fragmento de
interds, y analizadas por comparacidn con bases de datos por medio del alporivmo de
bisqueda BLAST (Altschul v af, 1990), uiilizando la opeidn BLASTN gue hace
eomparacion directa entre secuencias de nucledtidos y Ta opeidn BLASTX gue hace una
traduceion a secuencias aminoacidicas en los 6 marcos de lectura, Se wilizd fa base de
datos de NOBI (GenBank) depositada en Internet (Natonal Center for Biotechnology

Information, http/iwww.nebi.nbm, gov/blast).

Diseiio de Oligonucledtidos Especificos de CuZnsOD de Camardn

Una ver obtenida la secuencia de un fragmento interno de 289 pb con gran similitud a
CuZnSOD, se diseharon oligonucledtidos especificos para esta secuencia siguiendo las
recomendaciones de Innis ef af. (1990), ubicados en fos extremos 3" y 3" de kb secuencia

obtenida. Hstos fueren sintetizados por Genosys (SIGMAY, y las secuencias son las

siguicntes, Oligonucledtido sentido (SOLNTEw)
5%-TGOUGTTCCACGTGCACGAATTC-3" v antisentido  (SODNRv)  $™TGGTCG-

CCTOGGCCGAAATCG-3" (Tably 1) Estos oligonucledtidos se ulilizaron pars la
preparacion de sonda mareada con digoxigening por medio de PCR gue se deseribe mas

adelante,
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Preparacion de sonda Mareads de CuZnsOD poara Hibekdizagion

Uit ver que se tuvo To cerlezn de que o Traomento de 289 pb correspondie al gen de by
CuZnsOD, éste se wtilizd para preparar una sonda marcada y redizar i bisqueda del
gen correspondiente completo en el banco de ¢DNA de hepatopidnereas de carmardn
blapew, existente en el laboratorio de a Dra, Yepiz-Flascencia, Bl método de marcaje
whiltzado, que no es radioactive, se basa en la sintesis de una cadena complementaria al
DDNA que se utiliza de templado, en el cual se incorporan uracilos que estdn unidos
covalentemente a un esteroide hapteno Hamado digoxigenina (DIG-11-dUTP), en lupar
de timidinas, Este marcaje se realizd por tres métodos diferentes que se describen a

continuacion,

Marcaje con Digoxigenina Utilizando Oligonuciedtidos ad Azar

EI DNA uatilizado para preparar la sonda, provino del DNA plasmidico de uno de tos
clones oblenidos anteriormente, el cual se sometio a digestion con FeoRY para liberar
solo el segmenty pertencceiente al gen de CuZnSOD. Se realizd una electroforesis de tos
productos de Ta digestion en gel de agarosa de bajo punto de fusion (Stgma Aldrich) al
1.5%, se contd el sepmento del gel y se purificd el fragmento de SOD por hidrdlisis de la

agaross con B-agarasa (1 U/p), New Sngland, Bio Labs).

n este procedimiento de purificacion, ¢l fragmento de agarosa que contiene a Ia banda
de DNA, primeramente se fundio a 70°C por 10 min y, a ésta temperafura o que la
agarosa sigue fundida, se agregd Buffer 10X para B-agarasa y agua estéril, Las
contidades utilizadas de butTer y agua se caleularon en base al volumen de la agarosa ol
1.5% del Mgmento, ealcutindose e volmnen final pars que quede diluida al % y
diluyéndose con buffer TOX (que en ta mezela sea IN) y of resto con agua. Psto se
mezeld v ose dejd enfrine un poco, sin dejir gque salidilicara, y se agregd 1 ul de la
enzima f-agarasa (0 U/pd) por cada 100 pl de merely; se dneubd a 40°C por 1 h y al

teeminar se puso en hiclo y se aiadid 110 del volumen de Tn mezela de acetto de sodio
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AM,pI A2 Se ineuhd en hicto por 10 miny se centrifupd a 12,000 8 g, despucs se piso
¢l sobrenadante o otro tubo vy ose e agrepd un volumen igual de isopropanol. Esto se
mezeld en vortes, se centrifugd de nueve y ¢l sobrenadante se desechd para lavar ¢l
pellet con etanol al BO%, Al final ¢l pellet s¢ seed al vaclo y se resuspendio en 17 pl de
buffer TE (Tris HCL 10 mM, pH R0 v EDTA | mM), Se anabizaron 2 pl por
clectroforesis en pel de agarosa y por comparacidn con un estindar de Lambda DNA
cigerido con MindlH (50 ng/l: 23,130; 9,416, 6557, 4,301, 2,322, 2,027, 564 y 125 pb)
{(Mew England Biolabs), se caleuld de manera aproximada la cantidad de inserto para

marcar,

El DNA correspondiente al pen de la CuZnSOD ya purificado, se utilizd para obtener
sonda marcada con digoxigenina (DIG DNA - Labeling and Detection Kil, Boheringer
Manheim, Alemania), usando el segmento Klenow de la DNA polimerasa l de £ coli v
oligonucledtidos al azar (Urandom primers”™) que se ulilizan como niciadores de las
cadenas en simesis, Para obtener fa sonda marcada con digoxigenina, se utilizaron 0.75
Hp de DNA templado (fragmento de 289 pb) en un volumen de 15 pl los cuales se
desnaturalizaron calentando por 10 min en agua hirviendo v sumergiendo en hiclo
mmedintamente después, Se agregaron 2 gl de una mezela de hexanuctedtidos, 2 pl de
una mezcla de ONTPs v 1ol de enzima Klenow (todos provenientes del sistema para
margaje con digoxigenina antes mencionado), Bstos componentes se wezclaron bien y sc
incubaron por 1 ha 37°C y para detener la reaceion se apregaron 2 pl de EDTA 0.2 M,
pH 8.0, Se precipito e DNA marcado con 2.5 pl de LiCHA My 75 pl de etanol a -20°C,
luepo se dejd a ~70°C por media hora, se centrifugd por 15 min a 10,000 x g y el
precipitado se lavd una ver con etanol al 70% rlo. B precipitado se seed al vacio y se

resuspendio en 50 pi de buffer T,

La sonda oblenida se cunntificd por medio de un “dot blot”, Pary esto se realizaron
dilociones seriadag 1110 de o sobucion gue contiene a 1a sonda, desde T ng/ud hasta 0,010
pa/pl, De laomismn manera se hicicron diluciones parn unn solucion de DNA control
(proveniente del kit de Digoxigenina) de concentracion conocida, Se agregd | pl de eada

dilueidn o un rectingule de membrana de nylon (Hybond-N -0 Amersham Pharmacia



Itioteeh) v se hivo To mismo con ol DNA control, Par comparacidn entre b intensidades
del color en los puntos de diferente concentracion de muestra en la membranit, se obtuyvo

L cantidod aprosimiada de sonda marcada,

La deteceion de da sonda hibridizada, se realizd de la siguiente manera: La membrang
con las muesteay se incubd por 30 min en un buffer de blogueo TX obtenido a portir de
un stock de reactivo de blogqueo del kit de digoxigenina preparado al 10 % p/v en buffer
de Acido maléico (aeido maléico 0.1 M, NaCl 0.15 M, pli 7.5), Posteriormente se incubo
por 30 min en upa solucion de blogueo 1X con un anticuerpo  antidigoxigenina
conjugado a fosfatasa alealing 115000 (anti-DIG-AP, kit de digoxigenina). A
continuacion se Javh la membrana con un buffer de lavado de dcido maléico y 0.3% de
Tween 20 (viv) y después se equilibrd por 5 min en buffer de deteecidn (Tris-HCL 0]
M, NaCl 0.1M, MgCl 50 mM, pH 9.5). Por Glumo se incubd Ta membrana en una
sotucion para desarrotlo de color (200 pt de reactivo NBT/3CIP del kit de digoxigenina
cn 10 mi de buffer de deteccidn) en obscuridad hasta observarse ¢l desarrollon de color,

Lo reaceion se detuvo enjuagando la membrana en abundante apua destitada,

Marceaje por PCR con los sligonuctedtidos T7 y M1IR

Otro procedimiento que se ulilizd para obtener sonda marcada con digoxigening, fud por
medio de PCR. Para esto se usd como templado el plismido del clon recombinanie (30
ng) dentro del cual se encuentra ¢l frapmento de 300 pb, y para amplificarlo se utilizaron
los oligonucledtidos T7 (5"-GTAATACGACTCA-CTATAGGGC-3") y M13 Rev (5'-
GOAAACAGCTATGACCATG-3Y, los cusles s encuentran  adyacentes ¢l silio
mdltiple de clonaeion del vector pCR 2,1-TOPO. Se utilizd la mezcla parn marcaje del
kit de Digoxigening que contivtie al dUTP maccado con NG, ademds de log ANTPs por
separado, v se aplicaron las condiciones de PCR del progrioma 2 (Tabla 2) en un

termocicldor Theermal Cyeler 480 (Perkin Elmer Corporation, Norwatk, CT, BUA).



Drado que las secueneing del vector gue reconocen los oligonucledlidos T7 y M13 ey,
ro se encuentran inmedintamente adyacentes al inserto, sino que existen segmentos o
veclor entre estas secuencias y ¢l inserto, el tamano de Jos productos de PCR fue de
aproximadamente 480 pb (90 pb de secuencia de vector unidos a cada Tado del inserto).
Por esto se realizaron digestiones con EcoRT para eliminar dichos frapmentos de vector,
antes de utitizarse como sonda en b eribado (Msereening™) del banco de penes. La

deteeeion y cuantifivacion de I sonda se realizd como se deseribié anteriormente,

Mareaje por PCR con oligonuciedtidos especificos

Parg este progedimiento se utilizaron oligonucledtidos gue se disefiaron especificantente
para la secuencia del fragmento de 300 pb de CuZnSOD (SODNFw y SOLNRy), Las
condiciones de amphficacion en el termociclador MJ Research fueron las del programa
3 (Tabla 2). Bn este caso se utilizd para marcar G- 1-dUTE (Roche Diagnostics
CimbH, Mannheim, Alemania) en una concentracion final en fa reaccion de 33 pM, v se
agregaron por separado ef resto de Tos dANTPs, Las reacciones de PCR contentan 2.5 ul
de buffer PCR 10X (Tris-HC) 100 mM, KCL 500 mM, pH 8.3), 3.75 pl de MgCli; 23
mM, 2 ul de dNTPs (2.5 mM c/u), 2 ul de oligonuciedtido SODNIw 20 M, 1 ul de

oligonucledtido SODNRy 20 uM, 2 pul de polimerasa K-Taqg.

El producto de PCR ya marcado, se purificd a partir de un gel de agarosa al 13% por
medio del sistema QlAquick Gel Extraction Kit {Qiagen, CA, EUA). Para esta
purificacion  despuds de la clectroforesis de los productos de PCR, la banda
correspondiente a la sondn marcada s¢ cortd del pel de agarosa y se e apregd un buffer
QO (que contiene tiocianato de guanidina) en una proporeion 3 a | del volumen del
fragmento cortado de agarosn, Bsto se incubd a 50°C por 10 min o hasta que la agaros:
se disolviera completamente y se apregd 1 volumen de isopropanol igual al volimen del

Irigmiento corlady,

Esta mezela e aplicd a una cofunimg QTAguick y se centrifugd por bomin o 10,000 v g,

Fnoeste paso el DNA se une ol membrana con silica que contiene Tn colwmna y los
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contaminantes o DNA de tumaio pequenn, pasan o vy de el Se deseartd ¢l
sobrenadinte y 1 columni s¢ Javd con 0.75 mil de butler PE, centrifugando por 1 niin o
HOL000 x &, v por allimo se cluyd ef DNA de e membrana agregands 30 pl de agun
deipnizada estéril o B columia y centeifupando a las mismas condiciones, Parva teper una
aproximacion de ta cantidad de sonda purificada, en un gel de agarosa ol 1.5% se cargd
| pd de muestra y 1 opl de marcador de DDNA de bajo peso molecular (Gibeo Life
Technologies, Gaithersbury MD, EUA) y por comparacion de la intensidad de Ta bundy
con el marcador, se calewld fa concentracion de ta sonda. La cvantificacion de la sonda

se realizd como anterionmante s¢ describid,

Ruasaueda del oen completn de CuZnSO0 en el Bancy de Genes de clINA

Un banco de genes de cDNA (DNA complementario) contiene Ja informacion expresada
en el RNA mensajero de un organismo o tejido en particular, donde el ¢PDNA se
encuenira insertado dentro de un vector autorephicable (fago). Con esta informacion
disponible en forma de banco de genes de cDNA, se pueden aislar segmentos
individuales procesados provenientes de la informacidn pendética oviginal. Para el
mislamiento de posibles genes o fragmentos de CuZnS0D, se realizaron busquedas o

“sereenings” en un banco de penes, como se describe a continuncion.

Bl “sereening” primario se realizd usamdo ¢l banco de penes de cDNA de
hepatopdncreas de camarén Banco (titudo de 1.1 X107 pfu/pi) construido anteriormente
en este laboratorio, usando el sistema ZAP BExpress ¢DNA Synthesis  (Stratagene, Li
dolla CA, USA). Para ¢l “sereening” se ulilizé el métode de hibridizacion con sonda
marcada con digoxipenina (DIG DNA Labeling and Detection kit, Boheringer) en
membranns de nylon Hybond N4 Primeramente se realizd lainfecetdn de célulng
NL1B3lue MRE?, previmmente cultivadas en 10 ml de caldo LB suplementado con 100 i}
de MSOy 1T My 100 pl de nabtosn 20%, ¢ incubadas 2 37°C y 200 rpm por ~16 b, Hstos

céludas se centrifugaron, se ajustd su absorbaneia (600 nm) a 0.5 con MS0. 10 mM y
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2000 ) de ellas se infeetron con 45 ) de unae ditueion FYOO00 del Baneo de geoes de

CDNA (1L XH0 plusul) por 25 mina 37°C,

st mezela de infeceion se agrepd a 8 ml de agar NZY fundido y equilibrado a 85°C y
seovertid sobre ld superficie de 3 plicas con agar NZY de 150 mm previamenie
sohdificado, Be incubaron las placas o 42°C hasta la aparicion de zonas de lsig
bacteriana, Se caleuld contar con 50,000 ufp (unidades formadoras de placa) por cada
caja pelri de 150 mm de acuerdo al titulo del banco de genes, EI DNA de las bacterias
mfectadas con el bacteridfapo, se ransfingd a membranas de nylon y se sometié a un
proceso de desnaturalizacion y neutralizacidn siguiendo el protocolo det manual del
ZAP Lixpress oDNA - Synthesis kit (Stratagene, La Jolla CA, USA), Para Ia
desnaturalizacion se sumergieron las membranas en una solucidn de NaCl 1,5 M y
NaQH 0,5 M, dwrante 2 min, Juego se neutralizaron e una soluidn de Nalll 1.5 M y
Tris-HCI 0.5 M (pH 8.0, Finalmente se enjuagaron por 30 seg en una solucion de Tris-
HCTO2 My 2X 550 (NaCl 1.75% y citrato de sodio 0.88 7).

Después de esto, se 0 el DNA a la membrana por medio de rdincion ultravioleta
{Crosslink}, vtilizando uny camara de radiacion UV {08 Gene Linker, BioRad) a 150
nJoules, por dos ciclos de 30 sep, La hibridizacion se realizd de acuerdo al protocolo det
ING DNA Labeling and Detection Kit (Boberinger Manheim), como se describe

condingacion.

Se utitizaron 30 ng de sonda marcada con digoxigening en 50 ml de solucion de
hibridizacion (53X S5C, N-faunillsarcosina 0.1%, SIS 0,02%, reactivo de blogueo 1%4) y
se incubaron por toda la noche (16-20 h) a 68"C en agitacion (Reciprocal Shacking Bath,
Precision Scientifie, Chicagi Dhnois, EUA). Al dia siguiente se lavaron 2 veces por §
min con una solucion de 2X 5SC y 0.1% de SDS a temperatura ambiente, luego dos
veees por 15 min en 00X 88C y 0.1% SDS a 68'C con agitweidn constante. Por Gltimo
se realizo [ deteceion con anticuerpo anti-DIG conjugado a losfhatasa ateating, comu se
exphicd anteriormente, dejando en incubacidn con la solicion parm desarrollo de color
(NBT y BCIP) durante toda I noche, sin agitacidn y protegido de a Juz, La reaccion se

detuve can un Tavado en agua y se observaron los resultados,
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Lits placas que se presentaron reaceion positiva se Hevaron aoun “sereening™ sceundario,
S tocalizaron las placas positivas de b membrana en el ealtivo de tn placic de Petr, se
cortd en virculy el agar due las zonas ubtcadas y estos frapmentos se colociron en un
microtubo con 1 md de bufter SM {NaCTO58%, MpSOe 7150 0.2%, 5 %% de Tris-HCT
M, pH 7.5, 0,01 % de pelating) y 40 gl de cloroforme, se mevclaron en vortex y ke
dejaron a temperaturn ambiciie por al menos 2 h y se guardaron a 4 °C. De esta forma se
eluyeron los fagos que contienen el fragmento de DNA de interés y que se aislayon por

medio de Ja sonda en un Msereendng” primario,
H

Para el “screening” secundario se wtilizaron tos fagos cluidos anteriormente, realizando
el mismo procedimiento del “screening” primario. De cada una de las alicuotas de fagos
eluidos se hicieron dos diluciones (1:10 y 11100) en buffer SM vy se agregd 1 plh de cada
dilucidn a las células para infectar, Los procedimientos de hibridizacion y deteccion se
realtzaron como anferiormente se describid, En ocasiones posteriores se realizaron otros

L]

“serecnings” en los gue se manejaron algunas modificaciones al método qgue se ha
deserito, que fueron; en ¢l procedimicenio de deteccion, el tiempo de bloguee se aumend
a 1 hora y el iempo de incubacidn con el anticuerpo conjugado ant-IIG-AP se aumentd

i toda la noche a 4°C.

Pxcisiom fu vive

Iin este procedimiento, tos recombinantes potenciales contenidos en un bacteriofago (en
este caso del banea de genes), son ransformados a un phismido o vector amado pBK-
CMYV, por un sistema de excision y recirenlarizacion v vivo en las bacterias B, ool
utidizando un bacterivfago ayudador (helper phage) (Stratagene, La Jolla CA, USAY 1)
plismido recombinante ¢s mucho mas il de purificar qoue Tos sistemas basados e

bacteridfiupos v se wtitiza pars mvilisis posteriores del inserto,

Dye las zonag de lisis que se observaron polencialmenie positivas se cluyeron los fges

que contenfan eDNA y gue s¢ utitizaron parm transformar £, cofi, Se cullivaron echutas
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£oenli XETBIue-MRIT y XLOLR en coldo NZY (NaCt 0.58%, MpSOL 71RO O.2%,,
extracto de levadura 0.5%, NZ amina 1,0%, pH 7.5), en el caso de NLITBoe-MRTY se
suplemento con maltosa al 0.2% y MBS0, 10 mM, Ambos cultivos se incubiron a KTV
y 200 rpm durante toda fa noche, Posteriormente se centrifugaron a 100 x g por 5 min

y se resuspendicron en MgSOy 10 mM a una densidad dptica Ay = 1.0

En un tubo se combinsron 200 pl de céhubas XLIBJue-MRI® con densidad dptica de 1.0,
250 pl del stock de fago (proveniente del “sereening”™) y 1 pl de ExAssist Helper phage
(1% 10" pfu/ ph) (Stratagene, La Jolla CA, USA), y se incubaron a 37°C por 15 min,
Despuds de esta incubacion, se agregd 3 mi de caldo NZY y se incubaron por 2.5-3 h a
37°C con agitacion, se calentd a 65-70°C por 20 min y se centrifugd el tubo a 1000 5 g
por 15 min, I sobrenadante (que conticne al vector pBR-CMV cortado y empaquetdo

como particulas filamentosas del fago) se decantd en un tubo estéril,

Se agreparon 200 pl de células XLOLR de densidad dyptica de 1,0 a4 2 tubos y en cada
tubo se colocd 10y 100 pl del sobrenadante, Esta mezcla se ineubd a 37°C por 15 min,
tuepo se les adiciond 300 pl de caldo NZY y se incubaron a 37°C por 45 min, Para
crecer en placa se agregaron 200 pl de cada mezela en eajas Petrd con agar L1
adicionado con kanamicina (30 pg/ml) y s¢ incubaron a 37°C toda la noche, Las
eoloniag que aparecen en las cajas Petri contienen al vector pBK-CMY circularizado y
de doble cadena con el inserto de DNA clonade. Tstas se analizaron posteriormente por

electroforesis de IINA superenrrollado.

Andalisis de Recombinantes por Electroforesis de DNA Superenrroliado

Por medio de fag diferencing en la migracion del DNA superenrroliado en geles de
agarosa, se puede detectar de forma rapida los pldsmidos recombinantes provenientes de
fos posibles clones positivos {(Yepla-Plascencin, 2000) Las colonias scleccionadas se
mocularon con un patillo de madera estéril en 5 ml de catdo SOB (triptons 2%, extracty
de fevadurn 0.5%, NaCl 0,05%, KCL2.5mM, MpCly, piE 7)) adicionado con ampiciling

(100 pg/ml) y se hizo una eéplica de cadu colonin en placas Petri con agar LI con
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ampiciling 100 pg/ml Tanto placas come tabos de cudtivey se mcubaron toda 1y noche a

37°C los cultivos liguidos, con agitacion a 200 rpm.

e cadit tubo se lomd T omby se contrifugd a F2000 v g por 2 min, Bl sobrenadante se
descartd on cloro sl 10% y of precipitade se resuspendid en 10O pd de TE (FPris-HCEH 1)
MM, EDTA | mM, pH 8) meeclando en vires {Thermolie, Debugue 1A, EUA). Se
apgrepd 100 pd de una solucidn de fenol-cloroformo-atcobol isvamitico (25:24:1), se
mezeld vigorosamente en el vortex y se centrifugd por | min a 12,000 x g a temperatura

ambienle,

De Ja fase superior (acuosa) de cada muestrn, se tomaron 10 ul y se apregd 1l de
RMNasa (10 mp/mi), se agitaron suavemente y se dejaron reposar por 5 min. Después se
agregaron 2 ul de buffer muestra 6X para DNA (Sambrook ef ol 1989) v se cargaron on
un gel de agarosa al 1%, e ineloyd un estandar de DNA superenrrollade (Supercoited
DNA Tadder: 16120, 14174, 12138, 10102, 80606, 7045, 6030, 5012, 3990, 2972 y 20067
ph Gibeo BRI, Gaithersburg MDD, EUA), Se corrid la electroforesis hasta que el azul de
bromofenol aleanzo las ¥ partes del gel vy se UAd con bromuro de etidio. De aquellas
colonias en lag que se¢ observd plasmido recombinante se tomd 1.5 ml y se hizo

extraceion de DNA plasmidico como anleriormente se describid,

Divestion con BEndenucleasas de Restriceion

LLos clones positivos provenientes del "sereening” secundario y la excision in vive, se
analizaron utilizando diferentes enzimns de restrigeion para ver la consistencia en los
taomafios de los fagmentos, Las enzimas uhitizadas fucron: EcolRL, Bam, HindllE, Pait,
Nhal, Apal, Kpul, Safl, Smal (Gibeo BRL, Gaithersburg MD, EUA), Nhol (Now
England BioLabs) v Pvd) (Bochringer Manhcim Alomania), En todos los cosos se
wilizaron 3 pb de DNA plasmidico, 0.5 pl (5 U de enzima, 1.5 ul de bufter para la
enzimi, se Thevaron con agua o un volumen final de 13 ply se incubaron a 37 C por 1.5

h, Los produclos de dipestion se analizaron en geles de agavosa al 1,5%, eargimdo toda



B mueste digerida con U ad de Dutfer corga para DNA OX o un voltaje de 75, be tineron

yoanabizaron los peles de pgirosia como yise deseribid anteriormente,

Amplificacion con Qligonucledtidos Especificos para CuZnS0O1D

Pary avmentar la certeza acerca de la presencin de la secuencia para CuZinSOL0 en los
posibles clones positivos provenientes del “screening™ y de Ta excision in vive, se
realizaron amplificaciones wilizando olipenucledtidos espeeilicos para el fragmento
terno de 289 pb de CuZnSOD, deseritos anteriormente. Lag reacciones de PCR
contenfan 2.5 pl de buffer PCR TOX (Tris-HCT 100 mM, KCI 500 mM, pId 8.3), 3.75 jl
de MgCla 25 mM, 2 ul de dNTPs (2.5 mM c/u), 2 pl de oligonuciedtido SODNFw 20
M, 1l de oligonucledtido SODNRy 20 uM, 2 ul de polimerasa K-Tayg vy en todos log
casos se ulilizaron 4 pl de stock de fagos como DNA mwolde en reacciones de PCR de 25
ul Las condiciones de amplificacion fueron fas del Programa 4, que se muestran en la
Tabla 2. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en agarosa como ya se

deserilid.

Disefio de Oliponuciedidos Decenerados para CuZnSOD

Estos se digseifaron en base a alineaciones de sccuencing aminoacidicas reportadas en el
hanco de datos GenBank de la NCBE (National Center of Biotechnology Information;
hitp/fwww ncbintpurib.gob) para Ja proteina completa de CuZnSOD. Se tomaron en
congideracion las siguientes secueneias de s moscas de ba fruta Drosophila saltany
{AAABIO2DY, Drosophila hydvii (AAAR2055), Drosaphila vivilis (P10791), Drosopltila
willistoni (P41973), Droyophita paudiviorim (AADOVT2YY, Drosophila melanogaster
(PO0444), vary de S Jos¢ Solidage canadensis (O04996), maiz Zea mays (P11428) y
arroe (rizg sativa (P28757), Los  wminodicidos  que se consideraron para el
igonucledtido sentido (CoZnSODEwWY) fucron MYVKAVCEY, que conticne o la

nwetioning inicinl y corresponden n los aminodeidos | al 8 de 22 vieflis, Dowillistoni y D,
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metanogaster; v del 1ol 7 en los demds, Parn el oligonucleotido antisentido
{CuZnSODRYY) se omaron en cuenta oy aminedeidos GVIGIAKD corvespondientes i
fox wminoacidos 147 ab V85 on 10 saltans, 1 Inadeii, D, vivilis, D, willivtond y 1.
paandistorune, y del 147 ab 151 en el restos Ambas secuencias se tradujeron i secuencin
nucleotidica v la secuencin antisentido se convirtio al reverse complemento yse
sintetizaron (Genosys, SEGMAY (Tabla 1) o base a las sccuenciay de los organismos
pites mencionados ¥ utilizando estos oligonucledtidos, se caleula un wmatio de 465 pb
para el gen de CuZnROD, pudiendo ser aproximado al tamafio del mismo gen en

AT,

Disehio de oliponucledtidos espeeificos para GST

Se partio de una secuencia nucleotidica obtemda durante este trabajo para el diseno de
oligonucledtidos especificos para un fragmento interno de 362 pb de esta secuencia
stmilar 4 GET, y se wtilizd el programa para diseiio de oligonucledtidos Primer 3
(htp/fiwww genome wimitedu/egi-bprimer/primerd.opi).  Ademas  se  caleularon
pardmetros come temperatura de alingacidn (Tm), peso molecular, porcentajes de G y C,
y formagion de estructuras seeundarias o Mprmer dimers” mediante el programa
Genosys  Oligo  Caleulations  (hiipf/www genosys.com/egi-win/olipe_calconly.exce)
(Tabla 1). Se 1omd en cuenta también, que estos oliponuciedlidos no alinearan con el
vertor en el que se encuentra el fragmento obtenido, ni en mas de dos sitios de
secoeneia del inserto. Al oliponucledtido sentido se le Hamd GSTFw y ol antisentido

GSTRy v fueron sintetizados por Genosys (SIGMA).

Reteceign del mRNA parp CuZaSOD y GST por RT-PCR

Parn ki deteeeidn del mensaje de CoZnS0D y GST en diterentes tejidos, s¢ usd

trimseripeidn reversa acoplinda o Ln reaccion de fa polimerasy en cadena (RT-PCR). Be



utibiziron mucstras de RNA ol de Twpatopiancreas, bemovitos, mseuls, pleopodos y
branquias, a partir de fas cuales, por medio de transertpeion reversa, se sintetizd cINA,
Pstus muestras de CDONA fueron proporcionadis por Ma, Gabriela Romo Figueron y s

obtuvieron de acuerdo al mcwdo deserito en Tavares-Saneher (2001),

Deteecidn de mRNA para CeZuSOD

seoutilizo ¢DNA proveniente de Spg de RNA tolal que corresponden 4 5300 ng de
mRNA, de Jos cuales se usaron 50 ng (2.51]) de eDNA equivalente 3 mRNA en las
reacciones de PCR para cada tejido, Se incluyeron los siguientes componentes; 2.5 i de
butfer PCRTOX (KCH 500 mM, Tris-HC) 200 mM, pld 8.4), 3.75 ul de MpCly 25 mM, 3
W de mezela de dNTPs 2.5 mM o/u, 1 pl de obigonucledtido SODNFw 20 1M, 0.5 ul de
SODNRy 20 M, 1l de K-Tag polimerasa y 10,75 pl de apgua estéril (25 ub volumen
total). Comuo control se ulilizd la amplificacion de un fragmento de 500 pb de la proteing
ribosomal L21 de P ovapnamed (GenBank,  ndmero de acceso BEISE654), Las
reacciones de POR para este control estaban constituidas de la misma forma que las de
CuZn30D, solo que en este vase se usaron los oligonucledtidos L2 Fw (0 5'-
GOGGCTYCTTTCCCGTTTCALC-3M) Y 1.2 Ry (5°-
GCAATOAACTUCATAAGOCAGTGOGC-3") disedados snterformente o este trabajo (20

M, 1l de e/u), Las condiciones de corrida fueron las del programa 3 (Tabla 2).

Deteceion de mRNA para GST

En el PCR para GST, también se utilizaron 50 ng de ¢cDNA equivalentes a mRNA de
eada tejido, y I reaccidn estaba compuesta por: 2.5 plb de bulter PCR 10X (Tris-HC)
200 M, pH A, KCT 500 mM), 2 pl de mezcla de dNTPs 2.5mM ¢/u, 1.5 pb de MaCl
SO mM, 1 pl de oligonueledtido GSTFw 20 M, 2 pl de aligonucledide GST Ry 20
ub, 0.2 pl de polimerasa Platinum Tag (5 Uply oviteogen Carlsbad, CA, EUAY v

PA3 ul de agon estéril (25 pl volumen total), Se amplilice f gen de la protefng



ribosomal L2E de fnomisma forma que para CuZnS0D, Los prodoctos e PR se

analizaron por electroloresis en agarosa ab 13% como vise deseribi unteriormente,

Amplilicacion a partir de DNA gepdmico con oligonucledtidos degenerados parn

Cudnsolnd,

Para fratar de oblener la secuencia del pen completo de CuZnSOD, se realizaron
amplifieaciones  a partir de DNA - pendmico  de  camardn blanco,  wtilizando
otigonucledtidos depenerados para CuZnSOD disetados en base a la protelna completa
como ya ¢ deseribid anteriormente. Bl DINA gendmico wtilizado fue proporcionado por
Paditla Sanchez, Jiménez Vepa y Gulidrrez Milldn de Jog laboratorios de los doctores
Yépiz-Plascencia y Vargas Albores (CIAD, AC)Y y fué oblenido como se describe en

Felipe-Orrega (2000),

Primeramente se realizaron amplificaciones para camardn blanco (Penacus vannamet),
camaron azul (Penaews solivosieisy vy camaron  calé (Penaens californicnsis). Se
atilizaron 50 y 150 ng de DNA gendmico (0.25 up/pl) como templado para cada
especie, y se realizaron reacciones PCR. de 30 il de volumen total compuestas de 3 pl de
buffer PCR IO X (KC 500 mM, Tris-HCL 200 mM, pld 8.4), 4.5 pl de MpCla 25 mM |
mezela de ANTPs 2.5 mM o/u, 1.5 ul de oligonucledtids CuZnSODFwW3 20 uM, 1 pl de
CuZnSODRYI 20 pM, 1.2 pl de K-Tag polimerasa y agua estéri) hasta el volumen tolal.
Lag reaceiones de PCR se realizaron en un termociclador (M) Research) bajo las

sigutentes condiciones del Programa 2 (Tabla 2).

Yir que ¢l objeto de estidio en este trabajo es ¢l camardn blanco, para tas sipuientes
amplificaciones solo se utitizo DNA gendmico de eomardn blanco. En virias ocoasiones
se realizaron amplificaciones uftlizando las diferentes alicuotas de DNA gendmico
disponibles, en todas ellas se utittzaeon 200 ng de DNA gendmico como templado. Se
wtitizaron dos condiciones de smplificocion diterentes (Progromas 1y 2) (Tabla 2) y dos

polimernsas  comerciales (T DNA Polimerase 5 U/l Boehringer Monuheim y



Thermoryme DINA Polimerase 1 UZud, invitrogen), Se montaron reacciones de 50 il du
volumen wilals 4 pl de mezela de INTPs 2.5 mM ¢/u, 1S b de oliponocledtide
CuZnSODEw3, 18 de oligonucledtide CuZnSODRYY v, en el caso de L polimerasa 7ih,
0.5 pl de polbtmerasy v 5 pl de buffer 10X para Tth polimerasy;, vy ocuando s ush

polimerasa Thermozyme, 1 pl de potimerasa y 1) ud de buffer 5X.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1,3% y Jas
bandas obtenidas se cortaron del gel y  purificaron por medio de dos  protocolos: por
hidrdlisis con aparasa (como ya se describid anteriormente) y por el sistema GFXT™
PCRDNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Bioteeh), Esfe ststema
se basa en la utilizacion de un agente caotropico que desnaturaliza las proteinas, disuelve
la aparosa y promueve la union del DNA de doble cadena a una matriz de fibra de

vidrio,

Al fragmento de agarosa cortado se le agregaron 10 pl de buffer de captura por cada 10
my de agarosa, se mezcld con vortex y se incubd i 60°C hasta que la agarosa se disolvio
por completo (5-13 min). Se centrifupd brevemente, se transfirid la muestra a una
columna GIFX y se incubd a temperatura ambiente por 1 min; después se centrifugd a
12,000 x g por 30 sep v se descartd el liquido filtrado. Se agregaron 500 pl de butfer de
Tavado a la columna y se centrifugd a 12,000 0 g por 30 sep; se pasd fa columna a un
tubo nueve y se agregaron 30 ul de apgua destilada estén! a la columna, Despuds de
incubur a temperatura ambiente por 1 min, se centrifugd a 12,000 x g y se recuperd ¢
DNA purificado,

Las muestras obtenidas de esta mianera, se concentraron af vacio hasta un volumen de 10
ul y se analizd 1 pd de coda muestra en gel de aparosa al 1.5 % En este gel y por
comparacion con un csidndar de DNA de bajo peso molecutar Low Mass DNA Tadder
(117 Snp/ulc 2,000; 1,200; 800, 400, 200 y 100 pb) (Gibeo Life Technologics,
Ciaithersburg, MIY, EUA)Y, se ealeuld o contidod aproximada de DNA oblenida en Ta

puriticacion,



Obtencidn de Recombinanies del Fragmento Amplificado por Olivonueledtidos

Depenerados parn CuZns(ild

La clomseion de os productos wmphificodos por POR con fos oliponucledtidos
degencrados para CuZnSOD, se realizd utibizando el sistema pGEM-T Easy Vector
System | (Promepa, Mudison WI, EUA), Este sistenn atiliza ol vector pGEM-T Lasy
preparado por digestion con FeoRV y es similar al sistoma TOPO antes deserity, ya que
contiene timidinas en los extremos 3°, lo cual aumenta la efiviencia de ligacion del
inserto al plasmide y previene la reciveulartzacion del vector, 125 también de alto ndmero
de vopias, resistente o ampieiling, liene varios sitios de restriceion dentro del sitio
mihiple de clonaciim (SMC) que permiten la obtencion del inserto por dipgestidn con
una sola enzinta, Ademas contiene af gen fae Z, que al ser interrumpido por fa insercion

del fragmento de DNA es mactivado facilitando Ta identificacion de los recombinantes.

Al igual que en el sistema de clonacion TOPC-TA, debe asepurarse que el DNA gue se

una adicion de esta adenina ("refreshing™). Las muestras purificadas se evaporaron
hasta sequedad v se les agregd 5.5 upl de upa mezcla para PCR comercial (PCR
supermix, Ciibeo Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUAY Ta cual contiene Tag
DNA polimerasa y todos los componentes necesarios para PR, también se agrego 0.5

wlde KeZag (6l volumen total), y se incubaron a 72°C por 20 min,

Ligncion y 'T'ranstormacion

mrn la igacion del fragmento ol veetor se wilizaron 3 pl de i reaceion de “refreshing™,
5 pbde buffer de ligacion rapido 2N (Tris-1HCT 60 M, pH 7.8, MpCly 20 mM, DTT 20
mM, ATP 1 M, PEG 10%), | pb de veetor pGEM-T Easy (50 np/ ply y 1 opl de T4
PNA igasn (3 U7 b)), (10 gl volumen final); estn mezela se incobd durante toda 1o

noche a4 ¢,



Despuds de 1 fncubagion, Tas repectones de hgacion se centrifugaron brevemente
PLO00 v gy se apregaron 2 pl de cada reaceion a 5O pb de cétulay de £ cofli One Shiot
TOP 1) quimicumente compelentes, provenientes del sistema TOPO-TA Cloning Kit for
Sequencing {Invitrogen, Carlsbad, CAL EUAY, Estas mezelas se agitaren cuidadosaments
y se incubaron en hiclo por 20 min, luego se aplicd un choque térmico o 42°C [ 530 seg,
sin agitar, ¢ inmediatamente se pusieron en hielo durante 2 min, Se les agregd 200 w1l de
medio SOC (SO adicionado con plueosa 20 mM) vy se incabaron en forma horizontal

o iy } o N T \ A N
durante 1.5 hva 37 C con agitacion {200 rpm) en un agitador orbital,

Pasado este tlempo, se sembraron esparciendo 50, 100 y 150 pl de cada muestra solire 1a
superficie de placas de agar LB con ampicitina (100 pp/ml) ¢ impregnadas con 40 pi por
placa de 1PTG 100 mM. y 40 pt por placa de X-gal 40 mg/ml, Las placas s¢ incubaron a

37°C durante Ja noche para oblener los clones,

Andalisis de Recombinantes

Para el andlisis de clones potenciales positivos se ehigicron 20 colonias blancas para cada
reaceidn  de clonacidn vy se analizaron por medio de  electroforesis de DNA
superenrrollado v digestiones con FeoRI del DNA plasmidico como anteriormente se

deseribid,

Adslamienio de DNA plasmidice, En fa extraccion de DNA plasmidico se utilizd ¢l

método rapido de Lin y Floros (2000), que es una modificacion del método de lisis
alealing cominmente usado. Se utitizaron 1.5 ml de cultive de cada uno de los posibles
¢lones clegidos, en caldo LI3 con ampiciling (100 pg/mt} crecidos durante toda fa noche
a 37°C. listos se centrifugaron a 11000 x ¢ por I min, se desechd ¢l sobronadante y «l
pellet se resuspendid por a:omnlum’un 100 pl de butfer de resuspension (Tris-11C1 50
mh, pli 8.0, EDTA 10 mM, 20 g de RMasa A), Despuds se agregd 100 gt do bufter de
lisis (NaOQH 200 mM, SDS 1%) y se apitd suavemente, Tuepo se agregaron 120 pl de
Botler de neutrabizacion (acetalo de potasio 3 M, ptL 5.5, se mezeld suavemente por 3

min g temperators ambiente y se eentrifugd o FLOOD v g por 1 oiin, T sobrenndante se



transdirid o un tubo nuevo y se e adicionaron 200 nl de isepropanal, seoagitaron en
vorlex y se colectd el petiet por centrifugacion o 11,000 v g por | min, climinando ol
sobrenadante, B pellet se lavo con SO0 pl de clanol ol 70%, contrifugamdo nuevimuente,
seoseed al vacio y se resispendio en 200 pl de agua esteril, Parn oblener un DNA
plasmidico de mayor pureva ks preparaciones de DNA obtenidas previamente se
limpiaron con fenol-cloroformo, precipitaron con etanol, se secaron y resuspendieron en

20 ub de agua deionizada estéril,

Digestiones con feoRL Para separar ¢l inserto del vector, se realizaron digestiones con

la enzima de restriceion ZeoR), ya gque s una de fas enzimas cuyo silio se enguentra
adyacenies al sitio maltiple de clonacion del vector pGEM-T Kasy. Se¢ witlizaron 3 pl de
DNA  plasmidico, ajustado a una concentracidn  aproximada de 3 pgipl, v el
procedimiento que se realizd es igual al gue se desenibid anteriormente, Los productos
de Ta digestion se analizaron en un pel de agarosa al 1.5%, comoe también se ha descrito
anteriormente, solo que en esta ocasion se wlilizd el estindar de peso molecular 1 KD
plus DNA Ladder (3,000; 2,000; 1,650; 1,000; 800, 650, 500, 400, 300, 200 y 10 ph,

Ciibeo Life Technologies, Gaithersburg, MDD, EUA),



RESULTAROS Y DISCUSION

Para T clonacion del gen de CuZnSOD de camardn, se utilizd una estrategia bosada en
PCR. nsando (Zﬂi{.}.ﬂl]l.lﬂlﬂfﬂit‘.‘!t"‘.}:i depencrados disefiados en base a la secuencia de la
CuzZnSOD de 1. melanogaster, ya que ésla proteing es altamente conservada entre kas
proteinas homdlogas. Los productos de PCR de ~300 pb se obtuvieron tanto a partir de
amplificacion de DNA gendmico como del banco de genes de ¢DNA de hepatopincreas
(Figura 1); este tamafo corvesponde al esperado para- el segmento del gen de la

CuZnSOD, de ucuerdo a los ofiponucledtidos vtilizados (SODFw y SODRY).

Despuds de o clomacion de estos fragmentos, se obluvieron 16 recombinantes
potenciales del gen de CuZnBOD, numeradas del 1 al 16, de fas cuales lag cuatro
primeras provenfan de genoteca de cDNA de hepatopinerens y 1as restantes de DNA
pendmico, Solo 6 de los posibles 16 clones, liberaron el inserto de ~300 pb al ser
digeridos con FeoRl, clones 1, 2, 6, 13,14 y 15 CudnSOD (Figura 2), Esta banda de
aproximadamente 300 pb, mostrd algunas diferencias en la migracion entre log
diferentes clones (F, 13y 15 a una distancia; 14 v 6 a o, y 2 a otra). Se escogieron fos
clones 2, 13 y 14, para determinar su secuenvia nucleotidica usando los oligonuciedtidos
T7y M13 que son complementarios al vector pCR 2,1 TOPO y que son adyacentes al
sitio de insereidn del fragmento. En el primer acercamiento, fa secuencia nucleotidica de
289 pb del clon 14 Mamado pPvCuZnS0OD), cuando fue analizada usando el algoritmo
BLASTX (Alschul ef al,, 1990) con la base de ditos no redundante del NCBIE (National
Center for Biotechnology Infortmation), presentd Iy mas alta simititud con CuZab0Ds de
iz Zea mayy (46%) y caballo Equns caballus (53%), con namieres de peceso PLEAZE y

POOA4S respectivamente,

46
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Fig, 1. Amplificaciones con oligomueieotidos degenerados para un fiagmento interno de
CuZnS0D a panir de banco de genes de hepatopidnereas (carrtles 1y 2) y DNA
gennmico de camardn blance tearrit 33, La banda de bajo peso molecular en los carrtles
L, 20y 3 corresponde o oligonucledtidos no incorporados. M Mareador de peso

molecular VD DNA Ladder,
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Fig., 2. Andhisis de posibles clobes de CuZnSOD provenientes de amphificaciones del
banco de genes de hepatopidnereas (carviles 1-4) v de DNA gendmico (earriles 5-16)
digeridos con LeoRlL Gel de agarosa al 1,5% 1efido con bromuro de etidiv, Los mserlos
tberados, correspondientes a CuZnS00), se observan de un tamadio de ~ 300 pb (caniles

1, 2,0, 13, By 15 M Mareador de peso molecular | Ky DNA Ladder.



La seevencin del clon pPvCuZnSOD fue conlirmada seeuenciando de nuevo ambas
cadenas, Fsta secuencia se tradujo o seevenetn de amnogeidos usindo T paginie wed
htpdfarblevmbs.colostatecdu/malkitdranstate,  resultnde enun maree de lecturs

continu de 288 bases traducidas o 96 aminodcidos (Fipure 3).

Andbisis de 1y secuencia parcial de |y CuZns0)

Bl andlisis de Ja secuencia aminoacidica parcial, utihzando el algoritmo BLASTX
(Altschul, er al, 1990), reveld ko mids alta similitud con las proteinas homdlogas de
Drosophila saltans (AAABIO2L 1Y con 66%, ciervo Cervus elaphis (AABBEE16.1) con
G8% v caballo Fguus caballuy (AATAB6E2.1) con 70% (Tabla 3), sugiriendo el alto
grado de conservacion de esta pen en los diferentes niveles Mogenéticos (Brouwer et al,,
1997), Este fragmento se utilizd posteriormente para oblener una sonda marcada para

CuZnsOI0,

También se alined 1a secuencia deducida de aminoicidos con fas CuZnSODs de otros
Organismes por medio det Prograni de I PHagina web
pisearchlauncherbemame.edu/mulii-align/options/clustalw himl,  que  utiliza el
algoritmo Clustal (Higpins, Bleasby & Fuchs, 1992), donde se pudo observar ¢l allo
nivel de conservacion entre tas secuencias amimoacidicas de este tipo de enzimas (IFigura
4), Con lo anterior, se pudo locabizar o los sminoicidos mvolucrados en el sitio catalitico
de la CuZnSOD, que son alamente  conservados, incluso  en  organismos
flogendiicamente muy distantes, como se ha reportado previamente en la comparacion
de la CuZnSOD de da evadura maring Debaromyees hansenii y 1o CuZnsOL) de

eritrocitos bovino (Hermindez-Saavedra, 1997),

Asiy se locatizaron las 0 listidinas que coordinan o los dones metilicos, y que
corresponden, por comparacion con Drosophila melonogasier (CAAISZIL) 0 oy

aminodeidos 42, 45,62, 70, 79 v 119 de lacsecuenchy complen de Ty enzin,
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COCGUTUGAGCAVGGOTTRCALG T AUGAR T TRRGAGACANC ACCARTGATTGCATETTA

TG ol RO N O OPRP Yo oA KT OH G G D oA E K OR

ACAGGUGUCOATT T ALTOCE A CGCCAAAACTOAMEGAGGT COGEACGUCTIMAGARLGC

H A G D M G B T V A D B N G B A K V D L
CATHEOCGOTOACNIGHOARA TAT TR T NGO AG A TEAAAN TGETGAGC U ARANSGG T AMIALTTG

TR T QY oA Y, B GOAR L NV OV G R OS5 L OVOV

ACCGOTACGCARA T TECOITAAGCGGAGCT T IEAACGE T TG RGALE I G GG TEE T

H A D r D B ¥ G 0 G I 1B B L B R
CACGCTGATOCGGACGA T T N CGOCCARGGOBACCA CORACTUGAG OGN

IR EIERY

Secuencia nucleotidica parcial vy deducida de ammoscidos del cDNA de
I )

CuZnSOD de P ovgnnames (pPvCuZnSOD). Las seeuencias de los oliponueledtidos

wtilizados posteriormente para Ia amphifiencion de este fingmento estdn subrayados, Los

aminodcidos involucrados en el sitio catalitico de la CuZnSO0D se indican en negritys.
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Tabla 3, Porcentajes de simititud a nivel de aminodeidos y reemplazog conservados del
fragmento interno de 289 pb de CuZnSOD con secuencias homotogas de diferentes

Organismos

No. de neoeso o Gimilited % Reemplazos
CienBank conservados
Drasophila saltany AAARTO2]) (6 78
Drosophile melanogaster CAA3S210.) (4 72
Drosophila hydel AAAR2035.1 63 75
Drosophila willistoni AAAST230.1 62 74
Drosophila pawlistorun AADDET29.1 ol 75
Aspergitluy japonicus AAARTH97.1 60 7
Malz, Zea mays AAAIISTTL 6O 74
Arroz, Oryzg sativa AALTA464.) 60 71
Cierveo, Cervus elaphus AABERIG,) 68 80

Caballo, fquus caballus AACAROE 70 w2
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Fig., 4, Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre CuZnSODY de Poovannamel y

olros organismos. Las regiones sombreadas en negro representan los aminodeidos

wWénticos de las CuZnSOD de los diferentes orpanismos, mientras que las regiones

sombreadas en gris representan 8 los reemplazos conservados, Los aminedcidos

involuerados con ¢l sitio catabitico de la enzimi se cncuentran mareados con asterisco

("),
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Se propone que Tus histidinas 42, 45,y 119 coordinan al cobire, mientias que iy
histidinas 70, 79 v un residuo de deido aspirtico 82, cordinan i) jon du zine, L histiding
62 es compartida por ambos fones, formando una unidn eatre ellos, Estos residuos se
encueitean sedatados oot Hgura 40 Es notorio en estas sceoencing fa conservacion on
bas repiones localizadas entre Tos aminodcidos 44 al 60, y V15 ol 130, dentro de las
cuales se cncuentrn s sccuencins de los oligoucledtidos  diseiados para Ta
amplificacion de este fragmento, Ademis de s histidings, uno de los aminodcidos nis
congervados es 1a glicing, fa cual se relaciona con el empaquetamiento de la estructura

tridimensional de la molécula (Hermidndez-Saavedra, 1997).

in base a los alineamientos realizados, se esperaria que el tamano de la CuZn 500D
fuera simitar, por lo tanto ln region caracterizada corresponde al 62% del cDNA, y de
esta forma resty por identificar un 38% de la secuencia. En la bisqueda del cDNA
completo de ta CuZn SOD se utilizaron diversas estrategias mencionadas anteriormente
en la seccidn de materales y métodos, sin embargo no fue posible obtenerla. En ¢l
proceso, se obtuvieron secuencias de otros ¢DNAs que se deseriben a continuacion, en

particular uno correspondiente a GST, otra proteina antioxidante,

Alslamiento y cargeterizacion de wn Clon para GST a partr de un Banco de Genes de

Adicionalmente al gen de ln CoZnS0D, se caracterizd a un clon similar a glutation S-
transferasa (GST), ef cual pertencee al mismo grupo de enzimas antioxidantes al que

pertencee la CuZnSOD (Mourente y Diaz, 1999) y que se deseribird mis adetante,

Buasqueda en el banco de genes con somda mirenda de CuZnsOD

Enoesta bdsquedn o Csercening”, seoutilizd uny sondn penerada para el elon

pPYCUZnSOD, marcada con digoxigening, De un total de 750 ng de DNA, en 50 pl (15



nygfped), que se sometin ab mareaje, solo se obtuvieron 75wy (15 hp/pd) mareados, es
dectr 1O veces meoos o b cantidad de DNA somwtidi o ourenpe, Sin cnbargo, en b
prucha de dot Blot readizada pary medir su compuartamicnto como sondi, se observy que
Leosefad de Wbridizacion contra sio misma e adecunda, Para ¢l procedimiento de
hibridieacion, cs recomendable utitizar de 5 o 25 ng de sonda por ml de solucidn de
Wibridizacion, segtn b protocolo del sistema ulilizade para este tipo de marcaje. n este

caso se utilizaron 1.6 ng/mb, debido a la falta de wna mayor cantidad de sonda,

Después de la hibridizacién se pudicron observar sefiales positivas en las membranas de

Tk L]

donde se escogicron 8 posibles positivos en el “sereening” secundario, y después de la
excision r vive distiinuyeron a 3 (L1 3000y 4.2.2), Bl DNA plasmidico de estos
clones se analizd con enzimas de restriceion, y no se observd ningin patron regular, w
bandas que indicaran el tamafio del inserto buscado. Adn asi, s¢ lomd uno de cllos, el
3.1y se determing su secuencia, Bl andlisis de esta secuencia por medio de BLAST no
resultd con homologia para CuZnSOD en otrog organismos, sin embargo moshd una
homologia a nivel de aminedeidos, de 57% con la sccucncia para quitinasa de
Marsupenacus japonions (GenBunk, ntimero de acceso 1256180) y 55% con quitinass
de Penaens monodon (GenBank nidmere de aeceso 5114426), 1a cual hasta ahora no ha

sido reportada para /2 vannanted,

S¢ volvid a realizar “screening” primario del banco de penes de cDNA de
hepatopdiiereas, pero ahora uliltizando la sonda obtenida por PCR con oligonuciedtidos
T7 y M1, anles descritos. Sc obluvieron 6 posibles clones, pero al realizar ¢l
“sereening” secundario, se observaron absolutamente todas las placas positivas. Unn
posible explicacion es que el fragmento ya marcado que se digind para usarse como
sonda, no fue digerido totalmente y los segmentos de vector que pudicran haber quedado
unidos al Tragmento, reconocicron al veetor en el que s¢ encuentra el binco de penes,

observindose todas las zonas de lisis como placas positivas.

o tereer Msereening” vendizado, y ahory utitizando unn sonds mareada por PCR con

aligonneledtidos espeettivos, se tomaron 28 posibles positives, los coades se analizaron
) }
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por medio di PCR con olipopucledtidos expecificos parn CuZnSOD, a0 nianera e

“sereening” seeundario,

Analisis de clones

Una forma de buscar en cuales de esos 28 posibles positivos se encuenlra fa secuencin
para el gen completo de CuZnSOL, es por medio de la wilizacion de oligonucledtidos
especificos, en este easo, para el fragmento  imterno de CuZnSOD  obtenido
anterformente, Se realizaron reacciones de PCR para los 28 posibles positivos y al
analizarse en agarosa, en todos ellos se observd una banda de ~ 300 pb, correspondiente
al fragmento interno de CuZnSOD (Figura 5), por 1o cual se decidid escoger algunos al
azar para analizarlos ahora, por PCR con combinaciones de oligonucledtidos especificos

y del vector,

Se utilizaron combbnaciones de oligonuciedtidos SODNRy 7/ T3 y SODNFw 7 T7, v se
eligieron 8 de los posibles positivos. El tamafio del fragmento pura SODNRy v
SODNPw era de 289 pb, y en el vector en el gue se encuentran los clones provenientes
del banco de genes (pBR-CMY) as distancias del sitio para T7 » T3 al sitio maltiple de
clonacion (SMC), son 100 y 72 pb respectivamente, por lo cual se esperaba un tamaiio
minimo aproximado de 400 pb, para la amplificacion con SODNFw /17, y de 360 pb
para SODNRy / T3, Al analizar estas amplifcaciones en pel de agarosa, se observd una
banda de ~ 300 pb en ks combinaciones SODNFw 7/ TT (Figura 6), v solo en algunos
casos se observaron bandas de ~ 800 pb para la combinacion SODNRy / T3, Por lo

anterior se decidid continuar ¢ andlisis por excistom i vivp,

Tar reabizor el proceso de exeision in vive, se ehigieron 6 posibles clones (1.1, 1,2, 2.1,
2.2, 4.2 v 4V5), a partiv de los cuales se obluvieron 30 clones gque se analizaron por
clectroforesis de DNA superenrvolhwdo. B timaido ded veetor ‘pISKMGMV o de 4518 ph,
por fo gue se espernbin Gunnbos mayores o los gque contovieran al inserto, de st

mnnera se observaron ks migraciones enopel Je agarosa ol 1.5 % (Figora 7) y se cligicron
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Fig, 5 Productos de amplificacion con oligonucledtdos especificos para ¢l fragmento
inferno  de CuZnSOD o partie de los posibles clones positivos  provenientes  del
“screentng” del banco de penes de hepatopincreas. Aqui s¢ muesiran 10 de los 28
posibles positivos que tienen la banda de 289 pb esperada, C+ Amphilicacion a partir

del clon pPyvCuZnsOD, M: Marcador de peso molecular | Kby DNA Ladder,
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Fig. 6. Amplificaciones a partir de 8 de os ¢lones positivos wilizando combinaciones de
oligonuecledtidos especificos y det vector. Panel A: Carviles 1-8; amplificaciones para los
clones 1, 1.2, 2.0, 2.2, 4.2, 6.3, 45 vy 5.7 con oligonuciedtidos SOD Pw / T7, donde
se muestra una banda de ~500 pb. C+0 Amphificacidn a pactir del clon pPyCoZnSOD,
Panel 13: camites |y 2 amplificaciones para los clones L1y 1.2, con oliponucledtidos
SOD Ry /T3, donde se observan bandas de ~800 pb. M En ambos casos, marcador de

pese malecutar KD DNA Ladder,
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Fig, 7. Blectroforesis en agarosy al 1.5 % de DNA superenvrollade de 30 clones
procedentes de la excision in vivo de 6 posibles clones (11, 1.2, 2.1, 2.2, 42 v 4'.5), Los
asteriscos marcan aquellos 18 clones que mostraren presencia del inserlo v fueron

diferentes entre si. M: Marcador de peso molecular parn DNA superemrolbado.
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L8 elones que mostraron presencia del mserto y fucron diferentes entre st Lstos 18
posibles clones se analizaron de nuevo por PCR con combinaciones de oligonucledtidos
(SODNFw £ T7 vy SODNRy 7 T3), pero en esta ocastdn se ulilizd como templado la
eotonia obtenida en ¢l fn vive Excision. De tos clones utitizados en ¢f PR se disminuyd
el mimere a 6 que fueron ¢l 3 (515, 6 (1L2.5), 12 (225, 13 (420 M (4.24)y 16

(4°.5.2), de acuerdo a la presencia de bandas amplificadas (Figura 8),

De estos ltimos se aiskd DNA plasmidico, cada muestra se digirié con Yol v se
hicieron digestiones dobles con Psrl 7 HindD y Pl i Apal. Se utilizd Xhol, ya que en fa
secuencia del fragmento de CuZnSON), se encuentran sitios para esta endonucleasa de
restriccion ubicados a Jos § y 280 pb de la regitn secoenciada, por Jo cual se esperaba
una banda de ~ 275 ph. Ademds el veclor en el gue se encuentran estos clones (phBl-
CMV) tiene este silio localizado a 15 pb del SMC, y considerando que s un fragnwento
interno de un gen completo de ~500 pb, se esperaba, ademds del vector boecarizade, al

menos un frsgmento de — 120 pb.

Las digestiones dobles se hicieron con enzimas que {languean al SMC del vecior pBK-
CMY, por un fado P ubieado a 28 pb del SMC y por el otro lado Hindill y Apal 2 15
y 41 pb del SMC, respectivamente. Por lag consideraciones anteriores para la
combinacion Psd / Hindlll se esperaban productos de digestion entre 400 y 500 phb, ¥
para la combinacion Pl / Apal un lagmento de entre 300y 600 pb, exto ademidy del

veetn linearizado,

En o peles de agarosa para las diferentes reacciones, solo on el caso de ta mvesira o
(Figura 9) se observd In banda esperada de - 275 pb en la digestion con Xhol, ademis de
ura banda de up poco mis de 1000 ph en ba digestion con Pal /£ dpal, que también se
observd en Jos demas clones. Fn ta dgestian con Pyl £ Hind )1 sblo se observo ¢l vector

linearizado en todos los ¢asos. Fstos 6 posibles clones fueron sectiencindos,
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Fig, 8, Amplificaciones a partir de Jag colonigs de los 18 clones procedentes de o
excision in vive, con oligonucledtidos SOIY Ry /T3 En foy careiles 3,6, 12, 13, 14 y
16, gue corresponden a los clones 115, 125, 225, 420, 424 y 452
respectivamente, e muestran bandas de amplificacion, M: Marcador de peso molecular

PR DNA Ladder,
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Fig, 9. Digestiones con endonucleasas de restriceion para el clon 6 {1.2.5), Camil {;
EINA plasmidico sin digerir, Carmib 20 Digestion con Xhol donde se observit 1o banda
esperada de ~275 pb, Carit 30 Digestion con Pad /7 Hindl1l donde s6lo se observd e
vector linearizado, Carnl 4: Phgestion con Pyl / Apal donde se abserva una banda de un

poco mas de 1000 pb. M: Marcador de peso molecular 1 KB DNA Ladder,



Analisis de secuencias

Los seis clones putntivos se secyenciaron wiilizando los oligonucledtidos T7 y T3 y al
ser analizados por BLASTX, ninguno de ellos presentd homelogia con ¢ pen de
CoZn500 que se buscaba, Los clones 3, 12, 14 y 16, resultaron similares a hemocianina
de Povannamed, ya reportada por Scellos et of, (1997) y con nlumero de acceso en ¢
GenBank CARS59645, con homologias del 97 al 100%, Ef clon 13 resultd sipular s una
proteina unidora a RNA TAR (Trans-pctivation responsive RNA inding profein), con

una homologia del 37 %% a esta proteina en humano (QE3033) v en ratdn (P74713),

La secuencia del clon 6 con un tamafio de 8532 pb, fue similar a Glutatidn S8-Transferasa
(GSTY clase Mu, mostrando homelogia a nivel de aminodcidos con valores maximos
entre e 46y 56 % con GST's de esta cluse en varios organismos. Fue inlgresante
encontrar esla similitud, ya que es una enzima muy relacionada con fa CoZnS0D y
ambas pertenecen al mismo grupo de enzimas antioxidantes (Mowrente y Diaz, 1999,
ademas basta abora no hay veportes de la secuencia parg esta enzima en camardn blanco,

por lo cunl se incluyd en este trabajo.

EF método mas utitizado para ha bosqueda de fragmentos de ¢DNA confenidos en bancos
de genes es por medio de hibridizacion en membranas, sin embargo ¢s un midtodo
laborioso, requicre de viucho tempo y puede producie falsos positivos. Este fae e crso
para In bosqueda del gen de CuZnsOD en el bunco de genes de cINA de
hepatopianereas. Fsto pudo ser debido a una baja cantidad del ¢cDNA de CoZn500D en ¢l
Danco de penes, por o cual, en este caso seris recomendable wtilizar bancos de penes
constridos con organismos estmulados, ya que esta enzima ¢s altamente inducible bajo
ciertas condiciones (Campa-Cordova er wl., 2002) y seria mis probable encontrar a este

e,
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Analisis de ta secuencia simtlara QST

A partir de fa genotleca de hepatopdnereas de camardn blancn, se obluve un elon gque 2
analizarse por BLASTX (Altschul ef af.; 1990) resulto simitar 2 Glutation 5-Transferasa
(OST) clase mu, mostrando valores méximos de homologia a nivel de aminpacidos, con
rata Hattes novergicus (POA903) v conen Oryerolaguy cynivnlus (46409, sepuidos de
raldn Mus msenduy (PESG26) v el hombre Home sapiens (P40439) (Tabla 4). Estas
homwologias de 55 v 56% se encuentran dentro de los valores que se han encontrado entre
secuencias de proteinas de GSTs dentro de una misma clase, que se b observado que

son mayores al 50% (Vuilleumier, 1997, Ketterman ef af., 2001).

La seeuencrs nucleotidica del cDNA det clon de GST de camardn asl como su secuencia
deducida dw anunodeidos se muesiran en da figura 1L B primer codon de iniciacidn
ATG correspondiente a Ty metionina inicial, v dentro del marea de Jectura sdecuado, se
localizd en la posicidn 22 del extremo 5°, La sefial de poliadenilacion AATAAA (Yepiz-
Plascencia of al., 1993), que en este tipo de enzimas se ha encontrado traslapado con ¢
coddn de terminacion TAA en algunos invertebrados (Ranson et al., 1997, Rosa de Lima
af af, 2002 no se detectd como tal en esta secuencia, En este caso se encontrd un coddn
de fermmacion TGA e a posicion 645, sepuido de una repidn no raducida 3°UTR de

105 nueledtidos,
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Fig, 10, Secuencia nucleotidica y deducida de aminodcidos del ¢DNA de GET de 2

vanatmmed, Las secuencias de los oligonucledtidos  GSTFw v GSTRy se encuentran

submayadas, Bl asterisco indica el codon de wrminacion TOA,



Tabla 4, Porcemajes de similitud a nivel de aminodeidos v reemplazos conservados de

fa secuencia de GST con secuencias homdlogas de diferentes organismos

No, de aceeso % similitud %0 reemplazos

Swiss Prol conservados
Rata, Rartus nf)\-'iiffigﬂff'ti'.'it.s* U405 56 T
Raton, Mus musondes 1156326 58 HR
Hymano, Home sapiens 46439 W (b
Congjo, Oryeralogus cunicutins PAGANY 56 08
Pollo, Gallus gallius 20136 32 03
Cobayo, Cavia porcelluy Piodl3 55 71

5
A
fo
~J

Hamster, Cricemdns longleandaiies QOUZERS

Pardsito, Fasciola hepdtica P36T0 40 34
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La secuencia de 852 pb se tradujo a seeuencia de aninodcidos usando la paging web
hip/arbl evimbs.colostate edu/molkittranstate, resullando un marco de lectura continuo
de 648 pb gue codifica para una proteing de 215 aminoicidos, que corresponde a una
submnidad de la proteina GST, Utilizando el programa Protean de DNastar se calcuto el
peso molecular correspondiente a la subunidad, en 25181 kDa y un puito isoekéetrico
{pl) de 8321, Se han encontrado pesos molecutares muy similares en GSTs de otios
organismos (mson ef al, 1997 Rosa de Lima er af.,, 2002), La composicion de
aminedcidos en porcentare de frecuencin fuer aminoscidos bisicos (KR) 13.95%,
aminodcidos acidos (1) 12.55%, aminodeidos bidroftbieos (AILFWYY 31.62 v

aminodcidos polares (NCQRTY) 26.97%,

La secuencia deducida de aminodeidos se alined con GSTs 5 de otros organismos por
medio del algoritmo Chustal (Hippins, Bleasby & Fuchs, 1992) utilizando programa de
a pagina web httpfsearchlauncher bem-tme.edu/multi-align/options/clustalw nimfb. Al
ipual que en  CuZnS0L, se pudo observar el alto nivel de conservacion entre las
seevencias aminoscidicns de las enzimas GST (Figura 11). La region del N-terminal de
bas GST's es altamente conservada, y es en esta region donde se encuentra e sitio de
union al platatidn; mientras que el extremo carboxilo es mas varable, y en esta altima
parte radica la especificidad de la enzima (Vailluenvier, 1997, Ketlerman ef af., 2001),
Como en otras GSTs, la GST de camardn contiene la vepidon altamente conservada
FENLPYYIDGILY entre os restduos 58 y 67, y que corresponde ab sitio G de unidn al

glutation {Rosa de Lima er af., 2002},
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Fig, 11, Alincamiento de secucncias aminoacidicas entre GS7T de 72 vannamed y otros

organismos. La region marcada con asteriscos corresponde ab sitio de unidn con el

glutation, Las regiones sombreadas en negro representan a los aminoteidos idénticos de

GST de varios organisimos y s sombreadas en pris indican los reempliazos conservados.
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Iiseno de oligonucledtidos especificos para CGsT

De acuerdo a b osecuencia que se obluvo similar a OB, se disciiaron oligonucledtidos
especificos para un fragmento interno de 302 ph. Para ol disefio del oligonuctedtido
sentide (GST Fw) se wtilkzd la region PRDYDKSE, que corresponde a la secuencia
nucleotidica 53" CCAGACTACCACAAGAGCGAATG 3, ubicads o parr del
nucledtide 142 de la sccuencia obtenida similar a GST, ¥ para ¢! oligonucledtido
anlisentido (GST Rv) se otilizd la region TYIDFLAY, gue corresponde al reverso
comiplemento de 3" GTAGOCCAGGAAGTCGATOTAGO 37, que se encuenira ¢n o
nycledtido 475 de la misma secuencia (Figura 1) Bstas secuencias aminoacidicas son

altamente conservadas entre las GST's de este tipo.

Deteceidn del mensaie de CuZnBSOD en diferentes teiidos de camaron

La deteceidn del mensaje de CuZnSOD se hizo por RT-PCR (Innis ¢f af., 1990) a partiy
de RINA tota) de 5 tejidos de camardn (hepatopineieas, hemocitos, masculo, pledpodos,
y branguias), lo cual también permitio Ia comparacidon de Ja abundancia del mensaje de
CudnSOL entre estos tejidos. También se utilizd como control y punto de comparacion
b amplificacidn de un fragmento de 500 pb de 1o proteina ribosomal 121 de P
vannamed reportada en el GenBank con nomero de acceso BETESGS. La expresion de
proleinas ribosomales se utiliza como control, ya que por ser proteinas constitutivas, se
CEPCTD Gue estos pgencs se expresan constaptemente y nuntengan niveles estables de sus

MRNAs (Bariftas-Mury ef al., 1999, Yu ef af., 2000).

Al amplificar ! eDNA con los oligonucledtidos SODRNFw y SODNRy de CudnisOI0, se
esperaba obtener bandas de 289 pb, mientras que con L2 Fw y L21 Ry de la proteina
ribosomal L21, de 500 pb. En pel de agarosa se pudo observar ta amplificacion del

fragmento de 289 pb de CuZnSO en los tejidos hepatopancrens, hemocitos, misculo y
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branguias, no asi en pledpodos; mientras gque para las amplifteaciones del fragmento de

SO0 pb de L21 se observd [a bands deb tamafio esperado en todos Tos tejidos (Fieura 12).
| J . BB

Para determinar la abundancia relativa del mensaje de CuZnSOR an los tejidos y contra
el mensajo de L21, se utilizg el programa 10 Tmage Analysys Software del sistema de
fotodocumentacidn Kodak DC 120 (Rochester NY, EUAY que puede determinar la

intensidad de las bandas, permitiendo comparaciones cuantitativas,

in este caso se utilizd ¢l pardmetro intensidad media, que oy el promedio de la
imtensidad de los piseles dentro del rectdngulo que definve a la banda. De acuerdo 3 los
valores obtenidos, en fa expresion del mensaje entre tefidos no hay una diferencin
significativa, sin embargo al normalizar por comparacion con 121, se observd que el
mensaje para CuZnSOD es casi 2 veces menos abundante que para 121 (Tabla 5), Esto
mdica una baja abundancia del mensaje de CuZnSOD, ya que pungue tas proleinns

ribusoniales son constitutivag, se expresan en sbundancia moderada (Barillas-Mury et

al,, 1999, Yu et al, 2000). Esto apoya fa hipdtesis de que no se haya encontrado al
¢DNA completo de fa CoZnSOD en ¢l “sereening” del bango de genes, debido a Ya baja

cantidad de su mRNA,

Deteceidn del mensaje de GST en diferentes tendos de camardn

la deteecion y comparacion del mensaje para GST, se hizo de la misma manera que
para CuZnSOD. Al ipual que para CuZnSOD, se uwtilizaron 3 tejidos de camaron v a la
proteina L2 como control y referencia, En el case de GST se utibizaron los
oligonuctedtidos GET Fw y GST Ry para la amplificacion de un fragmento interno de
302 b de la secuencia obtenida anteriormente, simitar a GST v 1.2 Fw y L21 Ry para
la amphficacion del fragmento de 300 pb de la proteina ribosomal L2 Al analizar en
pel de agarosa los productos de amplificacion se pudo observar el fragmento de 362 pb
de GST en los tejidos hepatopanereas, hemocitos, misculo y branguias, excepeidn de

Nedpodos, 1al como sueedid con CuZnSOR (Figura 13),
plew) , g ‘
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Al igual que para CuZnSOD, para determinar la abundancia det mensaje de GST
comparando entre tefidos y contra e mensaje de L21, se utilizd ¢ programa /13 [mage
Analvsys Software deb sistema de fotodocumentacion Kodak DC 120, wsando el
pardmetro intensidad media, De acuerdo a fos valores oblenidos, por comparacion con
L21 se observd que el mensaje para GST es cast 1.5 veees menos abundante que L21,
ademas en la expresion del mensaje entre tejidos se observan diferencias, stendo mis
abundante el mensaje en hepatopinereas y branguias {Tabla 5), Esto la ubica comuo una
profeina gue se expresa en abundancia menor a las proteinas ribosomales (Barillas-Mury

et ab, 1999 Yu et al., 2000).

Amplifieacion con oligonuctedtidos degenerados par ¢l gen completo de CuZnsOD

Ademiy de realizar la bisqueda del gen de CuZnSOD en el banco de genes de
de ¢cDNA) para la cual se disefaron oligonucledtidos especificos (CudSODIFw y
CuSCDIRY) (Tabla 1), y asi oblener los extremos {altantes de este gen. Sin embargo no
se lepd al resultado esperado, aunqgue se obtuvo una secuencia similar a la subunidad |
de citocromo ¢ oxidasa, ya repovtada para Povannamel y con numero de aceeso en el
CGienBank X82Z503,1, Por lo anterior se intentd a amplificacidn del gen completo a partir

de DNA pendmico.

Eatas amplificaciones por PCR se hicieron utilizando tos oligonucledtidos degenerados
CuZnSODEW3 y CuZnSODRY3 diseiados en este trabajo a partir de secuencras
comservadas para CuZnSOD de diferentes organismos ¥ con los cuales se esperaba un

producto de 465 pb o mayor,
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Fig. 12, Analisis clecuofordtico de la expresion ded mensaje de CuZnSOL contra una
proteing constitutiva en diferentes tejidos, Panel A Producto de amplificacion a pactir de
50 np de cDNA equivalentes o RNA mensajero de Hp, Hm, M, Py B utilizando
oligonucledidos especificos para CuZnS00. Panel B: Producto de amplificacton de la
proteing sonstituliva L21 a partir de 50 ng de cDNA equivalenies o RNA mensajero de
log mismws tejidos, Hp, hepatopinereas; Hm, Hemocitos; M, misculo; P, pledpodos y 13,

Dranguias,
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Fig, 13, Anplisis clectroforético de la expresidn del mensaje de GST contra una proteina
constinutiva en diferentes tejidos, Pane! Ax Producto de amplificacion a partir de 50 ng
de cDNA equivalentes a RNA mensajero de Hp, Hm, M, Py B utilizando
oligomicledtidos especificos para GST, Panet 13 Producto de amplificacion de la
proteina constitutiva L21 a partir de 50 ng de cONA equivalentes a RNA mensajero de
bos mismaos tejidos, Hp, hepatopdnerens; Hm, Hemocitos; M, misculo; P, pledpodos v B,

branguiag.
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Tabla 5 Comparacion del nivel de expresion entre CoZnSOD v GET con ia proteing
ribpsomal 121, Los valores que se muestran para Jas intensidades medias de CuZnSOD,
GST y 121, esthn dados en pixeles. Hp, Hepatopdnereas; How Hemocios; M Muiscutbo

P: Pledpodos y I3: Branguias., NI, no determinado

Tejido Cu Zn 50D (it

121 SOD T L2SOD L2 GST L2UGST
Hp 23553 165.35 .42 22227 17973 1,23
Hm 240.65 16215 .48 22060 153,82 EE
M 23942 17373 .38 22269 13991 .59
p 235.53 0 NI 207.27 0 ND
3 23860 174.52 1.37 22050 180,13 1,22




4

o una primera amplificacion wtilizando condiciones de baja astringencia y a panir de
DNA pendmico de camardn blanco (Povannamed), camardn azul (P spdivosiris) y
camaron calé (P, californiensis), se obtuvieron productos de diferentes amafos en lus
tres especies. Para comaron blanco se obtuvo una banda arriba de los 300 ph, ey
camaron azul una banda de ~ 400 pb y en camardn calé s¢ observaron tres bandas (300,

SO0y ~ 700 pby (Figura 14),

ado que Ta amplificacion con estos oligonucledtidos produjo bandas en 1os manos
esperados, se siguid trabajando pero sélo con eamardn blanco, que es la maleria de
estudio en este trabujo. Se hicieron varias amplificaciones a partiv de DNA gendmico
con estos oligonucledtidos, utilizando varias muesiras de acuerdo a su disponibilidad. I
numero  de bandas obtenidas vy su tamafio fué vartable, sin embargo  alpunas
perminecivron constantes en las diferentes muestras, Fstos fragmentos fueron de 350,
500, 650, 850 y 1200 pb (Figura [5), los cuales se purificaron a partir det gel de agarosa
¥ se euantificaron por comparscidn con un estindar para DNA, como se muestra en la

fipura 16,

Para oblener suficiente canudad de DNA de cada banda, sc hicieron  varias
amplificaciones y purificaciones. Al final se obruvieron, en total, 57 ng de la banda de

500 pb, 61 ng en fa de 650 pb, 82 ng en la de 800 pb y 57 ng en la de 1,200 pb,

Ohigonueledtidos Depenerados para CuZnSOD

Los productos amplilicados asteriormente con oligonucledtidos  degencrados  para
CuZnS0D, se clonaron en el sistema pGEM-T Basy, Para osto se hicieron tres
reaceiones de clonacion, una que conlenfa el DNA purificado a partir de Jas bandas de
500y 650 pb (118 ng), ova con 82 ng de DNA de Ja banda de 800 pb v ba tereera con 57
g de Ta banda de 1,200 pb; a las cuales Ramaremos A, By C, respectivamente. De cada

una de ellas se obtuvieron colontas transformadas, gue s¢ observaron de color blanco
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Fig. 14, Productos de amplilicacion uwtilizando 50 y 150 np de DNA penomico de
zamardn blanco (Povannamed) (eariles 1y 2), camardn axul (P sopdivosiris) (careifes 3 y

43 y camardn café (P. californiensis) (carriles 5 y 6), con oligonuciedlidos degenerados



T

ph

Fig, 15 Amplificaciones a partit de DNA genomico de camardn Blanco (200 ng),
whitizando oliponucledtidos degenerados para CuZns00. Panel A Amplificacion de
bandas de 350, 650 y 1200 ph. Panel 30 Amplificacion de bandas de 500 y 850 ph. Panel
CooAmphificacion de bandas de 330, 500, 800 y 1200 pb, M: Marcador de peso

molecular I KD plus DNA Ladder,
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Fig, 10, Electroforesis en pel de agarosa 4l 15% para la cuantificacion de las bandas de
DNA amplificadas con oligonucledtidos degenerados para CuZnSOD, Camiles 2,3 y 5,
banda de 1200 pb. Carriles 1, 6, 7, 8 ¥ 9, banda de 850 pb, Carnl 4, banda de 650 ph.
Carrtles 10, 11y 12, banda de 500 pb, M1: Marcador de peso molecular Low Mas DINA

Ladder, M2: Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder.
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de las cuales se cligieron 20 en cada caso y se analizaron por electroforesis de IDNA
superenrrollade (Figura 17). En bage a la diferencia en Ia migracion se observaron varias
recombinantes y se eligieron 13 posibles clones (4 de la reaccion A, 5 de la reaccion 13 y

4 e fa reaceion O,

e estos 13 posibles clones se aisho ¢l DNA plasmidico y se digiricron con FeoR) para
Hiberar los insertos Higados (Frgura 18), In todos se abservd T presencia de bandas de
los tamanos esperados para los insertos clonados. Se eligicron 8 posibles elones (3 de A,
4de By Ide )y se determing su secuencia ulilizando los oligonucleotidos del vector
pLOEM-T Easy (M13 Rv ¥ T7) Las muestras fueron; de la reaccidn A (insertos de
SO0+050 pb} los posibles clones |, 3y § (Mamados 15, 35 y 55); de 1a reaccion B (800
clan 6 (Hamado 612). Sin embargo al analizarse Jag secuencias por BLASTX {Altschul,

et al,, 1990), no presentaron hotmologia con CoZnSOD.

La caracterizacion del ¢DNA completo de Ia CuZnSOD por diversas estralegiasg, no tuvo
exito, Esto podrin indicar que este gen de camardi se expresa en bajos niveles vy difiere

bastante en los extremos 57 ¥ 3°, o que se confirmard en estudioy posieriores,
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Fig, 17. Blectroforests en gel de agarosa al 1.5% de DNA superenrrollado de Tos clones
positivos  provententes de tos  productos de  amplificacidn  con oligonucledtidos
degenerados para SOD-Cu Zn, Panel A Reaccidn de clonacion de los fiagmentos de
S00 y 630 ph. Panel B: Reaccion de clonacidn del fragmento de B350 pb, Panel

Reaccion de clonacidn del fragmento de 1200 pb, Lag muestras elegidas come posibles
positivas  estin . marcadas con "o Mo Marcador de peso molecular para IINA

superentrollado
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Fig., 18, Digestiones de clones positivos con FeeRl para identiicacion  de
recomrinantes, Carrtles impares, muestras sin digertr, Carrtles 2, 4, 6 v B muestras 1, 3,
5y 12 digeridas, provenientes de la reaceion de vlonacion para los fragmentos de 300 y
O30 ph. Carriles 10, 12, 14, 16 y 18, muestras 1, 2, 4, 8 y 14 digeridas, provenientes de
Fa reaceitn de clonacion para el fragmento de 850 pb. Carriles 20, 22, 24 v 25, muestras
digeridas de la reaccion de clonacion para ¢ fragmento de 1200 pb. M: Marcador de

peso molecular 11K plus IINA Ladder.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La uhlizacion de sondas marcadas es un método ampliamente utilizado para fa bisqueda
de genes especificos, sin embargo, sungue se usaron diferentes forming de marcaje en la
bitsqueda de) cINA ¢ompleto de la CuZnSOD, no fué posible obtener Ja secuencia
completa. Ya que esto pudo deberse al bajo nivel del mRNA de la CuZnSOD, T cual se
observe en diferentes tejidos de camardn, en estudios posteriores se podrdn utilizar
organismos on los que se haya inducido @ su sistema antioxidante, y de esta manera
asepurar fa presencia del mensaje para esta enzimg que es allamente inducible, Asi, se
podrd obtener al gen completo de la CuZnSOD ademds de coroborar T secuencia

oblenida en este trabajo,

In cuanto a GST, se obluvo la secuencia coniplela para esta enzima, donde se pudicron
observar las caracteristicas que comparte la GST de camardn con las de otros

OFganismos,

En este trabajo tambidn se detectd In expresion para CuZnSOD y GST en varios 1ejidos,
pero no en todos los evaluados, por lo cual en estudios posteriores se podrd evaluar sy
nivel de expresion en condiciones que puedan inducir a su sistema antioxidante y
estudiar st hay una induecion tejido especificon, ademds de buscar los mecanismos

especificos de induceion,
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APENDICE

A continuacion se muestran as secuencias de clones 61, 13 y 33, provenientes de la
bidsqueda en el banco de penes de hepatopdnereas de camardn blanco, asi como su
andlisis por comparacion con la base de datos del NCBI wtilizando BLASTX. Se Hama
secuencia cruda a aquella que proviene directamente del proceso de secuenciacidn, y
secupneia depurada a la que se ha procesado eliminando 1a secuencia correspondiente ¢

vecior,
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Clon 13

1. Sccuencia cruda (determinada con oligonucledtido T7)
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Clon 33

1. Secuencis cruda (determinada con oligonucledtido M13 Rv)
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