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Introduccion

Las células se enfrentan constantemente a factores
ambientales e intracelulares que pueden promover la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los
radicales de oxigeno tienen el portencial de modificar la
estrutura quimica de sus genomas, con consecuencias
citotéxicas y genotéxicas. En Bacillus subtilis, el estres
oxidativo, activa la expresion de distintos circuitos
genéticos cuyos productos le permiten prevenir y/o
eliminar el dafio que genera el estrés oxidativo sobre su
material genético. No obstante, existen genes como yhaZ,
cuya funcioén, es aun desconocida. Este gen se compone
de 1,071 pb y su producto predicho posee homologia con
Alquilpurinas-ADN-N-glicosilasas, proteinas vinculadas
con la reparacion del DNA. Sin embargo, estudios
recientes muestran que yhzA, posee ademas, homologia
con la proteina de la familia TET (por sus siglas en Ingles
ten-eleven translocation) con funcién de metilcitosinas
dioxigenasas [4-8. Para determinar la funciéon bioquimica
de YhaZ y facilitar su purificacién, en el presente proyecto
se obtuvo una cepa de E. coli portando un plasmido para
sobreexpresar a yhaZ y generar una proteina
recombinante Hisg-YhaZ.

Resultados

l. Andlisis, mediante restriccion, del vector pJET
1.2/blunt conteniendo al gen yhaZ

Figura 1. A). Fragmentos obtenidos de las digestiones enzimaticas realizadas
con BamHI y Hindlll del plasmido pJET 1.2/blunt que contenia el marco de
lectura abierto del gen yhaz. En los carriles 1 y 2 se aprecia la linealizacion del
plasmido, en el carril 3 se observan las bandas generadas por la restriccion
conjunta de las enzimas BamHI y Hindlll, liberando al gen yhaz (aprox. 1,071
pb) del vector pJET 1.2/blunt (aprox 2,974 pb). B) Mapa del plasmido pPERM
1890; pJET1.2Blunt conteniendo el marco de lectura abierto del gen yhaz con
sitios de corte para BamHI y HindlIl.

Il. Obtencién de una cepa de E. coli portando una
construccion para la sobreexpresion heteréloga del gen

yhaZ
El gen yhaZ, iberado del plasmido pJET1.2/Blunt, se
subclon6 en entre los sitios BamHI/Hindlll en el sitio de
clonacién multiple del vector de expresion pQE30,
obteniendo la construccion pQE30-yhaz
(pPPERM1891)(Fig. 2).

pPQE30+yhaz

4532 pb

Figura 2. Mapa del plasmido pPERM1891, pQE30 conteniendo el marco de
lectura abierto del gen yhaZ entre los sitios BamHI y HindlIl.

A continuacion, se prepararon células competentes de
la cepa E. coli XL-10 Gold y se transformaron con el
plasmido pPERM1891. Se seleccionaron colonias
resistentes a ampicilina (Amp); de estas, se eligieron 4,
las cudles se sujetaron a andlisis de restriccion de
minipreparaciones de ADN plasmidico, utilizando las
enzimas BamHI y Hindll. Los resultados obtenidos se
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Figura 3. El DNA plasmidico extraido de 4 colonias transformantes
(Carriles 1, 3, 5, y 7) se sujeto a restriccion con las enzimas BamHI y
Hindlll (Carriles 2, 4, 6, y 8). Los productos generados separados en
un gen de agarosa mostraron dos bandas de ADN, una de 3461 pb,
correspondiente al vector pQE30, y otra de 1071 pb (Carriles 2, 4, 6, y
8). Consistente con el tamafio del gen yhaZ. M. Maradores de ADN.

Conclusion

Se obtuvieron cepas de E. coli XL-10 portando la
construccion pPERM1891 (pQE30+yhaZ) para la
sobreexpresion heterologa de gen yhaZ.

En estudios futuros, las cepas se utilizaran para
corroborar la sobreproducciéon de una proteina
YhaZ etiquetada con 6 hostidinas, asi como su
purificacion mediante cromatografia de afinidad,
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