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INTRODUCCION

La enzima Citidin Desaminasa Cdd de B. subtilis participa en la ruta de salvamento de
pirimidinas (1). Sin embargo, evidencia genética reciente ha involucrado a esta enzima en
procesos de mutagénesis y reparacion del ADN (2). A este respecto, se encontro que la
sobreexpresion y/o eliminacion de cdd incrementé la mutagénesis durante el crecimiento
B. subtilis. Se postulo que estos efectos son resultado de un desbalance en la desaminacion
de bases que afectan la correcta operacion del sistema de reparacion de bases
erroneamente apareadas (MMR). Por lo tanto, se hipotetizdo que Cdd es capaz de operar
sobre ADN genomico catalizando la desaminacion hidrolitica de citosinas para generar
uracilo, el procesamiento del uracilo a través de la Uracil DNA glicosilasa Ung o la
Endonucleasa V YwqL generaria puntos de acceso para el sistema MMR (2,3). A la fecha se
desconoce si Cdd es capaz de reconocer y desaminar ADN de cadena sencilla y/o doble,
Para investigar si Cdd es capaz de desaminar DNA de doble cadena, en el presente estudio
se diseno una estrategia molecular basada en la incapacidad de una enzima de restriccion
de operar sobre su sitio de reconocimiento después de ser ofrecido como substrato a la
enzima Cdd.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Se utilizara como blanco de accion de Cdd una secuencia de ADN de 730 pares de bases
con un sitio unico de restriccion Bfal contenida en el vector de clonacion pUC18 (Fig. 1).
Utilizando la estrategia experimental mostrada en el Esquema 1, el fragmento de ADN
blanco se incubara con la proteina recombinante His,-Cdd purificada mediante
cromatografia de afinidad. En este ensayo se espera que la desaminacion del sitio Fbal
dependiente de His,-Cdd impida la acciéon de la enzima de restriccion generando una
banda intacta (Esquema 1). En caso contrario, la accion de Fbal producira dos fragmentos
de ADN (Esquema 1).
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RESULTADOS

La secuencia de interés fue amplificada mediante PCR utilizando los oligonucleotidos
especificos que flanguean este fragmento (Fig. 1); luego de purificarlo, el tamano del
fragmento amplificado fue corroborado en un gel de agarosa tenido con bromuro de etidio
(Fig. 2). Se corrobord que el tratamiento con Fbal genera dos fragmentos, uno de 522 pb y
otro de 208 pb, como se muestra en la Figura 3. Actualmente, se cuenta con la enzima
purificada His6-Cdd lo que nos permitira en experimentos futuros investigar su capacidad
de desaminar ADN de doble cadena utilizando |a estrategia planteada en este estudio
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Figura 3. Gel de agarosa al 1%, mostrando la
produccion de los fragmentos de ADN
esperados después tratar el fragmento de ADN
mostrado en la Fig. 1 con la enzima Bfal.

Figura 2. Gel de agarosa al 1% mostrando el
fragmento de 730 pb amplificado por PCR
usando como blanco el plasmido pUC18.

CONCLUSION

Se obtuvo un fragmento de DNA con un sitio unico de corte para la enzima Fbal el cual nos
permitira investigar si la enzima Cdd de B. subtilis es capaz de desaminar DNA de doble
cadena.
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Esquema 1: Procedimiento experimental desarrollado para las pruebas de desaminacion. Se inicia incubando la
secuencia de ADN con la enzima Cdd en 4 diferentes concentraciones; 1, 2, 4 y 6 mg/ulL, y a 1,2,4 y 8 horas de
incubacion a 30 °C. Finalizado su proceso de incubacion, se precipita el ADN con 2 plL de acetato de sodio y 50 pL de
etanol absoluto, posteriormente se realiza la restriccion empleando la enzima Bfal y se corre una electroforesis
para evidenciar la condicidn en la que se encuentra la secuencia de ADN, pudiendo ser desaminado si es que no
hubo restriccion o no desaminado y la restriccion dio como resultado 2 fragmentos; uno de 522 pb y el otro de 208

pb.
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