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Introducciéon. En las plantas, diversos procesos
fisiolégicos son mediados por enzimas llamadas
peroxidasas que catalizan la oxidacion de una amplia
variedad de sustratos utilizando H,O, como aceptor de
electrones. Las peroxidasas son utilizadas en diversas
aplicaciones industriales y analiticas (1). La fuente
principal de peroxidasas es el rdbabo picante (Armoracia
rusticana) que no crece bien en México por lo que se han
buscado fuentes alternativas, de entre ellas, las
isoperoxidasas de nabo (Brassica napus) presentan
buena actividad enzimatica y son termoestables (1). La
clonacién de peroxidasas de plantas en Escherichia coli
se ha llevado a cabo con éxito, asi como su posterior
plegamiento y activacién (2). El objetivo de este trabajo
es clonar una isoperoxidasa de nabo (Brassica napus
ar. purple top white globe), expresarla en E. coli. y
plegarla in vitro para obtenerla en forma activa.

Metodologia. Se coseché nabo de 5 semanas y se
extrajo RNA total por el método del trizol. Mediante
reaccion de RT-PCR se sintetiz6 el DNA complementario
(cDNA) el cual se utilizd6 como plantilla para amplificar el
gen de peroxidasa (BnPA) utilizando oligonucleétidos
especificos: PALF 5-aataaatggctgtagcaaactcgtc-3' vy
PA1R 5'-ctagtcctcgcatttttcacatttc-3’. Se realizé la
construccion pGEM-T::BnPA con la que se transformé
por choque térmico E. coli JM109 y se extrajo DNA
plasmidico. Se comprob6 la presencia del inserto por
PCR y se envi6 para su secuenciacion. Se disefiaron
oligonucleodtidos para insertar la secuencia en el vector
de expresion pET28a usando sitios para Ndel y Hindlll,
PA2F: 5-acatatgcagttaaacccaacgttttactc-3'y PA2R: 5'-
aaagcttctaggattgtccattaaccaccttac-3’' (las secuencias de
restriccién se encuentran subrayadas).

Resultados y discusién. Se obtuvo RNA total de
concentracion 2.35 pg/ul y una relacion Axgo/Azgo mayor a
2. La reaccion de PCR con PAL1F y PA2R amplificé un
fragmento de 1098 pb correspondiente al gen BnPA. La
amplificacion con PA2F y PA2R produjo una banda de
932 pb correspondiente al tamafio del gen BnPA que
codifica para la proteina madura. El andlisis de la
secuencia nucleotidica de BnPA revela una homologia
del 99% con la peroxidasa de nabo reportada en la base
de datos NCBI con nimero de acceso AY423440 (3), y

89% con el gen ATP29a de A. thaliana (No. de acceso
AY519360). La proteina deducida consta de 358
aminoacidos, peso molecular de 37 kDa y pl de 4.65. Las
diferencias en homologia no se encuentran dentro de los
sitios conservados entre las peroxidasa de plantas, y se
deduce que no afectaran el plegamiento o la actividad
enzimatica. Se liberd el inserto de pGEM-T::BnPA con
Ndel y Hindlll y se hizo la construccion pET28::BnPA y
actualmente trabajamos en la expresion de la proteina.

Fig. 1. (M) Marcador de peso molecular (Fermentas), (1) RNA
total, (2) cDNA, 1098 pb, (3) producto de PCR con oligos PA2F
y PA2R, 932 pb.

Conclusiones. Se extrajo RNA de buena calidad a partir
de nabo, que permitié sintetizar un cDNA. Se logré ligar
este cDNA en un vector de clonacion, y se obtuvo la
secuencia que codifica para una peroxidasa acida de
nabo.
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