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Introduccidn. Las proteasas o peptidasas son enzimas
que se utilizan en diversos procesos industriales,
principalmente en la tecnologia de alimentos, y como
medicamentos. Por otra parte se prefiere el uso de
proteasas de origen vegetal, como la papaina. Se ha
demostrado que las proteasas de Jacaratia mexicana
pueden competir favorablemente en aplicaciones
industriales donde se usa la papaina ™ Dado que esta
planta no ha sido domesticada, el objetlvo de este trabajo
es buscar una alternativa de produccion de estas
enzimas, utilizando un sistema mas sencillo y controlable
que dicha planta silvestre como Escherichia coli @

Metodologia. La extraccién de RNAfq, se realizé a
partir de hojas de plantulas de J. mexicana de 12-15 cm
de altura, germinadas en medio Knop. Para la extraccion
de RNAtq, de las hojas se utilizd un PureLink micro-to-
midi Total RNA Purification System, Invitrogen. Con el
RNAT. extraido se realizé la sintesis de cDNA por RT-
PCR, se amplific6 por PCR un fragmento interno con
oligos disefiados en nuestro laboratorio de aprox. 500 pb,
éste se inserté en TOPO-TA (Invitrogen). Posteriormente
se disefiaron iniciadores internos para la amplificacion de
los extremo 5" y 3" del gen por la técnica de RACE
(Amplificacion rapida de los extremos codificantes) y se
secuenciaron los insertos clonados en TOPO-TA, se
depuré la secuencia y se compard con la secuencia de
aminoacidos de la mexicaina **

Resultados y discusion. Se obtuvo 250 ug/g de RNATor
de hoja con un rendimiento estimado de (25.7%), valor
similar al obtenido por nuestro grupo de trabajo a partir
de hojas de plantas adultas de J. mexrcana y al obtenido
con hojas de papaya (Carica papaya) La secuencia
interna del gen amplificada por PCR a partir de cDNA con
los iniciadores disefiados en el laboratorio fue de aprox.
500 pb, con la técnica de 3" y 5’'RACE se obtuvo la
secuencia del gen completo de aprox. 1500pb. A partir
del analisis. del gen se localiz6 la secuencia de la
proteina madura (642pb), dicha secuencia es similar con
respecto a otras proteasas cisteinicas de origen
vegetal . El andlisis comparativo de la secuencia de
ammoamdos de la mexicaina reportada por el grupo de
trabajo *%) mostré un 85% de similitud con respecto a la
proteina madura (Fig. 1). Ademas la secuencia del gen
no presentd cambios significativos en la regién del sitio
activo. La perspectiva del trabajo es la sobreexpresion de
la proteina en un sistema mas amigable que la planta
nativa
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Fig. 1 Comparacién de secuencias de proteinasas cisteinicas
de Jacaratia mexicana

Conclusiones. La secuencia del gen tiene alta similitud
con respecto a la secuencia de aminoacidos de
mexicaina de Jacaratia mexicana.
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