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RESUMEN:

Las proteinas inactivadoras de los ribosomas (RIPs) son una familia de proteinas
gue poseen la actividad ARN N-glicosidasa, la cual inhibe la sintesis proteica de
los ribosomas. Usualmente se encuentran en plantas y se les atribuye una funcién
defensiva. No obstante, algunas RIPs presentan poca o nula actividad inhibitoria
de los ribosomas o se ubican en diferentes compartimentos celulares, por lo que
se han generado hipotesis que plantean otras funciones biolégicas. La
mayehuelina es una RIP tipo | que se acumula de manera abundante en el cogollo
de Agave tequilana, la estructura de esta planta con mayor resistencia al calor.
Debido a su alta concentracion en el cogollo y a una variacién alélica natural en el
sitio activo de la proteina se postula que la mayehuelina podria favorecer la
resistencia al estrés caldrico. En este trabajo se expreso y evalu6 el efecto de la
mayehuelina en el crecimiento y la tolerancia al calor de Saccharomyces
cerevisiae. Se expresaron dos versiones de proteina recombinante construidas en
un vector que permite su expresion regulada en S. cerevisiae: la primera so6lo con
la proteina madura y la segunda fusionada al epitope V5 y a una etiqueta de
histidinas. Los vectores fueron introducidos en la cepa W303-1a y la expresion de
la proteina recombinante fue inducida en las células transformantes en medio
minimo con D-galactosa. Para realizar la inmunodeteccion se purificé el anticuerpo
de mayehuelina inducido en suero de conejo. Inmediatamente después, se evaluo
su nivel de termotolerancia basal e inducida. So6lo se logré6 expresar la
mayehuelina fusionada al epitope V5 y los resultados mostraron que la proteina
recombinante no fue téxica para las células, ya que no afectd su crecimiento a la
temperatura 6ptima (25°C) respecto a la cepa control. También se observo que las
células que expresaron a la mayehuelina fusionada al epitope V5 aumentaron
significativamente su termotolerancia basal. Por el contrario, en el caso de la
termotolerancia inducida no se detectaron cambios significativos respecto a la
cepa control. Estas evidencias confirmaron la hipotesis de que la mayehuelina
estd relacionada con la resistencia al calor. Sin embargo, queda aun por
estudiarse el mecanismo de accion y la posible actividad ARN N-glicosidasa de la

mayehuelina.



1.0 INTRODUCCION:

Las proteinas inactivadoras de los ribosomas (RIPs, por sus siglas del inglés
Ribosome Inactivating Proteins) son una familia de proteinas que poseen actividad
ARN N-glicosidasa, la cual rompe irreversiblemente el enlace glicosidico en la
posicion conservada 4,324 (GAGA*A) de la subunidad 28S del ARN ribosomal
(rARN) de los eucariontes, asi como la posicion homoéloga 2,660 de la subunidad
23S de los procariontes (De Virgilio et al., 2010; Shi et al., 2016). Este sitio se
ubica en una regién denominada el lazo sarcina-ricina (SRL, por sus siglas en
inglés [a-sarcin-ricin loop]), la cual se requiere para la elongacién de los péptidos
sintetizados (X. Shi et al., 2013). Esta modificacién inhibe la sintesis proteica ya
qgue impide la unién o el correcto funcionamiento de los factores de elongacion 1y
2 (EF-1 y EF-2) eliminando la actividad traduccional del ribosoma (Barbieri et al.,
1993; X. Shi et al., 2013; Chen et al., 2015).
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Figura 1. Mecanismo de accién de las RIPs en el SRL del rARN 28S de células eucariontes. (Girbés et al.,
2004)

A pesar de que el nombre sugiere que algunas RIPs Unicamente depurinan al
rARN, también se ha observado que pueden tener afinidad por otros sustratos, por
ejemplo: el ARN de transferencia (tARN), el ARN mensajero (MARN), los ARN
virales e incluso el ADN, por lo que se ha propuesto denominarlas como
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glicosidasas de polinucléotidos de adenosina (Peumans et al., 2001; Stirpe, 2004;

Bolognesi et al., 2016). Sin embargo, no se ha llegado a ningan consenso.
1.1 Clasificacion

La clasificaciéon y funcion de las RIPs continia en debate. Principalmente se
dividen en RIPs tipo | y tipo I, aunque se ha propuesto un tercer grupo, las RIPs
tipo 1l (Schrot et al.,, 2015). Las RIPs tipo |, denominadas holo-RIPs, estan
constituidas Unicamente de una sola cadena (cadena A), con un peso molecular
entre los 23 y los 32 kDa, con la actividad catalitica ARN N-glicosidasa (Nielsen y
Boston, 2001). Sin embargo, de acuerdo con Peumans y colaboradores (Peumans
et al., 2001) las RIPs tipo | se subdividen en proteinas de una o dos cadenas, ya
que existen algunos ejemplos donde la cadena original es proteoliticamente
procesada, formando una proteina de dos cadenas unidas por interacciones no
covalentes. Las RIPs tipo I, conocidas como quimero-RIPs, presentan un peso
molecular de 60 kDa aproximadamente; son heterodimeros formados por la
cadena A, funcionalmente equivalente a la cadena de las RIP tipo I, unida por un
puente disulfuro a la cadena B con propiedad de lectina (Stirpe y Battelli, 2006).
Por ultimo, las RIPs tipo Il son proteinas traducidas como precursores que

requieren de un procesamiento para su activaciéon (Peumans et al., 2001).

RIP tipo 1 de 1 cadena [ ©\"
RIP tipo 1

RIP tipo 1 de 2 cadenas B b3

RIP tipo 2 I T Ricina
S—S

RIP tipo 3 | ] JIP60

B  Dominio N-glicosidasa
g
T Dominio Lectina

L ] Dominio desconocido

Figura 2. Estructura esquematica de los tres tipos de RIPs (Peumans et al. 2001).



De los tres tipos, las mas estudiadas son las de tipo Il, ya que varias proteinas
representativas de este grupo son citotoxicas; sin embargo, representan la menor
proporcion de RIPs conocidas (Stirpe, 2004). La abrina y la ricina, por ejemplo,
son sustancias que provienen de las semillas de Abrus precatorious y Ricinus
communis, respectivamente (Chen et al., 2015). El efecto toxico de estas semillas
es conocido desde hace siglos. Sin embargo, hasta finales del siglo XIX se purificd
el compuesto activo de ambas y se reconocié que eran proteinas de esta familia
(Bolognesi et al., 2016).

1.2 Transporte intracelular

En comparacion con las RIPs tipo |, usualmente se les atribuye mayor
citotoxicidad a las RIPs tipo Il, debido a la cadena B, que tiene la actividad de
lectina. Esta cadena les permite unirse a glicoproteinas de la membrana celular vy,
posteriormente, ser introducidas a la célula por medio de la endocitosis (Walsh et
al., 2013). Es importante destacar que las RIPs tipo Il se unen a diferentes tipos de
glicoproteinas de membrana, lo cual ejerce una importante influencia en la ruta
intracelular que siguen (Ferreras et al., 2011). Actualmente, se han descrito cuatro
principales rutas intracelulares (Figura 3) para las RIPs tipo Il. Las primeras dos
rutas consideran que cierta cantidad de RIPs es reciclada o eliminada, ya sean
excretadas fuera de la célula por endosomas o degradadas por medio de
lisosomas (Ferreras et al., 2011; Spooner y Lord, 2015). La tercera y cuarta rutas
facilitan la entrada de la cadena A al citosol, donde ésta puede ejercer su actividad
glicosidasa sobre los ribosomas. Para el caso de la tercera ruta, debido a su alta
concentracion, las RIPs son liberadas de manera espontanea en el citosol
(Ferreras et al., 2011). En la cuarta ruta las RIPs son transportadas primero al
aparato de Golgi y posteriormente al reticulo endoplasmatico, donde la cadena A
es separada de la cadena B para finalmente ser retrotranslocada al citosol
(Ferreras et al., 2011; Gadadhar y Karande, 2013; Spooner y Lord, 2015).

La ausencia de la cadena B en las RIPs tipo | limita su internalizacion a la célula vy,
por lo tanto, son consideradas poco toxicas. Sin embargo, pueden llegar a serlo si

son internalizadas por procesos naturales como la pinocitosis (invaginacion de la
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membrana celular que permite la entrada de sustancias sin la participacion de
receptores) o mediante procesos artificiales como los liposomas (Stirpe y Battelli,
2006). Por otro lado, las RIPs tipo | potencialmente podrian inactivar a los
ribosomas en la misma célula donde son sintetizadas. Sin embargo, también se
han observado algunos ejemplos donde son secuestradas en la vacuola, en la
pared celular, en cuerpos proteicos 0 son excretadas fuera de la célula para asi

evitar su accion en los ribosomas (Carzaniga et al., 1994).

Nigrina b Q

Ricina

Reconocimiento

/ Reciclaje
VNDOCHOSIS /

Lisosoma Endosoma Brefeldina

T
% 2 / B \

Alta
Concentracion

I
/ i
\J Reticulo

Ribosoma .o.f{‘i«:‘ ——— | Endoplasmatico
RETROTRANSLOCACION

Citosol

Figura 3. Destinos y rutas intracelulares de las RIPs tipo Il. 1) Las RIPs recientemente introducidas a la célula
son excretadas por los endosomas. 2) Las RIPs son llevadas a los lisosomas donde son digeridas. 3) El
endosoma libera espontaneamente a algunas RIPs en el citosol, que posteriormente inactivan a los
ribosomas. 4) Las RIPs son dirigidas al aparato de Golgi y posteriormente al reticulo endoplasmico donde se

libera la cadena A que es retrotranslocada al citosol. (Ferreras et al., 2011)

1.3 Distribucién y origen evolutivo de las RIPs

Esta familia de proteinas se encuentra ampliamente distribuida en el reino vegetal,
pero también se ha encontrado en hongos, bacterias, algas e incluso en algunos
tejidos de metazoarios (Girbés et al., 2004; Bolognesi et al., 2016; Schrot et al.,
2015) Actualmente se han descrito RIPs en diversos tejidos vegetales, de



aproximadamente 50 especies que pertenecen a 17 familias, destacando en
Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Sambucaceae, Phytolaccaceae, Caryophyllaceae
y Poaceae (Vivanco et al., 1999; De Virgilio et al., 2010). Ejemplos de RIPs tipo |
son la curcina, proveniente de las semillas de Jatropha curcas, la saporina, que se
encuentran en las semillas de Saponaria officinialis, la bouganina, aislada de las
hojas de Bougainvillea spectabilis, entre otros (Fermani et al., 2009; Lin et al.,
2010; Stirpe et al., 1983). Ademas de la ricina y la abrina, otras RIPs tipo Il en
plantas son la volkensina, aislada de las raices de Adenia volkensii y la
riproximina, obtenida de Ximenia americana (Severino et al., 2009; Voss et al.,
2006). El unico ejemplo conocido de RIP tipo Ill es JIP60, una proteina inducida
por jasmonato en hojas de Hordeum vulgare (Chaudhry et al., 1994; Choudhary et
al., 2008). En otros organismos como Escherichia coli se han descrito las Stx1 y
Stx2, las cuales presentan la cadena A de las RIPs (Di et al., 2012); mientras que
en algas so6lo se ha estudiado la lamjapina, una RIP tipo | encontrada en Laminaria
japonica (Liu et al.,, 2002). También se han descrito diversas RIPs en hongos
como son la sarcina proveniente de Aspergillus giganteus, la flamulina y la velutina
de Flammulina velutipes, la liofilina encontrada en Lyophyllum shimeiji, entre otros
(Endo y Wool, 1982; Lam y Ng, 2001; H. Wang y Ng, 2000; H. Wang y Bun, 2001).
Por ultimo, recientemente se descubrié in silico la presencia de RIPs en los
mosquitos Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus (Lapadula et al., 2013), lo cual
fue posteriormente confirmado experimentalmente en varias especies del género
Culex (Lapadula et al., 2017).

Existen tres hipétesis acerca del origen evolutivo de las RIPs en plantas
(Bolognesi et al., 2016). La hipétesis mas reciente involucra mayor informacion ya
gue toma en cuenta que las RIPs estan distribuidas en otros reinos (Bacteria,
Fungi y Animalia), por lo que establece que el origen de las RIPs ocurrio en algun
ancestro de Bacteria, de Archaea o Eukarya e incluso que las RIPs comenzaron a
evolucionar antes de que las tres divisiones divergieran (Lapadula et al., 2013).
Las otras dos hip6tesis son mas antiguas y no consideran la presencia de RIPs en
otros reinos, sin embargo, presentan su propia evidencia para el desarrollo de las

RIPs en plantas. La primera indica que las RIPs tipo Il se desarrollaron en un
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antepasado de las angiospermas. Posteriormente, las RIPs tipo | surgieron a partir
de una delecion de la cadena B (Lapadula et al., 2013). Por otro lado, la segunda
establece que un ancestro del dominio RIP se origind en una angiosperma hace
aproximadamente 300 millones de afios. A través de eventos de transferencia
horizontal con bacterias, las plantas obtuvieron el dominio lectina, dando origen a
las RIPs tipo Il. Por medio de una delecion de la cadena B y/o por evolucidon

convergente se originaron las RIPs tipo | (Peumans y Van Damme, 2010

A pesar de la nueva evidencia, el estudio de la evolucion y filogenia de las RIPs
aun presenta dos problemas principales: el nimero limitado de secuencias que se
tiene y su irregular distribucion en las plantas y otros taxa. Por lo anterior, el origen

evolutivo de las RIPs aun permanece desconocido (Bolognesi et al., 2016).
1.4 Toxicidad de las RIPs

Aunque todas las RIPs tienen la capacidad de depurinar el lazo sarcina- ricina de
los ribosomas, éstas no presentan el mismo grado de toxicidad (Walsh et al.,
2013). Existen diversas estrategias para evaluar el efecto toxico de las RIPs que
van desde ensayos de actividad in vitro en células cultivadas como los hepatocitos
de rata, los reticulocitos de conejo, e incluso las células HelLa, hasta ensayos in
Vivo, que expresan los genes correspondientes en bacterias o levaduras como E.
coli, S. cerevisiae, Pichia pastoris 0 Schizosaccharomyces pombe (Di et al., 2011;
Reyes et al., 2010; Wang et al., 2011). Diversos estudios han indicado que el nivel
de toxicidad no depende precisamente del tipo al que pertenece la RIP 0 a su
capacidad para depurinar los ribosomas (Li et al., 2007). Por ejemplo, la nigrina b,
una RIP tipo Il obtenida de la corteza del saluco (Sambucus sp.) tiene una
toxicidad practicamente nula. Se ha observado en células cultivadas y en ensayos
con ratén que la nigrina b es entre 1,000 y 10,000 veces menos toxica que la ricina
(Battelli et al., 1997; Ferreras et al., 2010). Mas aun, se ha observado que en S.
cerevisiae no toda la toxicidad de la ricina se debe a la inactivacion de los
ribosomas, lo cual sugiere que las RIPs tienen otros mecanismos de accion y
funciones no dilucidados (Li et al., 2007). Ademas, es importante destacar que no

todas las RIPs inactivan al ribosoma de la misma manera. A pesar de que todas
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depurinan el lazo sarcina-ricina, su sitio de reconocimiento y anclaje es diferente,
lo que genera diversos grados de efectividad (Chiou et al., 2008; Choi et al., 2015;
May et al., 2013).

1.5 Funcion bioldgica de las RIPs

El papel bioldgico de las RIPs en plantas aln no esta completamente esclarecido,
ya que no necesariamente todas las funciones biol6gicas estdn directamente
relacionadas con su actividad enzimética conocida (Bolognesi et al., 2016; Nielsen
y Boston, 2001). Por un lado, para entender el contexto de su actividad ARN N-
glicosidasa, varios estudios sugieren que las RIPs han evolucionado como
mecanismos de defensa contra la herbivoria (Schrot et al., 2015). Sin embargo, se
ha observado que la produccion de RIPs aumenta bajo diferentes condiciones
fisiologicas como la senescencia, la apoptosis, el estrés osmotico y el calérico
(Narayanan et al., 2005; Stirpe et al., 1996). Otros han estudiado que actian como
proteinas de reserva en las semillas (R.S. Liu et al.,, 2002). Incluso se ha
observado que RIPs tipo | como la PAP (Pokeweed Antiviral Protein) pueden tener
una funcion de regulacion negativa, ya que han sido capaces de inhibir la
traduccion de mARNSs por medio de su unién a la “cofia” (estructura cap-5’) y por
depurinaciéon del mensajero, en lugar de actuar sobre los ribosomas e inhibir por
completo la traduccién (Vivanco y Tumer, 2003). La PAP también tiene la
capacidad de inhibir la traduccién de ARNSs sin cofia, a través de la via IRES (Sitio
interno de entrada del ribosoma, del inglés Internal Ribosome Entry Site), sin la
necesidad de depurinar la cadena ribonucleica (Vivanco y Tumer, 2003). Todo lo
anterior, parece sugerir que no todas las RIPs estan involucradas con la
inactivacion de los ribosomas, en especial las RIPs tipo I, que usualmente
permanecen dentro de la célula que los sintetiza. Cabe destacar, que se ha
reportado un cambio natural de aminoacido en el sitio catalitico de la charibdina,
una RIP tipo I. La charibdina presenta una valina en la posicion 79 en lugar del
aminoacido conservado tirosina, presente en todas las RIPs conocidas
actualmente (Touloupakis et al., 2006), por lo que es posible que la charibdina

tenga una actividad enzimatica adicional o diferente a la de una N-glicosidasa.



A pesar de no conocer las diversas funciones y/o propiedades enzimaticas de
todas las RIPs, éstas han suscitado el interés para ser usadas en diversas
actividades humanas como la medicina y la agricultura. Algunas RIPs han
mostrado ser buenos candidatos como anticancerigenos (nigrina b), otras son
usadas como abortivos (tricosantina), y otras presentan propiedades que pueden
ser utilizadas como antiinflamatorios y antiespasmoddicos. Ademas, se ha
reportado actividad antiviral en plantas y animales, antibacterial, antifingica e
insecticida. Incluso, las RIPs tipo Il altamente toxicas como la ricina, han sido
utilizadas como armas bioldgicas (Bolognesi et al., 2016; Peumans et al., 2001;
Schrot et al., 2015).

1.6 Saccharomyces cerevisiae como un modelo eucarionte para evaluar la

toxicidad de las RIPs

La levadura del panadero, denominada S. cerevisiae, es un organismo eucarionte
unicelular ampliamente estudiado. S. cerevisiae es facil de crecer, posee un ciclo
de vida corto y cuenta con un genoma pequefio, totalmente secuenciado, de
aproximadamente 2 x 107 pares de bases, apenas 2.6 veces mayor que el
genoma de E. coli. Ademas, es un organismo sencillo de manipular por técnicas
de biologia molecular. Por ello, S. cerevisiae es el modelo bioldégico eucarionte
ideal para realizar estudios de genética (Botstein y Fink, 2011; Duina et al., 2014;
Milo y Phillips, 2015) y para evaluar la toxicidad de las RIPs (Li et al., 2007).

2.0 ANTECEDENTES:

El género Agave pertenece a la subfamilia Agavoideae de la familia Asparagaceae
(The APG, 2009). Los agaves son plantas con hojas suculentas, fibrosas,
usualmente espinadas y en forma de roseta que se desarrollan en climas calidos y
secos (Good-Avila et al.,, 2006). El crecimiento de las hojas sigue una espiral
(Figura 4) conformada por las hojas del centro denominado cogollo (hojas no
desplegadas) y por las hojas internas, medias y externas (hojas desplegadas)
(Lujan et al., 2009).



3
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Interna
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Figura 4. Crecimiento en espiral del agave y su clasificacion en hojas plegadas del cogollo (C) o desplegadas,
ya sea internas (1-4), medias (5-10) y externas (11-14).

En un estudio realizado para conocer la respuesta al choque de calor (Heat shock
response, HSR) de A. tequilana a diversas temperaturas (28, 44, 48 y 54°C)
mediodia con luz y en diferentes secciones de la espiral de hojas, se observaron

respuestas en dos niveles (Lujan et al., 2009):

1) A nivel organismo, el porcentaje de dafio generado por los choques de calor en
las hojas del cogollo fue practicamente nulo. Sin embargo, este porcentaje
aumenté conforme las hojas se alejan del centro de la espiral. También
observaron que las hojas internas y del cogollo tienen la capacidad de disminuir su
temperatura entre 5 y 6°C, respecto al ambiente, a diferencia de las hojas medias
y externas que sélo abatieron su temperatura 2°C. El nimero mayor de estomas
observados en las hojas internas y del cogollo explican su capacidad para
disminuir la temperatura foliar. Sin embargo, esta respuesta fisiolégica no basta
para explicar completamente por qué el cogollo presenta una mayor resistencia al

calor que las hojas internas (Lujan et al., 2009).

2) A nivel molecular, la acumulacion de proteinas de choque de calor (Heat Shock
Proteins, HSP) fue distinta en las diversas hojas de A. tequilana. Unicamente las
hojas del cogollo expresaron todo el perfil de HSPs evaluadas en respuesta a un

10



choque de 54°C (= 48°C temperatura foliar en el cogollo). Ademas, comparado
con el resto de las hojas, las proteinas del cogollo presentaron un menor grado de
ubiquitinacién y menor contenido del grupo carbonilo (caracteristicas que miden el
nivel de dafio en proteinas). El conjunto de estos resultados explicé la mayor
resistencia al calor observada del cogollo, comparada con las hojas internas,
medias y externas. Cabe destacar que, a 54°C, el nivel de expresion de los
transcritos de las HSPs no correlaciona con el nivel de expresion de sus proteinas,
ya que la mayor acumulacion de estos transcritos ocurre a los 44°C. Esto sugiere
que existe algo que regula negativamente su traduccion en el cogollo hasta los
44°C (Lujan et al., 2009).

Posteriormente, mediante electroforesis de proteinas (SDS-PAGE), se identifico
una banda intensa correspondiente a una proteina especifica del cogollo con un
peso molecular de 27 kDa (Lledias, Cabanillas, Nieto-Sotelo, datos no publicados),
la cual se expresa en todas las temperaturas analizadas por Lujan y colaboradores
(Lujan et al., 2009).

La secuencia proteica, obtenida por espectrometria de masas (Lledias, Mendoza,
Nieto-Sotelo, datos no publicados), fue utilizada para identificar a una clona de
ADN complementario (CADN) que la codificaba dentro de una coleccion de
marcadores de secuencia expresada (Expressed Sequence Tag, ESTs) de A.
tequilana (Martinez-Hernandez et al., 2010). Ambas secuencias, proteica y
nucleotidica, indicaron que pertenece a la familia de RIPs tipo I. A la proteina se le
asigno el nombre de mayehuelina en honor a la deidad mexica Mayehuel, la diosa
del maguey (Martinez y Nieto-Sotelo, datos no publicados). Por medio de
anticuerpos policlonales inducidos en conejo contra la proteina purificada, se
observdé que también se expresa en el cogollo de otras especies del género
Agave. (Hernandez Bermudez, 2018). Al comparar las secuencias de aminoacidos
de la Mayehuelina predicha por el cDNA de A. tequilana y la obtenida por
espectrometria de masas, se observO que la proteina se sintetiza como un
precursor de mayor longitud que, en el proceso de maduracién, pierde los péptidos

N-terminal y C-terminal (Reyes, 2014). La proteina resultante tiene un peso
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molecular hipotético de 27 kDa, el cual coincide con el peso experimental
observado en SDS-PAGE. Un analisis bioinformético de la secuencia del N-
terminal removido, indica que puede ser un péptido sefal para la translocacion de
la proteina al reticulo endoplasmico (Lledias-Martinez F., Nieto-Sotelo J. et al.,
datos no publicados; Reyes, 2014).

En un estudio previo se expreso en células de S. cerevisiae de manera heter6loga
el gen Mayehuelina en dos versiones distintas: la que codifica para la proteina
madura de 27 kDa y una version fusionada, en su extremo C-terminal, a una
etiqueta de histidinas para facilitar, en caso de necesidad, la inmunodeteccion o
purificacion de la proteina recombinante. Ninguna de las dos construcciones tuvo
efecto sobre el crecimiento o el desarrollo de las células en condiciones estandar
(Reyes, 2014).

A la fecha, la funcién biolégica de la mayehuelina ain permanece desconocida.
Por lo tanto, en este trabajo se evaluaron los efectos de esta proteina bajo

condiciones de estrés caldrico en células de S. cerevisiae.
3.0 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la termotolerancia basal e inducida en células de S. cerevisiae

transformadas con la mayehuelina
3.1 OBJETIVO PARTICULAR:

Expresar la mayehuelina en S. cerevisiae en la cepa W303-1a con los plasmidos
PYES-DEST52-Mayehuelina y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His

4.0 MATERIALES Y METODOS:
4.1 Identificacion de la cepa W303-1a (S. cerevisiae).

Se tomaron muestras de un cultivo congelado a -70°C de la cepa W303-1a y se
sembraron en cajas Petri con medio solido YPDA (Anexo). Las células sembradas
se cultivaron en una incubadora a 30°C durante 3 dias. Posteriormente, se

aislaron colonias separadas y fueron resembradas en una caja Petri dentro de una
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cuadricula de medio selectivo (SD) complementado con adenina hemisulfatada,
uracilo, triptéfano, histidina y leucina (SD + suplementos) y, en dos medios de
control negativo: SD Trp~ y SD Leu (Anexo). Las colonias que crecieron en el
medio SD + suplementos y que no crecieron en los controles negativos, fueron

subcultivadas en medio YPDA.
4.2 ldentificacién de vectores.

La Biol. Sandi Reyes (Reyes, 2014) proporcion6 dos tipos de construcciones con
la secuencia que codifica a la mayehuelina madura insertada en el pladsmido
pPpYES-DEST52 (GatewayTM Vector) (Figura 5). El inserto se introdujo entre los
sitios de restriccion attR1 y attR2 dejando fuera al gen CmR y el gen ccdB. La
primera construccion incluye un codon de término en el extremo 3’ de la secuencia
de la mayehuelina (pYES-DEST52-Mayehuelina). La segunda construccién no
incluye este codon de término (pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His) y, por lo
tanto, la mayehuelina de esta construccion se transcribe y traduce con la epitope
V5 (14 amino &cidos) y una etiqueta de 6 histidinas provenientes del plasmido
(Figura 5). Ambas construcciones tienen un peso aproximado de 6,635 pb.

|m (L attR2 (VS epitope  6xHis [

Figura 5. Esquema del vector pYES-DEST52 con el sitio de recombinacion entre attR1 y attR2.
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4.3 Cuantificacion de los vectores.

Se preparo la camara de electroforesis horizontal con un gel de agarosa al 1 % en
50 mL de TAE 1X (Anexo) y bromuro de etidio al 0.01 %. Se utilizaron 300 mL de
TAE 1X como buffer de corrida. La concentracion de las construcciones (clonas
R1 y R2) proporcionadas por Reyes (Reyes, 2014) eran desconocidas, por lo que
se diluyeron 1:10. Se mezcld 1 uyL de cada dilucion de ADN mencionada
anteriormente con 1 yL de azul de bromofenol y 4 uL de agua destilada estéril
(buffer de carga) y se cargaron en los carriles del gel. La camara se conecté a una
fuente de poder durante 45 min a 100 V. Como referencia se utilizé 0.5 pug (1 pL)
de GeneRuler 1 kb DNA Ladder de Thermo Scientific. Una vez que concluyo el
tiempo, se recupero el gel, se visualizé con el Gel Doc EZ Imager y el programa

Image-Lab software version 5.0 de Bio-Rad®.

4.4 Amplificacién del gen de la mayehuelina a partir de los vectores.

Se usaron oligonucleétidos especificos para amplificar la secuencia de la
mayehuelina con una longitud de 735 pb. Para la reaccion se emplearon los
oligonucledtidos F2: 5 GTG AAA TTT GAG GTC ACC CT 3’y R3: 5 TTT GTA
GTT AAC TTC AAC GTT 3'. Se utilizaron las clonas catalogadas por la Biél. Sandi
Reyes como R1-3, R1-4, R1-5, R2-2, R2-3 y R2-4. Las condiciones de la reaccion

se describen en el cuadro 1.

Como control positivo se utilizé 1 uL de ADN total de A. tequilana, el cual tenia una
concentracion de 200 ng/uL. El control negativo incluyé todos los componentes de
la reacciéon de PCR menos el plasmido. Se utilizé el termociclador Mastercycler
gradient de Eppendorf. Se creo el programa denominado 251, el cual se describe

en el cuadro 2.
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Cuadro 1. Componentes empleados en la reaccion de PCR para amplificar al gen Mayehuelina. Se utilizé la

polimerasa de la marca Thermo Fisher Scientific (Tag DNA Polymerase, cat. EP0402)

Concentracion Concentracién

Componente Stock Final Volumen (uL)
H>0 inyectable - ) 14
Solucion de KClI 10X X 2

Solucion de MgCl, 25 mM 2mM 1.6
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4
Oligonucleétido F2 10 M 0.2 uM 0.4
Oligonucledtido R3 10 uyM 0.2 uM 0.4
Polimerasa Taq 5 U/uL 0.05 U/uL 0.2
Plasmido 10 ng/pL 0.5 ng/pL 1

Cuadro 2. Descripcion del programa 251 para amplificar la mayehuelina con los oligonucleétidos F2 y R3.

Paso Temperatura Duracion
| (°C) |

1 95 2 min

2 95 30 seg

3 55.2 30 seg

4 72 45 seg

5 Regresar al 31 ciclos

paso 2

6 72 7 min
(Tiempo

/ > indefinido)

Fin

4.5 Transformacion de S. cerevisiae con las construcciones del gen

Mayehuelina.

Se realiz6 siguiendo el protocolo de choque de calor descrito por Gietz y Woods
(Gietz y Woods, 2002). Se creci6 un cultivo de la cepa W303-1a en 5 mL de medio
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liguido YPDA 2X (Anexo) a 30°C durante una noche. Se midié la D.O.e00 y se
diluyé el medio hasta alcanzar una D.O.s00 = 0.05. Se dej6é crecer hasta una

D.O.s00 entre 0.4 y 0.6, para alcanzar la fase logaritmica media.

Utilizando los datos de la cuantificacion de los plasmidos se tomaron 0.1 ug de las
construcciones pYES-DEST52-Mayehuelina (R1-3), pPYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His (R2-2) o del plasmido vacio (pYES-DEST52), y se aforaron a
34 uL con agua destilada estéril. Después del choque de calor se centrifugaron los
tubos a 13,000 rpm durante 0.5 min y el sobrenadante se desechd. Se
resuspendié en 1 mL de agua estéril y se sembraron alicuotas de 100 pL en cajas
Petri con medio auxotrofico SD Ura  (Anexo). Como controles positivos se
sembraron alicuotas en medio YPDA y como negativos en medio SD Trp™ (Anexo).
Se utilizaron perlas de vidrio estéril para dispersar las alicuotas. Las cajas se

dejaron en la incubadora aproximadamente 5 dias a 30°C.
4.6 Extraccion del ADN plasmidico de las cepas transformadas.

Se sembraron 3 colonias de cada transformacion en 5 mL de medio SD Ura
(Anexo) manteniéndose en la incubadora a 30°C con agitacién en el carrusel
(velocidad 3) durante toda la noche. Al dia siguiente se tomaron alicuotas de 2 mL
y se centrifugaron durante 1 min a 13,000 rpm. Se elimind el sobrenadante por
decantacion y se realizé un lavado con 1 mL de agua destilada estéril. Se
resuspendié en 500 pL de buffer de lisis A (Anexo) y se dejé 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se adicion6 500 uyL de una solucion de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se agit6 en el aparato Vortex a
velocidad maxima durante 3 min. Se centrifugé a 13,000 rpm a 4°C durante 5 min.
Se recuperod la fase acuosa sin perturbar la interfase. Se coloc6 1/10 de volumen
(respecto al recuperado) de una solucion de acetato de sodio 3 M a pH 5.2y 3
volimenes de etanol al 100% previamente enfriado a -20°C. Se dejo precipitando
2 horas en el congelador a -20°C. Se centrifug6é a 13,000 rpm a 4°C durante 10
min. Se lavé la pastilla con 1 mL de etanol al 70% (enfriado a -20°C) y se volvi6 a
centrifugar 5 min a 13,000 rpm y 4°C. Se elimino el sobrenadante por decantacion

y los tubos se colocaron boca abajo en la gradilla de secado hasta que se evaporo
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todo el etanol. Finalmente, la pastilla de ADN extraido se resuspendié en 50 uL de
buffer TE 1X (Anexo). La muestra se cuantific6 en el Nanodrop 2000 de
Thermoscientific y se confirmé la integridad del ADN mediante electroforesis en

gel de agarosa al 1 % realizada a 100 V durante 45 min.

4.7 Amplificacién del gen Mayehuelina a partir de los pldsmidos obtenidos

de levaduras transformantes.

Se utilizaron las mismas condiciones de reaccion que en la amplificacion a partir
de los plasmidos obtenidos por Reyes. Sin embargo, el volumen total de muestra
(ADN) fue de 5 pL (~10 ng) y de agua inyectable 10 yL. Se separo el producto de

la amplificacion en un gel de agarosa al 1 % durante 45 min a 100 V.
4.8 Extraccion de proteinas totales de A. tequilana.

Se compraron 4 ejemplares de A. tequilana en el vivero “Pueblo Viejo” de Cuautla,
Morelos. Para la extraccion de proteinas se colecté una muestra de cogollo
cortando a 10 cm arriba de la base del cogollo que inmediatamente se congel6 en
N2 liquido. Las hojas se rompieron mecéanicamente dentro de una bolsa Ziploc y
en seguida fueron molidas con hielo seco hasta obtener un polvo fino que se
almacené a -70°C durante una noche para evaporar el hielo seco. A continuacion,
se siguieron dos protocolos distintos (Lledias et al., 2017a; Lledias et al., 2017b),
de acuerdo a si se deseaba tener extractos de proteinas en conformacion

desnaturalizada o nativa.

Para la extraccidn de proteinas en su conformacion nativa se colocaron 450 mg
del polvo obtenido del cogollo en un tubo Eppendorf de 2 mL resuspendiéndose
inmediatamente durante 0.5 min con un émbolo en 500 pL de buffer de extraccion
A (Anexo) y manteniéndose todo el tiempo en hielo. Luego se realizé un hoyo en
la parte inferior del tubo Eppendorf y se introdujo en un tubo Falcon de 15 mL. Se
centrifugd a 4,400 rpm a 4°C durante 60 min y se recuper6 el sobrenadante. Se
afiadieron 2 volimenes de acetona y se dejo precipitando toda la noche.
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C, se

desecho el sobrenadante y la pastilla se sec6 durante 10 min con el tubo invertido.
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La pastilla se resuspendié en 50 yL de buffer de proteinas nativas 1X (Anexo). Se
centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y se recupero el
sobrenadante. Finalmente, las proteinas disueltas fueron almacenadas en el

congelador a -20°C.

Para la extraccion de proteinas desnaturalizadas se siguio el protocolo de Lledias
y colaboradores (Lledias et al., 2017a; Lledias et al., 2017b). Para esto, se
colocaron 450 mg del polvo obtenido del cogollo en un tubo Eppendorf de 2 mL.
Se resuspendié rapidamente durante 0.5 min con un émbolo en 500 uL de buffer
de extraccion B (Anexo) manteniéndose en todo momento en hielo. Luego se
realizé6 un hoyo en la parte inferior del tubo Eppendorf y se introdujo en un tubo
Falcon de 15 mL. Se centrifugd a 4,400 rpm a 4°C durante 60 min y se recupero el
sobrenadante. Se afiadieron 4 volumenes de una solucion con TCA 10%, B-
mercaptoetanol 0.07% (acetona como diluyente) y se dejé precipitando toda la
noche. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min a 4°C y se desechd el
sobrenadante. La pastilla se lavdo 2 veces con acetona y [(-mercaptoetanol al
0.07% para eliminar el TCA. En cada lavado se centrifugdé a 13,000 rpm durante
10 min a 4°C y después se dej6 secando durante 10 min con el tubo invertido. La
pastilla se resuspendi6 en 100 pL de buffer Laemmli 1X (Anexo) y se agregaron 2
uL de TCA al 100%. El tubo se calent6 en el Thermomixer R de Eppendorf a 95°C
con agitacién de 500 rpm durante 5 min. A continuacion, se centrifugd a 13,000
rom durante 10 min en temperatura ambiente y se deseché el sobrenadante. Se
volvié a afiadir el mismo volumen del buffer Laemmli 1X y se afiadieron 20 uL de
NaOH 0.5 M. Nuevamente se calenté a 95°C durante 5 min y se dej6é enfriar a
temperatura ambiente. Finalmente se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente y se recuperd el sobrenadante. Las proteinas disueltas

fueron almacenadas en el congelador a -20°C.
4.9 Cuantificacion de proteinas de A. tequilana.

Para esto, se siguid una modificacion del protocolo de Lowry (Schleif y Wensink,
1981). Se colocaron 2 pL de cada muestra en tubos Eppendorf con 798 uL de H20
destilada y se agregaron 200 uL de TCA al 50%. Las muestras se mantuvieron
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precipitando durante 1 hora en hielo y se centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 min
a 4°C. Se les desecho el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 200
puL de NaOH al 0.5 M, dejandose disolver toda la noche a temperatura ambiente. A
cada muestra, se le agregd 1 mL de la solucion C (Anexo) y se dejo incubar 10
min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicion6 0.1 mL de la solucién D
(Anexo) y se dejo a temperatura ambiente durante 30 min. Se calibro la curva
patréon con 0, 2, 5, 10, 25 y 50 ug de BSA, proveniente de un concentrado
comprado contenido en el Pierce BCA Protein Assay kit de Thermo Scientific (Cat.
23225), siguiendo el mismo protocolo. Se realizaron 3 réplicas por ensayo y se

midid la absorbancia a 660 nm.

4.10 Purificacion del anticuerpo anti-mayehuelina a partir de suero de

conejo.

Los extractos de proteinas en conformacién nativa se separaron mediante
electroforesis. Se preparo el gel separador al 8 % (Anexo, gel separador P) y el gel
concentrador al 4% (Anexo, gel concentrador P). Se unieron 25 carriles del peine
para formar uno sélo de 10 cm de ancho y se cargaron 2,250 ug de proteina en
400 pL de buffer de proteinas nativas 1X (Anexo). La electroforesis se llevd acabo
en el buffer de corrida P (Anexo). Se dejo correr la electroforesis a 100 V durante 6
horas en el equipo OmniPAGE Mini Wide de Cleaver Scientific®. El gel se tifid
durante 1 hora con agitacion lenta en 100 mL de solucién de Comassie (Anexo).
Posteriormente se retird la soluciéon de Comassie del gel con lavados de 2 horas
en 100 mL de solucién destefiidora (Anexo). Se cortd la banda mas prominente
que corresponde a la mayehuelina (Hernandez-Bermudez, datos no publicados)
con una navaja y se cortd en trozos de 2 mm que se colocaron en un tubo
Eppendorf. Se agregaron 1,494 pL de PBS 1X (Anexo) y 6 uL de glutaraldehido al
50%. Se dej6é agitando por inversion a 4°C durante toda la noche en el equipo

Bambino hybridization oven de Boekel Scientific®.

Al dia siguiente, se retiré el sobrenadante y se lavd con PBS 1X. Se rompieron
mecanicamente los pedazos de gel con un émbolo en solucion PBS 1X hasta

formar un coloide. Posteriormente se transfirid a un tubo Falcon de 15 mL, el cual
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se centrifugd a 4,400 rpm durante 3 min a 4°C y se elimind el sobrenadante. Se
agregaron 4 mL de NaBHs4 20 mM; se agitd por inversion y se dejéo 1 hora a
temperatura ambiente, mezclando por inversion cada 15 min. Se centrifugdé a
4,400 rpm durante 3 min a 4°C, se desecho el sobrenadante y se lavd con PBS
1X. Se resuspendiod la pastilla en 2 mL de suero de conejo (No. 110) inmunizado
con la Mayehuelina (Lledias-Martinez F., Nieto-Sotelo J. et al., datos no
publicados) y se aforé a 6 mL con PBS 1X. Nuevamente se paso6 al agitador por

inversion Bambino hybridization oven durante una noche a 4°C.

Al dia siguiente, se centrifug6 el tubo a 4,400 rpm durante 5 min a 4°C, se lavo la
pastilla con PBS 1X y se resuspendio en 2 mL de glicina 50mM pH 2.0. Se mezcl6
con el aparato Vortex durante 1 min a velocidad baja, se centrifugd a 4,400 rpm
durante 3 min a 4°C y se recupero el sobrenadante. Se agreg6 1/4 de volumen de
Tris 0.5 M pH 8.5. Se colocé una membrana para dialisis en la boca del tubo y se
dej6 sumergido en PBS 1X durante una noche a 4°C. Se concentré el anticuerpo
transfiriendo la solucion a un tubo concentrador con membrana de celulosa de la
marca Merck Millipore (Cat. MRCPRTO010) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 1
hora a 4°C. Finalmente se agregaron 10 pL de NaNs al 0.5% por cada 1 mL.

4.11 Induccién de la mayehuelina recombinante en S. cerevisiae.

Durante una noche se crecieron cultivos de 10 mL, sembrados a partir de una
colonia de cada cepa transformada, ya sea con el vector pYES-DEST52, pYES-
DEST52-Mayehuelina o con pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His, en medio SD
Ura 2% (Anexo) a 25°C y se agitaron con el carrusel. Al dia siguiente, se diluyeron
los cultivos en 90 mL de medio fresco para alcanzar una D.O.e00 = 0.05 y se
dejaron crecer hasta la fase logaritmica (D.O.s00 = 0.4 - 0.5) a 25°C con agitacion
de 130 rpm. Cada uno de los cultivos se dividié en 8 tubos Falcon de 15 mL y se
centrifugaron durante 2 min a 4,000 rpm a 4°C. Se lavaron las pastillas con 1 mL
de H20 destilada estéril y se transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL. Se
centrifugd nuevamente durante 1 min a maxima velocidad a 4°C y se desecho el
sobrenadante. Se juntaron las pastillas de un mismo cultivo en 1 mL de medio

inductor SGal Ura” 2 % (galactosa) (Anexo) y se afiadio a un matraz Erlenmeyer
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con 89 mL del mismo medio. Se midi6 nuevamente la D.O.s00 de cada cultivo
asegurando que tuviera un valor similar a su ultima medicion y se dejaron crecer
durante 24 horas a 25°C con agitacién de 130 rpm. Durante el desarrollo de estos
cultivos se tomaron alicuotas de 10 mL cada una a los tiempos 0, 4, 8, 12, 16, 20y
24 horas. Las muestras se centrifugaron durante 2 min a 4,000 rpm a 4°C. Se
lavaron con 1 mL de H20 destilada estéril y se transfirieron a tubos Eppendorf de 2
mL. Se centrifugaron durante 1 min a maxima velocidad y se desechd el
sobrenadante. Las pastillas se congelaron en N2 liquido y se almacenaron en el
congelador a -70°C. Como control negativo se realizé el mismo protocolo. Sin
embargo, se intercambid el medio inductor SGal Ura 2% por medio SD Ura 2%

(Anexo). Las pruebas se realizaron por triplicado.
4.12 Extraccion de proteinas totales de S. cerevisiae.

Para esto, se sigui6 el método descrito por Hovarth y Riezman (Hovarth y
Riezman, 1994). Las pastillas obtenidas de la induccién se resuspendieron en 100
puL de Laemmli 1X (Anexo). Se agitaron durante 0.5 min en el aparato Vortex a
maéaxima velocidad y posteriormente se calentaron a 95°C en el Thermomixer R de
Eppendorf, durante 5 min, a 500 rpm. Se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm,
durante 5 min a temperatura ambiente y se recuperaron sus sobrenadantes que

contenian las proteinas disueltas.
4.13 Cuantificacién de proteinas de S. cerevisiae.

Se siguié una modificacion del Dr. Lledias al protocolo de micro ensayo descrito
en la hoja técnica para el Bradford Reagent de Sigma-Aldrich (Cat. B6916). Se
colocaron 2 pL de muestra y se llevaron a un volumen de 800 pL con H20
destilada. Se adicionaron 200 pL de la solucién de Bradford y se dejé incubando a
temperatura ambiente durante 5 min. Se calibré la curva patrén con 0, 2, 5, 10, 15
y 20 pug de BSA de New England Biolabs (Cat. B9001S). Se realizaron 3 réplicas

por muestra y se midio la absorbancia a 595 nm.
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4.14 Evaluaciéon de laintegridad de las proteinas de S. cerevisiae.

Para confirmar la integridad de las proteinas de los extractos obtenidos se realizé
una electroforesis SDS-PAGE con un gel separador al 12% (Anexo, gel separador
A) y gel concentrador al 4% (Anexo, gel concentrador A). Se cargaron muestras de
30 pg de proteina total con el buffer de Laemmli 1X (Anexo) en un volumen final
de 20 pL y se hirvieron a 95°C durante 5 min. Como marcador de peso molecular
su utilizé la mezcla All blue standards de Bio-Rad (cat. 161-0373). Se separaron
las proteinas con 200 V constantes durante 1.5 horas en la camara SE 250 Mighty
Small Il Mini Vertical Electrophoresis Unit de Hoefer en el buffer de corrida (Anexo,
buffer de corrida A). El gel fue sumergido en H20 destilada, se calent6é en un horno
de microondas durante 25 segundos a potencia maxima (1.6 kW) y se dejo
incubando 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se retir6 el agua y se
sumergié en solucibn de Coomassie al 0.2% (Anexo), se calenté durante 25
segundos en el horno de microondas a potencia maxima y se incubd durante 50
min a temperatura ambiente. Se retird el colorante y se lavé con H20 destilada
durante 15 min, calentando el gel en el microondas durante 25 segundos a
potencia maxima cada vez, hasta que las bandas de las proteinas fuesen

perfectamente visibles.
4.15 Inmunodeteccién de la mayehuelina.

Se realiz6 un western blot con los extractos de proteinas de las cepas
transformadas e inducidas. Como control positivo se utilizaron 20 pg de un
extracto de proteinas totales de cogollo de A. tequilana. Se cargaron muestras de
60 pg de proteinas totales con buffer de Laemmli 1X (Anexo) en un volumen final
de 20 pL y se hirvieron a 95°C durante 5 min. Las proteinas se separaron
mediante electroforesis SDS-PAGE con las condiciones descritas anteriormente.
Posteriormente, el gel se sumergid durante 15 min en buffer de transferencia
(Anexo). Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond-C
Extra de Amersham Biosciences, previamente remojadas en H20 destilada estéril
y reactivadas durante 10 min en buffer de transferencia, usando el equipo

TransBlot Cell de Biorad durante 2 horas a 380 mA constantes. La membrana se
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blogued durante toda la noche a 4°C en la solucién de bloqueo (Anexo). Al dia
siguiente, se retird la membrana y se incub6 1.5 horas con el anticuerpo primario
de conejo (anti-mayehuelina) diluido 1:5000 en la solucién de bloqueo (Anexo);
concluido el tiempo se lavo 6 veces con TBST 1X (Anexo). Posteriormente, la
membrana se incub6 1.5 horas con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejor
IgG-HRP de Santa Cruz Biotechnology (cat. SC-2004) diluido 1:5000 en la
solucion de bloqueo; al final de este lapso se lavd nuevamente 6 veces con TBST
1X. La membrana se revel6 con el kit Supersignal West Pico Chemiluminescent
Substrate de Thermoscientific (cat. 34080). Se diluyeron los sustratos 1:5 con H20
destilada estéril y luego se mezclaron en partes iguales. La membrana se
sumergio durante 5 min en esa mezcla, asegurando el contacto con las proteinas.
Se retiré la membrana, se eliminé el exceso de sustrato y se colocO entre dos
hojas de acetato dentro de un cassette para autoradiografia FBXC810 de Fisher
Scientific. La membrana se expuso durante 2 min a una pelicula de rayos X
(Medical X-ray General Purpose Blue, de Kodak, cat. 822 5526) dentro de un
cuarto oscuro con luz roja de seguridad. Posteriormente la pelicula se sumergio en
la solucion reveladora GBX developer and replenisher de Kodak (cat. 190 0984)
diluido 1:5 durante 1 min, se lavd 30 segundos en agua de la llave y se transfirié a
la solucién fijadora GBX fixer and replenisher de Kodak (cat. 190 2485) diluido 1:5
durante 1 min. Finalmente, la pelicula se lavd con agua corriente y se dejo secar

durante 5 min.
4.16 Optimizacion de los ensayos de termotolerancia.

La optimizacion se llevd a cabo con la cepa pYES-DEST52, que contiene el vector
de expresién vacio, con el objeto de obtener valores de termotolerancia (basal o
inducida) cercanos al 1 % de sobrevivencia que permitiesen observar efectos
hasta 100 veces mayores o menores al control (entre 0.01 y 100 % de
sobrevivencia) debidos a la expresion de la mayehuelina en las transformantes
con las construcciones experimentales (pYES-DEST52-Mayehuelina y pYES-
DEST52-Mayehuelina::V5::His).
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Se sembrod una colonia de pYES-DEST52 en 10 mL de medio SD Ura 2% y se
cultivo toda la noche a 25°C con agitacion por carrusel. Posteriormente, el cultivo
se diluyé en 75 mL de medio fresco para alcanzar una D.O.s00 = 0.05 y se dejo
crecer hasta la fase logaritmica (D.O.s00 = 0.4 - 0.5) a 25°C con agitacion de 130
rpm. El cultivo se dividié en 8 tubos Falcon de 15 mL y se centrifugaron durante 2
min a 4,000 rpm a 4°C. Se lavaron las pastillas con 1 mL de H20 destilada estéril y
se transfirieron a tubos Eppendorf de 2 mL. Se centrifugaron nuevamente durante
1 min a méxima velocidad a 4°C y se deseché el sobrenadante. Se juntaron las
pastillas del cultivo en 1 mL de medio inductor SGal Ura" 2% (galactosa) (Anexo) y
se afladié a un matraz Erlenmeyer con 74 mL del mismo medio. Se incubd durante
16 horas a 25°C a 130 rpm.

El volumen total del cultivo (= 75 mL) se dividi6 en matraces Erlenmeyer
previamente calentados en bafio maria a 50 y 37°C con volumen final de 25 mL
cada uno. En el caso de la termotolerancia basal (matraces precalentados a
50°C), las células se incubaron durante 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min a 130 rpm en
esta temperatura. Para la termotolerancia inducida (matraces precalentados a
37°C), las células se incubaron durante 30 min en esta temperatura a 130 rpm e
inmediatamente después se cambiaron a 50°C durante 30, 40, 50, 60, 70 y 80 min
a 130 rpm. Para el tratamiento control, las células se mantuvieron en el matraz
original a 25°C durante 30 min (después de dividir el volumen) a 130 rpm. Se
colecté una alicuota de 1 mL de cada tratamiento en los diferentes tiempos. Cada
1 mL se diluy6 6 veces de manera seriada en una proporcion 1:10 y se sembraron
50 yL de cada dilucién en una caja Petri con medio sélido SD Ura  2%. Las
alicuotas se dispersaron con perlas de vidrio. Las cajas se incubaron a 30°C
durante 3 dias hasta que se visualizaron colonias. De acuerdo con Zdor (Zdor,
2016) se contod el numero de colonias por caja y se consideraron solo aquellas que
tuvieran entre 30 y 300 colonias para calcular las unidades formadoras de colonia

(CFUs, por sus siglas en inglés) por mL utilizando la siguiente formula:

CFUs Colonias en placa )
= # Factor de dilucion

mL  Volwnen plagueado (L)
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Cabe destacar que el factor de dilucién debe corresponder a la placa contada. Por
ejemplo, si se inocularon 50 puL en una placa con factor de dilucién 10* y se

contaron 96 colonias, el nimero original de CFUs/mL es igual a 1.92 x 10”.

CFis 96

= w10t = 1,92 % 107
mL 0,05 mL

Si existian 2 0 mas placas con un numero de colonias dentro del intervalo, se

calcularon el numero de CFUs/mL de cada placa y se obtuvo un promedio.

En el caso de la termotolerancia basal, se observo que la transformante pYES-
DEST52 alcanza el 1% de sobrevivencia cuando el choque de calor dura 30 min.
Y, en el caso de la termotolerancia inducida, esto se observd 60 min después del

choque de calor a 50°C.
4.17 Ensayos de termotolerancia de las transformantes.

Siguiendo las condiciones de la optimizacién (punto 4.16), se sembraron colonias
de las transformantes pYES-DEST52-Mayehuelina, PYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His y pYES-DEST52. Se siguieron los mismos pasos hasta la
incubacion a 25°C durante 16 horas a 130 rpm en el medio de induccién SGal Ura
2%.

Para evaluar la sobrevivencia de las células, se realizaron tres tratamientos:
termotolerancia inducida, termotolerancia basal y tratamiento control. El volumen
total de cada cultivo (= 75 mL) se dividi6 en matraces Erlenmeyer previamente
calentados en bafio Maria a 50°C y 37°C con volumen final de 25 mL cada uno.
En el caso de la termotolerancia basal (matraces precalentados a 50°C), las
células se incubaron durante 30 min a 130 rpm en esta temperatura. Para la
termotolerancia inducida (matraces precalentados a 37°C), las células se
incubaron durante 30 min en esta temperatura a 130 rpm e inmediatamente
después se cambiaron a 50°C durante 60 min a 130 rpm. Para el tratamiento
control, las células se mantuvieron en el matraz original a 25°C durante 30 min
(después de dividir el volumen) a 130 rpm. Al terminar los tratamientos, se

colectaron 1 mL de cada cultivo y se diluyeron 6 veces de manera seriada en una
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proporcién 1:10 cada vez. Posteriormente, se tomaron 50 pL de cada dilucién y se
sembraron en una caja Petri con medio solido SD Ura™ 2% (Cuadro 3). La prueba
se realiz6 por triplicado. Se realiz6 otro triplicado del ensayo descrito
anteriormente; sin embargo, se sustituyé el medio inductor SGal Ura 2% por
medio minimo SD Ura™ 2% para reprimir al promotor GAL-1 del plasmido y, por lo

tanto, la sintesis de las dos versiones de la mayehuelina.

Cuadro 3. Diluciones por tratamiento sembradas en caja Petri (50 pL).

Diluciones sembradas

Tratamiento

101 102 103 104 105 106
Control (25°C) X X X X X X
T. Inducida X X X X X X
T. basal X X X

4.18 Andlisis estadisticos. Se realizaron las pruebas de normalidad de Shapiro-
Wilk y de Kolmogorov-Smirnov a las CFUs de cada cepa transformada utilizando
el programa SPSS Statistics version 21 de IBM. Posteriormente, para observar la
diferencia entre la media de las 3 transformantes, se realizaron analisis de
varianza (ANOVA, por sus siglas en inglés) de una via utilizando el programa
GraphPad Prism versiéon 5 de GraphPad Software, donde el factor es el tipo de
transformante que cuenta con 3 niveles (pYES-DEST52, pYES-DEST52-
Mayehuelina y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His). Debido a un error en la
transformante pYES-DEST52-Mayehuelina, se descarté y se realiz6 una t de
student de dos colas y muestras independientes para analizar la diferencia entre la
media de pYES-DEST52 y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His en cada
tratamiento (control, termotolerancia basal y termotolerancia inducida); también se

realizé la prueba post hoc de Tukey y se graficaron los datos.
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5.0 RESULTADOS:

5.1 Aislamiento y transformacion de la cepa W303-1a con las construcciones
pPYES-DEST52-Mayehuelina o pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His.

Antes de realizar la transformacion, primero se verificaron las auxotrofias de la
cepa W303-1a de S. cerevisiae. Las colonias inoculadas en medio minimo SD +
suplementos crecieron (Figura 6). Sin embargo, no lo hicieron en los medios
carentes de un nutrimento esencial, tal como era de esperarse para esta cepa con
el genotipo MATa canl1-100, 112 trpl1-1, ura3-1, ade2-1, his3-11, 15 leu2-3 (Folch-
Mallol et al., 2004).

Figura 6. Crecimiento de la cepa W303-1a de S. cerevisiae. A) Medio sélido con todos los requerimientos
nutricionales [SD + Sup]. B) Ejemplo de un medio carente del nutrimento leucina [SD Leu-]. Los niumeros

romanos identifican a la colonia original de donde fueron sembradas.

También se verificd la calidad y cantidad del ADN de los plasmidos pYES-
DEST52-Mayehuelina y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His obtenidos por Reyes
(Reyes, 2014). El peso esperado es ~6,635 pb y para cada clona se observaron
entre 3 y 4 bandas con pesos moleculares aproximados entre 4 y >10 kb (Figura
7). Comparando la intensidad de las bandas de los plasmidos con los estandares
de ADN usados, se determin6 su concentracion en los tubos originales (Figura 7 y
Tabla S1). Para confirmar la insercién del gen Mayehuelina en los plasmidos, se
amplificé por medio de PCR con los oligonucleétidos F2 y R3 observandose los

productos esperados con un peso de 735 pb (Figura 8).
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Figura 7. Cuantificacién del ADN de las clonas del gen Mayehuelina insertado en los vectores Gateway. Los
carriles precedidos por R1 muestran las clonas de la construccion pYES-DEST52-Mayehuelina. Los carriles
precedidos por R2 muestran clonas de la construccion pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His. El peso
hipotético de ambas construcciones es 6,635 pb.

A.t. R1-3 R1-4 R1-5 R2-2 R2-3 R2-4
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Figura 8. Amplificacion por PCR de las dos construcciones clonadas de Mayehuelina. Carril A.t., muestra el
control positivo con ADN gendmico de A. tequilana; los carriles R1 corresponden a las clonas con la
construccion pYES-DEST52-Mayehuelina; los carriles R2 corresponden a las clonas con la construccion
pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His.
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Una vez verificadas y confirmadas la autenticidad de la cepa y plasmidos
utilizados en este trabajo, se procedié a transformar la cepa W303-la. Se
obtuvieron colonias transformadas capaces de crecer en medio SD Ura® (Figura 9),
resultado esperado, ya que el plasmido pYES-DEST52 complementd la auxotrofia
de la cepa W303-1a con el gen URA3 (Materiales y Métodos).

YPDA SD Ura~ SD Trp~

Figura 9. Transformacion de la cepa W303-la de S. cerevisiae. Se muestra el crecimiento de las
transformantes con el plasmido pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His en el medio enriquecido [YPDA], como

control positivo, en medio sin uracilo [SD Ura’] y en medio sin triptéfano [SD Trp], como control negativo.

Para la transformaciéon se utiliz6 como control positivo de viabilidad el medio
YPDA, observandose un gran numero de colonias. Como control negativo se uso
el medio SD Trp-, donde no se observaron colonias (Figura 9). Posteriormente, se
extrajo el ADN de las cepas transformantes pYES-DEST52, pYES-DEST52-
Mayehuelina y pYES-DEST52-Mayehuelina::VV5::His observandose dos bandas
(datos no mostrados). Para evaluar si el gen Mayehuelina estaba inserto en el
ADN mencionado, se amplific6 por medio de PCR. Unicamente las cepas
transformadas con los clonas de Mayehuelina amplificaron una banda de 735 pb
correspondiente al gen Mayehuelina, mientras que la transformante con el
plasmido vacio no amplificé este fragmento (Figura 10).
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Figura 10. Amplificacion del gen Mayehuelina a partir del plasmido extraido de levaduras transformadas. A.t.,
control positivo con ADN de A. tequilana; pYES, S. cerevisiae transformada con el plasmido vacio; R1-3, S.
cerevisiae transformada con pYES-DEST52-Mayehuelina; R2-2, S. cerevisiae transformada con pYES-
DEST52-Mayehuelina::V5::His.

5.2 Extraccion de proteinas de A. tequilana en forma nativa y desnaturalizada
y purificacion de anticuerpo anti-mayehuelina a partir de suero de conejo

inmunizado.

Para inducir las dos versiones de mayehuelina en S. cerevisiae, y luego realizar su
inmunodeteccién, era necesario contar con el anticuerpo primario (anti-
mayehuelina) y una muestra de proteinas totales de A. tequilana como control
positivo. Por lo tanto, se realizaron extractos de proteinas totales a partir de
cogollos de A. tequilana (Materiales y métodos) y se purificé el anticuerpo primario
(Materiales y métodos) inducido anteriormente en suero de conejo (Lledias-
Martinez F. y Nieto-Sotelo J. et al., datos no publicados). La extraccion de
proteinas en condiciones desnaturalizantes rindido en promedio 15.5 pg/pL (Tabla
S2), mientras que la extraccion de proteinas en condiciones no desnaturalizantes
rindié en promedio 19 ug/uL (Tabla S3). Es posible que la menor cantidad de
proteina extraida en condiciones desnaturalizantes se deba a que el protocolo
tiene un mayor nimero de pasos y se pueda ir perdiendo muestra en cada lavado.
La integridad de las proteinas en ambos extractos se confirm6é mediante

electroforesis. Para el caso de las proteinas nativas, se observaron principalmente
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tres bandas en el gel separador siendo la banda méas prominente la mayehuelina
(Figura 1l1la), como ya se habia observado anteriormente (Lledias-Martinez F.,
Nieto-Sotelo J. et al., datos no publicados). Para el caso de las proteinas
desnaturalizadas, se observé a la mayehuelina como la banda mas prominente,
migrando cerca del marcador molecular de 25 kDa (Figura 11b), confirmando lo
anteriormente visto (Lledias-Martinez F., Nieto-Sotelo J. et al.,, datos no
publicados). Por otro lado, la purificacion del anticuerpo anti-mayehuelina rindié en
promedio 65.4 uyg/mL (Tabla S4).

Cogollo BS C

o

25 | A
—

20

15

Figura 11. Proteinas del cogollo de A. tequilana. a) Electroforesis de proteinas en condiciones nativas; la
flecha sefiala a la banda prominente de mayehuelina. b) Electroforesis de proteinas en condiciones
desnaturalizantes con el marcador molecular (BS) Precision Plus Protein All Blue Standards de Biorad.

5.3 Inducciéon e inmunodeteccién de la pYES-DEST52-Mayehuelina y de
pYES-DEST52-Mayehuelina::V5:His en células de S. cerevisiae.

Ya contando con los elementos necesarios, se realiz6 la induccién e
inmunodeteccion de las dos versiones de mayehuelina para evaluar si las
transformantes contenian el gen Mayehuelina y a la vez sintetizaban la proteina
codificada.

A lo largo de la induccion, se midieron las D.O.s00. El crecimiento de las

transformantes durante las primeras 12 horas fue lento (Figura 12), similar a una
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fase lag. Después de esa hora, el crecimiento se elevo considerablemente (Figura
12), similar a una fase exponencial. Al concluir las 24 horas las transformantes
alcanzaron un D.O.s00 = 2.0, la maxima observada durante la induccion (Figura
12). Es importante destacar que el crecimiento no varié significativamente entre

las transformantes (p = 0.97).
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Figura 12. Curva de crecimiento de las transformantes con el plasmido vacio [pYES] o con las construcciones
pYES-DEST52-Mayehuelina [R1-3] y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His [R2-2] durante la induccién en el
medio con galactosa (SGal).

Debido a que los extractos de proteinas totales de A. tequilana mostraron una
banda prominente de mayehuelina tefiida con azul de Coomassie al separarse por
electroforesis, se analizo si las proteinas recombinantes también serian visibles en
los extractos de proteinas totales de las levaduras transformadas. Sin embargo, no
se observd ninguna banda prominente en la zona correspondiente al peso de la
mayehuelina en ninguna de sus dos versiones a lo largo del tiempo de la
induccion, ni diferencias entre la electroforesis de las transformantes que
contenian alguna version de la mayehuelina y la transformante con el plasmido
vacio (Figura S1). Probablemente, esto se deba a que S. cerevisiae tiene un bajo

nivel de expresion de proteinas recombinantes (Jayaraj, y Smooker, 2009)
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La cuantificacién de la mayehuelina en los extractos de las transformantes por
medio de western blot reveld6 que la expresion de la mayehuelina::V5::His
comenzo a las 12 horas. Sin embargo, la mayor acumulacién de esta proteina
ocurrié a las 20 horas (Figura 13a y Figura S2), lo cual coincide con la etapa de
mayor crecimiento en la induccién (Figura 12). La cantidad de mayehuelina
recombinante fue muy baja, puesto que se necesitaron 60 pug de proteina total,
cantidad mayor a la requerida en cogollos de A. tequilana, en los cuales 20 ug de
proteina total son suficientes para detectar mayehuelina en grandes cantidades
(Figura 13a). En contraste, no se detectd mayehuelina en la transformante con la
construccion pYES-DEST52-Mayehuelina (Figura 13b). Como era de esperarse,
tampoco se detectd a la mayehuelina en el control negativo (la transformante
PYES-DEST52) (Figura 13a).

R2-2 pYES-DEST 52

d
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=33kl
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Figura 13. Inmunodeteccion de la mayehuelina en cepas de S. cerevisiae transformadas con el gen
Mayehuelina. En ambos geles, A.t. muestra el extracto de proteinas de A. tequilana usado como control
positivo. a) Carriles R2-2, andlisis del extracto de proteinas de la cepa transformada con la construccién
pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His; carriles pYES-DEST-52, analisis del extracto de proteinas de la cepa
transformada con el plasmido vacio. En ambos casos se muestran alicuotas tomadas a las 12, 16, 20 y 24 hrs
de induccién con galactosa. b) Carriles R1-3, andlisis del extracto de proteinas de la cepa transformada con la
construccién pYES-DEST52-Mayehuelina. Se muestran alicuotas tomadas a las 0, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 hrs de

induccion con galactosa.
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5.4 Re-secuenciacion de la construccién pYES-DEST52-Mayehuelina

Debido a que no se logré detectar a la mayehuelina recombinante en el western
blot de células transformadas con pYES-DEST52-Mayehuelina, los insertos de los
plasmidos recibidos de Reyes (Reyes, 2014) fueron secuenciados. Los resultados
obtenidos con el oligonucle6tido T7 mostraron que la secuencia de la clona R1-3
(con la construccion pYES-DEST52-Mayehuelina) presentd muchas discrepancias,
que impidieron su alineacion correcta con Mayehuelina silvestre de A. tequilana
(Figura 14).
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—-——-AGATTTTG------- ATGTGCTACAATA-—-—--—-————— ACTTTCCCGGCACTTACAAC
TTCACAGATTTTGACATCATACGTGCCCTAGTATGGACTGACTATCTTCTCCCCCCTC————
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Figura 14. Alineacién de la secuencia de DNA de la clona R1-3 (azul) con la secuencia de mayehuelina
madura de A. tequilana (negro) y sus respectivas secuencias de aminoacidos. En el caso de la clona R1-3, se

muestran los diferentes marcos de lectura.

5.5 Efectos de la mayehuelina y de la fusién Mayehuelina::V5:His sobre la

termotolerancia basal e inducida de S. cerevisiae.

Con base en la inmunodeteccién de la mayehuelina, se establecié que a las 16
horas era el mejor momento para concluir su induccion antes de someter las
células a los ensayos de termotolerancia, ya que después de las 20 horas la

acumulacion de mayehuelina disminuy6 (Figura 13a y Figura S2).

En el caso de los cultivos control mantenidos a 25°C durante 30 min post-
induccion con galactosa, no se observaron diferencias significativas (p = 0.1996)

entre los promedios de CFUs/mL de las tres transformantes (Figura 15a).

En el caso de los cultivos sometidos a termotolerancia inducida, se observo una
disminucion drastica de los promedios de CFUs/mL relativo al control a 25°C
(Figura 15b y Tabla 1). El andlisis descriptivo indico que el promedio de CFUs/mL
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de la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His aument6 4.4 veces
comparado con el promedio de la transformante pYES-DEST52 vy, por lo tanto,
también su porcentaje de termotolerancia inducida aumenté (Tabla 1). Sin
embargo, el analisis estadistico no indic6é diferencias significativas entre los
promedios de CFUs/mL de este tratamiento (p = 0.052) (Figura 15b).
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Figura 15. Evaluacion de la termotolerancia de las transformantes con el plasmido control o con el gen
Mayehuelina::V5::His después de ser inducidas en medio con galactosa. A) CFU de cultivos control sin
choque de calor. B) CFU de cultivos con choque de calor a 37°C y posteriormente a 50°C [Termotolerancia
Inducida]. C) CFU de cultivos con choque de calor directamente a 50°C [Termotolerancia Basal]. Las barras
muestran el promedio (n = 3) con su desviacion estandar. El analisis t de student, indica que la media de las

barras con letras diferentes son significativamente diferentes.

Cuadro 4. Promedio de las unidades formadoras de colonia (CFUs) y de los porcentajes de termotolerancia
de las transformantes inducidas con D-galactosa. Se muestran la transformante con el plasmido vacio [pYES-
DEST52] y las construcciones pYES-DEST52-Mayehuelina [R1-3] y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His [R2-
2].

Aumento  Aumento
Porcentaje en las en el
CFUs/mL porcentaje

Desviacién
estandar

Transformante | Tratamiento CFUs/mL

Control 3 | 5.95E+07 | 2.46E+07 100.00
pPYES-DEST52 T. Inducida | 3 | 9.78E+05 6.09E+05 1.64
T. Basal 3| 7.52E+05 | 2.01E+05 1.26
Control 3 | 5.36E+07 | 2.23E+07 100.00
R2-2 T.Inducida | 3 | 4.29E+06 | 2.00E+06 8.03 4.39 4.90
T. Basal 3| 2.77E+06 | 9.26E+05 5.17 3.68 4.11
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Por ultimo, en el caso de los cultivos sometidos a termotolerancia basal, también
se observé una disminucion de los promedios de CFUs/mL relativo a los cultivos
mantenidos a 25°C (Figura 15c y Tabla 1). El analisis descriptivo indico que el
promedio de CFUs/mL de la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His
aumentd 3.7 veces respecto al promedio de la transformante con el pladsmido
vacio (Tabla 1). El analisis t de student confirmd que si existen diferencias
significativas entre las transformantes pYES-DEST52 y pYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His (p = 0.021) (F(2, 2) = 21.32, p = 0.09) (Figura 15c).

Para confirmar si el efecto positivo significativo de la termotolerancia basal de la
transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His se debia a la proteina
recombinante inducida con galactosa, se realizaron los mismos ensayos
sustituyendo la galactosa por dextrosa durante las 16 horas de induccién
(Materiales y Métodos). En todos los tratamientos (temperatura control,
termotolerancia inducida y basal) no hubo diferencias significativas entre el
promedio de CFUs/mL de las transformantes (p > 0.05) (Figura 16 y Tabla 2).
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Figura 16. Evaluacion de la termotolerancia de las transformantes con el plasmido control o con el gen
Mayehuelina::V5::His incubadas en medio con dextrosa. A) CFU de cultivos control sin choque de calor. B)
CFU de cultivos con choque de calor a 37°C y posteriormente a 50°C [Termotolerancia Inducida]. C) CFU de
cultivos con choque de calor directamente a 50°C [Termotolerancia Basal]. Las barras muestran el promedio
con su desviacién estandar. Las barras con letras diferentes indican que las diferencias entre las muestras

son estadisticamente significativas.
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Cuadro 5. Promedio de las unidades formadoras de colonia (CFUSs) y porcentajes de termotolerancia de las

transformantes inducidas con Dextrosa. Se muestran la transformante con el plasmido vacio [pYES-DEST52]
y las construcciones pYES-DEST52-Mayehuelina [R1-3] y pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His [R2-2].

Desviacion Aumento | Aumento
Transformante Tratamiento CFUs/mL . Porcentaje en las en el
Estandar .
CFUs/mL | porcentaje
Control 3 2.17E+07 8.16E+06 100.00
pYES-DEST52 | T. Inducida 3 2.22E+05 1.06E+04 1.02
T. Basal 3 1.83E+05 2.42E+04 0.84
Control 3 2.16E+07 7.19E+06 100.00
R2-2 T. Inducida 3 2.09E+05 3.21E+04 0.97 0.94 0.95
T. Basal 3 1.75E+05 2.01E+04 0.81 0.96 0.96

También se realizaron ensayos de termotolerancia con las transformantes de la
clona R1-3 (pYES-DEST52-Mayehuelina). Sin embargo, el analisis de varianza
indicé que no hubo diferencias significativas (p > 0.05) con la transformante pYES-
DEST52 en ninguno de los tratamientos (Figura S3).

6.0 DISCUSION:

El anadlisis de proteinas por medio de electroforesis SDS-PAGE y tefiido con
Coomassie Brilliant Blue confirmé la integridad y cuantificacién de las proteinas,
pero no permiti6 observar (en S. cerevisiae) las bandas de la mayehuelina
esperadas a los ~33 kDa en el caso de la transformante pYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His y a los 27 kDa en la transformante pYES-DEST52-
Mayehuelina (Figura Sla y S1b). Una de las desventajas de S. cerevisiae, como
modelo de estudio eucarionte, es que generalmente tiene un nivel de expresién de
proteinas recombinantes relativamente bajo (Jayaraj y Smooker, 2009). Por ello,
es bastante probable que los bajos niveles de las dos versiones de la mayehuelina
estuviesen encubiertos por las propias proteinas de la levadura y la deteccion de
su acumulacién mediante esta técnica sea imposible, a diferencia de las hojas del
cogollo de A. tequilana que sintetizan mayehuelina en grandes cantidades
(Lledias-Martinez F., Nieto-Sotelo J. et al., datos no publicados).
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Pese lo anterior, el western blot permitié detectar la versién de la transformante
pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His (Fig. 13a) aunque la cantidad de la proteina
recombinante fue muy baja comparado con lo encontrado en A. tequilana, ya que
se requirieron 60 pg de proteina total de levadura en lugar de 20 pg de proteina
total del cogollo. Anteriormente, se habia detectado mayor cantidad de esta
version de la mayehuelina en S. cerevisiae (Reyes, 2014). Sin embargo, en ese
mismo trabajo, también se detectd una segunda banda aproximada a los 27 kDa
en la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His (Reyes, 2014). Reyes
sugiere que hubo una degradacion o modificacién post-traduccional que genero
dos versiones de la proteina recombinante. En cambio, en este trabajo no se
detect6 la banda de 27 kDa (Figura 9a) lo que pudo deberse a que se uso un el

protocolo diferente para extraer proteinas totales en S. cerevisiae.

En el caso del protocolo empleado por Reyes (Reyes, 2014), se usaron bajas
temperaturas para extraer y mantener las proteinas, ademéas de inhibidores de
proteasas. Es posible que, pese a estas precauciones, el alto contenido de
proteasas en las hojas de A. tequilana haya provocado el corte proteolitico de la
mayehuelina. El protocolo de Hovarth y Riezman (Hovarth y Riezman, 1994)
empleado en este trabajo, implicé un tratamiento a altas temperaturas de las
proteinas (95°C). Es posible que estas condiciones hayan desnaturalizado
proteinas incluyendo a la maquinaria de degradacion de las células de S.
cerevisiae, lo cual impediria su accién (la degradacion de otras proteinas). En este
trabajo se observo que el rendimiento e integridad de las proteinas extraidas con
el protocolo de Hovarth y Riezman fue superior (Figura S4) al empleado por Reyes

y no afectd de ninguna manera a la mayehuelina (Figura 13a).

Reyes tampoco detectd la expresion de la mayehuelina en la clona R1-3 de la
construccion pYES-DEST52-Mayehuelina atribuyendo este resultado a un mal
plegamiento de la proteina recombinante (Reyes, 2014). Para re-examinar este
problema, se secuencio nuevamente a la clona R1-3. A diferencia de la clona R2-
2, la re-secuenciacion de la clona R1-3 indic6 que contiene muchos errores,

inserciones y deleciones respecto a la secuencia de la Mayehuelina de A.
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tequilana (Figura 14 y Figura S5). Ademas, el codon de inicio en la clona R1-3 no
se encontré en el mismo lugar respecto a la clona R2-2 y también carecia de la
secuencia consenso para iniciar la transcripcion sugerida en el manual del vector
de expresion pYES-DEST52. Por lo anterior, muchos codones de inicio (ATG)
podrian ocasionar la traduccion de nuevos marcos de lectura (Figura 14) que
generarian cadenas polipeptidicas de diversos tamafios (ninguna mayor a 38
aminoacidos) diferentes al marco de lectura de lectura de la Mayehuelina de A.

tequilana (Figura 14).

Debido a que la secuencia del gen Mayehuelina en la transformante pYES-
DEST52-Mayehuelina, realizada con la clona R1-3 no es correcta, se descarto de
la discusion, ya que con esta construccion no es confiable poder inferir los efectos
de la mayehuelina en la termotolerancia de S. cerevisiae 0 su mecanismo de

accion.

Este trabajo confirmé que la versidon de la mayehuelina fusionada al epitope V5y a
la cola de histidinas de la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His no
es toxica en células de S. cerevisiae (Reyes, 2014). Es importante mencionar que
la versién de la mayehuelina sin la fusion tampoco fue téxica en la levadura, ya
gue otra clona estudiada de la construccion pYES-DEST52-Mayehuelina (clona
R1-1), cuya expresiobn se comprobé mediante inmunodeteccibn, no mostrd
diferencias significativas en el crecimiento de los cultivos (Jesus Gutiérrez, Tesis

de Maestria en Ciencias Bioquimicas de la UNAM, datos no publicados).

Superficialmente, el efecto positivo de la mayehuelina observado en los ensayos
de termotolerancia basal de la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5::His
se podria considerar irrelevante (Tabla 1), dado que existen proteinas que tienen
un rol mas importante en la sobrevivencia de S. cerevisiae al estrés calorico. Por
ejemplo, la HSP104 es una proteina no constitutiva que induce su expresion bajo
condiciones de choque de calor. HSP104 actia re-solubilizando agregados de
proteinas desnaturalizadas para que éstas puedan ser nuevamente plegadas de
manera correcta. Su delecion disminuye entre 100 y 1000 veces la termotolerancia
de S. cerevisiae. De hecho, basta con unicamente sobre expresar a HSP104 para
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elevar la sobrevivencia de S. cerevisiae en choques de temperatura letales a un
nivel similar al que causa una termoinduccion o aclimatacibn a temperatura
subletal (Lindquist y Kim, 1996; Verghese et al., 2012).

Sin embargo, cabe destacar que la respuesta al estrés calorico es un fendmeno
global que involucra la expresion de ~300 genes y la represion de ~600 genes en
S. cerevisiae (Morano et al., 2012). Probablemente, de manera individual, la
mayoria de estos genes no alteran radicalmente la termotolerancia de S.
cerevisiae, pero si de manera conjunta. Un caso de proteina involucrada en la
respuesta al estrés caldrico es HSP12, la cual al igual que la mayehuelina,
presenta un efecto por sobreexpresion relativamente bajo en la termotolerancia
basal, pero cuyo efecto es estadisticamente significativo en S. cerevisiae. HSP12
es una proteina localizada en la membrana plasmatica y el citoplasma de la
levadura (Pacheco et al., 2009). Su expresion incrementa 100 veces después de
un choque de calor a 37°C (Praekelt y Meacock, 1990). Sin embargo, HSP12 sélo
aumenta significativamente la termotolerancia de S. cerevisiae 1.25 veces en
condiciones intracelulares reducidas de trehalosa (Pacheco et al., 2009). El
mecanismo de accion de HSP12 ha sido poco estudiado. Sin embargo, se sabe
que estabiliza la fluidez de la membrana bajo condiciones de estrés (Verghese et
al., 2012).

Por lo tanto, observado desde un contexto global, el efecto de la mayehuelina no
es despreciable, aun cuando su efecto sea menor a los factores de transcripcion

de la respuesta al estrés caldrico o al de algunas otras proteinas como la HSP104.

Incluso el efecto de la mayehuelina en la termotolerancia de S. cerevisiae también
es mayor comparado con el efecto observado en otras proteinas recombinantes
de plantas y hongos evaluadas en modelos eucariontes similares al empleado en
este trabajo como es el caso de otras cepas de S. cerevisiae, S. pombe y Pichia
pastoris (Gao et al., 2011; Gao et al., 2012; Jeong et al., 2000; Jiang et al., 2009).
De los trabajos anteriores el que presenta mayor similitud con el protocolo descrito
en este trabajo fue el de Gao et al., 2012, quienes expresaron la proteina
ThHSP18.3, una sHSP de Tamarix hispida, en la cepa INVSC1 de S. cerevisiae
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utilizando el vector de expresién pYES2. Gao y colaboradores encontraron un
aumento significativo en la termotolerancia de la transformante en diferentes
choques de calor a 36, 40, 44, 48 y 52°C. No obstante, el aumento no es mayor a
1.5 veces respecto a su cepa control transformada Gnicamente con el vector de
expresion vacio. Bajo esta perspectiva, donde el efecto evaluado en la
termotolerancia viene dado por una proteina recombinante, el aumento generado

por la mayehuelina es apreciable.

Aunque aun falta confirmarlo, es posible que el efecto de estas proteinas en sus
respectivas plantas sea mayor que en la levadura, ya que el nivel de expresion de
proteinas recombinantes en S. cerevisiae es relativamente bajo (Jayaraj y
Smooker, 2009). En cambio, la cantidad de mayehuelina es muy alta en el cogollo
de A. tequilana, la estructura con mayor resistencia al choque de calor en esa
planta, representando alrededor del 10% de la proteina total de las hojas (Lledias,
Cabanillas, Nieto-Sotelo, datos no publicados; Lujan et al., 2009).

Los ensayos de termotolerancia de la transformante pYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His s6lo mostraron un aumento significativo en la
termotolerancia basal de S. cerevisiae, pero no en la termotolerancia inducida
(Figura 15), lo que sugiere que el mecanismo de accidén de la mayehuelina podria
estar relacionado al de las proteinas inducidas en la respuesta al calor como las
HSP. La hipotesis de que su funcion es similar al de otros factores inducidos por el
estrés en la levadura implica también que la actividad de estos otros factores de
estrés endogenos de la levadura no es limitante, lo que explica el efecto nulo de la
mayehuelina bajo condiciones de termotolerancia inducida, al no complementar o
reforzar la actividad de estas proteinas. El efecto positivo de la mayehuelina
Gnicamente en condiciones de termotolerancia basal indica que protege de alguna
manera el severo dafio causado por esta condicién de estrés. Por lo tanto, es
posible que la mayehuelina tenga una funcion redundante con alguna HSP, ya que
el efecto solo fue significativo en condiciones donde la presencia de HSPs es nula
0 muy baja, es decir en respuesta al choque de 50°C de células previamente

mantenidas a 25°C. Los niveles de proteccion a los efectos del calor de la
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mayehuelina fueron similares a los de las HSP de bajo peso molecular (sHSP).
Las sHSP son chaperonas que previenen la agregacion y precipitacion de
proteinas desnaturalizadas (Haslbeck y Vierling, 2015). En el caso de S.
cerevisiae, es posible que la mayehuelina sustituya la funcién de la HSP26, no
sélo porque presentan un tamafio similar, sino porque es una proteina que induce
su expresion durante el estrés calérico (Haslbeck et al., 2004) y, por lo tanto, no
estaba acumulada en el ensayo de termotolerancia basal. Mas aun, la actividad de
HSP26 es predominante a 37°C (Haslbeck et al., 2004) como en el caso de los
ensayos de termotolerancia inducida realizados.

Tanto en plantas como en levadura, la respuesta al choque de calor aumenta los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) en las
células (Fedyaeva et al., 2014; Jamieson, 1998). Debido a esto, otro posible
mecanismo de accién de la mayehuelina es como atrapador (scavenger) ROS,
evitando el dafio a otras proteinas y su consecuente degradacion por la ausencia
de HSPs durante la termotolerancia basal. En este caso, la actividad de la
mayehuelina se podria comparar con la de otros atrapadores de ROS que atraen
el dafo (por ej. acetil-cisteina, etanol, etc.) para evitar la oxidacién y degradacién
de proteinas constitutivas. Existen ejemplos de proteinas vegetales como la
GhMT3a de Gossypium hirsutum y la ASR1 de Oryza sativa que presentan este
tipo de actividad. Estas proteinas fueron evaluadas en células de S. cerevisiae y
E. coli, aumentando significativamente la tolerancia de estas células al estrés
oxidativo (II-Sup et al., 2012; Xue et al., 2009). En el caso de ASR1, observaron
que atrae H202Y lo convierte en H20 por medio de su oxidacion evitando que otras

proteinas reaccionen con el H202 (II-Sum et al., 2012).

En ambos mecanismos, la mayehuelina seria una excelente primera linea de
defensa contra el estrés calérico, dado que el costo energético para su sintesis y
accion seria menor comparado con otras proteinas como la HSP104 que ocupa
ATP para realizar su actividad (Vashist et al., 2010). Sin embargo, todavia queda

por evaluar si estas hipo6tesis son correctas o no.
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En la actualidad, las RIPs son practicamente conocidas sélo por su actividad ARN
N-glicosidasa. Usualmente, esta actividad se relaciona con la defensa contra
herbivoros, hongos, bacterias y virus (Bolognesi et al., 2016). Sin embargo, debido
a su localizacién en diferentes compartimentos celulares, algunos estudios
sugieren que las RIPs pueden tener otras funciones bioldgicas diferentes como la
induccion de la apoptosis (Narayanan et al., 2005). A pesar de ello, la literatura
generalmente presenta estas funciones como hipétesis y, hasta la fecha, solo se
encontré un trabajo experimental realizado con la cinnamomina, una RIP tipo I,
que confirma una funcién distinta: la de proteina de reserva en semillas de
Cinnamomum camphora (R.S. Liu et al.,, 2002). La funcion biologica de la
mayehuelina en A. tequilana aun podria ser de defensa contra herbivoria, ya que
no se ha descartado que tenga la actividad normal de las RIPs o cierto grado de
toxicidad en mamiferos. Sin embargo, los ensayos de termotolerancia muestran
que la versibn de mayehuelina de la transformante pYES-DEST2-
Mayehuelina::V5::His tiene un efecto significativamente positivo sobre la
termotolerancia basal de la levadura (Figura 15) aportando la primera evidencia de
que una RIP tipo | esta relacionada con la respuesta al estrés calorico.

Que la funcién biologica de la mayehuelina sea diferente o adicional a la defensa
contra herbivoria se puede deber a la estructura del sitio catalitico. La
mayehuelina presenta la sustitucion de una tirosina conservada a un acido
aspartico en la posicion 76. EI modelamiento in silico de la estructura de la
mayehuelina de A. tequilana mediante homologia permitié detectar cambios en la
conformacion tridimensional del sitio catalitico comparado con otras RIPs como la
saporina o la cadena A de la ricina (Nieto-Sotelo et al., datos no publicados). La
charibdina es el Unico caso publicado de una sustitucion natural en el sitio
catalitico similar al de la mayehuelina. En la charibdina la sustitucion implica el
intercambio de tirosina por valina (Touloupakis et al., 2006). Touloupakis y cols.
observaron que la charibdina no es un fuerte inhibidor de la sintesis proteica, ya
gue es 100 veces menor que la saporina. Ademas, debido a su alta acumulacion
en el bulbo de Charybdis maritima, Touloupakis y cols. especulan que la inhibicidon
de la traduccion no es la principal funcion de la charibdina. Si la mayehuelina
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presenta la capacidad ARN N-glicosidasa, ésta probablemente tenga un grado de
inhibicion similar a la charibdina, muy bajo respecto a otras RIPs como la ricina y
la saporina. Por lo tanto, puede ser que su funcion biolégica principal esté mas

relacionada al estrés cal6rico que a la defensa contra herbivoria.

Finalmente, aunque en este trabajo no se analizo el efecto de la mayehuelina en la
termotolerancia de A. tequilana de manera directa, hay que recordar que las
plantas son organismos sésiles que estan expuestos a diversos tipos de estrés
bioldgico y abidtico, entre los que destaca el estrés caldrico (Al-Whaibi, 2011). La
respuesta al estrés calérico en plantas también involucra diferentes mecanismos a
nivel fisioldgico, bioquimico y molecular. El calor y la sequia son las principales
condiciones de estrés que afectan el desarrollo y metabolismo de estos
organismos (Hasanuzzaman et al.,, 2013). A nivel molecular también son las
familias de proteinas como los Hsf, las HSP, las sHSP y las chaperoninas las
involucradas en la respuesta al estrés calorico en plantas (Al-Whaibi, 2011) y los
agaves no son la excepcion (Lujan et al., 2009). Por ello, encontrar que la
mayehuelina, una RIP tipo |, esta involucrada en la respuesta al calor de plantas
no soélo genera nueva evidencia acerca de su rol, sino que también genera nuevas
incognitas en el mecanismo y la evolucién de la respuesta al estrés cal6rico en

plantas.
7.0 CONCLUSION:

Se expresO una versién de mayehuelina fusionada al epitope V5 y una cola de
histidinas mediante la transformacion de células de S. cerevisiae con el vector
pYES-DEST2-Mayehuelina::V5::His. La fusiébn mayehuelina::VV5::his no fue toxica,
ya que no hubo disminucion en el crecimiento de los cultivos liquidos de las
células transformantes comparado con células control. Los ensayos y el analisis
para observar si esta proteina de fusion afectd la termotolerancia inducida y basal
de S. cerevisiae, mostraron UGnicamente un aumento significativo en la
termotolerancia basal. Por lo tanto, este trabajo presenta la primera evidencia que
apoya la hipotesis de que la mayehuelina, una RIP tipo |, podria estar relacionada

al estrés calorico.
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8.0 PERSPECTIVAS:

Aungue este trabajo muestra que la fusion mayehuelina::V5::his esta involucrada
en el estrés caldrico, todavia es necesario dilucidar si la mayehuelina no fusionada
tiene éstos mismos efectos, asi como el mecanismo de accién y su posible
actividad N-glicosidasa. Por lo que se sugieren otros ensayos tanto in vivo como in

vitro.

Seria interesante evaluar el papel in vivo de la mayehuelina en la respuesta de
defensa ante otros tipos de estrés, como el estrés oxidativo, la desecacion, el frio,
etc., ademas del ya realizado con calor. En cuanto a los ensayos in vitro, el
primero seria realizar diferentes pruebas con proteinas desnaturalizadas y HSP
para evaluar si la mayehuelina es capaz de re-solubilizar y/o re-naturalizar dichas
proteinas; y el segundo seria realizar pruebas con ribosomas para observar si la

mayehuelina es capaz de inhibir la sintesis proteica.

Aungque en levadura, la mayehuelina mostré un efecto sobre la termotolerancia,
también es importante confirmar esto en planta, por lo que se debe expresar y
evaluar el efecto de la mayehuelina, ya sea en Arabidopsis thaliana, en
protoplastos o en la misma planta de A. tequilana.

Por otro lado, es importante confirmar los resultados de este trabajo con la
construccion de la mayehuelina madura, por lo que se debe obtener un plasmido
correctamente construido, transformarlo y expresarlo en la cepa W303-1a para
validar el rol de la mayehuelina en la resistencia al estrés calérico de S. cerevisiae.
Cabe destacar que también se sugiere construir plasmidos incorporando las
regiones N- y C- terminal de holo-mayehuelina para evaluar su posible envio al
reticulo endoplasmico y analizar si esto interfiere con su rol en el estrés caldrico

observado en los ensayos de termotolerancia basal.
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10.0 TABLAS Y FIGURAS SUPLEMENTARIAS:

Tabla S1. Cuantificacion de las clonas de las construcciones pYES-DEST52-Mayehuelina (R1) y pYES-

DEST52-Mayehuelina::V5::His (R2-2) proporcionadas por Sandi Reyes (Reyes, 2014).

Clona Dilucion 1:10 Total
(ng/uL) (ng/uL)
R1-1 25 250
R1-2 55 550
R1-3 15 150
R1-4 70 700
R1-5 60 600
R2-1 45 450
R2-2 25 250
R2-3 65 650
R2-4 25 250

Tabla S2. Cuantificacion de proteinas desnaturalizadas de A. tequilana. Cada fila representa un ensayo
independiente por triplicado. En la celda inferior derecha se muestra la cantidad promedio obtenida de

proteina.

Medicion

Absorcion 660nm

Medicion

Medicion

1 > 3 Promedio
0.204 0.201 0.201 0.202 18.53
P 3 0.152 0.155 0.153 0.153 13.81
roteina 0.127 0.132 0.127 0.129 11.58

Desnaturalizada

0.185 0.184 0.185 0.185 16.93
0.183 0.180 0.182 0.182 16.61
15.49
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Tabla S3. Cuantificacion de proteinas nativas de A. tequilana. Cada fila representa un ensayo independiente
por triplicado. En la celda inferior derecha se muestra la cantidad promedio obtenida de proteina.

Absorcién 660nm

Medicion | Medicion | Medicion .
1 > 3 Promedio
Proteina 0.207 0.208 0.204 0.206 18.91
Nativa 0.181 0.181 0.182 0.181 16.58
0.237 0.236 0.235 0.236 21.79
19.03

Tabla S4. Cuantificacion de los anticuerpos anti-mayehuelina (anticuerpo primario). La medicion se llevd
acabo en el Nanodrop 2000 de Thermoscientific mediante absorcién a 280 nm. Cada fila representa un
ensayo independiente por triplicado y en la celda inferior derecha se muestra la cantidad promedio obtenida

de proteina.
(ug/mL)

Medicion | Mediciéon | Medicién .
Promedio
1 2 3
41 106 56 67.66
Anticuerpo 60 50 50 53.33
66 90 70 75.33
65.44
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Figura S1. SDS-PAGE de las proteinas extraidas
de cultivos de levadura obtenidos de la induccion
con galactosa. a) Transformante con el plasmido
vacio. b) Transformante con la construccion
pYES-DEST52-Mayehuelina [R1-3]. C)
Transformante con la construccion pYES-
DEST52-Mayehuelina::V5::His [R2-2]

En cada panel se muestra el tiempo (horas) de
induccion y el marcador molecular (BS) que
corresponde al producto Precision Plus Protein
All Blue Standards de Biorad
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Figura S2. Densitometria de la induccion de la mayehuelina de la transformante pYES-DEST52-
Mayehuelina::V5::His realizado con el escaner Epson Perfection V500 Photo de Epson y el programa ImageJ

version 1.50 de NIH.
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Figura S3. Evaluacion de la termotolerancia de todas las transformantes después de ser inducidas en medio
con galactosa. Panel izquierdo) Muestra las CFU de cultivos no chocados con calor. Panel centro) Muestra los
cultivos chocados a 37°C y posteriormente a 50°C. Panel derecho) Muestra los cultivos chocados
directamente a 50°C. Las barras muestran el promedio con su desviacion estandar. Las barras con letras

diferentes indican que las diferencias entre las muestras son estadisticamente significativas.
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Figura S4. SDS-PAGE de proteinas totales de la transformante pYES-DEST52-Mayehuelina::V5:His [R2-2]
A) Protocolo empleado por Reyes (Reyes, 2014). B) Protocolo de Horvath y Riezman (Horvath y Riezman

1994).
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Figura S5. Cromatograma de la secuenciacion de la clona R1-3 de los primeros 166 pb, incluyendo el inicio la

secuenciacion. Se observa que la calidad de la secuencia es baja
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11.0 ANEXO:

Medio YPDA 1X

Extracto de levadura (bacto-yeast)
Peptona

Glucosa (dextrosa)

Agar

Adenina hemisulfatada

Agua destilada

Medio SD + suplementos 1X

Glucosa (dextrosa)

Base nitrogenada de levadura (YNB)
Agar

Leucina

Adenina hemisulfatada

Histidina

Triptéfano

Uracilo

Agua destilada

Medio SD Ura 1X

Glucosa (dextrosa)

Base nitrogenada de levadura (YNB)
Agar

Leucina

Adenina hemisulfatada

Histidina

Triptéfano

Agua destilada

Medio SD Trp~1X

Glucosa (dextrosa)

Base nitrogenada de levadura (YNB)
Agar

Leucina

Adenina hemisulfatada

Histidina

Uracilo

Agua destilada

Medio SD Leu  1X

Glucosa (dextrosa)

Base nitrogenada de levadura (YNB)
Agar

Adenina hemisulfatada

1%
2%
2%
2%
0.004 %

2%
0.67 %
2%
0.009 %
0.004 %
0.002 %
0.002 %
0.002 %

2%
0.67 %
2%
0.009 %
0.004 %
0.002 %
0.002 %

2%
0.67 %
2%
0.009 %
0.004 %
0.002 %
0.002 %

2%
0.67 %
2%
0.004 %
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Histidina
Triptéfano
Uracilo

Agua destilada

Medio SGal Ura 1X

Galactosa

Base nitrogenada de levadura (YNB)
Leucina

Adenina hemisulfatada

Histidina

Triptéfano

Agua destilada

TAE 1X

Tris Base

Acido acético glacial
EDTA

Agua destilada

TE 1X

Tris-Cl, pH 7.5
EDTA, pH 8.0
Agua destilada

Buffer de lisis A

Triton X-100
SDS

NacCl

Tris-Cl, pH 8.0
EDTA, pH 8.0
Agua destilada

Buffer de extraccion A 1X

Tris-Cl, pH 7.2

NacCl

EDTA, pH 8.0

B-mercaptoetanol

10X COMPLETE® cocktail Roche
Agua destilada

Buffer de extraccion B 1X

Tris-Cl, pH 8.0
10X COMPLETE® cocktail Roche
Agua destilada

0.002 %
0.002 %
0.002 %

2%
0.67 %
0.009 %
0.004 %
0.002 %
0.002 %

40 mM
20 mM
2 mM

10 mM
1 mM

2%
1%
100 mM
10 mM
1mM

200 mM
20 mM

2 mM
0.5%

16 mg/mL

50 mM
16 mg/mL



Buffer de proteinas nativas 1X

Tris-Cl, pH 8.8
Glicerol
Agua destilada

Laemmli 5X

Tris-Cl, pH 6.8
SDS
B-mercaptoetanol
Glicerol

Agua destilada

Solucién A

Na2COs (carbonato de sodio)
Agua destilada

Solucién B

CuSO4 + 5H20
Citrato de sodio
Agua destilada

Solucién C
Solucién A + Solucion B (50:1)
Soluciéon D

Fenol Folin-Ciocalteu
Agua destilada

Gel Separador P

Acrilamida 30 % + Bis-acrilamida 0.8 %

Tris 1M, pH 8.8

Persulfato de amonio al 1%
TEMED

Agua destilada

Gel Concentrador P

Acrilamida 30 % + Bis-acrilamida 0.8 %

Tris 1M, pH 8.8

Persulfato de amonio al 1%
TEMED

Agua destilada

Buffer de corrida P

Tris Base
Glicina
Agua destilada

50 mM
8 %

250 mM
10 %
20 %
40 %

2%

0.5%
1%

67 %

26.66 %
37.5%
4.84 %

0.064 %

11.99 %
11.99 %
4.84 %
0.23%

25 mM
190 mM



Solucion de Comassie

Comassie Blue R-250
Acido acético glacial
Etanol

Agua destilada

Solucion destefiidora

Acido acético glacial
Etanol
Agua destilada

PBS 10X

NacCl

KCI

NazHPO4

KH2PO4

Agua destilada
AjustarelpHa 7.4

Gel separador A

Acrilamida 30 % + Bis-acrilamida 0.8 %
Tris 1M, pH 8.8

SDS al 10%

Persulfato de amonio al 1%

TEMED

Agua destilada

Gel concentrador A

Acrilamida 30 % + Bis-acrilamida 0.8 %
Tris 1M, pH 8.8

SDS al 10%

Persulfato de amonio al 1%

TEMED

Agua destilada

Buffer de corrida A

Tris Base
Glicina

SDS

Agua destilada

Buffer de transferencia
Tris Base

Glicina

Isopropanol

Agua destilada

0.1%
10 %
40 %

10 %
40 %

1.37 M
27 mM
100 mM
17.6 mM

40 %
37.48 %
1%
4.84 %
0.06 %

12.47 %
12.47 %
1%
4.84 %
0.24 %

25 mM
190 mM
3.47 mM

25 mM
190 mM
20 %
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Solucién de bloqueo

Leche en polvo semidescremada Svelty® 5%
TBST 1X

TBST 10X

Tris base 10 mM
NacCl 15M
Tween 20 0.5%

Agua destilada
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