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Resumen

La secrecidn de proteinas en células eucariontes puede ocurrir por dos vias: (1) la via clasica,
que es propia de todas las proteinas con un péptido sefal, mismas que se traducen hacia el
lumen del reticulo endoplasmico (RE), después, por accion del complejo COPII, pasan al
aparato de Golgi, el cual se encarga de secretarlas por medio de vesiculas de secrecion; y (2)
la via no convencional, la cual se puede dividir en dos: (a) cuando las proteinas con péptido
sefal pasan por el RE pero, en pasos siguientes, son direccionadas a Golgi sin necesidad del
complejo COPII, o bien, son secretadas sin pasar por Golgi; y (b) las proteinas nucleares y
citoplasmaticas que carecen de péptido senal que son secretadas por vias
alternas/independientes a la via RE-Golgi.

La NaTrxh, una tiorredoxina tipo h de Nicotiana alata (Na: Nicotiana alata; Trxh: tiorredoxina
tipo h), es una proteina que se secreta a la matriz extracelular del tejido de transmision estilar.
Se sabe que la regién comprendida entre los residuos Ala-17 y Pro-27 se encuentra un
motivo, denominado N@, que contiene la informacion para dirigir su secrecion. Las
caracteriticas de este motivo, tanto bioquimicas como por su posicion dentro de la estructura
primaria de la proteina, hacen que se considere como un péptido sefial no ortodoxo. De
manera interesante, solo se encuentra una secuencia similar en otra proteina que se asocia a
la membrana y que también es de plantas.

Con la finalidad de analizar la via de secrecidn que pudiese seguir la NaTrxh, se escogi¢ un
sistema eucarionte heterdlogo, Saccharomyces cerevisiae, el cual, al ser un organismo
modelo en el que se han descrito rutas no convencionales de secrecion, permitiria dilucidar si
la informacion contenida en el motivo N3 es reconocida por otros organismos o si se trata de
un sistema propio de plantas. Por lo tanto, en el presente trabajo se expreso la proteina
NaTrxh recombinante y a tres formas mutantes de su extremo amino (NaTrxhANa,
NaTrxhANB y NaTrxhANoB) en células de S. cerevisiae usando el vector de expresion
pYES/DEST-52. Las proteinas recombinantes resultantes contienen una cola de 6 histidinas
en el extremo carboxilo para facilitar su inmunodeteccion. Los resultados indicaron que
ninguna version de la NaTrxh se secretd, lo cual sugiere que S. cerevisiae es un sistema que
no reconoce la informacion de secrecion de dicha proteina, permitiendo sugerir que la funcion

de localizacién celular del motivo N8 es especifico de plantas.
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I. Introduccion

I.1. Vias de secrecion de proteinas en células eucariontes

La secrecion de proteinas en células eucariontes puede ocurrir por dos vias: (1) la via
clasica; y (2) la via no convencional. La via clasica, que es propia de todas las proteinas con
un péptido sefal, el cual, al inicio de la traduccion por los ribosomas en el citoplasma es
reconocido por SRP (particula de reconocimiento de sefal). SRP es un complejo de 7
moléculas de RNA y 6 polipéptidos que alenta el proceso de la traduccion. El complejo que se
forma, mRNA-proteina naciente-ribosoma-SRP, difunde por el citoplasma hasta alcanzar la
membrana del reticulo endoplasmico (RE), a la que se une gracias a un receptor que
reconoce a SRP (rececptor de SRP; SRPR). EI SRPR unido al complejo interacciona con el
translocador, el cual es un canal por el que penetra la cadena polipeptidica naciente hacia el
lumen del RE. El péptido senal se queda unido al translocador para después ser cortado por
una peptidasa del reticulo o bien, se inserta entre los acidos grasos de la membrana para su
posterior trafico hacia otro organelo de la célula (Megias et. al., 2014). Una vez en el lumen
del RE, las proteinas se modifican por adicion de residuos de carbohidratos y se direccionan
por medio de vesiculas COPIlI al aparato de Golgi, el cual se encarga de secretarlas,
transportandolas en vesiculas de secrecion, mismas que se fusionan a la membrana
plasmatica, liberando asi su contenido. La denominada via no convencional, se puede dividir
en dos (Nickel y Rabouille, 2009): (a) cuando las proteinas con péptido sefial pasan por el RE
pero, en pasos siguientes, son direccionadas a Golgi sin necesidad del complejo COPIIl, como
la HSP150 de levadura o bien, son secretadas sin pasar por Golgi, como la CD45, que es una
proteina receptora de la Tyr fosfatasa, enzima esencial para el desarrollo de las células T

(Baldwin y Ostergaard, 2001; 2002) o la proteina Ist2 de levadura (Juschke et al., 2005); y (b)



Introduccién

cuando la secrecidn se lleva a cabo por vias alternas/independientes de RE-Golgi, como es el
caso de algunas proteinas nucleares y citoplasmaticas que a pesar de que carecen de un

péptido sefial, son secretadas (Nombela et al., 2006; Nickel y Rabouille, 2009).

1.1.1. Caracteristicas de los péptidos senal y secreciéon de proteinas sin péptido senal

Un péptido sefal se caracteriza por ser de entre 16 y 30 residuos de aminoacidos de
longitud, encontrarse en el N-terminal o muy cerca a éste y tener un punto de corte,
generalmente en algun residuo de aminoacido pequefo y neutro, como la alanina (Gonzalez,
2010), asi como poseer un perfil de alta hidrofobicidad (Gierasch, 1989).

La interleucina-1f3 es el ejemplo de una proteina que se secreta a pesar de carecer de
un péptido sefal (Rubartelli et al., 1990). Otros ejemplos son la proteina anticoagulante PP4
de humano (Grundmann et al., 1988).

En Plasmodium falciparum (parasito que causa la malaria en el humano), también se
han descrito algunas proteinas que no contienen péptido sefial y aun asi se secretan (Foley y
Tilley, 1998; Naquira et al., 2013).

En levaduras se han encontrado varias proteinas que se secretan por una via no
convencional, tal como la Acb1, que carece de un péptido sefial y se secreta por medio de
autofagosomas, los cuales son organelos rodeadeos por una doble membrana que contienen
residuos citoplasmicos durante las fases iniciales de la autofagia (Kuchles et al., 1989; Duran
et al., 2010; Alberts et al., 2015).

Otro ejemplo de una proteina que se transporta al espacio extracelular por medio de
una via de secrecion independiente de RE-Golgi es el Factor a, una feromona de levadura.

Este factor es un péptido pequefio de 12 residuos de aminoacidos y su secrecién es mediada
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por Ste6. Ste6 es una proteina de la familia de los transportadores con dominio ABC (casete
de union a ATP), que en eucariontes estan relacionados con la translocacion de péptidos a
través de la membrana del RE o del colesterol en la membrana plasmatica (Zsebo et al., 1986;
Nombela et al., 2006; Nickel y Rabouille, 2009).

No existe evidencia de que la exportacién del lipopéptido factor a esté relacionada con
la translocacion directa de membrana de proteinas secretoras no convencionales. Por
ejemplo, a diferencia del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), el factor a se secreta
por un transportador ABC vy, por lo tanto, depende de la hidrolisis de ATP. Ademas, los
inhibidores generales de diversas clases de transportadores ABC no bloquean la secrecion de
FGF2. Finalmente, se cree que FGF2 se transporta en un estado plegado, que es un
mecanismo que los transportadores ABC probablemente no admiten (Fig. 1) (Nombela et al.,

2006).
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Figura 1. Mecanismos de secrecion de proteinas en células eucariontes. Se muestran los posibles mecanismos de
secrecidn de proteinas sin péptido sefial, algunos basados en evidencias a partir de proteinas de levadura, mamiferos
y sistemas de parasitos, que podrian operar en secrecion alternativa. Para comparacién, se muestra la via clasica de
secrecidn (A), dependiente del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi (RE-Golgi), en donde la proteina que se
secreta contiene un péptido sefial. Con respecto al mecanismo de secrecién no convencional (B), se muestra el
plegamiento citosdlico de proteinas ge posteriormente son dirigidas al RE para seguir la via de secrecién (a), la
exportaciéon de proteinas independientes de Golgi (b), la propiedad de algunas proteinas con afinidad a las vesiculas
de secrecién que podrian conducir su adhesién a las mismas (c). Otros posibles mecanismos por los cuales las
proteinas sin péptido sefial podrian atravesar la membrana incluyen la transferencia pasiva (d) y la especificidad de la
proteina a secretarse por un transportador especifico (e y f). Los ejemplos en levadura incluyen la secrecion del
péptido de a-feromona (f) que es conducido especificamente por el transportador de casete de uniéon a ATP Ste6p.
Modificado de Nombela et al, 2006.

I.2. Tiorredoxinas, proteinas presentes en todos los organismos

Las tiorredoxinas (Trx) son proteinas cuya masa varia entre los 12 y los 15 kDa, son
ubicuas, termoestables y se encuentran conservadas en procariontes y eucariontes
(Holmgren, 1985). Las Trx estan presentes en todos los organismos que catalizan

intercambios tiol-disulfuro, ya que regulan el ambiente redox de la célula, controlando una
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amplia variedad de procesos bioquimicos. Esta regulacion depende, en la mayoria de los
casos, de la capacidad de las Trx de reducir los puentes disulfuro de sus proteinas blanco
(Miranda-Vizuete, 1994).

Las Trx poseen un sitio activo redox que contiene dos residuos de cisteina en la
secuencia Trp-Cys-Gly-Pro-Cys y puede encontrarse de dos formas (Holmgren, 1985): (1) en
su forma reducida o ditiolica: Trx-(SH)2; o (2) en su forma oxidada: Trx-S,. En el estado Trx-
(SH)2, la Trx es capaz de reducir los puentes disulfuro de sus proteinas blanco (Holmgren,
1985; Laloi et al., 2001), influyendo asi en su actividad, ya sea activandolas o inhibiéndolas.
Por ejemplo, la primera tiorredoxina que se identifico y caracterizé es la donadora de
electrones de la ribonucledtido reductasa de E. coli, activandola y siendo, por lo tanto,
fundamental para la sintesis de desoxirribonucléotidos (Laurent et al., 1964). Se han
identificado tres tiorredoxinas en levaduras, la Trx1 y Trx2, que son proteinas citosélicas y la
Trx3, que es mitocondrial (Pedrajas ef al., 1999).

Actualmente, se sabe que la diversidad de los procesos fisiologicos en que las Trx
estan involucradas depende de sus proteinas blanco y, por lo tanto, es muy amplia, sobre
todo en células vegetales, donde se ha encontrado una gran variedad de tipos de Trx, lo cual
contrasta con los demas organismos tanto procariontes como eucariontes (Laloi et al., 2001;

Juarez-Diaz et al., 20006).

1.2.1. Diversidad de tiorredoxinas en plantas

El sistema de las Trx es particularmente complejo en las plantas, ya que existen
multiples isoformas y genes que codifican cada una de éstas. En el genoma de Arabidopsis

thaliana se han identificado al menos 20 genes que codifican proteinas tipo Trx (Marchand et
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al., 2004). Todos estos genes se encuentran en el genoma nuclear, independientemente de la
localizacion subcelular de la proteina (Miranda-Vizuete, 1994; Meyer et al., 2005).

Las Trx vegetales se dividen en 8 grupos con base en su secuencia; f, m, x, y, Z, 0, Sy
h. Las de tipo fy m desempefan una importante funcion en la regulacion de la fotosintesis
reduciendo a la fructuosa-1,6 bifosfatasa (FBPasa) y a la malato deshidrogenasa dependiente
de NADP (NADP-MDH), respectivamente (Kagawa et. al., 1977; Jacquot et. al., 1978;
Buchanan y Luan, 2005). La del tipo x esta implicada en la respuesta al estrés oxidante en
cloroplastos (Mestres-Ortega y Meyer 1999; Collin et al., 2007; Simkova et. al., 2012); el tipo
y y el tipo z se expresan en etapas tempranas del desarrollo de la hoja, siendo importantes
para el desarrollo del cloroplasto (Wimmelbacher y Bornke, 2014; Arzova et al., 2010). Todos
estos tipos de Trx (f, m, x, y, y z) se localizan en los cloroplastos. Adicionalmente, se
encuentra el tipo o, el cual pertenece al sistema Trx mitocondrial (Laloi et al., 2001); la del tipo
s se ha observado que cumple una funcion en algunas interacciones simbioticas especificas
de leguminosas y esta asociada al RE (Alkhalfioui et al., 2008); y por ultimo, las del tipo h (Trx
h), que forman el grupo mas abundante de las Trx y se han encontrado en citoplasma,

mitocondrias y en el apoplasto (Gelhaye et al., 2004; Juarez-Diaz et al., 2006).

1.2.2. Tiorredoxinas de tipo h

Las Trx h forman el grupo mas abundante de los 8 tipos de Trx identificados y descritos
hasta ahora en plantas. Este grupo se divide a su vez, de acuerdo a sus estructuras primarias,
en tres subgrupos. Las del subgrupo 2 se caracterizan por contener una extension en el
extremo amino (Gelhaye et al., 2004), la cual se ha demostrado en tres Trx que esta

relacionada con su localizacion celular. En el caso de la PtTrxh2, una proteina de Populus
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fremula, se demostré que sirve para su transporte hacia la mitocondria (Gelhaye et al., 2004).
El otro ejemplo es el de la RPP13-1 de Oryza sativa, en la cual se demostré6 que dicha
extension esta relacionada con el transito intercelular a través de los plasmodesmos
(Ishiwatari et al., 1999). Finalmente, se encuentra la NaTrxh, que es una Trx h de Nicotiana
alata y se encontré que se secreta a la matriz extracelular del tejido de transmision estilar

(Juarez-Diaz et al., 20006).
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II. Antecedentes

Il.1. NaTrxh, una tiorredoxina tipo h de localizaciéon extracelular

La NaTrxh es una Trx identificada en N. alata que se encuentra dentro del subgrupo 2
de las Trx h. La NaTrxh contiene una extension hacia el amino terminal y otra hacia el extremo
carboxilo, se secreta a la matriz extracelular del tejido de transmision de los estilos de N. alata
(Juarez-Diaz et al., 2006), por lo que se sugiere que esta involucrada en procesos de
reconocimiento y rechazo del polen en el sistema de autoincompatibilidad gametofitica
(Juarez-Diaz et al., 2006; McClure et al., 2011).

Por medio de ensayos de expresion transitoria de la proteina recombinante de fusion
NaTrxh: proteina verde fluorescente (GFP) en hojas de Nicotiana benthamiana y de A.
thaliana, se desmostré que la secuencia de la NaTrxh tiene la informacion suficiente para
dirigir su secrecion (Juarez-Diaz et al., 2006). Generando cuatro mutantes con diferentes
deleciones hacia su extremo amino y carboxilo (NaTrxhANa, que no contiene los residuos
Met-1 a Ala-16, motivo Na; NaTrxhANB, que no contiene los residuos Ala-17 a Pro-27, los
cuales forman lo que se denomina motivo N3; NaTrxhANaf3, que no contiene la extension del
extremo amino; y NaTrxhACOO, que no contiene el extremo carboxilo, eliminando desde la
posicion E-136), fusionadas a GFP y expresandolas de manera transitoria en células de
epidermis de cebolla, se demostré que es el motivo N el responsable de la localizacién
extracelular de la NaTrxh (Avila-Castafieda et al., 2014). Ademas, fusionando el motivo NB a
GFP, se encontré que esta se secreta en las células de epidermis de cebolla, lo que sugiere
que de alguna manera el motivo N3 es reconocido para secretar a la proteina que lo contenga

(Avila-Castafieda et al., 2014) (Fig. 2).
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Con respecto al extremo carboxilo (a partir de la posicion E-136), se propone que es
necesario para la interaccion de la NaTrxh con la que hasta ahora se ha identificado como su
proteina blanco, la S-RNasa (Avila-Castafieda et al., 2014), enzima responsable del rechazo
del polen en los estilos de N. alata (McClure et al., 1989). De manera interesante, se
comprobd que hay un aumento considerable en su actividad de ribonucleasa después de ser
reducida por la NaTrxh, a diferencia de lo que ocurre con una reduccion por ditiotreitol (DTT),

que la inhibe (Torres, 2016).

A NaTrxh- GFP
Na NB WCGPC GFP

R NaTixh NaTirxhANa NaTrxhANB
wcePrc  coo- Gre QMEPBNE  weGPc | coo- G )

NaTrxhANaf NaTrxhANCOO- NB(NaT)
Lindal 5 N GFP

Figura 2. Esquema de los resultados de los ensayos de expresion transitoria de la NaTrxh y sus diversas
mutantes en células de cebolla (Avila-Castafieda et al., 2014). A. Esquema de la secuencia de la NaTrxh
fusionada a GFP. En rojo se esquematiza el motivo Na; en azul claro el motivo Nf§; en morado el cuerpo de la Trx
representadola con su sitio activo WCGPC; en azul fuerte el extremo carboxilo (COO-); y en verde la proteina GFP. B.
Esquemas de la localizaciéon celular de las proteinas de fusién NaTrxh:GFP, NaTrxhANa:GFP, NaTrxhANf:GFP,
NaTrxhANafB:GFP, NaTrxhANCOO-:GFP, Np(NaT):GFP. 1) NaTrxh completa, localizada en la pared celular (Color
verde) 2) NaTrxhANa, localizada en pared celular. 3) NaTrxhANf, localizada en citosol. 4) NaTrxhANaf, localizada en
el citosol, 5) NaTrxhANCOO-, localizada en la pared celular. 6) NB(NaT), localizada en pared celular.
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Al analizar la secuencia de la NaTrxh por medio del algoritmo Secretome 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP-1.0/ ) (Bendtsen et al., 2004; Juarez-Diaz et al,,
2006), se obtuvo que podria tratarse de una proteina que se secreta por una via no
convencional (Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014), ya que el algoritmo la
compara con la Trx-1 de humano, misma que se ha encontrado en el torrente sanguineo a
pesar de carecer de un péptido sefnal (Perez et al., 2013). Sin embargo, se encontré que la
NaTrxh si pasa por el RE, que usa al aparato de Golgi para su secrecién y se localiza
relacionada a cuerpos membranosos que sugieren ser vesiculas de secrecién, por lo que todo
indica que al menos si utiliza los elementos de la via clasica de secrecion (Avila-Castafieda et
al., 2014).

Al ser el motivo N3 el responsable de la secrecion de la NaTrxh y de la GFP cuando lo
contiene en su extremo amino (Avila-Castefieda et al., 2014), se realiz6 una busqueda por
similitud de dominios y se observa cierta similitud con los motivos que se encuentran en el N-
terminal de las tiorredoxinas Trxh1 y Trxh2 de soya (Fig. 3), las cuales estan asociadas a
membranas (Shi y Bhattacharyya, 1996; Avila-Castafieda et al., 2014), sugiriendo que este
motivo solo se encuentra en una cantidad muy limitada de proteinas, sugiriendo que sea

exclusivo de células vegetales.

Gmax [TRX2] MGGILSGLLGS---DAAAAASSPESSTSRVSSFHSSPRWQLYFNEIKDTDKLVVIDFSAS

Gmax [TRX1] MGAILSALTGG---AATAATSSPESSASRVQSFHSSARWQLHFNELKETNKLVVIDFSAS

Nala [DQ021448) MGSYLSSLLGGGAAEAAEAESGSSSEPSRVIAFHSSNRWQLHFNSSKQLNKLIVVDFAAT
*t. ﬁ'.ﬁ ﬁ. ': * t...t..tii :i'ﬁi Qtﬁﬁ:tﬁ. ': :ti:i:tﬁ:ﬁ:

Gmax [TRX2] WCGPCKFIEPATHAMADKFNDVDFVKIDVDELPDVAQEFQVQAMPTFVLWKKGKEVDKVV

Gmax [TRX1] WCGPCKFIEPAIHAMSEKFTDVDFVKIDVDELPDVAKEFNVEAMPTFVLCKKGKEVDKVV

Nala [DQ021448] WCGPCKMMEPVINAMSAKYTDVDFVKIDVDELSDVAQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERVV
ii'i"::'i.i:t': ':.'i*itﬁﬁﬁtiﬁi.'ﬁﬂ:iﬁ ﬁ:ﬂ'*ﬁ':. ﬁ:'ﬁt'::t'

Gmax [TRX2] GAKKDELEKKIEKHRS~—emeemccecaeana=

Gmax [TRX1] GAKKDELEKKIEKHRSQS-—--—=—=—=—=——=

Nala [DQ021448) GAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYRTKFHVQ

hkkkkd ek ok

Figura 3. Analisis por alineamiento de los motivos N3, y los motivos que se presentan en Trxh1 y Trxh2.
Tomado del material suplementario de Avila-Castafieda et al. (2014).
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En el presente trabajo se propone probar si con otro sistema eucarionte, como lo es
Saccharomyces cerevisiae, al sobrexpresar a la NaTrxh, asi como a las diferentes mutantes
de su extremo amino (sin el motivo Na, sin el NB y sin ambos), se puede generar una
herramienta genética que permita el estudio de la via de secrecion de esta proteina. De igual
manera, sera posible contar con una buena evidencia celular que indique la posibilidad de que
la funcién del motivo N8 (o péptidos de naturaleza similar) sea propia de células vegetales o si
también es reconocida por otros sistemas eucariontes que, como S. cerevisiae, se sabe

presenta vias no convencionales de secrecion.

I.2. Saccharomyces cerevisiae como modelo para la expresion heteroléga de proteinas
recombinantes

S. cerevisiae es uno de los modelos biologicos eucariontes mas usados y estudiados
en la ciencia. El analisis de esta levadura ha contribuido de manera muy importante a dilucidar
los procesos basicos de la fisiologia celular, principalmente de los eucariontes. Cabe
mencionar que dos productos obtenidos por tecnologia del DNA recombinante, la primera
vacuna generada contra la hepatitis B, aprobada posteriormente para su aplicacion en
humanos (Valenzuela et al., 1982), y el primer producto para uso alimenticio, la renina, fueron
producidos en levadura (Mellor et al., 1983; Jones et al., 1992).

S. cerevisiae es un organismo unicelular con un ciclo de vida ideal para su uso en
diversos estudios cientificos. Algunas de sus grandes ventajas son la obtencion de grandes
cantidades celulares en cultivo, debido a su facil crecimiento y su estabilidad genética;

ademas, cuenta con un ciclo de vida con una fase asexual y una fase sexual.
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El primer genoma eucarionte completamente secuenciado fue el de S. cerevisiae, el
cual consta de 16 cromosomas en una célula haploide variando en un tamafo de 200 a 2200
kb, en los cuales se encontraron 6,275 potenciales marcos de lectura abiertos (ORF), de los
cuales se predijo que solo 5,885 podrian codificar proteinas. Es un genoma compacto, dado
que el 72% de la secuencia es codificante. El tamafio promedio de los genes de levadura es
de 1.45 kb, o 483 codones, y solamente el 3.8% de los ORF contienen intrones (Goffeau et
al., 1996).

Aun cuando la bacteria Escherichia coli constituye un magnifico sistema para la
expresion de genes heterdlogos, la levadura también ha tenido un papel importante en el
desarrollo de los sistemas de expresion de proteinas recombinantes.

S. cerevisiae se ha utilizado como modelo biolégico para la expresion de diversas
proteinas heterdlogas. Por mencionar algunos ejemplos, se encuentra un péptido quimérico
de multiples epitopes de Mycobacterium tuberculosis, denominado péptido B2, siendo de gran
importancia clinica, ya que la obtencion de estos péptidos por la via recombinante tiene
aplicaciones en el desarrollo de futuros candidatos para la produccion de vacunas, asi como
en el desarrollo de sistemas de diagndstico seroldgicos (Garcia et al., 2007). Algunos
ejemplos de proteinas de plantas expresadas en S. cerevisiae son la A-12 desaturasa de
acidos grasos (FAD2) de A. thaliana, donde se utilizé el promotor inducible GAL7 del gen de la
galactocinasa 1 (Kajiwara et al., 1996); la sintetasa de flavonoides | y Il (FSI y FSII,
respectivamente); y metabolitos secundarios de plantas (Leonard et al., 2005).

Algunas de las caracteristicas que hacen a S. cerevisiae un buen sistema para la
expresion de proteinas recombinantes son: (a) las levaduras carecen de endotoxinas; (b) en

algunos casos, los productos en la levadura pueden tener mayor actividad biolégica que los
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que se expresan en E. coli, principalmente porque la levadura es capaz de llevar a cabo
modificaciones post-traduccionales, tales como la miristoilacion, la acetilacion de extremos
amino y el procesamiento proteolitico, indispensables para que el producto posea actividad
biolégica; y (d) las proteinas heterdlogas secretadas por cepas especialmente disefiadas, son
facilmente recuperadas del medio de cultivo (Gonzalez y Valenzuela, 2002).

Adicionalmente, en S. cerevisiae se ha logrado un gran avance en el estudio de rutas
no convencionales de secrecion de proteinas (Nombela et al., 2016), por lo que lo hace un
modelo muy atractivo para el analisis de la via de secrecion de la NaTrxh, la cual es un

proteina de secrecion en plantas (Juarez-Diaz et al., 2006).
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II1. Hipotesis

El motivo N3 es el responsable de la secrecion de la NaTrxh en células vegetales, de tal
manera que es posible que funcione de manera especifica como “péptido sefial” en otro

sistema hetrélogo eucarionte como lo es S. cerevisiae.
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IV. Objetivos

IV.1. General

Expresar a la proteina NaTrxh silvestre y las diferentes formas mutantes (NaTrxhANa,

NaTrxhANB y NaTrxhANa) en células de S. cerevisiae.

IV.2. Particulares

* Clonar las secuencias NaTrxh, NaTrxhANa, NaTrxhANB y NaTrxhANa en un vector de
expresion inducible para S. cerevisiae.
* Inducir la expresion de las proteinas recombinantes en S. cerevisiae.

* Inmunodetectar a las proteinas recombinantes correspondientes para proponer su

posible localizacion intra o extracelular.
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V. Materiales y métodos
V.1. Amplificaciéon de la secuencia NaTrxh y las diferentes mutantes para su clonacién
en el vector de entrada pENTR/D-TOPO

Las secuencias que codifican a la proteina NaTrxh y las tres formas mutantes,
NaTrxhANa, NaTrxhANB y NaTrxhANaf, clonadas en el vector binario pEarleyGateway103
(PEG103) fueron donadas por el Dr. Felipe Cruz Garcia (Facultad de Quimica, UNAM), que se
usaron para un trabajo previo, en el que se demostré que el motivo N es el responsable de la
secrecion de la NaTrxh en células de epidermis de cebolla (Avila-Castafieda et al., 2014).
Estas construcciones se usaron como molde para amplificar cada una de las secuencias
codificantes por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para amplificar las secuencias
que corresponden a la NaTrxh, la NaTrxhANa y la NaTrxhANa se us6 a la construccion
pEG103:NaTrxh como molde, mientras que para la NaTrxhANB se usé a la
pEG103:NaTrxhANB.

En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos que se utilizaron para
las diferentes reacciones de PCR y en la Figura 4 se muestra el sitio donde cada uno de estos
se alinea dentro de la secuencia de la NaTrxh, de tal manera que para amplificar a la NaTrxh
y a la NaTrxhANB se usaron los oligonucledtidos NaT-F1 y NaT-R*; para la NaTrxhANa, los
oligonucledtidos NaT-F2 y NaT-R*; y para la NaTrxhANaf, los oligonucléotidos NaT-F3 y NaT-

R*.
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de la NaTrxh y sus mutantes.
Los oligonucledtidos en sentido para las diferentes versiones de la NaTrxh (con la letra F en su nombre)
contienen en el extremo 5’ la secuencia CACC, la cual sirve para la clonacién de los productos de amplificacién
en el vector de entrada pENTR/D-TOPO, e inmediatamente a ésta contienen el codén de inicio ATG. El
antisentido (con la letra R*) elimina en los productos de amplificacion el codén de término de la NaTrxh.

Nombre Secuencia Tamano
(nt)
NaT-F1 5 CACCATGGGATCGTATCTTTCAAGTTGCTCGGTG 3’ 34
NaT-F2 5 CACCATGGCAGAGGCAGAATCAGGATCGTCG & 31
NaT-F3 5 CACCATGTCGCGTGTGATTGCTTTTCATTC 3 30
NaT-R* 5 TTGGACATGAAATTTAGTTCGATAATTACTAGCAGC 3 36
M13-F(-20) 5" GTAAAACGACGGCCAG 3’ 16
M13-R 5'"CAGGAAACAGCTATGAC 3’ 17

Los oligonucledtidos en sentido (con la letra F en su nombre) contienen la secuencia
CACC en el extremo 5’ (Tabla 1) con la finalidad de que los productos de la amplificacion se
clonen directa y correctamente orientados en el plasmido pENTR/D-TOPO (pENTR)
(Invitrogen); todos contienen inmediatamente después de CACC el codén ATG para que inicie
la traduccion cuando se exprese cada uno de los genes a partir del vector destino (i. e. el de
expresion pYES-DESTS52; Invitrogen). El oligonucle6tido NaT-R* corresponde al antisentido,
por lo que se alinea en el extremo 3’ de la NaTrxh (Fig. 4) eliminando el codon de término con
la finalidad de que cuando se clone en el vector de expresion, sea posible agregar el epitope
V5 y una cola de 6 residuos de histidinas [His(6x)] en el extremo carboxilo de las proteinas

recombinantes como mas adelante se describira.
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NaTrxh m CO0
—_— S — —
NaT-F1 NaT-F2 NaT-F3 NaT-R
NaTrxhANa f Na m
natxhang  (EEEED o
NaTrxhANaf i_ ______ L P I 00

Figura 4. Esquema de la secuencia NaTrxh y las mutantes NaTrxhANa, NaTrxhANB y NaTrxhAaff indicando la posicidon
de alineamiento de cada uno de los oligonucledtidos que se emplearon para su amplificacién por PCR.

Para la reaccion de PCR se utilizo la DNA polimerasa Phusion Hot Start Flex (Pfu)
(New England BioLabs). Otra caracteristica importante es que esta enzima esta inhibida a
temperatura ambiente y solo se activa con una incubacion a 98 °C por 30 s previo a la
reaccion de PCR (desnaturalizacion inicial; Tabla 2). Ademas, con la Pfu se obtienen
productos de amplificacion con extremos romos, lo cual es fundamental para su clonacion
directa en el vector de entrada pENTR.
Para la PCR usando la Pfu se utilizd la siguiente mezcla de reaccion, utilizando un
volumen final de 25 pL de reaccién y las condiciones de la Tabla 2.
a) 12.5 pL de la solucion amortiguadora con la enzima y la mezcla de los
cuatro desoxirribonucleotidos (ANTP)
b) 1.25 pL de cada oligonucleotido 10 uM

c) 0.5 yL de DNA molde (o agua en el caso del control negativo)
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Tabla 2. Condiciones de la PCR utilizando a la Phusion Hot Start Flex (New England BioLabs). El paso de
desnaturalizacién inicial ademas de asegurar la desnaturalizaciéon del DNA molde y completa linealizaciéon de los
oligonucledtidos, sirve para la activacion de la DNA polimerasa. Se utilizé el tiempo de extensiéon que sugiere el
proveedor (30 s/kb de producto de amplificacion).

Paso Temperatura Tiempo Nun.1ero de
ciclos
D turalizacicd
: .es.,na uralizacion 98 °C 30 s 1
inicial
Desnaturalizacién 98 °C 10s
Alineamiento 60 °C 10s 35
Extension 72 °C 15s
Extension final 72 °C 5 min 1

V.2. Clonacién de la NaTrxh y las diferentes mutantes en el vector de entrada pENTR/D-TOPO

Cada uno de los productos de la amplificacion por PCR utilizando la Pfu y las
condiciones descritas en la Tabla 2, se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%
para después purificarlos a partir del mismo. La purificacion del DNA a partir de gel se realizo
siguiendo el protocolo que a continuacion se describe (Qiagen).

a) Cortar la banda del gel de agarosa que contenga el fragmento de DNA.

b) Pesar el fragmento de agarosa en un tubo de 1.5 mL.

c) Anadir 3 volumenes del amortiguador QG (astringente con indicador de
pH que se utiliza en los procesos de limpieza del DNA) por cada volumen de gel,
considerando que 1 mg de gel equivale a 1 pL de amortiguador.

d) Incubar a 50°C por 10 min. Mezclar vigorosamente cada 2 o 3 min a lo
largo de dicha incubacién para ayudar a disolver completamente el gel.

e) Una vez completamente disuelto el gel, afiadir 1 yL de isopropanol por

cada 1 mg de gel y mezclar por inversion.
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f)  Colocar una columna MinElute (intercambio i6nico) en un tubo de colecta
de 2 mL.

g) Anfadir la solucion del paso e en la columna y centrifugar por 1 min a
12,000 rpm. Descartar el fluido del tubo de colecta y volver a colocar la columna en el
tubo colector.

h)  Anadir 500 yL de amortiguador QG a la columna y centrifugar por 1 min a
12,000 rpm. Desechar el fluido del tubo de colecta y volver a colocar la columna en el
mismo tubo.

i) Lavar la columna afadiéndole 750 pL de amortiguador PE y centrifugar
por 1 min a 12,000 rpm. Descartar el fluido del tubo de colecta y volver a colocar la
columna en el mismo.

j) Centrifugar la columna por 1 min adicional para remover por completo los
residuos del amortiguador PE, sobre todo el etanol.

k)  Colocar la columna en un tubo limpio de 1.5 mL y eluir el DNA agregando
10 gL de agua estéril desionizada en el centro de la membrana de la columna e
incubando por 1 min a temperatura ambiente; finalmente, se centrifuga a 12,000 rpm
por 1 min.

) La solucion (eluato) se puede guardar a -20°C hasta su uso.

Para introducir el inserto (i. e. los productos de amplificacion purificados de gel), al
vector de entrada pENTR, se siguio el protocolo del proveedor (Invitrogen) con algunas
modificaciones, quedando en un volumen final de 3.0 pL la siguiente reaccion:

a) 0.5 pL de solucion salina (1.2 M NaCl; 0.06 M MgCl,)

b) 0.5 pL de solucion del pENTR/D-TOPO
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c) 1.0 uL producto de amplificacién purificado de gel
La mezcla de reaccion se incubd a 22 °C por al menos 12 h, misma que se utilizé para
transformar células quimiocompetentes de E. coli TOP10 (preparadas como se describe en el
Apéndice) por choque térmico, siguiendo la metodologia que a continuacion se describe.
a) Agregar los 3.0 uL de la mezcla de reaccién de insercion al vector pPENTR

a una alicuota de células quimiocompetentes y mezclar cuidadosamente con la punta

de la pipeta.
b) Incubar en hielo por 30 min.
c) Incubar a 42 °C por 40 s y pasar a hielo inmediatamente, donde se

incuban por 5 min.

d) Agregar 500 uL de medio Luria-Bertani (LB) con glucosa 20 mM e incubar
a 37 °C con agitacion por 1 h.

e) Centrifugar a 15,000 rpm por 30 s a temperatura ambiente y decantar.

f) Resuspender el boton celular con el medio residual.

g) Seleccionar las células transformantes creciéndolas en medio LB-agar con

kanamicina (50 ug/mL) a 37 °C por 12 — 16 h.

V.3. Reaccién de amplificacion por PCR directamente de colonias bacterianas

Con la finalidad de corroborar que las secuencias de la NaTrxh silvestre y mutantes
efectivamente se clonaron en el vector de entrada, se hizo un ensayo de PCR directo de
bacterias, para lo cual se seleccionaron 15 colonias resistentes a kanamicina de cada
transformacion. Se sembraron en medio LB liquido con kanamicina (100 pg/mL) y se

incubaron a 37 °C por 12 — 16 h con agitacion constante.
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Para los ensayos de amplificacion por PCR directo de colonia se utiliz6 la DNA
polimerasa TEMPase Hot Start (Ampliqon), la cual es una Tag DNA polimerasa modificada
que se activa por calor (desnaturalizacion inicial; Tabla 3). Las condiciones de PCR se
muestran en la Tabla 3 y la mezcla de reaccion fue la siguiente (volumen final: 10 pL):

a) 5 uL de la solucion amortiguadora con la enzima y la mezcla de los cuatro
dNTP

b) 0.5 pL de cada oligonucledétido 10 uM (el NaT-F3 se usé como universal
para todas las versiones de la NaTrxh en un ensayo inicial)

c) 0.5 pL de medio LB con bacterias (DNA plasmidico en el caso del control

positivo; agua en el caso del negativo)

Tabla 3. Condiciones de PCR utilizando a la TEMPase Hot Start (Ampliqon). El paso de desnaturalizacion
inicial también sirve para la activacion de la DNA polimerasa. Se utiliz6 el tiempo de extensién que sugiere el
proveedor (1 min/kb).

Paso Temperatura Tiempo Nun.1ero de
ciclos

F).es.,naturallzamon 95 °C 15 min y
inicial
Desnaturalizacién 95 °C 30s
Alineamiento 60 °C 30s 30
Extension 72 °C 30s
Extension final 72 °C 5 min 1

De las clonas que dieron un resultado positivo, es decir, de aquellas que se obtuvo un
producto de amplificacion del tamafo esperado, se escogieron tres de cada una, las cuales se
crecieron en medio LB liquido selectivo (LB + kanamicina 100 pyg/mL) y se guardaron en LB

con glicerol al 30% (v/v) a-70 °C.
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Finalmente, se realizé una reaccién de PCR con los tres pares de oligonucledétidos
(NaT-F1 y NaT-R*, NaT-F2 y NaT-R*, NaT-F3 y NaT-R*), y la enzima TEMPase Hot Start
(Ampligon) (Tabla 3), utilizando el plasmido recombinante purificado de una de las tres clonas
seleccionadas de la NaTrxh y las mutantes como molde.

En el caso de la NaTrxhANa fue necesario corroborar también la direccion en la cual se
clono el inserto, es decir su orientacidn dentro del vector pENTR.

El vector pENTR/D-TOPO tiene caracteristicas que permiten identificar la orientacion
en la cual se insertaron las secuencias de interés, como lo son las secuencias M13, las cuales
flanquean el sitio de insercion, permitiendo ratificar por PCR que el inserto se encuentra en la

orientacion deseada (Fig. 5).
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PENTR/D-TOPO
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Figura 5. Mapa del vector de clonacion pENTR/D-TOPO. En el mapa se muestra lo sitios attL1 y attL2 para
realizar una recombinacién sitio-especificos de un gen destinado a un vector que cuente con el sistema Gateway, un
gen T7 que es un potenciador de la traduccién del producto de PCR en procariontes, los sitios de clonacién TOPO®, los
cuales garantizan una clonacién direccional rapida y eficiente de los productos de PCR de extremos romos, la sefial de
término de la transcripcidn rrnB, el gen de resistencia a kanamicina en E. coli y el origen de replicacién bacteriana
pUC, ademas de los sitios M13, que permiten verificar la correcta orientacién del inserto.

Para verificar la correcta orientacién del inserto NaTrxhANa en pENTR, se realiz6 una
PCR con las otras dos colonias de bacterias resistentes a kanamicina. Se cultivaron en medio
LB liquido con kanamicina (100 pg/mL) a 37°C por 12 — 16 h. Para la reaccién de
amplificacion se utilizo la enzima TEMPase Hot Start (Ampliqon). Se utilizaron las condiciones
de PCR de la Tabla 3 cambiando la temperatura de alineamiento por 50°C, ya que la Tm de

los oligonucledtidos M13 es mas baja a los usados anteriormente, y un volumen final de
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reaccion de 10 pL. La diferencia es que en este caso se utilizaron los oligonucleotidos M13-F(-

20) y M13-R (Tabla 1) o en combinacion con el NaT-R* y NaT-F2, respectivamente (Tabla 1).

V.4. Purificacion de DNA plasmidico

Para purificar el DNA plasmidico, se crecieron las bacterias transformantes en medio
selectivo. En el caso de las bacterias transformadas con el vector pENTR/D-TOPO se usé
kanamicina (100 pg/mL) como agente de seleccion y ampicilina (100 uyg/mL) para las que se
transformaron con el plasmido pYES-DESTS52. El protocolo de purificacion fue el siguiente
(QlAprep® Spin Miniprep kit; QIAGEN).

a) Crecer una colonia en 5 mL de medio selectivo a 37 °C de 12-16 h
con agitacion constante.

b) Colectar las células por centrifugacion a 15,000 rpm por 30 s a
temperatura ambiente.

c) Resuspender el botén celular en 250 pL de amortiguador P1
(50mM Tris-ClI, pH 8.0, 10mM EDTA, 100ug/mL RNasa A)

d) Anadir 250 pL de la solucion de lisis — P2 (NaOH 200mM y 1% de
SDS), mezclar por inversion de 4 a 6 veces e incubar por no mas de 5 min.

e) Anadir 350 pL de la solucién de neutralizacion — N3 (4.2 M
Guanidina-HCIl, 0.9 M acetato de potasio, pH 4.8) y mezclar inmediata y
cuidadosamente por inversion 4 a 6 veces.

f) Centrifugar por 10 min a 13,000 rpm.

g) Tomar el sobrenadante y transferirlo a una columna QIAprep 2.0

spin. Centrifugar por 1 min a 13,000 rpm y desechar el fluido de la columna.
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h) Lavar el DNA afadiendo 500 pL de amortiguador PB (5 M
Guanidina-HCI, 30% isopropanol) a la columna. Centrifugar por 1 min a 13,000
rpm

i) Realizar un segundo lavado del DNA afadiendo a la columna 750
ML de amortiguador PE (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 80% etanol). Centrifugar 1 min
y desechar el fluido.

j) Centrifugar por 1 min adicional para remover el etanol residual, el
cual forma parte del amortiguador.

K) Colocar la columna en un tubo de 1.5 mL. Eluir el DNA agregando
50 pL de agua estéril desionizada, incubar por 1 min a temperatura ambiente vy,
finalmente, centrifugar por 1 min.

) Guardar hasta su uso a -20 °

V.5 Verificacion de que las secuencias de la NaTrxh (NaTrxh, NaTrxhAN«, NaTrxhANB y
NaTrxhAN«xf) en el vector de entrada no presentaron mutaciones

Se analiz6 la secuencia de cada una de las versiones de la NaTrxh clonadas en el
vector de entrada (pENTR) para verificar que no presentaran mutaciones y que
correspondieran a la version correspondiente. Para esto se mandaron a secuenciar en la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Las secuencias obtenidas se analizaron por medio de un alineamiento con la secuencia
reportada de la NaTrxh en el banco de datos NCBI (numero de acceso DQ021448.1) (Fig. 6)

usando el programa ClustalW (www.genome.jp/tools-bin/clustalw).
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1 CCACGCGTCCGGGAAAATCGAATTCACAATAGGAGCTGCGCGTAATATAAAAGCAGTGCTTTTATT
67  ACCGTCTCAGTAGTTTCTTCCCTATTTTGACTACTTTGTGCGTAAGGAGAGAGAGAGAGTGAAGAA
M 6 S Y L S S L L G G G A ATZEU AU ATE A E S 21
133  TCCAATGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAAGCGGCAGAGGCAGAATC
G S S S E P S R V I A F H S S N R W Q L H F 43
199  AGGATCGTCGTCAGAACCGTCGCGTGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAACTTCACTT
N S S K Q L N K L I vV VvV D JF A AT W C G P C 65
265 CAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGTGGGCCCTG
K M M E P Vv I N A M S A K Y T D V D F V K I 87
331 CAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAAT
DV D EL S DV A QTZETFGV QAMU&PTF L L 109
397 CGACGTCGATGAGCTCTCAGATGTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCT
L K Q G K E V E RV V G A K K DE UL E K K I 131
463 GCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGTGGTTGGGGCTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAAAAGAT
L K H R E A P K F A A S N Y R T K F H V Q Stop 152

529 TCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATTTCATGTCCAATA
595 AATTAACAGAAAAGAAAAGCATCATTTTTACTTTACTACCGGATTGGGATGAACCGAATATTGTTG
661 AATTGCTTTGGGGGAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 6. Secuencia reportada del cDNA de la NaTrxh en la base de datos NCBI (nimero de acceso
DQ021448.1) y la secuencia de los aminoacidos deducida a partir de esta. En rojo se muestra la secuencia
que corresponde al motivo Na, en azul al motivo N8 y en verde al sitio activo de la NaTrxh.

V.6. Clonacion de las secuencias NaTrxh, NaTrxhANco, NaTrxhANBy NaTrxhAN«p en el
vector destino pYES-DEST52

Ambos vectores, el de entrada (pENTR) y el destino (pYES/DEST-52) cuentan con la
tecnologia Gateway®, la cual es un meétodo de clonacién universal que aprovecha las
propiedades de recombinacion sitio-especificas del bacteriéfago lambda (Landy, 1989) para
proporcionar una forma rapida y altamente eficiente de transferir el gen de interés de forma
correcta del vector de entrada al vector destino. Con la finalidad de evitar falsos positivos, los
vectores destino contienen entre los sitios de recombinacion attR1 y attR2 un gen suicida
(ccdB), de tal manera que en caso de que no se lleve a cabo la recombinacion, las bacterias
transformantes con el plasmido “vacio” mueren.

Otra ventaja del plasmido pYES-DESTS52 es que proporciona la posibilidad de fusionar

la secuencia que codifica el epitope V5 y una cola 6X(His) hacia el extremo 3’ del gen de
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interés, lo cual ayuda a reconocer a la proteina recombinante con anticuerpos especificos

para estas regiones/secuencias (Fig. 7).
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Figura 7. Mapa del vector de expresion en levadura pYES/DEST-50 (Invitrogen). Se muestra el promotor
inducible por galactosa pGALI, el cual dirige la transcripcion del gen de interés, dos sitios de recombinacién, attR1 y
attR2, rio abajo del promotor pGALI, para clonar por recombinacién el gen de interés a partir de un vector de entrada,
el gen de resistencia a cloranfenicol que se encuentra entre los sitios de recombinacién attR, el gen ccdB para
seleccién negativa, el V5 epitope y la region de polihistidinas (6x) para inmudeteccidn, la sefial de término de la
transcripcién CYC1, el origen de replicaciéon bacteriano pUC, el origen de replicaciéon eucarionte (2p), el gen de

resistencia a ampicilina de las bases, y el gen URA3, que sirve como marcador de selecciéon para las levaduras
transformantes.
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Para insertar las secuencias correspondientes a cada una de las versiones de la
NaTrxh en el vector destino pYES-DEST52, se realizé una reaccién de recombinacion tipo LR,
para lo cual se uso la mezcla de enzimas LR clonasa (Invitrogen). La mezcla de reaccion se
preparo de la siguiente manera en un tubo de 1.5 mL.

a) 2 uL de la construccion generada en el vector de entrada (pENTR:NaTrxh,
pPENTR:NaTrxhANa, pENTR:NaTrxhANB o pENTR:NaTrxhANaf3)

b) 1 uL de vector destino (pYES-DESTS52)

c) 2 pL de amortiguador de reaccién 5x LR clonasa

d) 2 yL de LR clonasa

e) Aforar a 10 yL con amortiguador TE (Anexo 1)

La reaccion se incubd a 25 °C por 1.5 h. Después, se agregdé 1 yL de proteinasa K
(mezclando suavemente) y se incubd a 37°C por 10 min. Finalmente, se transformaron células
quimiocompetentes de E. coli TOP 10 agregando 3 pL de la reaccion de recombinacion,
siguiendo el protocolo del Anexo 2.

Se seleccionaron 15 colonias de cada transformacion creciéndolas en medio LB con
ampicilina (100 pg/mL) durante 12 — 16 h a 37 °C y se realiz6 una reaccion de PCR directo de
las células bacterianas. Las clonas que dieron un resultado positivo, es decir, a partir de las
cuales se obtuvo un producto de amplificacién del tamano esperado, se cultivaron para
almacenar a -70 °C en LB-glicerol (30% v/v), asi como para la purificacion del plasmido.

El DNA plasmidico purificado se us6 para las reacciones de PCR con la enzima
TEMPase Hot Start (Ampligon) bajo las condiciones antes descritas (Tabla 3) y se utilizo,

posteriormente, para transformar las células de S. cerevisiae INVSc1 (Invitrogen).
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V.7. Transformacion de células de S. cerevisiae INVSc1

Las células de S. cerevisiae INVSc1 (Invitrogen) se transformaron por choque térmico,
para lo cual se usé acetato de litio y polietilenglicol (PEG) para estimular la captura del DNA
plasmidico a una temperatura de 42°C por 15 min.

Para transformar a las levaduras fue necesario realizar el siguiente protocolo.

1. Crecer una colonia de S. cerevisiae INVSc1 en 5 mL de YPD (extracto de
levadura al 1%, peptona al 2% y glucosa al 2%) a 30 °C por 12 — 16 h con agitacion
constante (preinoculo).

2. Inocular con 1 mL del preinéculo 30 mL de YPD fresco e incubar con
agitacion constante hasta alcanzar una DOggo de 0.5 — 0.6.

3. Centrifugar en tubos estériles de 50 mL todo el cultivo durante 5 min a
2500 rpm y decantar.

4. Resuspender el boton celular con un volumen de agua estéril fria (4 °C)
para lavar las células y centrifugar a 2,500 rpm por 5 min.

5. Repetir dos veces los pasos 3 y 4.

6. Resuspender el botdon en 1 mL de agua estéril fria (4 °C) y transferir a un
tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.

7. Centrifugar 5 s a maxima velocidad y decantar.

8. Resuspender el boton en 1 mL de solucién TE/acetato de litio que se
prepara a partir de una solucion madre TE 10X y acetato de litio 10X.

9. Centrifugar por 5 s a maxima velocidad. Eliminar el sobrenadante y

resuspender el boton en 300 uL de TE/acetato de litio.
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10.  Etiquetar cuatro tubos de 1.5 mL estériles, a los cuales se les agrega 50
ML de células y 50 pg de DNA de esperma de salmoén sonicado y hervido.

11. Agregar el plasmido que contiene el gen de interés al tubo
correspondiente y afadir 300 puL de polietilenglicol al 40%/acetato de litio/TE (recién
preparado). Mezclar vigorosamente e incubar a 30°C por 30 min.

12.  Agregar 40 yL de dimetil sulfoxido (DMSO) y aplicar el choque térmico
incubando a 42°C por 15 min.

13. Incubar durante 1 min en hielo y centrifugar a maxima velocidad por 5 s.
Eliminar el sobrenadante y resuspender el boton en 100 pL de agua estéril.

Sembrar las células en placas con medio minimo SC sin uracilo [SC (U-)], ya que el

vector (Fig. 7) contiene el gen necesario para cubrir la auxotrofia de uracilo (URA3), misma

que posee la cepa INVSc1.

V.8. Sobreexpresion de la NaTrxh y las mutantes NaTrxhAN«x, NaTrxhANB y
NaTrxhAN«xf

Una vez clonadas las secuencias de las diferentes versiones de la NaTrxh en el vector

pYES/DEST-52 en las células de S. cerevisiae INVSc1, se indujo la expresion de cada una de

las proteinas recombinantes. Los genes de interés quedan bajo el control del promotor GAL1

(Fig. 7), el cual se induce con galactosa en ausencia de glucosa.

Para la induccion se siguid el protocolo que a continuacion se describe.
1. Crecer un preinéculo de 20 mL en SC (U-), el cual contiene glucosa

al 2% como fuente de carbono, durante 16 h a 30°C en agitacion constante.
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2. Medir la DOegoo del preindculo para preparar 50 mL de medio de
induccion [SC (U-) con galactosa al 2% y rafinosa al 1% en lugar de glucosa] a
una DOggo de 0.4.

a. El volumen de preindculo calculado se centrifuga a 3,000
rom durante 5 min, se decanta y se resuspende en 1 mL de medio de
induccion.

b. Se vuelve a centrifugar durante 5 min a 3,000 rpm, para
evitar que queden residuos de glucosa, ya que esta puede inhibir al
promotor GAL1.

C. Inocular el medio y determinar la DOgoo. Tomar una alicuota
de 10 mL (tiempo 0). Incubar a 30 °C con agitacion constante.

3. Tomar alicuotas de 5 mL a las 4, 6, 8, 12 y 24 h de induccion y
determinar la DOgpo de cada una.

4. Las alicuotas se centrifugan 5 min a 15000 rpm a 4°C, a partir de
las cuales se recuperan 3 mL de sobrenadante, por un lado, y el boton celular
por otro.

a) Al sobrenadante, agregar 9 mL de acetona fria al 80% e
incubar a -20°C para provocar la precipitacién de las proteinas en el
medio. Posteriormente, se centrifugan a 6,000 rpm por 5 min. Se
decanta y se deja secar a temperatura ambiente.

b) El boton celular se resuspende en 500 pL de agua estéril, se
centrifuga a maxima velocidad por 1 min y se repite el lavado al menos

2 veces. Se decanta y se puede almacenar a -20°C hasta por un
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periodo de tres dias o de forma inmediata se puede realizar la lisis

celular.

V.9. Extraccion de proteina total por ruptura celular de levadura

Los extractos de proteina total de levadura se obtuvieron principalmente por ruptura
mecanica de las células con perlas de vidrio lavadas con acido clorhidrico (HCI) de un tamafo
de 0.4 — 0.6 uym (Sigma-Aldrich). Se realizaron tres tipos de extracciones variando el
amortiguador de extraccion de proteinas: (1) amortiguador 1: fosfato de sodio 500 mM, pH
7.4, EDTA 1 mM, glicerol al 5% y 1mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF); (2)
amortiguador 2: el amortiguador 1 con NaCl 0.3 M; y (3) amortiguador 3: amortiguador 2 con
Triton X-100 al 1% (v/v). Para los tres amortiguadores se siguio el protocolo que se describe a
continuacion.

1. El botdén celular de cada alicuota se resuspende en 500 uL del
amortiguador de extraccion (el 1, el 2 o el 3). En caso de que el boton se haya
almacenado a -20°C, solo se descongela en hielo y se centrifuga a 15,000 rpm
por 5 min a 4°C.

2. Eliminar el sobrenadante y calcular la cantidad de amortiguador
necesaria para que cada muestra tenga una DOggo 50-100.

a. Resuspender en dicha cantidad de amortiguador y agregar
una cantidad de perlas de vidrio similar al tamafio del boton.

3. Agitar vigorosamente durante 30 s, seguidos de 30 s en hielo por

alrededor de 4 min y repetir al menos 4 veces.
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Centrifugar por 10 min a 15,000 rpm (4°C) y rescatar toda la fase

acuosa en tubos limpios de 1.5 mL correctamente etiquetados, los cuales se

pueden guardar a -20°C hasta su uso o procesarlos inmediatamente.

El otro protocolo de ruptura que se siguio consistié en:

1.

Tomar 1.5 mL de precultivo (DOeno) y centrifugar a 14,000 rpm 1
min.

Resuspender el boton en 500 pL de acetato de litio 2M e incubar a
temperatura ambiente por 5 min.

Centrifugar a 14,000 rpm por 1 min y desechar el sobrenadante.
Resuspender el botén en 500 uL de NaOH 400 mM e incubar en
hielo por 5 min.

Centrifugar por 1 min a 14, 000 rpm y decantar.

Resuspender el boton en 100 yL de amortiguador de carga SDS-
PAGE 6X (mas adelante se describe su preparacién) e incubar a
95°C por 5 min.

Centrifugar a 14, 000 rpm por 1 min y recuperar el sobrenadante

para analizar directamente por SDS-PAGE

V.10. Cuantificacion de proteina total

La concentracion de proteina en todos los experimentos se determind utilizando la

técnica de Bradford (1976) usando albumina de suero bovino (BSA) como estandar para

generar una curva de calibracion.
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Las muestras, en un volumen final de 30 pL, tanto de calibracién (BSA) como de los
extractos, se mezclaron con el reactivo de Bradford (BioRad) en un volumen final de 180 pL.
Cada muestra se colocd en una microplaca para determinar la Asgs usando el lector de placas

EPOC.

V.11. Analisis de las proteinas por electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y ensayos tipo Western-blot

Con el fin de separar las proteinas del extracto de proteina total de levadura vy,
posteriormente, inmunodetectar a la proteina recombinante, se hizo primero una electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 12.5% con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
(la preparacidn de los geles de poliacrilamida se describe en el Anexo 2). Previo al SDS-
PAGE, las proteinas se solubilizaron en amortiguador de muestra [amortiguador 6X: Tris-HCI
0.28 M, pH 6.8, glicerol al 30% (v/v), SDS al 1% (p/v), DTT 0.5 M y azul de bromofenol al
0.0012 % (p/v)] y se desnaturalizaron por incubacion a 95 °C por 10 min. Después se
atemperaron y se cargaron en el gel.

Una vez finalizada la electroforesis, se tifieron las proteinas en el gel con azul brillante
de Comassie. En el caso de que las proteinas se transfirieran a una membrana de polivinil
difluoruro (PVDF), al finalizar la electroforesis se lavo el gel con agua destilada y se sumergio
en amortiguador de transferencia (Anexo 1) con agitacion suave por 10 min. Se hizo la
electrotransferencia a la membrana (Western-blot) para posteriormente, hacer la

inmunodeteccion de las proteinas recombinantes correspondientes.
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Materiales y métodos

Cuando se utilizé el sistema humedo de transferencia, las condiciones fueron a 100 V
por 1 h 20 min; mientras que cuando se uso el sistema semiseco fueron 10 V por gel por 15

min.

V.12. Inmunodeteccién de las diferentes proteinas recombinantes

El protocolo que se siguié para la inmunodeteccion de las proteinas recombinantes es
el que se muestra a continuacion.

1) Bloquear la membrana con solucién de bloqueo [leche
descremada al 5% y Tween-20 al 0.1% en amortiguador salino de fosfatos
(PBS)] por un minimo de 2 h (maximo 12-16 h) a temperatura ambiente.

2) Retirar la solucidn de bloqueo y agregar el anticuerpo
primario diluido en solucidn de bloqueo e incubar por 2 — 3 h a temperatura
ambiente o por 12-16 h a 10 °C. La dilucién del anticuerpo primario fue de
1:5000 para el anti-NaTrxh y de 1:10,000 para el anti-His(6x).

3) Retirar la solucién con el anticuerpo primario y lavar la
membrana con PBS dos veces. El primer lavado de 5 min y el segundo de
10 min a temperatura ambiente.

4) Agregar el anticuerpo secundario (anti-conejo con fosfatasa
alcalina conjugada) diluido en solucion de bloqueo (1:10,000) e incubar al
menos por 1 h a temperatura ambiente.

5) Retirar la solucion del anticuerpo secundario y lavar 3 veces

con PBS por 10 min cada lavado.
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Materiales y métodos

6) Lavar con una solucién de Tris-HCI 0.1 M, pH 9.5, NaCl 0.1
My MgCl; 0.05 M por 10 min a temperatura ambiente.

7) Agregar los sustratos de la fosfatasa alcalina [18.75 mg/mL
cloruro de azul de nitro tetrasolio (NBT), 9.4 mg/mL de sal de toluidina de
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato en 67% de DMSO) e incubar hasta que

las bandas sean visibles.

37



Resultados

VI. Resultados

VI.1. Clonacion de las secuencias que corresonden a la NaTrxh, NaTrxhANg,
NaTrxhANB y NaTrxhAN«xf en el vector de entrada pENTR/D-TOPO

Para clonar la secuencia de la NaTrxh asi como de las mutantes NaTrxhANa,
NaTrxhANB y NaTrxhANaf en el vector de entrada pENTR, se amplificé cada una de las
secuencias usando los oligonuclettidos en sentido correspondientes para cada una y el
mismo en antisentido para todas (Fig. 4 y Tabla 1).

Para las secuencias NaTrxh, NaTrxhANa y NaTrxhANaf se us6 como molde la
construccion pEG103:NaTrxh, mientras que para la NaTrxhANB, se utilizo
pEG103:NaTrxhANB.

Los productos de amplificacion tienen las siguientes caracteristicas.

a) Contienen la secuencia CACC en el extremo 5, la cual permite la
insercion directa y orientada correctamente en el vector pENTR.

b) Poseen extremos romos, los cuales son necesarios para la insercion en el
plasmido pENTR. Esta es también una de las razones por lo que se usé una DNA
polimerasa de alta fidelidad (Pfu) que tiene actividad de exonucleasea 3'-5, lo que
disminuye la tasa de errores/mutaciones con respecto a la de la Taq DNA polimerasa.

c) No contienen coddn de término, de tal manera que cuando se clone en el
vector de expresion, la proteina contenga en su extremo carboxilo el epitope V5 y la

cola 6X(His).
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Resultados

Los productos de la amplificacién por PCR se purificaron y se insertaron en el vector de
entrada pENTR. Se transformaron células competentes de E.coli TOP10 y se seleccionaron
las células transformantes por su resistencia a kanamicina (50 pg/mL).

De las 15 colonias que se seleccionaron de cada transformacion, se hizo una
amplificacion por PCR para determinar la presencia del inserto usando los oligonucleotidos
NaT-F3 y NaT-R* (Fig. 8A), de tal manera que se pudieran amplificar todas las versiones de la

NaTrxh (Fig. 4).
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@B oe T e —— - -

Figura 8. Analisis por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los producto de amplificacion por PCR
de cada una de las construcciones de la NaTrxh clonadas en pENTR/D-TOPO (NaTrxh, NaTrxhANg,
NaTrxhANB y NaTrxhANaf). Control negativo (C-) H20 en lugar de DNA molde. A. Andlisis por electroforesis de las
15 colonias seleccionadas con los oligonucle6tidos NaT-F3 y NaT-R*. B. Andlisis por electroforesis de 5 colonias
seleccionadas con los tres pares de oligonucleétidos, excepto en el caso de la NaTrxhANa, donde se utiliz6 el par de
oligonucleo6tidos NaT-F1/NaT-R* y NaT-F2/NaT-R*; C+: pENTR:NaTrxh C. Analisis preliminar de dos colonias de cada
construccion, donde se seleccionaron las colonias 1y 2 de NaTrxh, NaTrxhANf y NaTrxhANaf y 1 y 5 de NaTrxhANa.
D. Andlisis por electroforesis de una tinica colonia, las cuales fueron analizadas por su secuencia.

De las colonias resistentes que dieron resultado positivo, se seleccionaron cinco de
cada una (Fig. 8B), las cuales se analizaron usando diferentes pares de oligonucledtidos,
variando el que esta en sentido pero utilizando siempre el mismo en antisentido (Fig. 4),

corroborando haber obtenido la version correspondiente y esperada en cada caso.
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Resultados

Posteriormente, se escogieron las colonias 1 y 2 de pENTR:NaTrxh, las 1 y 2 de
PENTR:NaTrxhANB y la 1 y la 2 de pENTR:NaTrxhANof y las colonias 1 y 5 para
pENTR:NaTrxhANa. El resultado del analisis por PCR que se hizo para demostrar que el
inserto clonado corresponde a la secuencia esperada, se muestra en la Figura 8C. Para este
fin se realizaron tres reacciones de PCR, usando tres pares diferentes de oligonucleoétidos: (1)
NaT-F1+NaT-R*, que daria un producto de amplificaciéon de 459 pb en el caso de la NaTrxh y
de 415 pb en el de la NaTrxhANa; (2) NaT-F2 +NaT-R*, donde se espera un producto de
amplificacion de 426 pb; (3) NaT-F3 + NaT-R*, obteniendo un producto de amplificacién de
382 pb.

Se observo que la colonia 5 de la NaTrxhANa amplificé con los oligonucleétidos
NaTF1+NaT-R* (Fig. 8B), por lo que se descartd su uso, seleccionando asi solo la colonia 1
de todas las construcciones para verificar que las secuencias estuvieran bien y realizar con
ellas los pasos posteriores (Fig. 8D). Este resultado indicd que se tienen clonadas a la NaTrxh
y las tres mutantes (NaTrxhANa, NaTrxhANR y NaTrxhANaf) en el vector de entrada pENTR,
teniendo como resultado las construcciones moleculares denominadas pENTR:NaTrxh,
pENTR:NaTrxhANa pENTR:NaTrxhANB y pPENTR:NaTrxhANa, respectivamente (Fig. 8D).

Se mandaron a secuenciar en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de

Fisiologia Celular, UNAM.
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VI.2. Andlisis de las secuencias NaTrxh, NaTrxhANo, NaTrxhANB 'y NaTrxhAN«f
clonadas en el vector de entrada

Se analiz6 la secuencia de cada una de las versiones de la NaTrxh clonadas en el
vector pENTR, asi se corrobordé que no tuvieran mutaciones y que, ademas, correspondieran
a la versién correspondiente.

Al realizar un alineamiento con la secuencia NaTrxh reportada en la base de datos
(numero de acceso DQO021448.1) (Fig. 6), se encontraron 2 mutaciones en la secuencia
NaTrxhANB. Ambas mutaciones produjeron un cambio de aminoacidos; el primero fue Ser-35
por una Phe, y el segundo de Val-119 por Ala. Se sabe que las secuencias de las
tiorredoxinas son altamente variables, teniendo un solo sitio conservado, el sitio activo.
Ademas, debido a que las mutaciones aqui presentes no se encuentran en este sitio, ni en el
extremo amino, se decidio utilizar dicha construccion (Fig. 9).

La secuencia de la NaTrxhANa mostré que se inserto al revés (datos no mostrados),
por lo que se tuvo que recuperar una de las tres colonias seleccionadas anteriormente (Fig.

8B).
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PENTR:NaTrxh
PENTR:NaTAa
PENTR:NaTAp
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NaTrxh
PENTR:NaTrxh
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Resultados

Na NB

P\ TGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAAGCHSCAGAGGCAGAATCAGGATCGTCGTCAGAACCS
PTGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAAGCHSCAGAGGCAGAATCAGGATCGTCGTCAGAACCS
PTG == === == == = e e 5CAGAGGCAGAATCAGGATCGTCGTCAGAACCS]

ICGCGTGTGA
ICGCGTGTGA
ICGCGTGTGA
ICGCGTGTGA
ICGCGTGTGA

1
ITGCT‘ITTCAT'&'[‘TCCAATCGGTGGCAACTTCACTICAATTCCTCCAAGCAATTMATAMCTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGT

'l'l'GCTTTTCAﬂk'k‘TCCAATCGGTGGCAAC'I'I'CACTTCAATTCCTCCMGCAATTMATAMCTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGT
TTGCTTTTCATTCE TCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGT TGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGT
TTGCTTTTCATTTY TCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGT
TTGCTTTTCATTCYTCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGCTACATGGTGT
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GGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGA
GGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGA
GGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGA
GGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGA
GGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGTCGATGAGCTCTCAGA

TGTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGT
TGTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAG
TGTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAY
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AQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVERAY GAKKDELEKK I LKHREAPKFAASNY TKFHVQ-
AQEFGVQAMPTFLLLKQGKEVEMGAKKDELEKKILKHREAPKFAASNYTKFHVQ-

Figura 9. Alineamiento multiple de la secuencia reportada de la NaTrxh (nimero de acceso: DQ021448.1) con
las secuencias en las construcciones pENTR:NaTrxh, pENTR:NaTrxhANa (pENTR:NaTrA«a), pENTR:NaTrxhAN
(pPENTR:NaTAB) y pENTR:NaTrxhAN«af (pENTR:NaTA«af) a nivel de nucledtidos (A) y a nivel de proteina (B).
En la caja negra esta la secuencia afiadida correspondiente al sitio de insercién a pENTR (CACC); la caja azul Na
corresponde al motivo Na de la Natrxh; la caja roja N corresponde al motivo N3 de la NaTrxh. Las cajas verdes
punteadas indican las mutaciones que se encontraron en la secuencia de la NaTrxhAN.
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Resultados

VI1.3. Corroboracién de la orientacion de NaTrxhAN« clonada en pENTR

Como ya se menciond, NaTrxhANa se cloné al revés de como se esperaba, por lo que
se tuvieron que recuperar otras colonias transformantes.

Se utilizaron los sitios M13, para verificar la correcta direccionalidad, ya que se
encuentran en el vector pENTR/D-TOPO, flanqueando la secuencia que se inserta, de tal
manera que ayudan a determinar la orientacion del gen clonado (Fig. 5).

Para verificar la orientacion del inserto en pENTR se utilizaron las otras tres colonias
obtenidas anteriormente (Fig. 8B), se realizo6 un analisis por PCR con el par de
oligonucledtidos NaT-F2 y NaT-R*, para cerciorar que se encontraran los insertos (Fig. 10A).
Se descarto el uso de la colonia 4, ya que no se observo una banda clara. Con las colonias
restantes (colonias 2 y 3), se realiz6 un analisis por PCR con los siguientes pares de
oligonucledtidos: (1) M13-F(-20) + NaT-R*, esperando un producto de amplificacién de 454 pb;
(2) NaT-F2+M13-R, esperando uno de 570 pb, y; (3) M13-F(-20)+M13-R esperando un
producto de amplificacién de 638 pb; con la colonia 2 y 3.

El resultado del analisis con los oligonucleétidos M13 y los de la NaTrxh (Fig. 10B)
corroboraron que la secuencia de la NaTrxhANa se encontraba clonada con la orientacién
correcta. Como control positivo se usd la construccion pENTR:NaTrxh cuya secuencia y

clonacion fueron correctas (Fig. 8D y 9A).
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N‘Tn(h ARTCGGIGGCAACT TCACT TCAAT T CC T O AAGCAA T TAAA T ARARC TGATAGT TGIGGATTT TGCGECTACAT GG TG TGGGOCCTGCARMAATGATGGAGCCGGTTATTARCG
pENTR:NITthANd AATCGGIGGCAACT TCACT TCAAT T CCT CCAAGCAAT TAAA T AARC TGATAGT TGTGGAT TT T GCGGCTACAT GG TG T GGGOCCTGCARAATGATGGAGCCGGTTATTAACG
NaTrxh AT G T TG ARG TATAC CGA G T TGACT T Co T AAART COACGT CoATGAGC T C T CAGAT G TAGCACAAGAGTITGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTIGCTGCTGAA
pENTR:NaTrthNa CCATGTCTGCCAAGTATACCGACG T TGACT T CoTCAAAAT CGACGT CGATGAGC TC T CAGATGTAGCACAAGAGT ITGGAGTACAAGCTATGCCAACAT TTTTGCTGCTGAR
NaTrxh GCAAGGAMAGGAAGTAGAGAGAGT GG T TGEGGCTAAGARMGATGAGCTCGAGAMARAGATTC T CARAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTARAA
pENTR:NlTrthNa GCAAGGAARGGARGTAGAGAGAGT GG T T GEGGCTAAGARGAT GAGCTCOAGARAARAAGATTC T CARGCACAGGGAAGCTCCTARAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTARA
NaTrxh TTTCATGTCCAATAR
PENTR:NaTrxhANa ~ TTTCATGICCAA

Figura 10. Corroboracion de la orientacion de pENTR:NaTrxhAa. A. Andlisis por electroforesis de gel de
agarosa al 1.5% de los productos de amplificacién por PCR de las clonas 2, 3y 4 de pENTR:NaTrxhAa que comprueban
que las colonias estan transformadas. B. Andlisis por electroforesis del gel de agarosa al 1.5% de los productos de
amplificacién por PCR usando como molde a pENTR:NaTrxhAa (clonas 2 y 3). C Andlisis por alineamiento de la
construccion pENTR:NaTrxhAa rescatada de la colonia 3. C-: H;0 como molde; C+: pENTR:NaTrxh como control

positivo.

Finalmente, la secuencia obtenida de la colonia seleccionada (numero 3) con la

construccion pENTR:NaTrxhANa se analizé para corroborar la ausencia de mutaciones y su

correcta orientacion (Fig. 9A 'y 10C).
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Resultados

Vi.4. Generacién de las construcciones moleculares en el vector destino pYES/DEST-52

Una vez obtenidas y seleccionadas las construcciones pENTR:NaTrxh,
pENTR:NaTrxhANa, pENTR:NaTrxhANB y pENTR:NaTrxhANaf, se purificaron para realizar
la recombinacion tipo LR con el vector destino pYES/DEST-52.

Para la recombinacion tipo LR se utilizé la mezcla de enzimas LR clonasa (Invitrogen)
y, una vez finalizada la reaccion, se transformaron células competentes de E coli TOP10. La
seleccion de las células transformantes se realizé creciéndolas en medio con ampicilina (100
pug/mL). De esta manera, se clonaron las construcciones pYES:NaTrxh, pYES:NaTrxhANa,
PYES:NaTrxhANB y pYES:NaTrxhANaf.

Se seleccionaron 15 colonias de cada transformacion, excepto de la NaTrxhANaf (de
la cual se obtuvo solo una colonia), a partir de las cuales se hizo una reaccién de PCR para
evaluar la presencia del inserto (Fig. 11A).

De las clonas positivas, es decir, con el inserto, se escogieron tres de pYES:NaTrxh,
dos de pYES:NaTrxhANa, una de pYES:NaTrxhANf y una de pYES:NaTrxhANaf, las cuales
se cultivaron para: 1) almacenarlas a -70°C; y 2) para realizar la purificacion del plasmido
recombinante, mismo que se utiliz6 como molde para las reacciones de PCR utilizando los
tres diferentes pares de oligonucleétidos (NaT-F1 + NaT-R; NaT-F2 + NaT-R*; NaT-F3 +
NaT-R*) (Fig. 11By 11C).

El resultado fue que a partir de la construccion pYES:NaTrxh, se obtuvo producto de
amplificacion usando los tres pares de oligonucleotidos. A partir de pYES:NaTrxhANa, se
obtuvo un producto de amplificacion cuando el oligonucledtido en sentido fue el NaT-F2 y otro
con el NaT-F3. Con la construcciéon pYES:NaTrxhANB no se obtuvo producto cuando el

oligonucledtido en sentido fue el NaT-F2, ya que no tiene ddénde alinearse (Fig. 11C).
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Finalmente, partir de pYES:NaTrxhANaf, sélo se obtuvo producto de amplificacion con el par

de oligonucleotidos NaT-F3 + NaT-R* (Fig.11B y C).
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Figura 11. Analisis por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% de los productos de amplificaciéon por
PCR de las construcciones de la NaTrxh clonadas en pYES/DEST-52 (NaTrxh, NaTrxhANa, NaTrxhAN@ y
NaTrxhANaf). Control negativo: H,0 como molde y control positivo: pENTR:NaTrxhANB como molde. A. Anélisis
por electroforesis de los productos de amplificaciéon de 15 colonias de los insertos NaTrxh, NaTrxhANa, NaTrxhANp
con el par de oligonucledtidos NaT-F3 y NaT-R*. B. Andlisis por electroforesis de los productos de amplificacién de
PCR con los tres pares de oligonucleétidos; 1, 2 y 3 colonias seleccionadas para la construcciéon NaTrxh; 4y 5 colonias
de la construccion NaTrxhANa; 6 construccion NaTrxhANS; y 7 construccion NaTrxhANapf. C. Productos de
amplificacién de plasmido de cada construccidn.
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VI.5. Expresion en S. cerevisiae e inmunodeteccion de la NaTrxh y de las mutantes
recombinantes

Una vez corroborada la generacion de las construcciones pYES:NaTrxh,
pYES:NaTrxhANa, pYES:NaTrxhANB y pYES:NaTrxhANaoB (Fig. 11), se purificaron para
realizar la transformacién de S. cerevisiae InvSc1 por choque térmico. Las células
transformantes se seleccionaron creciéndolas en medio minimo sin uracilo, ya que el vector
contiene el gen URA3, necesario para la sintesis de dicha pirimidina y el cual tiene mutado la
cepa InvSc1.

Se seleccionaron las colonias transformantes de pYES:NaTrxh, pYES:NaTrxhANa,
pYES:NaTrxhANB y pYES:NaTrxhANaf. Se hicieron ensayos de sobreexpresion por 24 h. Las
muestras a analizar consistieron en las proteinas que se encuentran en el medio extracelular
(analizando el sobrenadante), el extracto celular (analizando el lisado de las células) y los
residuos de pared celular (analizando el botdn que se forma al realizar el lisado).

Los extractos de proteina total se analizaron por SDS-PAGE al 125 y al 15% y
analizadas por reéplica en Western-blot (Fig.12), esperando encontrar una banda cercana a
los 20 kDa, correspondiente a la masa molecular tedrica de la NaTrxh completa (16 kDa) y el
epitope V5 mas la cola 6X(His) (4 kDa).

Se hicieron ensayos de inmunodeteccion para cada una de las proteinas
recombinantes en las cuales se detecto fuertemente una banda a la altura correspondiente a
los 35 kDa, aproximadamente, en todos los casos, lo que indicé que el anticuerpo anti-NaTrxh
presenta reaccion cruzada con otras proteinas. Para la NaTrxh y la NaTrxhANa se observé un
par de bandas, una a la altura de 20 kD y la otra por debajo de 17 kD (Fig. 12A) pudiendo ser

una de estas la banda de interés.
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A partir de las células con la construccion pYES:NaTrxh se volvié a detectar una gran
cantidad de bandas en el lisado celular, ninguna en el boton celular ni en el medio (fraccion
extracelular) usando el anticuerpo anti-NaTrxh (Fig.12B).

Con extractos obtenidos a partir de levaduras con la construccion pYES:NaTrxhANa se
probo el anticuerpo anti-NaTrxh, por un lado, y anti-6X(His) por el otro. El anti-6X(His) es un
anticuerpo monoclonal, por lo que se esperaba que no presentara un entrecruzamiento. Se
obtuvo una unica banda a la altura de 20 kDa que es mas intensa a las 6 h de induccion (Fig.
12C).

Se hicieron las mismas pruebas con los dos anticuerpos para los extractos a partir de
S. cerevisiae::pYES:NaTrxhANB y pYES:NaTrxhANaf pero no se detectd ninguna banda,

probablemente debido a que se cargaron menos de 20 pg de proteina total por carril (Fig. 12D

y E).
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Figura 12. Primera expresion de las cuatro proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Andilisis por
electroforesis de geles de poliacrilamida y réplicas de Western blot de las proteinas recombinantes.. A.
Expresion de 24 horas del lisado celular de las proteinas NaTrxh y NaTrxhANa, inmunodeteccién contra NaTrxh. B.
Anilisis del lisado celular, el medio extracelular y el botén celular de la NaTrxh e inmunodeteccidn contra NaTrxh. C.
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Anilisis del lisado celular, el medio extracelular y el botén celular de la NaTrxhANa e inmunodeteccién con ambos
anticuerpos. D. Analisis del lisado celular, el medio extracelular y el bot6n celular de la NaTrxhANf e inmunodeteccién
con ambos anticuerpos. E. Andlisis del lisado celular, el medio extracelular y el boton celular de la NaTrxhANaf e
inmunodeteccién con ambos anticuerpos.

En la Figura 12, cuando se detecta una banda, también se observo a las 0 h de
induccion, por lo que se hizo un ensayo de sobreexpresidn de 6 h, donde, ademas de la
induccion (con galactosa) se uso la misma alicuota de cada construccion para crecerlas en
medios con glucosa, la cual actua como inhibidor del promotor GAL1 y asi determinar si existe
una expresion basal del gen de interés a pesar de estar en un medio con glucosa.

Cuando se probo la construccion pYES:NaTrxhANaf y se analiz6 con ambos
anticuerpos, se detectd una banda por debajo de los 20 kDa con el anticuerpo anti-6X(His) en
todos los tiempos de induccion (Fig. 13A), por lo que se hicieron ensayos de inmunodeteccion
solo con el anticuerpo anti-6X(His) sobre las lineas con las otras construcciones (Fig. 13B y
C).

A las 0 h se detectd una banda que no esta presente a las 6 h para la NaTrxh. Con
respecto a la NaTrxhANa se obtuvo un bandeo similar a la misma altura, pero debajo de esta
se observa una unica banda a las 6 h de induccion; para la NaTrxhANB y la NaTrxhANaB (Fig.
13C) se visualizé6 un bandeo similar al obtenido con las construcciones pYES:NaTrxh vy
pYES:NaTrxhANa (Fig. 13B) en todos los tiempos de induccion, asi como el control (tiempo
0).

Estos resultados no son concluyentes porque se puede observar una mejor definicion
de las bandas de mayor masa molecular y no se presentan proteinas de baja masa molecular,
probablemtne debido a un problema con el tiempo de transferencia que pudiera estar

ocasionando que no se visualicen las proteinas recombinantes de interés.
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Figura 13. Expresion basal de las proteinas recombinantes en medios sin induccién. Analisis por electroforesis
y replica de Western blot de una sobreexpresién de 6 horas para las cuatro construcciones con induccién (Galactosa
+) y sin induccién (Galactosa -). A. Expresion de 6 horas del lisado celular de la proteina NaTrxhANaf sin induccién
(Galactosa -) y con induccién (Galactosa+) e inmunodeteccidn con ambos anticuerpos. B. Andlisis del extracto celular
de una expresion de 6 horas de las proteinas NaTrxh y NaTrxhAN« sin induccién y con induccién e inmunodetecciéon
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con anti-6X(His). C. Andlisis del extracto celular de una expresiéon de 6 horas de las proteinas NaTrxhAN( y
NaTrxhANaf sin induccién y con inducciéon e inmunodeteccién con anti-6X(His).

Se probd un sistema semihumedo de transferencia en el cual se pudo visualizar mejor
a las proteinas de menor masa molecular, ya que se redujo el tiempo de transferencia a 15
min, ademas de que se uso NaCl al 10% en los lavados previos a la inmunodeteccion, con el
fin de eliminar reacciones cruzadas del anticuerpo. Al revelar la inmunodeteccién con los dos
anticuerpos diferentes, se observo la misma banda a los 12 kD a las 4 y 6 h de induccion,
posiblemente correspondiente a la proteina recombinante NaTrxh (Fig. 14A). En estos
ensayos se utilizd como control negativo a la cepa de S. cerevisiae INVSc1 sin transformar
(crecida en medio YPD), a partir de la cual no se detecté la banda aqui mencionada. Se
probaron las lineas de Ilevadura con las construcciones PpYES:NaTrxhANaB vy
pYES:NaTrxhANB (Fig. 14B) y se observo una banda de 12 kDa (con ambos anticuerpos) a
las 6 y 12 h solo de la que corresponde a pYES:NaTrxhANf.

La colonia de S. cerevisiae::pYES:NaTrxhANap no expreso la proteina, por lo cual se
probd otra clona de las almacenadas a -70°C y también se analiz6 otra con la NaTrxhANa
(Fig.14C). Para estas ultimas construcciones se aumenté el porcentaje de poliacrilamida para
el SDS-PAGE a 15%, con el objetivo de obtener una mejor separacién de las proteinas de
menor masa molecular y se reveld una banda que no esta presente en el control negativo
(levadura sin transformar) ni a las 0 h de induccion (levaduras transformantes), pero si a las 6
y 12 h de induccion a partir de ambas colonias. Esta banda migr6 entre los 11 y 17 kD, tal y

como se esperaba.
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Figura 14. Migracién de las proteinas recombinantes a los 12 kDa. Andlisis por electroforesis y réplica de
western blot de la sobreexpresion de las proteinas recombinantes por distintos tiempos en S. cerevisiae. A. NaTrxh,
inmunodetectada con anti-NaTrxh y anti-6X(His) (0, 4 y 6 h de induccién). B. NaTrxhANaf y NaTrxhANf

inmunodetectadas con ambos anticuerpos (0, 6, 12 y 24 h). C. NaTrxhANa y NaTrxhANof (0, 6 y 12 h)
inmunodetectadas con ambos anticuerpos. C-: control negativo (S. cerevisiae sin transformar).
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Debido a que las bandas que se sugiere corresponden a la NaTrxh, asi como a sus
versiones mutantes (NaTrxhANa, NaTrxhANB y NaTrxhANaB) (marcadas con flechas negras
en las figuras anteriores) se inmunodetectaron a diferentes masas moleculares, se prob6 que
no fuera un problema de migracion provocado por la cola 6X(His). En el laboratorio se cuenta
con todas las versiones de la NaTrxh clonadas en el plasmido pET28b, el cual es un vector de
expresion para E. coli que agrega al extremo carboxilo de las proteinas de interés una cola
6X(His). La sobreexpresion en E. coli se indujo con isopropil tiogalactésido (IPTG) y se
analizaron las células resuspendidas, la fraccidn insoluble y la fraccion soluble, obtenidas de
la lisis por sonicacion de las células. En la Figura 15 se muestran los analisis de los extractos
de proteina de cada una de las lineas de E. coli por medio de tincion con azul brillante de
Comassie. En cada uno de los geles se observo la induccion de todas las proteinas
recombinantes en E. coli. Como se esperaba, la NaTrxh se observa en mayor proporcion en la
fraccion soluble, al igual que la NaTrxhANa (Fig. 15-1 y 15-2). Con respecto a la NaTrxhANR
(Fig. 15-3) se observd en mayor proporcion en la fraccion insoluble, tal y como se esperaba
(Avila-Castafieda et al., 2014) y la NaTrxhANaB (Fig. 15-4) no se indujo adecuadamente, por

lo que no se observo sobrexpresion.
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Figura 15. Sobrexpresion de la NaTrxh y las mutantes con los vectores pET28b en E. coli. 1) Natrxh; 2)
NaTrxhANa; 3) NaTrxhANf; 4) NaTrxhANaf. Tincién con Comassie de las proteinas recombinantes inducidas con

IPETG y sin inducir de una sobrexpresion en E. coli; CR, células resuspendidas, FI, fraccién insoluble, FS, fracciéon
soluble.
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Todas las proteinas recombinantes expresadas en E. coli se observaron en gran
cantidad a la altura de 16 kD, por lo cual se hicieron ensayos de inmunodeteccion con ambos
anticuerpos [anti-NaTrxh y anti-6X(His)] de la fraccidn soluble de cada una de las proteinas
recombinantes resultantes de E. coli y los extractos crudos de proteina de 6 h de induccion
de S. cerevisiae, utilizando cuatro procedimientos de lisis celular (Materiales y Métodos V.9.),
esto con el fin de ver si existen diferencias entre cada extraccion y si la baja cantidad de
proteina que se detectd (Fig. 12, 13 y 14) fue debido a una extraccién deficiente (debido
posiblemente a que el amortiguador solo contiene fosfatos) o a si efectivamente, la cantidad
de proteina que se expresa en S. cerevisiae es baja.

Todas las proteinas de interés se inmunodetectaron con ambos anticuerpos [i. e. anti-
NaTrxh y anti-6X(His)]. De hecho, las bandas correspondientes en los extractos de levadura
migraron una distancia similar a las de E. coli (i. e. a los 16 kD), aunque es claro que la
cantidad es minima en el caso de las proteinas recombinantes de S. cerevisiae. (Fig. 16). Con
el anticuerpo anti-NaTrxh se observé una diferencia con respecto a la cantidad de la NaTrxh
inmunodetectada, pero también se observo una alta reaccion cruzada. Debido a la falta de
especificidad en todos los resultados obtenidos en este trabajo, esta diferencia al utilizar un
amortiguador de extraccion con NaCl (amortiguador 2) o con NaCl y triton X-100
(amortiguador 3) no representa un cambio en la cantidad de proteina, sino una posible
reaccion cruzada con otras proteinas de masa similar al usar los diferentes amortiguadores de
extraccion. Esta hipdtesis se refuerza al analizar el resultado con el anti-6X(His), a partir del
cual no se encontr6 diferencia notable entre las cantidades obtenidas de proteina
recombinante en cada extraccion de proteina, sugiriendo que S. cerevisiae la expresa en baja

cantidad y, muy importantemente, que se encuentran todas las NaTrxh dentro de la célula.
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Figura 16. Extracciéon diferencial de los extractos crudos de la NaTrxh y las mutantes en S. cerevisiae.
Ensayos de inmunodeteccion de las proteinas recombinantes con los anticuerpos contra NaTrxh e His(6x) con cuatro
tipos de lisis celulares. A. NaTrxh B. NaTrxhANa C. NaTrxhANB D. NaTrxhANaf. Ec+ Fraccién soluble de E. coli
inducida con IPTG. Ec- Fraccién soluble de E. coli sin inducir. R1, Lisis mednica con baja fuerza i6nica con el
amortiguador 1, 500 mM fosfato de sodio pH 7.4, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 1mM de PSMF; R2, Lisis mécanica con
fuerza i6nica (NaCl 300 mM) y amortiguador 1; R3, Lisis mecédnica con NaCl y agentes tensoactivos (extracto celular
total) amortiguador 2 mas Tritén 1%; R4Lisis con amortiguador y calor con NaOH y acetato de litio.
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Finalmente, se hizo un analisis del medio extracelular, precipitando las proteinas por un

dia con acetona fria en una proporcion 3:1 (acetona al 80% (v/v):medio). En los ensayos de

inmunodeteccion se visualizaron proteinas de una masa molecular mayor a 48 kDa (Fig. 17),

lo que sugiere que no se encuentran proteinas de menor masa molecular en el medio

extracelular, incluyendo a la NaTrxh (Fig. 17), lo cual refuerza la hipotesis de que S. cerevisiae

no la secreta.

NaTrxh NaTrxhANa  NaTrxhANB  NaTrxhANafB
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NaTrxh NaTrxhANa  NaTrxhANB  NaTrxhANaf
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Figura 7. Inmunodeteccion en el medio extracelular. Analisis por electroforesis y réplica de Western blot del
medio extracelular que se obtuvo de una sobreexpresion de 6 horas para las cuatro construcciones.
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VII.Discusion

VII.1. S. cerevisiae como sistema de expresion para la NaTrxh y sus mutantes

S. cerevisiae es un sistema donde se ha descrito un numero importante de proteinas
secretadas al medio extracelular siguiendo vias de secrecion no convencionales (Nombela et
al., 2009; Matlack et al., 1997), como se cree que lo hace la NaTrxh en células vegetales
(Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014), por lo cual, se intentd observar si S.
cerevisiae reconocia a esta proteina como de secrecion.

S. cerevisiae se ha utilizado como un buen modelo para la expresion de proteinas
recombinantes propias de plantas, como el caso reportado por Leonard et al. (2005), donde se
logré hacer una via completa, que consiste en 4 enzimas relacionadas con la sintesis de
flavonoides, metabolitos secundarios de plantas, que al sobreexpresarse sintetizan tres
diferentes flavonoides, sugiriendo que S.cerevisiae es un sistema sin problemas de
compatibilidad con proteinas de plantas.

En todos los ensayos realizados en el presente trabajo, solo se inmunodetecto a la
NaTrxh, asi como a todas las mutantes de su extremo amino, en el extracto crudo proveniente
de la fraccion intracelular (Fig.12, 13, 14 y 16); ademas, al realizar la extraccion de proteina
total con diferentes amortiguadores, variando la fuerza idnica y agregando un tensoactivo con
la finalidad de romper estructuras celulares (Fig. 16), se encontré que todas las versiones de
la NaTrxh efectivamente se localizan en el citoplasma.

Estos resultados se refuerzan fuertemente con otros datos obtenidos en el laboratorio,
en donde se expresan en S. cerevisiae a las diferentes versiones de la NaTrxh fusionadas a

GFP y la fluorescencia se observa en el citoplasma de S. cerevisiae (datos no publicados),
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sugiriendo que la NaTrxh no esta siendo secretada como ocurre en las células vegetales
(Judrez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et. al. 2014), lo que implica que el motivo NB no es
reconocido por S. cereviasie, a pesar de que en este eucarionte se han descrito varios
meétodos de secrecion no convencionales (Nombela et al., 2009). Esto sugiere, a su vez, que
la informacion de secrecion es reconocida unicamente por un sistema vegetal, siendo una ruta
no convencional muy posiblemente propia de plantas que utiliza los elementos de la via

clasica: RE, Golgi y vesiculas de secrecion.

VII.2. Inmunodeteccidn y niveles de expresion de la NaTrxh y sus diferentes mutantes
del extremo amino en S. cerevisiae

En el presente trabajo se mostré que la NaTrxh y sus mutantes si se expresan en S.
cerevisiae utilizando el vector de expresion pYES-DESTS52, ya que se inmunodetectaron a la
altura de 12 — 16 kDa. Esta migracion es similar a la que se observé usando proteinas
recombinantes expresadas en E. coli, por lo que seguramente migran a esta altura por la cola
6X(His).

Berninsone et al. (1997), describe a una proteina, el transportador de CMP-acido
salicilico de mamifero fusionada con el epitope HA, de una masa molecular que se predice de
39 kDa, el cual al expresarse en S. cerevisiae InvSc1, se encontré de una masa menor, 30
kDa, proponiendo que esto se debe a la movilidad de la proteina, ya que, al expresarla en
células de mamifero, se encontrd a la misma altura.

Se sugiere que tanto la NaTrxh como las mutantes (NaTrxhANa, NaTrxhANB y
NaTrxhANa), corresponden a las bandas que migraron en 12 y 16 kDa porque: (1) se

observaron las mismas bandas como resultado de la inmunodeteccion con dos anticuerpos
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diferentes en todos los ensayos; (2) estas bandas no se observaron en extractos de proteina a
partir de la cepa sin transformar; (3) son de masa molecular similar a la NaTrxh nativa; y (4)
migran a la misma altura que las proteinas recombinantes con la cola 6X(His) expresadas en
E. coli.

Con respecto a los bajos niveles de expresion de las diferentes versiones de la NaTrxh
en S. cerevisiae, se ha reportado que la presencia de la 6X(His) puede afectar la expresion.
Mohanty y Cois (2003) reportan que al variar el numero de histidinas y su posicion, en el
extremo amino o carboxilo de la acuaporina Z (AgpZ), en E. coli observan que: (1) la mejor
expresion de la AgpZ se consiguio usando la version con 6X(His) en el amino terminal; (2) la
expresion disminuyo tres veces cuando se uso la etiqueta 10X(His); (3) se disminuyé seis
veces cuando se cambid la posicion de la etiqueta a la region del extremo carboxilo. De igual
manera, en Pichia pastoris, el nivel de expresion de la hormona de crecimiento bovino (BGH)
con etiqueta en la regiébn amino resulta mayor que la version con la etiqueta en el carboxilo e
incluso que con la version sin etiqueta (Rocha, 2005).

Las proteinas recombinantes que en este trabajo se obtuvieron contienen la secuencia
6X(His) fusionada al extremo carboxilo, hecho que puede estar afectando su expresion en
levadura, tal y como se ha reportado (Mohanty y Coris, 2003; Rocha, 2005). Los niveles de
expresion, por otro lado, fueron elevados usando E. coli (Fig. 15 y 16). Para mejorar la
expresion de las diferentes versiones de la NaTrxh se propone: (1) pasar la secuencia 6X(His)
al extremo amino; o (2) eliminar cualquier epitope. La primera opcidon no es viable para este
estudio, pues la secuencia responsable de la secrecidn de la NaTrxh se encuentra justo en el
extremo amino, por lo que seguramente la secuencia 6X(His) en esta region bloquearia su

funcion. En cuanto a la segunda, es mas viable; sin embargo, los resultados indican que no se
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secreta, por lo que, aunque en niveles bajos de expresion, se puede sugerir que la
informacion contenida en la secuencia de la NaTrxh para su secrecion no es reconocida en

este sistema eucarionte.

VIL.3. Secrecion de la NaTrxh en dos reinos diferentes

Hay distintas evidencias en las cuales se observa que en distintos 6rganos vegetales
(estilos de N. alata, hojas de N. benthamiana y de A. thaliana y células de epidermis de Allium
cepa) la NaTrxh se secreta, localizandose en lo que corresponde al apoplasto (Juarez-Diaz et
al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014).

Al expresar a la NaTrxh y a las diferentes mutantes fusionadas a GFP en células de
epidermis de cebolla, estas se comportaron de la siguiente manera: la NaTrxh y la NaTrxhANa
se secretan y localizan en la pared celular; las mutantes NaTrxhANB y NaTrxhANap se
localizan en el citoplasma (Fig. 2) (Avila-Castafieda et al., 2014). Estos datos sugieren que es
el motivo Nf3 el responsable de la localizacion extracelular de la NaTrxh, lo cual se demostro
fusionando este motivo a GFP y encontrando que se secreta en células vegetales (Avila-
Castaneda et al., 2014). Los resultados que se obtuvieron en este trabajo, sugieren que S.
cerevisiae no reconoce a la NaTrxh como proteina de secrecion, de tal manera que todas las
versiones de la misma se inmunodetectaron en la fraccion citoplasmatica, lo que sugiere una

localizacion intracelular.
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VIl.4. Caracteristicas que vuelven unico al motivo NB y posibles escenarios de
secrecion de la NaTrxh en células vegetales

Se sabe que un péptido sefal, canonicamente es una secuencia de aminoacidos
localizados en el extremo amino de las proteinas nacientes, de 8 — 30 residuos hidrofébicos
que son reconocidos por la subunidad 54k de la SRP (SRP54), particularmente por el dominio
M (rico en metioninas y otros residuos de aminoacidos con cadenas hidrofébicas) (Egea et al.,
2005), donde se llevan a cabo interacciones hidrofobicas, en el citosol.

El motivo N3 consiste en 11 residuos de aminoacidos que comprenden de la Ala-17 a la
Pro-27 en la secuencia de la NaTrxh, es decir, no esta exactamente ubicada en el extremo
amino. Ademas, posee un perfil bajo de hidrofobicidad (Fig. 18) (Avila-Castefieda et al., 2014).
Estas son caracteristicas totalmente contrarias a las propias de un péptido sefial convencional
(Gonzalez, 2010; Gierasch, 1989); sin embargo, el motivo N3 es necesario para la secrecion
de proteinas en células vegetales (Avila-Castafieda et al., 2014), y se demostrd, ademas, que
para la secrecion usa los organelos de la via de secrecion clasica (i.e. RE y Golgi). Esto a
pesar de que el motivo NB no tiene un perfil de alta hidrofobicidad (Fig. 18) como los péptidos
sefal que son reconocidos por SRP y el translocén Sec61 (Osborne et al., 2005; Wickner y

Schekman, 2005).
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Figura 18. Perfil de hidrofobicidad del amino temrinal de la NaTrxh y de un péptido seifial canonico (P11).
Tomado del material suplementario de Avila-Castarfieda et al,, 2014.

Estas caracteristicas sugieren que el motivo N es reconocido por un sistema en
particular, que si bien usa elementos de la via convencional, como RE y Golgi, también tiene
particularidades para poder reconocer tan peculiar péptido, por lo que se clasifica como un
sistema no convencional de secrecion.

Algunas de las posibles explicaciones a este fendmeno son las siguientes.

1) Al no presentar las caracteristicas esenciales para ser reconocido por SRP,
se propone que es reconocida por un factor diferente, pero que es capaz de
realizar la funcion de reconocer al motivo N y dirigir el complejo NaTrxh
naciente-ribosoma-mRNA al RE para que se traduzca en su lumen. Si esto es
cierto, el factor que reconoceria al motivo N3 parece ser exclusivo de plantas,
lo que hace muy interesante al sistema.

2) Que ocurra una translocacién postraduccional, la cual consiste tanto en
levaduras como en animales, en la traduccion de la NaTrxh en el citoplasma.
Posteriormente, debe transportarse al RE al interaccionar el polipétido con el

translocon (Sec61) independientemente de SRP y del receptor de SRP
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(SRPR), la energia para este proceso es provista por un complejo proteinico
adicional, Sec62 o Sec63, el cual se encuentra en la membrana del RE cerca
del translocon y por la proteina de unién a inmunoglobulina (BiP), que tiene un
dominio de unién a péptido y un dominio de ATPasa que esta dentro del
lumen del RE, la cual reconoce el péptido sefal una vez dentro del RE. El
peptido sefal se une a una bomba proteica dirigida energéticamente, la cual
hace pasar toda la proteina al lumen del RE. Durante el proceso de
translocaciéon, la proteina esta desplegada transitoriamente (mecanismo
dependiente de ATP por las Hsp70) y cuando pasa al lumen, la proteina se
pliega y adopta la conformacion nativa (Matlack et al., 1997). Esto a su vez
implicaria que el motivo NB podria estar siendo reconocido como una senal
de transito a RE y, al no contener una sefial que lo retenga como KDEL o
BiP, continua la via de secrecion. Este proceso se ha observado ampliamente
en las proteinas que se direccionan a algunos organelos como mitocondrias
(Schmidt et al., 2010), cloroplastos (Li y Chi, 2010), lisosomas, peroxisomas
(Dammai y Subramani, 2011) y nucleo (Chook y. Blobel, 2001) (Tabla 4),
donde incluso se tienen identificados los residuos que funcionan como
péptido de transito, como en el caso de la polifenol oxidasa de chirimoya
(Annona cherimola) (AcPPO), proteina que afecta el procedimiento de
pardeamiento del fruto de dicha planta y que es direccionada a cloroplasto
por medio de una secuencia minima de 50 aminoacidos denominada CLORO

(Montes, 2007). Otro claro ejemplo es el del factor nuclear kB (NF-kB), que es
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translocado al nucleo y su sobreexpresion esta relacionada con la respuesta

inflamatoria y el cancer (Echeverri et al., 2008)

Tabla 4. Secuencias sefal de transito que direccionan a las proteinas del citosol a diferentes organelos.
Modificado de Lodish et. al., 2016.

Localizacion de la L,
. Remocion de .
Organelo blanco secuencia en la i Naturaleza de la secuencia
] la secuencia
proteina
Reticulo Nucleo de 6-12 aminoacidos hidrofobicos,
endoplasmatico N-terminal Si amenudo precedido por uno o mas
(lumen) aminoacidos basicos (Arg, Lys)
Hélice anfipatica, 20-50 residuos de
longitud, A iduos de L,
Mitocondria (matriz) N-terminal Si ongitue, con rg Y YESI_ uos , e' ys entn
lado y residuos hidrofébicos
en el otro
Cloroplasto Sin motivos comunes; generalmente rico
(estroma) N-terminal Si en Ser, Thr y pequefio residuos
hidrofébicos y pobres en Glu y Asp
C-terminal A
ermina (c?n mas Sefial de PTS1 (Ser-Lys-Leu) en el extremo
) . frecuencia) .
Peroxisoma (matriz) . No C-terminal extremo;
N-terminal (con menos 5 .
. Sefial PTS2 en el N-terminal
frecuencia)
Nticleo Multiples tipos diferentes; un motivo
u
Varia No comun incluye un segmento corto rico en
(nucleoplasma) :
residuos de Lys y Arg
3) Otra posibilidad es que la NaTrxh podria asociarse a los sistemas de

endomembrana a través de modificaciones lipidicas. Traverso et al. (2013)

descubrieron que la NaTrxh sufre una miristoilacion de la Gly-2 en ensayos in

vitro, lo que sugiere que NaTrxh puede ser una proteina asociada a la
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membrana en plantas. Sin embargo, este escenario se descarta con los
resultados que sugieren que los primeros 16 residuos de aminoacidos no son
esenciales para la secrecion de la NaTrxh, sino que es el dominio interno, el
motivo NB, el que dirige directamente su secrecién (Avila-Castafieda et al.,
2014). Sin embargo, esto nos hace pensar en un posible escenario donde la
NaTrxh se asocie a la membrana del RE para su posible reconocimiento o
transporte, aunque es cuestionable, ya que la secrecion sigue ocurriendo sin

el motivo Na.

Los estudios de secrecidn en plantas son complejos. Un analisis realizado con el
programa Secretome ha revelado que mas del 50% de las proteinas secretadas en plantas
carecen de un péptido senal, determinando que son proteinas de secrecion no convencional
(Agrawal et al., 2010). El campo de estudio de las rutas no convencionales en plantas aun
esta poco explorado y los estudios protedmicos revelan que la mayoria de estas proteinas
estan relacionadas con algun tipo de estrés o la infeccion por patogenos (Nickel y Seedorf,
2008). No se ha demostrado en las plantas la translocacion directa de dichas proteinas a
través de la membrana plasmatica. Otros estudios sugieren que la secrecion directa puede ser
respuesta a hormonas. En tabaco, la enzima citosodlica manitol deshidrogenasa (MTD), que no
contiene un péptido senal, se secreta directamente al apoplasto en respuesta al acido

salicilico, hormona de defensa en plantas (Cheng y Williamson, 2010; Chung y Zeng, 2017).

Los estudios sobre las rutas no convencionales de secrecion en plantas aun son

escasos, lo que no sucede con S. cerevisiae, donde se han observado diversos factores que
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han permitido dilucidar estos factores y vias alternativas de secrecion, razon por la cual se
decidié explorar si la levadura era capaz de secretar a la NaTrxh y asi tratar de identificar su
ruta de secrecion. Sin embargo, lo que se encontro sugiere que S. cerevisiae no reconoce a

esta proteina como una de secrecion.
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VIII.Conclusiones y perspectivas

Es posible expresar a la NaTrxh y las mutantes de su extremo amino en S. cerevisiae
utilizando el vector de expresion pYES-DEST52.

S. cerevisiae no resultd ser un buen sistema para sobreexpresar a la NaTrxh y las
distintas versiones, ya que las cantidades que se detectaron de proteina fueron muy bajas,
apenas reveladas por inmunodeteccion, ya sea porque la secuencia 6X(His) del extremo
carboxilo no favorece su expresion o que la levadura la reconozca como una proteina ajena.

No se detectd ninguna de las versiones de la NaTrxh, tanto la silvestre como las
mutantes (NaTrxh, NaTrxhANa, NaTrxhANB y NaTrxhANaf3) en el espacio extracelular, o que
sugiere fuertemente que S. cerevisiae no reconoce a esta proteina como una proteina de
secrecion.

Por lo tanto, se propone que la funcion del motivo NB es exclusivo de células
vegetales, lo que a su vez evidencia que las plantas poseen una via diferente de secrecion a
lo descrito en sistemas como la levadura; sin embargo, para dar sustento a este argumento
,S€ propone realizar un analisis bioinformatico donde se busque la frecuencia del motivo N
en proteinas de diversos organismos reportadas en la base de datos para analizar en cuales
se presetan y si es un motivo propio de células vegetales.

Ademas, se plantea conocer cual es el sitio minimo del motivo N para la dirigir la

secrecion de la NaTrxh en células vegetales.
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Anexo 1

Amortiguador tris-acético-EDTA (TAE) 50x
(1L)
Para electroforesis de DNA

e Tris242¢g

 Acido acético glacial 57.1 mL

» EDTA 0.5M, pH8.0 100 mL

Amortiguador tris EDTA (TE) 50 x
* Tris0.5M, pH 8.0
 EDTA0.05M, pH 8.0

Amortiguador salino de fosfatos (PBS)10 x
(1L)
* NaCL 80.068g
» KCI2.013¢g
* Na2HPO4.7H20 11.527 g
Ajustar pH a 7.3 y esterilizar.

Amortiguador de glicina 10 x (1L)
Para electroforesis de proteinas
* Trisbase 30 g
* Glicina 144 g
 SDS 10g

Amortiguador de transferencia (1L)
* Amortiguador de corrida SDS-PAGE
10x, 100 mL
* Metanol 200 mL
Aforara 1L

Acrilamida:bis-acrilamida 29:1 (100 mL)
* Acrilamida 29 g
* Bis-acrilamida 1.0 g
Filtrar en membrana con un poro de
0.45 pm de diametro
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Solucion de bloqueo (en PBS)
* Leche descremada 5 % (p/v)
e Twin 20 al 0.1%

Amortiguador separador (SDS-PAGE,
glicina) — 100 mL (pH 8.8)

* Tris18.17 g

» SDS al 20% 2 mL

Amortiguador apilador (SDS-PAGE, tris-
glicina) — 100 mL (pH 6.8)

* Tris 6.06g

» SDS al 20% 2 mL

Amortiguador de muestra 6X (SDS-PAGE)

* TrisHCI0.28 M, pH 6.8

* Glicerol al 30% (v/v)

* SDS al 1% (p/v)

 DTTO5M

* Azul de bromofenol al 0.0012 %
(p/v)
Separar en alicuotas y almacenar a
-70°C

Amortiguador 9.5
* NaCl 0.1 M
e Tris-HCI 0.1 M, pH 9.5

Amortiguador de lisis Triton SDS
* SDS al 1% (p/v)
* NaCl 100 mM
* EDTA1mm
* Triton X-100 al 10% (v/v)



Anexo 2

Preparacion de células quimiocompetentes de E. coli

La transformacién bacteriana se realizé en células competentes de E. coli de la cepa
TOP10, para lo cual se hizo un preinoculo en medio LB el cual se dejo crecer por 12 h a 37°C.
Se inoculé 50 mL de LB fresco con 5 mL del preinéculo y se incub6 a 37°C, alrededor de 3
horas, hasta que alcanzé una DOgpo=0.6. Una vez listo se centrifugé el medio a 4000 rpm
durante 5 min a 4 °C, y se decanté el sobrenadante. Se prosiguié a resuspender el boton
celular en 5 mL de una solucion estéril de CaCl, 100mM e incubd por 15min a 4°C. Se
realizaron estos lavados 3 veces mas.

Al cabo de estos se resuspendido en 5 mL de una solucion estéril de CaCl, 50mM vy
glicerol al 20%, se hicieron alicuotas de 45 pL que se mantuvieron guardadas a -80°C hasta
que fueron utilizadas para realizar la transformacion.

Se agrego el vector de entrada con los insertos correspondientes a las células competentes y
permanecieron en hielo durante 30 minutos.

Transformacion de bacterias por choque térmico

Después se realizo el choque térmico a 42°C por 40 seg, y se dejaron durante cinco minutos
en hielo. Se prosiguio a incubar las células por 1 hora a 37°C. Una vez terminado el tiempo
se transfirieron las células a una placa de LB con kanamicina (50 mg/mL) y se dejaron en la
estufa a 37°C por un periodo de 12-16 horas. Se seleccionan colonias resistentes a
kanamicina, ya que el vector utilizado contiene los genes que confieren la resistencia a dicho
antibidtico a las células transformantes y se corroboré por PCR la presencia del inserto.

Preparacion de los geles de poliacrilamida para SDS-PAGE
1. Montar el “sandwich” con dos placas de vidrio (uno tiene un rebaje de 1 mm de grosor)
e introducir al soporte.
2. Hacer geles separadores con 12.5 % o 15% de acrilamida y el gel apilador con un
2.25% de acrilamida.

3. Los geles se preparan mezclando los componentes indicados en la Tabla 5 (el
persulfato de amonio (PSA 20%) y el TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil-etilenodiamina)
inician la reaccion de polimerizacion, por lo que se deben afadir en ultimo lugar)

4. Se llena el molde colocando primero el gel separador hasta unos 3 cm del borde

superior del cristal corto y afiadir un poco de agua destilada hasta que polimerice (20-
30 min). Retirar el agua y vaciar el apilador hasta el borde del cristal corto y colocar el
peine. Esperar a que polimerice.

5. Retirar con cuidado el peine al gel y lavar cuidadosamente con agua destilada. Sacar
del soporte de geles el “sandwich” de placas de vidrio y montar el sistema en la
camara de electroforesis
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6. Llenar con amortiguador de glicina el sistema de modo que entre en contacto con
ambos extremos del gel.

7. Vaciar las muestras en los pozos y cargar en otro pozo el marcador de peso
molecular.

Tabla 5. Componentes del gel de poliacrilamida.

Gel separador Gel apilador
12.5% 15% 2.25%
No. de geles 1 1 No. de geles 1
H,O 1.375mL  1mL H,O 1
Acrilamida/bisacrilamida 1.625mL  2mL Acrilamida/bisacrilamida 300 uL
Amortiguador separador 1mL 1mL Amortiguador separador 444 uL
Persulfato de amonio 25 uL 25 uL Persulfato de amonio 20 yL
(20%) (20%)
TEMED 2.5 uL 25uL TEMED 5uL
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