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Resumen

Las proteinas de secrecién en eucariontes, de manera clasica, contienen un
péptido sefial ubicado en su extremo amino con un perfil hidrofébico. Estas
caracteristicas permiten que en cuanto se estan traduciendo estas proteinas, son
identificadas por la particula de reconocimiento de sefial, dando como resultado la
translocacion de la proteina naciente al reticulo endoplasmico, donde termina la
traducciéon hacia el lumen del mismo. Una vez en el reticulo endoplasmico, estas
proteinas son dirigidas al aparato de Golgi, a partir del cual, por medio de
vesiculas de secrecién, alcanzan la superficie celular, dando como resultado lo
gue se conoce como la via clasica de secrecion o via reticulo endoplasmico/Golgi.
Sin embargo, se han identificado proteinas que aun sin péptido sefial, alcanzan el
espacio extracelular, sugiriendo la existencia de vias alternas a la convencional.

La NaTrxh, una tiorredoxina tipo h de Nicotiana alata, se localiza en la matriz
extracelular del tejido de transmisién estilar a pesar de que no posee un péptido
sefial. Lo que si contiene, es una extension hacia su extremo amino, el cual por
analisis in silico se divide en dos motivos: el Na y el NB. Por medio de ensayos de
expresion transitoria en células de epidermis de cebolla, se demostré que es el
motivo N el responsable de la secrecion de la NaTrxh, esto a pesar de estar entre
los residuos Ala-17 y Pro-27 y mostrar un perfil hidrofilico. De manera
contrastante, aunque con una p=0.59, el algoritmo Hidden Markov predice un sitio
de corte entre los residuos Ala-16 y Ala-17. A pesar de que en células vegetales el
motivo Na no contiene la informacién para la secrecion de la NaTrxh, en este
trabajo se evalu6 la posibilidad de que otro sistema eucarionte, como lo es
Saccharomyces cerevisiae, lo reconozca como tal y secrete a la proteina
recombinante. Sin embargo, se encontré que no solo S. cerevisiae no reconoce a
dicho motivo como sefial de secrecidén, sino que en general, no reconoce a la
NaTrxh como proteina de secrecion, permitiendo sugerir que su secrecidn sea
exclusiva de células vegetales, por lo que muy probablemente existan vias

alternas de secrecién exclusivas de cada grupo bioldgico.
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Introduccion

Tiorredoxinas

Las tiorredoxinas (Trx) son proteinas pertenecientes a la superfamilia de las
oxidorreductasas con actividad reductora sobre los puentes disulfuro de sus
proteinas blanco. La primer Trx que se identific6 fue una de Escherichia coli
(E.Coli) (Black et al., 1960), pero no fue sino hasta cuatro afios después, cuando
se determind su actividad reductora, que se les denominé tiorredoxinas (Laurent et
al., 1964). Su nombre alude al caracter redox vinculado a la presencia de grupos
tiol. Bajo este epigrafe se inici6 un campo de trabajo que desde inicios del siglo
XXI se encuentra en auge (Gutiérrez, 2005).

Debido a la capacidad que tienen las Trx de reducir puentes disulfuro de una gran
variedad de proteinas es que participan, como donadoras de electrones, en una
gran diversidad de procesos fisiologicos, tales como la regulacion enzimética, la
respuesta al estrés oxidativo, la regulacion de la transcripcién y de la traduccién
(Balmer y Buchanan, 2002), asi como en transduccion de sefiales (Haffani et al.,
2004).

Para el caso de las Trx vegetales, las funciones descritas también son muy
variadas, ya que dependen de la proteina blanco. Como proteinas reguladoras en
la transduccion de sefiales se ha demostrado que una Trx, la TRX1 de Brassica
sp., interacciona con un receptor especifico, el receptor con actividad de cinasa
del locus S (SRK), regulando asi la respuesta del rechazo del polen en el sistema
de autoincompatibilidad (Al) de la familia Brassicaceae (Cabrillac et al., 2001;

Haffani et al., 2004), Otra funcibn muy especifica en plantas en la que una



tiorredoxina esta involucrada es en la Al en Nicotiana alata. La NaTrxh es una
tiorredoxina que interacciona y reduce in vitro a la determinante femenina de este
sistema, la S-RNasa (Juarez-Diaz et al., 2006). Esta reduccién parece ser
fundamental para la respuesta de autoincompatibilidad, ya que la actividad de
ribonucleasa aumenta significativamente, mientras que cuando la reduccién se
lleva a cabo con ditiotreitol, su actividad se abate (Torres, 2016). Esto, a su vez,
indica que ademas de que la S-RNasa es una proteina blanco de la NaTrxh, la
reduccion es especifica en cuanto a los cuatro posibles puentes disulfuro que
posee la enzima (Torres, 2016), aumentando asi la importancia del estudio de las

tiorredoxinas en sistemas tan complejos bioguimicamente.

Caracteristicas generales de las Trx

Las Trx son proteinas globulares de aproximadamente 12 kDa, (Jacquot et al.,
1997). Las Trx se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, desde
procariontes hasta eucariontes, siendo en la mayoria de los casos de codificacién
nuclear (Gutiérrez, 2005). Hasta la fecha, de las muchas Trx que se han
identificado, sus estructuras primarias varian en longitud de los 105 a los 110
residuos de aminoacidos y muestran una identidad del 27 al 69 % (Eklund et al.,
1991). Todas las Trx comparten un plegamiento comuin con una sucesion de
elementos estructurales secundarios que incluyen a mas del 75% de los residuos
de la proteina (Holmgren, 1985). Los miembros de esta familia se caracterizan por
tener en su sitio activo la secuencia tipica WCGPCK (Laloi et al., 2001). Cuando

las Trx se reducen [Trx-(SH);], son capaces de romper los puentes disulfuro de un



gran numero de proteinas blanco, lo que les permite participar en varias
reacciones reductoras como donadoras de electrones (Balmer y Buchanan, 2002).
Cuando la Trx ha llevado a cabo su funcién reductora, queda inevitablemente en
estado oxidado (Trx-S,), necesitando un agente externo que sea capaz de
regenerar su estado Trx-(SH),. La gran mayoria de las Trx se reducen por los
electrones provenientes del NADPH a través de la tiorredoxina reductasa
dependiente de NADPH (NTR), conformando asi un sistema de reduccién
presente en el citoplasma denominado NADPH/NTR/Trx (Johnson et al., 1987).
Existen otras Trx, principalmente las de cloroplasto (las de tipo m y f), que se
reducen por medio de la ferredoxina, lo cual ocurre en algunos organismos

fotosintéticos (Barajas et al., 2007).

Tioredoxinas de plantas

Las Trx en plantas forman un grupo muy complejo, ya que tan solo en las plantas
terrestres se conocen hasta la fecha alrededor de 50 genes que codifican este tipo
de proteinas (Meyer et al., 2008; 2009; Meyer et al., 2012). Basdndose en su
estructura primaria, las Trx vegetales se clasifican en 8 tipos diferentes. Los tipos
m, X, y, fy z se localizan en el cloroplasto, las del tipo o en la mitocondria, las del s
se asocian comunmente al reticulo endoplasmico (RE) y las Trx tipo h que,
aunque originalmente se describieron como proteinas citoplasmicas, algunas se
han encontrado en la mitocondria y en el apoplasto (Laloi et al., 2001; Gelhaye et
al., 2002; Juarez-Diaz et al., 2006).

El primer sistema de Trx que se descubrid en plantas fue el sistema cloroplastidico

y las Trxs pertenecientes a este sistema se separaron en dos grupos: m y f



(Gutiérrez, 2005). En A. thaliana existen dos genes de Trx f (Meyer et al., 2002) y
su denominacion se debe a su alta capacidad para reducir y activar a la fructosa-
1,6-bisfosfatasa (FBPasa) cloroplastidica (Gutiérrez, 2005). El nombre de la Trx m

deriva de su blanco principal, la malato deshidrogenasa dependiente de NADP™.

Tiorredoxinas tipo h

Las Trx tipo h (Trx h) se dividen en tres subgrupos. En general, las Trx h son un
poco mas largas que las Trx de E. coli y, de acuerdo con los analisis de las
secuencias, se propone que estdn mucho mas relacionadas con la Trx humana
gque con la de E. coli (Schiurmann y Jacquot, 2000). Con respecto a las del
subgrupo 2, estas se caracterizan por poseer extensiones hacia el extremo amino
yl/o carboxilo.

Las Trx h carecen de un péptido de transito y/o sefial, por lo que se asumian como
proteinas citosolicas (Meyer et al., 1999). Sin embargo, en oryza sativa y en otras
plantas se ha encontrado que las Trx h también estan presentes en el floema, al
cual lo alcanzan por medio de su movilidad a través de los plasmosdesmos
(Ishiwatari et al., 1995), en mitocondrias (Gelhaye et al., 2004) o inclusive en el

espacio extracelular (Juarez-Diaz et al., 2006).

Proteinas de secrecion

Si se considera a la célula eucarionte como un sistema de membranas y
compartimentos membranosos, donde se realizan distintas funciones en virtud de
sus composiciones proteicas particulares, surge la pregunta sobre como se

destinan las proteinas después de su sintesis en los ribosomas a sus respectivos



sitios de funcién. Mas de 30 afios de investigacion revelan que la informacién
gendmica especifica no sdlo la actividad de las distintas proteinas sino también el
sitio donde se debe llevar a cabo dicha funcion (Gonzales, 2007).

Una vez que la proteina se traduce en los ribosomas, esta puede permanecer en
la parte soluble del citoplasma (citosol), dirigirse a la mitocondria, al cloroplasto, al
nacleo o enviarse a la membrana plasmatica o a otros organelos, tales como
lisosomas, vacuolas y peroxisomas, entre otros (Urefia y Arribas, 2000).

En 1970 se descubri6 el primer péptido sefial en la historia, el cual se ubica en la
region amino terminal de la proteina (Blobel y Dobberstein, 1975). Actualmente, se
cuenta con varios péptidos sefial identificados, los cuales tienen un tamafo
promedio de 15 a 60 residuos de aminoacidos. El péptido sefial dirige a la proteina
gue se esta traduciendo al RE, donde generalmente se elimina. (Thanassi et al.,
2005).

El RE es una estructura membranosa presente en las células eucariontes que se
encuentra rodeando al ndcleo, de hecho, es una extensién de la membrana
externa de la envoltura nuclear. Al llevarse a cabo la traduccién de una proteina
con péptido sefial, este es reconocido por la particula de reconocimiento del
péptido sefial (SRP). SRP dirige a la proteina naciente junto con el ribosoma al
RE, donde se encuentra el receptor de SRP (SRPR), se produce una interaccion
entre el péptido sefal de la proteina naciente y los receptores especificos del RE,
provocando que la traduccién de la proteina se lleve a cabo hacia el lumen del
mismo. Este proceso es dependiente de ATP (Blobel y Dobberstein, 1975; Sudhof,

1995).



A las proteinas que se traducen en el RER se les elimina el péptido sefal en
cuanto inicia su sintesis hacia el lumen del mismo y, en muchas ocasiones,
ademas, son también blanco de modificaciones co-traduccionales y post-
traduccionales, tales como la adicion de residuos de carbohidratos (glicosilacion)
(Alberts et al., 2013). Los carbohidratos afiadidos en el RE (glicosilacién central)
se modifican en cada uno de los compartimentos del aparato de Golgi (AG) en un
proceso denominado glicosilacion terminal. Se asume que el RER es una estacién
de control de calidad que impide que las proteinas plegadas incorrectamente (i. e.
no funcionales), progresen a través de la via secretora, el cual incluye al AG.
Finalmente, las proteinas de secrecion se dirigen por vesiculas secretoras a la
membrana plasmatica (Urefia y Arribas, 2000).

El transporte de las proteinas desde el RE al AG vy, finalmente, al espacio
extracelular, es conocida como la via clasica de secrecion RE/Golgi (Nombela et
al., 2006) y tiene lugar mediante la formacion de unas vesiculas de transporte que
se producen en el RE y se fusionan con la membrana del AG en un proceso en el
gue participan proteinas evolutivamente conservadas en todos los eucariontes
(Urenay Arribas, 2000).

La regulacion del trafico de proteinas en la célula ocurre principalmente en la
membrana de las vesiculas, donde existen complejos proteicos que se adosan a
membranas especificas y proveen la fuerza mecano-quimica que provoca la
curvatura necesaria de la membrana para generar una vesicula de transporte. Los
complejos generadores de vesiculas que se conocen hasta el momento son la
clatrina (en la red trans del AG y en la membrana plasmatica), el complejo COP-I

(en Golgi) y el complejo COP-II (en el RE) (Gonzéles, 2007).



El complejo COP-I por lo general esta presente en las vesiculas que se mueven
entre las cisternas del AG y las que se dirigen al RE, como también las vesiculas
gue por secrecion constitutiva van a fusionarse con la membrana plasmatica. Por
su parte, la cubierta COP-Il es una envoltura muy selectiva que se forma en las
vesiculas que emergen del elemento transicional del RER cargados de vesiculas y
se fusionan en el agregado tubulo vesicular y posteriormente, a la red cis-Golgi

(Zanetti et al., 2012).

Via de secreciéon no clésica

La mayoria de las proteinas de secrecién generadas en una célula entran al RE
gue, entre otras funciones, se encarga de conducir los diversos productos
resultantes de la actividad sintetizadora de la célula.

Después, la secuencia que corresponde al péptido sefial se elimina (i. e. sin
péptido sefal) se conduce al AG, donde las proteinas se clasifican y se
empagquetan en compartimentos especiales de transporte. Estos compartimentos
se fusionan con la membrana plasmatica para liberar su contenido, constituyendo
asi lo que se conoce como la via clasica o convencional de secrecion de proteinas
en la célula o simplemente como la via RE/Golgi (Jiménez y Merchant, 2003).

Hay muchas proteinas que alcanzan el medio extracelular a pesar de carecer de
un péptido sefal y otras que a pesar de contenerlo, no se secretan por la via
convencional, es decir, salen del RE en vesiculas que no estan recubiertas por
CORPIl y al parecer evitan el AG, ya que las células las secretan a pesar de haber
sido tratadas con brefeldina A (BFA) (Ritzenthaler, et al., 2002; Nombela, et al.,

2006), el cual actua como inhibidor potente del reclutamiento a la membrana del



pequefio factor de ADP-ribosilacion 1 de GTPasa (ARF1), que es el primer paso
en la formacién de vesiculas revestidas con COPI a partir de la membrana de
Golgi (Helms y Rothman, 1992). Las vesiculas revestidas con COPI median el
transporte retrogrado de enzimas residentes en el AG y de vuelta al RE (Rabouille
y Klumperman, 2005), pero posiblemente también estan implicadas en el
transporte anterégrado de las proteinas de carga en el aparato de Golgi (Pelhamy

Rothman, 2000).



Antecedentes

El sistema de autoincompatibilidad (Al) en N. alata esta regulado por un locus
multialélico denominado S. En este locus se encuentran codificados los dos genes
gue determinan la especificidad alélica para el rechazo del polen propio (Mclure y
Franklin-Tong, 2006). Estos genes son las determinantes S, que en el caso de la
determinante femenina es una enzima con actividad de ribonucleasa, la S-RNasa
(McClure et al., 1989), y en el de la masculina es una proteina con caja F,
denominada SLF (Lai et al., 2002). Buscando genes no ligados al locus S
involucrados en el proceso de Al en N. alata, se identific6 un gen que se expresa
mas en estilos de N. alata (especie autoincompatible) que de N. plumbaginifolia
(autocompatible), sugiriendo su posible involucramiento en el sistema del rechazo
del polen alelo S especifico (Juarez-Diaz et al., 2006; McClure et al., 2011). Este
gen codifica una proteina de 16.8 kDa cuya estructura primaria deducida a partir
del cDNA contiene el sitio activo tipico de las Trx. Su caracterizacién bioquimica
indica que efectivamente se trata de una Trx y el andlisis de su estructura primaria
la agrupa dentro de las Trx tipo h del subgrupo 2 y se le nombré NaTrxh (Na:
Nicotiana alata; Trx: tiorredoxina; h: es del tipo h) (Juarez-Diaz et al., 2006).

Al caracterizar a la NaTrxh, se encontré que es una proteina de secrecioén, siendo
asi la primera Trx vegetal cuya localizacion es extracelular, demostrando ademas,
gue la estructura primaria de la NaTrxh contiene la informacién suficiente para
dirigir su secrecion (Juarez-Diaz et al., 2006).

Una caracteristica de las Trx h que estan dentro del subgrupo 2 es que poseen

una extensién hacia el extremo amino y/o carboxilo. EI extremo amino de la



NaTrxh abarca hasta la posicion Pro-27. El algoritmo Hidden Markov (Bendtsen et
al., 2004) predice un sitio de corte entre los sitios Ala-16 y Ala-17, sugiriendo un
posible péptido sefial en lo que se denomina el motivo Na (Met-1 a Ala-16) con
una probabilidad de 0.59 (Juarez-Diaz et al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014).
Sin embargo, al expresar a la mutante sin este motivo, la NaTrxhANa, la proteina
se sigue localizando en el apoplasto, indicando que el motivo Na no es el
responsable de su localizacion extracelular. De manera interesante, la mutante sin
el extremo amino completo (NaTrxhANa), es decir sin los residuos de la Met-1 a
Pro-27 se localiza en el citoplasma (Avila-Castafieda et al., 2014), indicando que
los residuos de aminoacidos comprendidos entre Ala-17 y Pro-27, llamado motivo
NB, es el responsable de su localizacion en el apoplasto, lo cual se demostro
fusionando estos 11 residuos a la proteina GFP y, por medio de ensayos de
expresion transitoria en células de epidermis de Allium cepa, se encontré que la
fluorescencia se localiza fuera de la célula (Avila-Castafieda et al., 2014).
Aparentemente, el motivo NP es exclusivo de sistemas vegetales, ya que solo se
encontraron 2 Trx con secuencias similares al motivo NB. Ambas proteinas, Trxhl
y Trxh2 de Glycine max, de manera interesante, se encuentran asociadas a la
membrana plasmatica (Shi y Bhattacharyya, 1996).

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas del motivo N3, tales como su posicion
inusual en la estructura primaria de la NaTrxh y su alto perfil hidrofilico, se sugiere
gue la NaTrxh sigue una via de secrecion no clasica. De hecho, otro algoritmo,
Secretome (Bendtsen et al., 2004) predice que la NaTrxh se secreta por una via
no convencional (p=0.87), ya que la compara con la Trx1 de humano que se sabe

usa esta via para alcanzar el torrente sanguineo (Wollman et al., 1988; Juéarez-
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Diaz et al., 2006). Sin embargo, se sabe que la secrecion de la NaTrxh utiliza los
elementos de la via convencional (RE, AG y vesiculas de secrecion) (Avila-
Castaifileda et al.,, 2014), de tal manera que es posible sugerir que su
reconocimiento como “tipo péptido sefial” sea por un factor diferente a SRP.
Debido a que las evidencias sugieren que el motivo NB es exclusivo de
organismos vegetales y a las contradicciones en los algoritmos que predicen el
posible péptido sefal y la ruta que este seguird, es importante estudiar el motivo
Na para demostrar si funciona como péptido sefial en otro organismo eucarionte,
ya que si este motivo es interpretado como sefial de secrecion en otro organismo,
permitird sugerir que los mecanismos de secrecion entre las plantas y otros
eucariontes, como los hongos, no estan conservados.

Saccharomyces cerevisiae es un eucarionte que presenta proteinas que se
secretan a la superficie celular para integrarse en la estructura de la pared celular
0 exportarse al medio externo. La secrecion de muchas de estas proteinas es a
través de la via clasica, impulsada por un péptido sefial canénico ubicado en el
N-terminal. Sin embargo, se han identificado diversas proteinas de superficie y
localizacion extracelular que carecen de algun péptido sefial; inclusive en S.
cerevisiae también se han encontrado proteinas tipicamente citoplasmicas en el
espacio extracelular, tales como la fosfogliceratocinasa 1(PGK1) y la enolasa
(ENO). Algunas proteinas incluso pueden acceder a la superficie de la célula y
permanecer unidas débilmente a la pared. De estos tipos de proteinas, al menos
17 se han encontrado en la superficie celular de S. cerevisiae a pesar de carecer

de un péptido sefial convencional (Nombela et al., 2006).
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Hipotesis
El motivo Na no es fundamental para la secrecion de la NaTrxh en células
vegetales, por lo que seguramente tampoco lo serd en S. cerevisiae a pesar de

gue se predice como posible péptido sefial.

Objetivos

Objetivo general

Determinar si el motivo Na de la NaTrxh participa en su secrecién en S. cerevisiae.

Objetivos particulares
» Expresar a la NaTrxh recombinante y a las mutantes NaTrxhANa y
NaTrxhANaf en células de S. cerevisiae fusionadas a GFP.
e Determinar la localizacion celular de la GFP fusionada a la NaTrxh y a las

distintas mutantes en las células de S. cerevisiae.
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Materiales y métodos

Material biolégico

Todas las construcciones moleculares primero se subclonaron en células de
Eshcerichia coli TOP10, la cual es ideal para la clonacién y la propagacion de
diversos plasmidos. Con respecto a las células de Saccharomyces cerevisiae, se
usé la cepa diploide InvScl (Invitrogen), la cual es de rapido crecimiento e ideal
para la sobreexpresion de genes heterélogos. Ademas, entre otras caracteristicas,
es una mutante auxoétrofa a uracilo, lo cual permite seleccionar a las células
transformantes con el plasmido de expresion pYES-DEST52 porque éste contiene

el gen URAS3, capaz de complementar su auxotrofia a uracilo.

Amplificacién de las fusiones moleculares de la NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-
GFP y NaTrxhANaB-GFP para su clonacion en el vector de entrada pENTR/D-
TOPO

En el laboratorio se cuenta con las secuencias de las diferentes versiones de la
NaTrxh clonadas en el vector binario pEarleyGateway103 (pEG103) (Earley et al.,
2006; Avila-Castafieda et al., 2014), las cuales fueron donadas por el Dr. Felipe
Cruz Garcia (Departamento de Bioquimica, Facultad de Quimica, UNAM). En este
vector, la secuencia que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) esta
localizada de tal manera que se fusiona hacia el extremo 3’ del gen de interés.
Estas construcciones se usaron como molde para la amplificacion por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de cada uno de los genes de fusion a GFP (i. e.
NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y NaTrxhANaB-GFP).

Primero se corroboraron por PCR cada una de las construcciones en pEG103,
para lo cual se utilizaron los oligonucleétidos en sentido NaT-F1 para la NaTrxh,
NaT-F2 para la NaTrxhANa y NaT-F3 para la NaTrxhANap y los antisentido (NaT-
R y GFP-R), cuyas secuencias se muestran en la Tabla 1. La posicién en donde
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se alinea cada uno de los oligonucle6tidos se muestra en la Figura 1. En este
analisis se uso0 la enzima TEMPase Hot Start DNA Polymerase (Ampligon), la cual
genera productos de amplificacién con una alta especificidad, ademéas de detectar
un nimero bajo de copias del molde y tiene un residuo quimico que se une a la
enzima en el sitio activo, o que hace que permanezca inactiva a temperatura
ambiente, hasta alcanzar la temperatura ideal para comenzar la reaccién y evitar
errores en la polimerizacion. Los componentes de la reaccién se muestran en la

Tabla 4 y las condiciones de amplificacion en la Tabla 5.

NaTrxh

_— —— -— -—

Nat-F1 Nat-F2 Nat-F3 Nat-R GFP-R

Figura 1. Esquema de la estructura primaria de la NaTrxh con sus diferentes motivos, fusionada a
la proteina verde fluorescente (GFP) mostrando los sitios donde se alinean los diferentes
oligonucledtidos en sentido (NaT-F1, NaT-F2 y NaT-F3) y los antisentido (NaT-R y GFP-R)
empleados para la amplificacion por PCR de las fusiones NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y

NaTrxhANaB-GFP. Na: motivo que comprende de la Met-1 a la Ala-16; NB: motivo que abarca de
la Ala-17 a la Pro-27; WCGPC: sitio activo de la tiorredoxina.

Tabla 1. Oligonucleétidos que se emplearon para la amplificacion y andlisis por PCR de las
fusiones NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y NaTrxhANaB-GFP. Los oligonucle6tidos en sentido (con
la letra F en su nombre) contienen la secuencia CACC en el extremo 5’, el cual se utiliza para la
clonacion directa del producto de amplificacién en el vector de entrada pENTR/D-TOPO; ademas,
a los NaT-F2 y NaT-F3 se les adiciond el codén de inicio inmediato a la secuencia CACC. El
oligonucledtido en antisentido NaT-R no contiene la secuencia correspondiente al codon de
término de la NaTrxh; mientras que el GFP-R si lo contiene para el término de la traduccion de la
proteina de fusion.

Nombre  Tamafo (nt) Secuencia (5" — 3)
NaT-F1 31 CACCATGGCAGAGGCAGAATCAGGATCGTCG
NaT-F2 31 CACCATGGCAGAGGCAGAATCAGGATCGTCG
NaT-F3 35 CACCATGGGATCGTATCTTTCAAGTTTGCTCGGTG
NaT-R 36 TTGGACATGAAATTTAGTTCGATAATTACTAGCAGC
GFP-R 30 TCACACGTGGTGGTGGTGGTGGTGGCTAGC

Para la clonacion de los genes de fusion a GFP (NaTrxh-GFP, NaTrxhANa y
NaTrxhANaB) en el vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen) (pENTR) es

necesario que éstos contengan extremos romos, por lo que para obtenerlos de
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esta manera se utilizé la enzima Phusion Hot Start Flex (New England BioLabs), la
cual es una DNA polimerasa de alta fidelidad (con una tasa de error de hasta 50
veces menor con respeto a la Taqg DNA polimerasa), termina la polimerizacién en
extremos romos y, ademas, presenta un ligando especifico unido reversiblemente
gue inhibe la actividad de DNA polimerasa a temperatura ambiente, lo cual evita
amplificaciones inespecificas. En la Tabla 2 se muestran los componentes de la
reaccion y la concentracion de cada uno de estos para el ensayo de PCR; en la
Tabla 3 se muestran las condiciones de PCR que se utilizaron para amplificar las
fusiones NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y NaTrxhAaB-GFP usando como molde
las construcciones pEG103:NaTrxh, pEG103:NaTrxhANa y pEG103:NaTrxhANagf,
respectivamente.

Otro aspecto importante para la clonacion correctamente orientada de los
productos de amplificacién en el vector pENTR es que deben tener en su extremo
5’ la secuencia CACC, raz6n por la cual todos los oligonucle6tidos en sentido la

contienen (Tabla 1).

Tabla 2. Componentes y concentracion de los reactivos para los ensayos de PCR utilizando la Phusion Hot
Start Flex (New England Biolabs)

Componente Concentracion final
Mezcla de amortiguador con la 1X
enzima 5X
dNTPs 10 mM 200 uMm
Oligonucledtido A 0.5 uM
Oligonucledtido B 0.5 uM
DNA molde 0.5 ul
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Tabla 3. Condiciones de PCR utilizando a la Phusion Hot Start Flex (New England BiolLabs)

Paso Temperatura Tiempo Numero de
(°c) ciclos

_D(_es_naturallzauon 98 30< 1
inicial

Desnaturalizacién 98 10s

Alineamiento 60 10s 35
Extension 72 15s

Extension final 72 5 min 1

Los analisis de las fusiones ya clonadas se realizé por PCR usando la enzima
DNA polimerasa TEMPase Hot Start (Ampligon) como se muestra en las Tablas 4

y 5.

Tabla 4. Componentes y concentracion de PCR utilizado en la DNA polimerasa TEMPase Hot Start
(Ampligon)

Componente Concentracién
TEMPase 2X Master Mix 1X
25 mM MgCl, 1.5 mM (0.5 - 5mM)
oligonucleétido A 0.5 uM
oligonucleétido B 0.5 uM
DNA molde 0.5 ul

Tabla 5. Condiciones de PCR utilizado en la DNA TEMPase Hot Start (Ampliqon)

Paso Temperatura Tiempo Numero de
(°C) ciclos

_D(_es_naturallzauon 95 15 min 1
inicial
Desnaturalizacién 98 30s
Alineamiento 60 30s 35
Extension 72 1.5 min
Extension final 72 5 min 1
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Clonacién de los genes de fusion en el vector de entrada pENTR/D-TOPO

Los productos de amplificacion por PCR usando la enzima Phusion Hot Start Flex,
se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, a partir del cual, una vez
corroborado que los productos tenian el tamafio esperado, en promedio 1215 pb,
se purifi6 cada uno por separado usando el kit Min Elute Gel Extraction Kit
(Qiagen), cuyo protocolo se describe en el Apéndice 1.

Cada uno de los insertos purificados a partir de gel se clonaron en el vector

PENTR (Figura 2) incubando la siguiente reaccién a 22°C por al menos 12 h.

=

0.5 pl de solucién salina (NaCl 1.2M)

N

1 pl de producto de PCR purificado de gel

3. 0.5 pl del vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen)

»

1 pl de agua estéril

Figura 2. Esquema del vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen). Este pladsmido contiene
gen gue confiere resistencia a kanamicina, el origen de replicacién bacteriano (pUC ori) y los sitios
de recombinacién attL1 y attL?2 necesarios para la posterior transferencia del inserto al vector
destino, que en el caso de este trabajo, se uso6 el pYES-DEST52.
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Una vez finalizada la incubacion, la mezcla de reaccién se utilizé para transformar
células quimiocompetentes de E.coli TOP10 (preparadas como se detalla en el
Apéndice 1), por choque térmico siguiendo el protocolo que se describe en el
Apéndice 1.

Las colonias que crecerion en el medio selectivo se aislaron y cultivaron en medio
LB liquido con una concentracion de 100 uyg/ml de kanamicina. A partir de cada
cultivo se tomaron alicuotas de 0.5 ul y se analizaron por PCR siguiendo las
condiciones de las Tablas 4 y 5 con la finalidad de probar que contuvieran el gen
de interés, es decir la fusion NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP o NaTrxhANaB-GFP.
Los productos de amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa.
Al obtener los resultados esperados con respecto al tamafio de cada una de las
fusiones moleculares usando los distintos pares de oligonucleétidos (Tabla 1 y
Figura 1), se purificé el DNA plasmidico de cada una de éstas a partir de un cultivo
de 5 ml de E. coli TOP10 transformante.

Para la purificacion del DNA plasmidico a partir de células de E.coli se us6 un kit
de purificacion de plasmido (Qiagen), tal y como se describe en el Apéndice 1.
Finalmente, se obtuverion las secuencias de las fusiones moleculares en cada una
de las construcciones (pPENTR:NaTrxh-GFP, pENTR:NaTrxhANa-GFP vy
PENTR:NaTrxhANaB-GFP), para lo cual se hizo uso del servicio de la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. De esta manera fue
posible comprobar por un alineamiento con la secuencia de la NaTrxh (NCBI;
namero de acceso DQ021448.1) que no presentaran alguna mutacion que pudiera
influir en los experimentos de manera directa, interfiriendo con los resultados, asi

como también que la fusion a GFP estuviera en el marco de lectura correcto.
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Transferencia de las fusiones moleculares al vector destino pYES-DEST52

Una vez que se obtuvo el resultado esperado a partir del analisis de las
secuencias de cada una de las construcciones moleculares en el vector de
entrada, se transfirieron los genes de fusion NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y
NaTrxhANaB-GFP al vector de expresion para levadura pYES-DEST52 (Figura 3)

por medio de una reaccion de recombinacion tipo LR.

Figura 3. Esquema del vector pYES-DEST52 (Invitrogen). Este plasmido “destino” contiene el gen
gue URA3, complementando asi la auxotrofia a uracilo de las levaduras INVScl. Ademés, contiene
el gen que confiere la resistencia a ampicilina y los sitios attR1 y attR2, necesarios para la
recombinacién con el vector de entrada y asi la insercion de la secuencia de interés.

Para clonar las diferentes construcciones en el vector de expresion de levadura
pPpYES-DEST52 se emple6 la tecnologia Gateway. El sistema de clonacién
Gateway, comercializado por Invitrogen desde finales de la década de los 90, es
un método que permite transferir eficientemente fragmentos de DNA entre
plasmidos utilizando un conjunto patentado de secuencias de recombinacion, los

sitios "Gateway att", y dos mezclas patentadas de enzimas, llamadas "LR
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Clonase" o "BP Clonase". el procedimiento para llevar a cabo la reaccién es el
siguiente.
Agregar los siguientes componentes a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml a

temperatura ambiente y mezclar.

» Vector de entrada (100-300 ng) 2 ul
* Vector de destino (150 ng/ul) 1pl
e Amortiguador de reaccion 5X 2 ul
* Amortiguador TE (Apéndice 2), pH 8.0 3 ul

Retirar la mezcla de LR Clonase de una temperatura de -80°C y dejar
descongelando en hielo por 2 min, después mezclar brevemente de forma

vigorosa y continuar con el siguiente protocolo.

1. Agregar 4pl, de mezcla de enzimas LR Clonase e incubar 3 horas a 25°C

2. Adicionar 1yl de proteinasa K, mezclar brevemente de forma vigorosa e
incubar 10 minutos a 37°C

3. Continuar con la transformacién de células E.coli TOP10 mediante choque
térmico agregando 2 ul del producto final del paso 4 y siguiendo el protocolo
descrito anteriormente, solo que en este caso la seleccién de las células
transformantes se hizo por medio de su capacidad de crecer en un medio

selectivo con ampicilina 100 ug/ml

Las colonias obtenidas en el medio selectivo, fueron aisladas y cultivadas en
medio LB liquido con una concentracion de 100 pg/ml de ampicilina. De cada
cultivo se tomaron 0.5 ul y se analiz6 por PCR (Tabla 5) para verificar que ademas

de ser transformantes (i. e. resistentes a ampicilina), contuvieran el gen de interés,
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es decir, los genes de fusion NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP o NaTrxhANaB-GFP.
Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de agarosa

al 1%.

Transformacién de células de Saccharomyces cerevisiae

Una vez confirmadas por PCR las fusiones moleculares en el vector destino
pYES-DEST52, los plasmidos purificados se utizaron para la transformacién de S.
cerevisiae INVScl (Apéndice 1).

De las colonias capaces de crecer en medio selectivo SC-U (i. e. sin uracilo;
Apéndice 2), se seleccionaron 5 colonias de cada construccién, las cuales se

inocularon en medio SC-U con 20% de glicerol y almacenadas a -80°C.

Induccion de la expresion de las proteinas recombinantes de fusion

El plasmido pYES-DEST52 contiene al promotor GAL1 (Figura 3), el cual se
induce con galactosa en ausencia de glucosa. Por lo tanto, para la
sobreexpresién, se crecieron las células transformantes en un medio minimo sin
uracilo (SC-U) con galactosa al 2% (w/v) y rafinosa al 1% (w/v) como fuentes de
carbono. Para sobreexpresar las diferentes proteinas recombinantes, NaTrxh-
GFP, NaTrxhNAa-GFP y NaTrxhNAaB-GFP, se sigui6 la metodologia que a

continuacion se describe.

1. Inocular 15 ml de medio selectivo SC-U con glucosa como fuente de

carbono e incubar toda la noche a 30°C con agitacion
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2. Determinar la DOgpo del cultivo y calcular la cantidad necesaria para
inocular 50 ml de medio de induccion, de tal manera que quede a una
DOgoo de 0.4

3. Remover la cantidad de cultivo que se determiné en el paso 2 y centrifugar
a 4500 rpm por 5 min a 4°C y decantar

4. Resuspender las células en 1-2 ml de medio de induccion y repetir el paso
3y 4 unavez mas

5. Inocular 50 ml de medio de induccién

6. Recolectar una alicuota de células a las 0, 6 y 12 h. Para el tiempo 0 se
tomaron 15 ml de muestra, para los tiempos 6 y 12 h se tomaron alicuotas
de 10 ml de cada uno; a todas las alicuotas se les determiné la DOgoo

7. Centrifugar las células a 4500 rpm por 5 mina 4° C

8. Decantar el sobrenadante. Resuspender las células en 500 pl de agua
esteril

9. Transferir las células a un tubo estéril de 1.5 mL. Centrifugar a maxima
velocidad durante 30 s

10.Decantar y almacenar el boton a -80°C hasta su uso

Extraccion de proteina total a partir de S. cerevisiae
La lisis celular se puede realizar a partir de células frescas o células congeladas,

en cualquier caso el protocolo fue el siguiente.

1. Resuspender el botén celular en 500 yl de amortiguador de ruptura.

Centrifugar a 4500 rpm x 5 min 4°C
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2. Remover el sobrenadante y resuspender las células en un volumen de
amortiguador de ruptura para obtener una DOy, de 50-100

3. Agregar un volumen igual de perlas de vidrio

4. Mezclar vigorosamente la mezcla durante 30 s, seguidos de 30 s en
hielo. Repetir este paso 4 veces

5. Centrifugar la muestra a 15,000 rpm por 10 min

6. Remover el sobrenandante y transferirlo a un tubo limpio de 1.5 ml

Nota: el lisado de las células puede almacenarse a -20°C por un maximo de

2 semanas para evitar degradacion de las proteinas

Cuantificacion de proteina

La determinacion de la cantidad de proteina en los extractos crudos se hizo
mediante la técnica de Bradford (Bradford, 1976), usando diferentes diluciones de
albumina de suero bovino (BSA) como estandar. La relacion reactivo de Bradford

(BioRad):solucion de proteina fue de 5:1 y se determiné la Asgs.

Analisis de las proteinas por SDS-PAGE y ensayo réplica tipo western-blot

Las proteinas de los extractos crudos se separaron mediante una electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12.5%. En esta técnica,
las proteinas primero se solubilizan con el amortiguador de muestra, el cual
contiene como agente desnaturalizante al dodecil sulfato de sodio (SDS) al 2.5% y
como agente reductor al ditiotretitol (DTT) a 0.1M. Para lograr una

desnaturalizacion completa de las proteinas, la solucién se incuba por 5 min a
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95°C. Finalmente, se deja a temperatura ambiente para aplicar la muestra
pretratada al gel, de tal manera que ni la estructura tridimensional de las proteinas
ni su punto isoeléctrico influyen en su migracién electroforética, separandose asi
Unicamente en funcién de su masa molecular.

De cada muestra o fraccién se cargaron 25 ug de proteina total para su analisis
por electroforesis. Cada gel se hizo por duplicado, de tal manera que al finalizar la
electroforesis, uno sirvio para tefir a las proteinas con azul brillante de Coomassie
y el otro para la transferencia tipo western-blot.

Para que las proteinas sean accesibles a la deteccion por los anticuerpos, primero
se transfieren desde el gel de poliacrilamida a una membrana de polifluoruro de

vinilideno (PVDF) por electrotransferencia (Apéndice 1).

Inmunodeteccion
La inmunodeteccion de las proteinas de fusion NaTrxh-GFP, NaTrxhNAa-GFP y
NaTrxhNAaB-GFP se hizo después de la transferencia tipo western-blot siguiendo

la metodologia que a continuacion se describe.

1. Enjuagar la membrana con agua por 30 s

2. Bloquear la membrana con solucién de bloqueo (Apéndice 2) por 2 h

3. Agregar el anticuerpo primario diluido en solucién de bloqueo e incubar con
agitacion suave a temperatura ambiente por 12 h. En el caso del anti-GFP
se uso un titulo de 1:10,000; mientras que con el anticuerpo anti-NaTrxh fue

de 1:2,500.
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Desechar la solucion con el anticuerpo y realizar dos lavados con
amortiguador salino de fosfatos (PBS; Apéndice 2) frio (el primero por 5 min
y el segundo por 10 min; cuando se indique, este segundo lavado se hizo
con PBS + NaCl 15 mM).

Sumergir la membrana con el anticuerpo secundario (anti-conejo con
fosfatasa alcalina conjugada) diluido en solucién de bloqueo a un titulo de
1:10,000 por 2 h

Realizar 3 lavados de 10 min cada uno con PBS frio

Lavar por 10 min con una solucion de Tris'HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M y MgCl;
0.05 M, pH 9.5.

Agregar el sustrato de la fosfatasa nitroazul de tetrazolio + 5-bromo-4-cloro-

3-indolil fosfato (nBT + BCIP) para revelar.

Observacion de las células transformantes de S. cerevisiae por microscopia

confocal

Para la observacion de células transformantes de S.cerevisiae:

1.

3.

se prepard un preinoculo en 15 ml en medio SC-U (glucosa) incubando toda
la noche a 30°C a 250 rpm

Determinar la DOsggo del cultivo y calcular la cantidad necesaria para
inocular 10 ml de medio de induccion, de tal manera que quede a una
DOgoo de 0.4

Inducir por 12 horas a 30°C a 250 rpm
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4. Centrifugar los 10 ml de cultivo pasadas las 12 horas, retirar el

sobrenadante y resuspender en 1 ml de ml de medio de induccién

Se coloc6 10 upl de cada muestra en un portaobjetos y se observd en el

microscopio confocal a una longitud de onda de exitacion 488 nm

Resultados

Corroboracion de las construcciones en el vector pEarleyGateway103

Se determindé que las construcciones pEG103:NaTrxh, pEG103:NaTrxhANa y
pEG103:NaTrxhAap, donadas por el laboratorio del Dr. Cruz Garcia (Facultad de
Quimica, UNAM), efectivamente fueran las correctas. Para esto, se realizé una
amplificacion por PCR wusando cada una como molde y tres pares de
oligonucledtidos por separado, usando los diferentes oligonucleétidos en sentido

con el antisentido NaT-R (Tabla 4).

Figura 4. Andlisis por PCR de las construcciones donadas por el laboratorio del Dr Felipe Cruz
pPEG103: NaTrxh, pEG103:NaTrxhANa y pEG103:NaTrxhAaof. Para este andlisis se utilizaron los
oligonucleétidos en sentido NAT-F1, NAT- F2 o NAT-F3 con el antisentido NAT-R. Los productos
de la amplificacién se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y el DNA se tifié con
SYBR-green.
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El resultado del andlisis por PCR de las construcciones en el plasmido pEG103
demostraron que a partir de las construcciones pEG103:NaTrxh vy
pEG103:NaTrxhANa se obtienen productos de amplificaciéon del tamafio esperado
y, ademas, los productos se obtienen con los juegos de oligonucleétidos que
corresponde (Figura 4), es decir, a partir de pEG103:NaTrxh se obtuvo un
producto de amplificacion con los tres pares de oligonucleétidos, ya que tanto el
NaT-F1 como el F2 y el F3 se alinean sobre la secuencia de NaTrxh, mientras que
de pEG-103:NaTrxhANa no se obtuvo producto con el par de oligonucleétidos
NaT-F1 + NaT-R (aunque se detectd una amplificacibn seguramente por
contaminacion) debido a que esta mutante carece del dominio Na, por lo que el
NaT-F1 no se alinea (Figura 1).

Con respecto a la construccion pEG103:NaTrxhAaf, solo se esperaba obtener un
producto de amplificacion con el par de oligonucleétidos NaT-F3 + NaT-R; sin
embargo, se observd una banda clara con el par NaT-F2 + NaT-R (Figura 4). Por
lo tanto, esta construccién no se utilizé para los experimentos subsecuentes.

Para obtener la secuencia que corresponde a la mutante NaTrxhANap, se utilizé
como molde a la construccién pEG103:NaTrxh, el par de oligonucle6tidos NaT-F3
+ GFP-R y la DNA polimerasa Phusion Hot Start Flex. Siguiendo el protocolo de
las Tablas 2 y 3. Para las otras dos fusiones (NaTrxh-GFP y NaTrxhANa-GFP) se
uso la construccién en pEG103 correspondiente con el oligonucle6tido en sentido
NaT-F1 para la silvestre y NaT-F2 para la mutante NaTrxhANa, mientras que el
antisentido GFP-R se us0 para ambas.

Los productos de la amplificacion de las tres fusiones a GFP se clonaron en el

vector pENTR/D-TOPO (pENTR) en E. coli TOP10. Se seleccionaron 5 colonias
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resistentes a kanamicina (50 pg/ml), las cuales se crecieron en medio liquido
selectivo (kanamicina 100 ug/ml) para analizarlas por PCR con los
oligonucledtidos NaT-F3 y GFP-R. Los productos de amplificaciéon por PCR se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 5) obteniendo como
resultado 5 clonas positivas para pENTR:NaTrxh-GFP, 5 para

PENTR:NaTrxhANa-GFP y 3 para pENTR:NaTrxhANaB-GFP.

Figura 5. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion por PCR
de las colonias de transformantes de E.coli que resultaron positivas en medio selectivo con
kanamicina de las diferentes  cosntrucciones  moleculares  (PENTR:NaTrxh-GFP,
PENTR:NaTrxhANa-GFP y pENTR:NaTrxhAaB-GFP). Para este ensayo se utiliz6 el par de
oligonucle6tidos NaTF3 y GFPR.

El resultado de la Figura 5 confirmé que la clonacion en el vector pENTR se llevo a
cabo con la fusion a GFP. Sin embargo, el oligonucleétido NaT-F3 se alinea con
las tres diferentes versiones de la NaTrxh (Figura 1), por tanto, para corroborar
gue se tenia la version adecuada de cada una de las secuencias de la NaTrxh, se
hizo una prueba por PCR usando tres distintas combinaciones de oligonucleotidos:
(1) NaT-F1 + GFP-R; (2) NaT-F2 + GFP-R; y (3) NaT-F3 + GFP-R. En la Figura 6

se muestra el resultado de este andlisis, para el cual solo se usé una colonia de
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cada una de las construcciones. De acuerdo al sitio donde se alinean los
oligonucledtidos en sentido (Figura 1), el resultado mostré que efectivamente cada
una de las fusiones corresponde a la version esperada, teniendo asi las
construcciones PENTR:NaTrxh-GFP, PENTR:NaTrxhANa-GFP y

PENTR:NaTrxhANaB-GFP.

Figura 6. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los productos de la amplificacion por
PCR de las construcciones moleculares pENTR:NaTrxh, pENTR:NaTrxhANa vy
PENTR:NaTrxhANap usando en reacciones diferentes los oligonucle6tidos NaT-F1,NaT-F2 y NaT-
F3 con el antisentido GFPR.

Analisis de las secuencias de las fusiones NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y
NaTrxhANaB-GFP clonadas en pENTR/D-TOPO

Las secuencias de cada uno de los genes de fusion se obtuvieron haciendo uso
del servicio de secuenciacion de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. Se hizo un alinamiento multiple (ClustalW) de cada una

de las secuencias obtenidas con la reportada de la NaTrxh (nimero de acceso
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DQ021448.1) y la que codifica GFP en el vector pEG103, encontrando que las
fusiones NaTrxh-GFP y NaTrxhANa-GFP no presentaron ninguna mutacion y
estdn en marco de lectura con la secuencia GFP (Figura 7A), por lo que la
estructura primaria de las proteinas de fusién corresponde a lo esperado (Figura
7B). Con respecto a la fusion NaTrxhANaB-GFP se encuentraron 2 mutaciones
puntuales (Figura 7A), pero ninguna se ubicé en los motivos estructurales que se
analizan en este trabajo (Na y NB) ni tampoco alteran el marco de lectura para la
fusion a GFP (Figura 7B), por lo que se decidié continuar con esta construccion

para los experimentos subsecuentes.
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A

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (PENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pPENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (pPEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (PENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (pEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pPENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhAN«p-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFP (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NaTrxh DQ021448.1
NaTrxh-GFP (pENTR)
NaTrxhANa-GFF (pENTR)
NaTrxhANap-GFP (pENTR)
GFP (PEG103)

NB

A TGGGATCGTATCTTTCAAGT TTGCTCGGTGGAGGCGCGGCGGAA CAGAGGCAGAATCAGGATCGTCGTCAGAAC
CAGAGGCAGAATCAGGATCGTCGTCAGAAC
CAGAATCAGGATCGTCGTCAGAAC!

CGCG
TCGCG
CGCG
TCGCG

TGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGC
TGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTARATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGC
TGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTAAATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGC
TGTGATTGCTTTTCATTCTTCCAATCGGTGGCAACTTCACTTCAATTCCTCCAAGCAATTARATAAACTGATAGTTGTGGATTTTGCGGC

TACATGGTGTGGGCCCTGCAARATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGT
TACATGGTGTGGGCCCTGCAAAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGT
TACATGGTGTGGGCCCTGCAARAATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAAAATCGACGT
TACATGGTGTGGGCCCTGCAARATGATGGAGCCGGTTATTAACGCCATGTCTGCCAAGTATACCGACGTTGACTTCGTCAARATCGACGT

[ [
GGRTGAGCTCTCAGRTGTAGCACAAGAGTTTGGAGTACAAGCTATGCCAACATTTTTGCTGCTGAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGT
dGhTGAGCTCTCAGKTGI‘AGCACMGAGTTTGGAGTACAAGCIATGCCAACATTTTTGCTGCFGMGCAAGGMAGGMGTAGAGAGAGT
quTGAGCTCTCquTGIAGCACMGAGTTTGGAGTACAAGC[‘ATGCCMCmTTTGCTGCL‘GAAGCAAGGAAAGGAAGTAGAGAGAGT
mmmc'rcrcﬁamcmscamcmrrTmmmAmﬂmmme&mm

1
B R T T T T T T T T T T T T e T e T T
GGTTGGGGCTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAAAAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATT
GGTTGGGGCTAAGAAAGATGAGCTCGAGAAAAAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTARAATT
GGTTGGGGCTAAGARAGATGAGCTCGAGAAARAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATT
GGTTGGGGCTAAGAAAGATGAACTCGAGAAAAAGATTCTCAAGCACAGGGAAGCTCCTAAATTTGCTGCTAGTAATTATCGAACTAAATT

TGGTAGATCTGACTAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGT

CCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAARAACT
CCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACARATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACT
CCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGT TAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAARARCT
CCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAARAACT

TACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTC
TACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTC
TACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTC
TACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCGTGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTC

AAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGA
AAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGA
AAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGA
AAGATACCCAGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTTCTTCAAGGA

CGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGA
CGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGA
CGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGA
CGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGA

GGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAA
GGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAA
GGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAAAGAACGGCATCAA
GGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAARAAGAACGGCATCAA

AGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCC
AGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCC
AGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCC
AGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCC

TGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGA
TGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGA
TGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGA
TGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACATGGTCCTTCTTGA

GTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGCTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGA
GTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGCTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGA
GTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGCTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGA
GTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAAGCTAGCCACCACCACCACCACCACGTGTGA
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Figura 7. Alineamiento multiple de la secuencia reportada de la NaTrxh (NaTrxh; DQ021448.1) y
de la GFP del vector pEG103 con las secuencias clonadas en las construcciones pENTR:NaTrxh-
GFP [NaTrxh-GFP (pENTR)], pENTR:NaTrxhANa-GFP [NaTrxhANa-GFP (pENTR)] vy
PENTR:NaTrxhANap-GFP [NaTrxhANaB-GFP (pENTR)] a nivel de nucleétidos (A) y a nivel de
proteina (B). En la caja 1 esté la secuencia afiadida correspondiente al sitio de insercién a pENTR
(CACC); la caja Na corresponde al motivo Na de la Natrxh; la caja NB corresponde al motivo NB de
la Natrxh; caja 2: secuencia de unién (linker) entre NaTrxh (y mutantes) y GFP; Flecha negra; inicio
de secuencia de GFP. Las cajas punteadas indican las mutaciones que se encontraron en la
secuencia de la NaTrxhANaf.

Clonacién de los genes de fusién NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP vy
NaTrxhANaB-GFP en el vector destino pYES/DEST52

Una vez analizadas las secuencias de los genes de fusion en las construcciones
PENTR:NaTrxh-GFP, pENTR:NaTrxhANa-GFP y pENTR:NaTrxhANaB-GFP, tanto
a nivel de DNA como a nivel de aminoacidos, se procedié con la clonacién de las
fusiones correspondientes en el vector pYES/DEST52 (pYES).

La transferencia del vector de entrada pENTR al vector destino pYES se realiz6
por recombinacion tipo LR, es decir, los sitios attL del vector de entrada (Figura 2)

recombinan con los sitios attR (Figura 3) del destino. El vector destino tiene un gen
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suicida (ccdb; Figura 3) flanqueado por los sitios attR, el cual evita que una célula
transformante crezca si no ocurrio la recombinacion (i.e. la transformacién se haya
llevado a cabo con un plasmido “vacio”). Finalmente, el hecho de que ambos
vectores confieren resistencia en E. coli a diferentes antibioticos (kanamicina el de
entrada; ampicilina el destino), hace facil también seleccionar a las células
transformantes con el plasmido pYES.

El resultado de la recombinacion se subcloné primero en células de E. coli TOP10.
Se seleccionaron 5 colonias de cada version de NaTrxh y se probaron por PCR si
contenian o no el inserto de interés. En la Figura 8 se muestra un analisis por
electroforesis de los productos de amplificacion, en donde claramente se observa
gue se obtuvieron las versiones de la NaTrxh fusionadas a GFP tal y como se

esperaba.

Figura 8. Analisis por electroforesis en gel de agarosa de las construcciones pYES:NaTrxh-GFP,
PYES:NaTrxhANa-GFP y pYES:NaTrxhAaB-GFP, donde se observa el patron de amplificacion
esperado a partir de cada una de las construcciones, corroborando la clonaciéon de cada una de
estas en el vector destino. C: control negativo, en donde en lugar de DNA molde, se agregd agua a
la reaccion.
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Al comprobar la clonacion de las diferentes fusiones moleculares en el vector de
expresion de levadura, pYES/DEST-52, se transformaron células de S. cerevisiae
INVSc1, seleccionando a las células transformantes por su capacidad de crecer en

un medio minimo sin uracilo (SC-U).

Andlisis de las proteinas recombinantes expresadas en S. cerevisiae

La inmunodeteccién de las diferentes proteinas se realiz6 con un anticuerpo
policlonal anti-NaTrxh, con el cual se inmunodetectaron diversas bandas, siendo la
de mayor interés la que estd a una altura aproximada a los 44 KDa, es decir, la
masa aproximada de las diferentes proteinas recombinantes. A pesar de que se
obtuvo reaccién cruzada con el anticuerpo, la banda mencionada no se observé
en el control negativo (extracto de proteina a partir de levaduras no
transformantes) ni en el tiempo inicial de induccién (i.e. 0 h) de cada uno de los
diferentes experimentos (Figura 9).
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Figura 9. Inmunodeteccion de las proteinas recombinantes NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y
NaTrxhANaB-GFP a partir de extractos de proteina total de levadura a diferentes tiempos de
induccion de la expresion. A y C. Ensayo por western-blot, revelado con el anticuerpo anti-NaTrxh;
las flechas sefialan la banda que corresponde a cada una de las proteinas de fusion
recombinantes, de 44 kDa aproximadamente, a las 6 y 12 h de induccion. Esta banda no se
detect6 en el control negativo (C-), que es la cepa INVScl sin transformar ni en el tiempo inicial de
induccion (0). (B) y (D) Proteinas tefiidas con azul de Comassie.

En la Figura 9, ademéas de la reaccién cruzada del anticuerpo anti-NaTrxh, fue
evidente una baja inmunodeteccion de la banda que presumiblemente
corresponde a cada una de las versiones de la proteina fusionada a GFP. Por lo
tanto, se decidié hacer diferentes extracciones de proteina total de S. cerevisiae
utilizando tres diferentes amortiguadores de extraccion: (1) amortiguador de
ruptura (50 mM fosfato de sodio, pH 7.4, 1 mM EDTA, 5 % glicerol y 1 mM PMSF);
(2) amortiguador de ruptura + 300 mM NacCl; y (3) amortiguador de ruptura + 300
mM NaCl + 1% Tritdn (4) Litio 2M + 400 mM NaOH, En la Figura 10
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Figura 10. Extraccién de las proteinas recombinantes NaTrxh-GFP y las diferentes mutantes
NaTrxhANa-GFP y NaTrxhANaB-GFP con diferentes amortiguadores de extraccion (AR:
amortiguador de ruptura; 300 mM NaCl amortiguador de ruptura + 300 mM NaCl; NaCl + Trit:
amortiguador de ruptura + 300 mM NaCl + 1% de Tritébn X-100; Litio + NaOH: cloruro de litio 2M +
400 Mm de NaOH. Los extractos de proteina total se realizaron a partir de células inducidas por 6
h. (A) Proteinas tefiidas con azul brillante de Comassie. (B) Inmunodeteccién con el anticuerpo
policlonal anti-NaTrxh de las diferentes proteinas recombinantes en donde las flechas indican la
banda correspondiente a cada una de las diferentes proteinas recombinantes con una masa
molecular aproximada de 44 KDa.

Deteccion de la fluorescencia de GFP en células de S. cerevisiae

Para corroborar que las protéinas inmunodetectadas (Figura 10) efectivamente
corresponden a las proteinas de fusion NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP vy
NaTrxhANaB-GFP, se observaron las células de S. cerevisiae transformantes por
microscopia confocal para detectar la fluorescencia de GFP de cada una de las
proteinas de fusion. El resultado que se obtuvo indica que S. cerevisiae si expresa
a las tres proteinas de fusion, a pesar de que solo muy bajo nimero de células lo
hagan (Figura 11), esto a pesar de que siempre se crecieron en medio selectivo,
es decir, en un medio minimo sin uracilo.

De manera importante, en la Figura 11 también se observa que en las células que
se detecto fluorescencia, esta siempre se encuentra en el citoplasma sin importar
la version de la NaTrxh, sugiriendo que la NaTrxh no se secreta en este tipo
celular, por lo que las mutantes (sin el extremo amino, NaTrxhANaf, ni sin el
motivo Na, NaTrxhANa).
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Figura 11. Analisis por microscopia confocal mostrando la fluorescencia de la GFP en las
diferentes proteinas de fusién recombinantes, NaTrxh-GFP, NaTrxhANa-GFP y NaTrxhANaB-GFP
a un tiempo de induccion de 12 h en medio con galactosa. El control negativo corresponde a
células de S.cerevisiae transformantes pero crecidas con glucosa. La barra de escala equivale a 20
pm.
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Discusion

La proteina de fusion NaTrxh-GFP no se secreta en S. cerevisiae

La NaTrxh, como las otras Trx h del subgrupo 2, contiene una extension hacia el
extremo amino, el cual, siguiendo la prediccion de un sitio de corte entre los
residuos Ala-16 y Ala-17, se dividié en dos motivos: el Na y el NB (Juérez-Diaz et
al., 2006; Avila-Castafieda et al., 2014). Esto sugiere que el motivo Na (Met-1 a
Ala-16) podria funcionar como péptido sefial. Sin embargo, por medio de ensayos
de expresion transitoria de la mutante NaTrxhANa fusionada a GFP en células de
epidermis de cebolla, se demuestra que este motivo no contiene la informacién
para dirigir su secrecion (Avila-Castafieda et al., 2014). Con la finalidad de evaluar
la posibilidad de si esto solo ocurre en plantas, se decidié determinar si la NaTrxh
se secreta en otro sistema eucarionte, asi como la posibilidad de que el motivo Na
pudiese funcionar como péptido sefial en otras células eucariontes, como las de S.
cerevisiae, en la cual, ademas, se han reportado diferentes vias de secrecion a la
RE/Golgi (Nombela et al., 2006).

Al expresar a la proteina de fusion recombinante NaTrxh-GFP en S. cerevisiae se
encontr6 que permanecié como proteina intracelular. Lo mismo ocurrié con las
mutantes NaTrxhANa y NaTrxhANaf fusionadas a GFP. Estos resultados
sugieren que la localizacion intracelular de las mutantes no se debe a la delecién
del motivo Na (NaTrxhANa) o de la extension total del extremo amino (Met-1 a
Pro-27; mutante NaTrxhANaf), sino a que S. cerevisiae no reconoce a la NaTrxh

como proteina de secrecién, permitiendo proponer que la localizacién extracelular
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de una proteina con una sefial como la de la NaTrxh, seguramente el motivo N3

(Ala-17 a Pro-27), solo ocurre en células vegetales

Posibles vias por las que la NaTrxh podria secretarse

Una vez que una proteina se traduce en los ribosomas, puede permanecer en la
parte soluble del citoplasma, dirigirse a las mitocondrias o al nicleo o ser enviada
a la membrana plasmatica o a otros organelos internos, como los lisosomas.

Las proteinas de secrecién en cuanto se estan traduciendo son dirigidas por una
sefial ubicada en su amino terminal, denominado péptido sefial (Blobel y
Dobberstein, 1975). Esta sefal dirige a las proteinas nacientes junto con el
ribosoma que las esta traduciendo hacia el RE, donde termina su sintesis.
Posteriormente, las proteinas se dirigen al aparato de Golgi (AG), donde también
pueden tener modificaciones adicionales, tales como glicosilacién, y finalmente,
son dirigidas ya sea a los lisosomas o0 a vesiculas secretoras, mismas que se
fusionan a la membrana plasmatica. A esta ruta se le conoce como la via RE/AG o
via clasica de secrecioén. El péptido sefial que dirige las proteinas a la via RE/AG
varia de 5 a 30 residuos aminoacidos que en conjunto muestran un perfil
hidrofébico (Von Heijne, 1985). Cuando esta secuencia sale del ribosoma, un
complejo llamado SRP es la que la reconoce y transporta al complejo ribosoma-
proteina naciente hacia el RE. Ahi el ribosoma facilita la entrada de la cadena
polipeptidica hacia el lumen del RE conforme se traduce.

Existen muchas proteinas carentes de un péptido sefial convencional que también
alcanzan la superficie celular y aun no hay manera de explicar como ocurre esto

desde el mecanismo del péptido sefial convencional. Debido a que los datos no
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son consistentes con la ruta de exportacion clasica, solo se puede interpretar en
términos de otros mecanismos, que existe una gran variedad de péptidos sefial no
convencionales, permitiendo la postulacion de mas de una ruta alterna a la clasica
de secrecion (Nombela et al., 2006).

Un posible mecanismo para la secrecion de la NaTrxh es la secrecion por casetes
de union a ATP, mismo que podria funcionar como motor para la exportacién de
proteinas ya que. Otro posible mecanismo para la ruta de secrecion de la NaTrxh
es que se formen burbujas de membrana que solo reconozcan a la proteina en
particular; sin embargo, estos escenarios no parecen ser lo que ocurre en la célula
debido a que ambos han sido encontrados en S. cerevisiae y, como se reporta en
este trabajo, esta levadura no secreta a la NaTrxh. Adicionalmente, se encuentra
la evidencia que demuestra que la NaTrxh utiliza los elementos de la via
convencional (i. e. RE, AG y vesiculas de secrecion) en células vegetales (Avila-
Castarieda et al., 2014), los cuales no son seguidos por ninguno de estos 2
escenarios. Por lo tanto, el escenario que parece mas factible en este caso es que
un factor diferente a SRP reconozca al motivo NB como sefial de secrecion, ya
que debido a la posicion inusual del motivo Nf en la estructura primaria de la
NaTrxh y a su alto perfil hidrofilico resulta improbable que SRP sea quien

reconozca a este motivo como sefial de transito.

La secrecion de la NaTrxh parece ser un evento exclusivo de células
vegetales
La NaTrxh fue la primer tiorredoxina de plantas cuya localizacion se define como

extracelular (Juarez- Diaz et al. 2006), aunque en otros eucariontes, como Homo
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sapiens, se sabe que la Trx1l se secreta al torrente sanguineo (Wollman et al.,
1988).

Las Trx h originalmente se describieron como proteinas citoplasmicas (Meyer et al.
1999); posteriormente, se encontré que una Trx h, la PtTrxh2 de Poplar, se dirige
a la mitocondria (Gelhaye et al. 2004). De manera interesante, la localizacién
subcelular de la PtTrxh2 se debe a la extension en su extremo amino, sugiriendo
una funcion importante de estas extensiones con respecto al trafico celular de las
proteinas que las contienen, tipicas de las Trx h del subgrupo 2 y que ademas, no
estdn conservadas en cuanto a su secuencia (Eklund et al., 1991). Esto se
refuerza con el hecho de que la Trx de arroz solo se mueve por los plasmodesmos
cuando contiene dicha extension en su extremo amino (Ishiwatari et al., 1998). La
NaTrxh, en su extremo amino, efectivamente contiene la informacion para su
localizacion extracelular (Juarez-Diaz et al., 2006), misma que se encuentra
precisamente en su extension del amino terminal (Avila-Castafieda, et al. 2014).
Dicha estension se divide en 2 motivos: Na (Met-1 a Ala-16) y NB (Ala-17 a Pro-
27), siendo el motivo NB el responsable de la localizaciébn extracelular de la
proteina en plantas. En este trabajo se demuestra que la extension total del
extremo amino de la NaTrxh no es reconocido por S. cerevisiae, permitiendo
sugerir que el motivo N solo es reconocido como sefial de transito por células
vegetales. Como evidencia adicional para sustentar esta hipétesis es que se
encontraron 2 Trx de soja con motivos similares al motivo N, la Trxh1 y la Trxh2,
qgque de manera interesante se localizan asociadas a la membrana plasmética

(Avila-Castafieda et al., 2014).
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Es posible que las secuencias similares al motivo N3 sean reconocidas por un
factor distinto a SRP debido a las caracteristicas fisicoquimicas del motivo N, el
cual no se encuentra en el extremo amino, como comunmente se localizan los
péptido sefal ortodoxos, y que posee un perfil de baja hidrofobicidad, razén por la
se sugiere que SRP no es el complejo encargado de reconocer a esta sefial, ya
gue se sabe que SRP reconoce secuencias de aminoacidos hidrofobicas (Grudnik
et al., 2009) haciendo muy poco probable que SRP reconozca al motivo N,
ademas de que los resultados sugieren que el complejo que reconoce al motivo

N es exclusivo de plantas.
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Conclusiones

Se logré expresar a las diferentes proteinas recombinantes en S.cerevisiae.

La proteina de fusion NaTrxh-GFP, asi como las mutantes NaTANa y NaTAap
fusionadas a GFP, no son reconocidas como proteinas de secrecion por S.
cerevisiae. Esto a pesar de que los niveles de expresion de cada una de las
proteinas de fusion fue baja.

Se sugiere que la informacién del motivo NB es reconocida por un factor diferente
a SRP debido a las caracteristicas propias del motivo y ademas de que
posiblemente sea exclusivo de plantas.

El hecho de que S. cerevisiae no reconozca al motivo Na ni al extremo amino total
(Na+NB) como sefial de secrecion, significa que la levadura no reconoce a la
NaTrxh como proteina de secrecion en general, sugiriendo que su secrecion sea
exclusiva de células vegetales, por lo que muy probablemente existan vias

alternas de secrecién exclusivas de cada grupo bioldgico.

Perspectivas

Determinar la secuencia minima funcional del motivo NB para ser reconocido
como sefial de transito/secrecion.

Generar plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresen tanto a la
NaTrxh-GFP como a la fusion del motivo NB a GFP para identificar al factor que
reconoce a este motivo como sefial de transito/secrecion.

Hacer un analisis bioinforméatico mas detallado que permita definir al motivo N

como exclusivo de sistemas vegetales.
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Apéndice 1
(protocolos)

Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa (Qiagen)

1.

Cortar el gel de agarosa alrededor de la banda que corresponde al
producto de amplificacion con un bisturi limpio y pesarlo en un microtubo
de 1.5 ml.

. Agregar 3 volumenes de amortiguador QG (tiocianato de guanidina 5.5 M,

Tris-HCI 20 mM, pH 6.6) por cada volumen de gel, considerando que 100
mg de gel corresponden a 100 pl de amortiguador.

Incubar a 50°C por 10 min mezclando vigorosamente cada 2 a 3 min para
facilitar la disolucion del gel.

. Agregar 1 volumen de isopropanol (100 mg de gel equivalen a 100 pl) a la

muestra y mezclar por inversion.

Colocar una columna en un tubo de colecta de 2 ml y aplicar la muestra a
la misma.

Centrifugar por 1 min a 13,000 rpm. Descartar el fluido recuperado y
colocar la columna en el mismo tubo de colecta. Para muestras mayores a
800ul, solo se rellena la columna y se centrifuga de nuevo.

Eliminar los posibles residuos de agarosa agregando 500 pl de
amortiguador QG a la columna y centrifugar por 1 min a 13,000 rpm,
descartar el fluido y colocar la columna en el mismo tubo de colecta.

Lavar el DNA unido a la columna con 750 ul de amortiguador PE (NaCl 20
mM, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5 y 80% de etanol) a la columna y centrifugar por
1 min a 13,000 rpm, descartar el fluido y colocar la columna en el mismo
tubo de colecta.

Eliminar el exceso de etanol y amortiguador centrifugando la columna por 1
min adicional.

10.Colocar la columna en un microtubo limpio y estéril de 1.5 ml y eluir el DNA

agregando 10 ul de agua desionizada estéril en el centro de la columna.
Incubar por 1 min a temperatura ambiente y centrifugar 2 min a 13,000
rpm.
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Preparacién de células quimiocompetentes de E. coli

1.

Crecer células de E. coli en 10 mL de medio liquido LB (LB) por 12 h a
37°C.

Inocular 5 mL del precultivo en 50 mL de LB fresco, incubar a 37 °C hasta
alcanzar una DOy, de 0.5.

Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C, decantar el sobrenadante.
Resuspender el boton celular en 5 mL de CaCl2 100mM estéril e incubar
por 15 min a 4 °C. Repetir el paso 3 y 4 dos veces mas.

Resuspender el boton celular en 5 mL de una solucion estéril que contenga
CaCl2 50 mM vy glicerol al 20 %.

Hacer alicuotas de 45 pL y conservar a -80 °C hasta su uso.

Transformacién de E. coli por choque térmico

1.

abrowbd

Adicionar a una alicuota de 50 ul de células quimiocompetentes de E. coli
TOP10 los 3 pl de la reaccion de recombinacibn y mezclar muy
suavemente con la punta de la pipeta.

Incubar en hielo por 30 min.

Aplicar el choque térmico incubando a 42°C durante 40 s.

Pasar inmediatamente a hielo e incubar por 5 min.

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

Centrifugar a maxima velocidad por 30 s, decantar y resuspender el boton
con el medio sobrante; sembrar en medio selectivo (LB-agar con
kanamicina a 50 pg/ml) e incubar a 37°C de 12 — 16h.

Purificacion de DNA plasmidico a partir de células de E. coli (Qiagen)

1.

Crecer las células en 1 — 5 ml de medio selectivo liqudio por 12 — 16 h a
37°C

Colectar las células por centrifugacion a tempertatura ambiente (15,000 rpm
por 1 min)

Resuspender el boton celular en 250 ul del amortiguador P1 (Tris-HCI 50
mM, pH 8, EDTA 10mM y 100 pg/ml RNase A)

Agregar 250 pl de la solucion de lisis (NaOH 200 mM y SDS 1% (m/v)) y
mezclar por inversion de 4 — 6 veces o0 hasta que la mezcla se vuelva
viscosa

Agregar 350 pl de la solucién de neutralizacion (Acetato de potasio 3M, pH
5.5) y mezclar por inversioén de 4 — 6 veces

Centrifugar por 10 min a 13,000 rpm
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Transferir el sobrenadante a una columna

Centrifugar 1 min a 13,000 rpm y desechar el liquido residual

Agregar 750 ul de amortiguador PE (NaCl 80 mM, 8 mM Tris - HCI pH 7.5)
a la columna para lavar el DNA y centrifugar 1 min a 13,000 rpm

10. Descartar el liquido residual y centrifugar 1 min adicional con la finalidad de

eliminar el etanol que forma parte del amortiguador de lavado (PE).

11.Colocar la columna en un tubo limpio y estéril de 1.5 ml y eluir el DNA

agregando 50 pl de agua desionizada estéril en el centro de la columna.
Incubar por 1 min a temperatura ambiente y centrifugar 2 min a 13,000 rpm.

Transformacién de S. cerevisiae por choque térmico

1.

Inocular 5 ml de medio YPD con la cepa INVSc1 de S.cerevisiae e incubar
12 ha 30°Cy 250 rpm

Inocular 30 ml de YPD nuevo con aproximadamente 1 ml del cultivo
anterior, determinar la densidad Gptica a 600 nanometros de longitud de
onda (DOseog) inicial e incubar a 30°C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgoo
de 0.5 — 0.6, lo que corresponde a aproximadamente 1 X 10" células/ml
Centrifugar 5 min 2500 rpm, eliminar el sobrenadante, agregar un volumen
igual de agua destilada estéril (del medio inicial) y resuspender

Volver a centrifugar por 5 min a 2500 rpm. Eliminar el sobrenadante,
resuspender el boton en 1 ml de agua y pasar las células a un microtubo de
1.5 ml estéril

Centrifugar por 5 s a maxima velocidad

Eliminar el sobrenadante y resuspender el boton en 1 ml de TE/acetato de
litio (preparado a partir de una solucién madre 10X; Apéndice 1)

. Centrifugar igual que en paso 5, eliminar el sobrenadante y resuspender las

células en 300 ul TE/acetato de litio

Por evento de transformacion, en un microtubo de 1.5 ml, colocar 50 ul de
células y agregar 50 ul de DNA de esperma de salmdén sonicado y hervido.
Agregar 4 ul de DNA plasmidico purificado (pYES:NaTrxh-GFP,
pYES:NaTrxhNAa-GFP o pYES:NaTrxhNAap-GFP)

10.Agregar 300 pl de una solucién de polietilen glicol (PEG) al 40% litio/TE (1

volumen de amortiguador TE 10X (Tris-HCI 100 mM, EDTA 10 mM, pH8.0),
1 volumen de acetato de litio 1My 8 volumenes de PEG-4000 al 50%)

11.Mezclar vigorosamente e incubar por 30 min a 30°C

12.Agregar 40 pl de dimetil sulféxido, mezclar vigorosamente

13. Aplicar un choque térmico a 42°C por 15 min, incubar en hielo 5 min
14.Centrifugar 5 s, eliminar el sobrenadante y resuspender el botén en 100 ul

de agua
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15.Sembrar en placas con medio selectivo, es decir, medio minimo sin uracilo

(SC-U), con 2% de glucosa como fuente de carbono e incubar a 30°C de 24
a48h

Transferencia de proteinas a membrana PVDV (western-blot)

1.

Al finalizar la electroforesis, lavar el gel sumergiéndolo en agua desionizada
con agitacion suave por 30 sy eliminar el agua.

Equilibrar el gel sumergiéndolo en amortiguador de transferencia por 10 —
15 min con agitacion suave

Mientras se equilibra el gel, la membrana de PVDF se activa sumergiéndola
en metanol al 50% por 20 s e inmediatamente se lava con agua
desionizada (sumergir por 2 min con agitacion).

Equilibrar la membrana por 2 — 3 min en amortiguador de transferencia con
agitacion suave

Colocar los siguientes componentes equilibrados/empapados en
amortiguador de transferenica en el orden indicado sobre el &nodo: (1)
papel filtro; (2) membrarna PVDF; (3) gel de poliacrilamida; y (4) papel filtro.
Finalmente, colocar el catodo sobre los componentes de la transferencia y
aplicar 10 V por 20 min en el caso de un gel y 20 V por 25 min en el caso
de dos transferencias simultaneas.
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Apéndice 2
(Soluciones de trabajo)

Acrilamida:bis-acrilamida (29:1) — 100 mL

e Acrilamida 299

e Bis-acrilamida 1.0g

e Aforar a 100 mL y esterilizar por filtracion con membrana de 0.45 ym de
didmetro de poro

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

e Tris 6.06 g
e AjustarelpH a6.8
e SDS al 20% 2ml

e Aforar a 100 mL

Amortiguador de glicina para SDS-PAGE 10X (1L)

e Tris 309
e Glicina 144 g
e SDS 1049

Amortiguador de muestra 6X (SDS-PAGE)

e TrisrHCI 0.28M, pH 6.8

e Gilicerol al 30% (v/v)

e SDS al 1% (m/v)

e« DTTO5M

e Azul de bromofenol al 0.0013% (m/v)
e Hacer alicuotas y almacenar a -70 °C

Amortiguador de ruptura celular (S. cerevisiae)

e Fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4

e EDTA 1mM
e Glicerol 5%
e PMSF 1mM
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Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 10X (1 L)

e NaCl 80.0628 g
- KCI 2013 ¢
e Na,HPO,7H,0 11.527 g
e NaH,PO,H,0 1.9318 g
e Ajustar a pH 7.3y esterilizar

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

e Tris 18.179g
e AjustarapH 8.8
e SDS al 20% 2 ml

e Aforar a 100 mL

Amortiguador TAE (tris — acido acético — EDTA) 50X (1 L)

e Tris: 2429
« Acido acético glacial hasta llegar al pH deseado
e 100 mlde EDTA 0.5 M, pH 8.0

Amortiguador TE (Tris-EDTA) 10X

e 5mM Tris-HCI, pH 7.5
e 0.5mMEDTA

Amortiguador de transferencia (Western- blot) 1L

e Amortiguador de glicina 10X 100ml
e Metanol 200 ml
e Aforara lL
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Medio de induccion (sin uracilo) para S. cerevisiae — 1L

e Disolver en 600 mL
0 Medio sintético de levadura sin uracilo (Sigma Y1501) 192¢
o Fuente de nitrégeno sin amino&cidos (Sigma Y0626) 6.79
e Aforar a 800 mL y esterilizar por autoclave
e En ambiente estéril, agregar 100 mL de rafinosa al 10% y 100 mL de

galactosa al 20%, ambas soluciones esterilizadas por filtracion (membrana
de 0.25 pym de diametro de poro)

Medio LB (Luria-Bertani) — 1L

e Triptona 10 g
e Extracto de levadura 5¢g
e NaCl 10g

e Esterilizar por autoclave

Medio selectivo SC-U (sin uracilo) para S. cerevisiae — 1L

e Disolver en 900 mL
0 Medio sintético de levadura sin uracilo (Sigma Y1501) 192¢
o Fuente de nitrdgeno sin amino&cidos (Sigma Y0626) 6.79
e Aforar a 960 mL y esterilizar por autoclave
e Para preparar medio solido, se agrega 20 g/L de agar

e En ambiente estéril, agregar 40 mL de glucosa al 50% esterilizada por
filtracion (membrana de 0.25 um de diametro de poro)

Medio YPD (extracto de levadura, peptona y dextrosa) — 1L

e Disolver en 900 mL
o0 Peptona bacteriolégica 20 g
o0 Extracto de levadura 109
e Aforar a 960 mL y esterilizar por autoclave
e Para preparar medio solido, se agrega 20 g/L de agar

e En ambiente estéril, agregar 40 mL de glucosa al 50% esterilizada por
filtracion (membrana de 0.25 um de diametro de poro)
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Solucién de bloqueo (inmunodeteccion)

e Leche en polvo descremada 5%
e Tween-20 0.1%
e Disolver en PBS

Solucién LiAc 10X -0.1L

e En 90 mL de agua desionizada
0 Acetato de litio 10.2 g
e Ajustar el pH a 7.5 con acido acético glacial diluido

Solucion 1x LiAc/ 40% PEG-3350/ 1X TE

e 1 volumen de la solucién LiAc 10X
e 1 volumen de amortiguador TE 10X
e 8 volumenes de PEG-3350 al 50%

Solucién LiAc 1X/TE 0.5X — 100 mL

e 10 mL de la solucién LiAc 10X
e 5 mL de amortiguador TE 10X
e Aforar a 100 mL

Solucién PEG-3350 al 50% — 100 mL

e PEG-3350: 50¢g

e Aforar a 100 mL con H,O desionizada
e Esterilizar por autoclave

e Almacenar a temperatura ambiente
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