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acido 2-oxoindol-3-acetico; TDCs, triptofano decarboxilasas; TRA, triptamina. Redibujado
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Figura 1.3 Proteinas que regulan el flujo de auxina intracelular y de célula-célula.
Cuando se encuentra en forma desprotonada el AlA cruza la membrana plasmatica (MP)

a través de transportadores., Los transportadores PIN se localizan en la MP y en el
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reticulo endoplasmico (RE). Cuando el AlA se encuentra protonado, éste pasa la MP en
forma pasiva. La localizacion coordinada de los diferentes transportadores determinan la

direccion del flujo de auxina. Redibujado de Balzan et al. (Balzan et al., 2014). .............. 13

Figura 1.4. Principales conjugados de AlA. A) conjugados de reserva de AIA mediados
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de activar al AIA. B) ruta de degradacion del AlA. Figura modificada de Couoh Dzul
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Figura 1.5. Perfil de expresion del gen IAR3. Etapa de pre-acondicionamiento: -14 dias
antes de la induccion (dai), -7 dai, 0 dai. Etapa de la Induccién: 0.5 horas después de la
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Flecha roja: fragmento amplificado de 390 pb. Flecha verde: testigo positivo del gen que
codifica a la actina (250 pb). P: testigo positivo. N: testigo negativo (Avilez-Montalvo,
220 ) PRSP 17

Figura 1.6. Perfil de expresion de ILR1 durante la embriogénesis somatica en C.
canephora. Etapa de pre acondicionamiento: -14 dias antes de la induccion (dai), -7 dai,
dia 0 dai. Etapa de induccién: 0.5 horas después de la induccion (hpi), 1 hpi, 1 dia o dias
posterior a la induccion (dpi), 7 dpi, 14 dpi, 21 dpi. dpi: dias posteriores a la induccion.
Flecha azul: fragmento del gen ILR1 amplificado a un tamafo de 780 pb. Flecha verde:
testigo positivo del gen que codifica a la actina (250 pb). P: testigo positivo. N: testigo

negativo (Avilez-Montalvo, 2015). ........uuiiiiiiie e 18
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Figura 1.9. Amplificacion completa del gen IAR3 por PCR. Flecha roja indica la banda
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del gen completo de IAR3, los testigos se muestran en los carriles tres y cuatro (Couoh
D70 | I 0 4 20

Figura 1.10. Vector de expresion PET15B. El vector pET-15b contiene multiples sitios
de clonacién, entre todos ellos se encuentra los sitios que reconocen a las secuencias
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(positivo); carril 3: TIM sin la etiqueta de histidinas (negativo) (Couoh Dzul, 2017).......... 22

Figura 1.12. Secuencias conservadas en la cadena polipetidicas de seis
amidohidrolasas capaces de liberar los conjugados de AIA con aminoacidos. Las
regiones sombreadas muestran las similitudes siendo lo contrario en las regiones no
sombreadas (Davies et al., 1999). ..o —————— 24

Figura 2.1. Perfil proteico de E. coli (Rosetta 2 DE3) durante la produccion de IAR3.
MM (marcador molecular), TFI (testigo fraccién insoluble), TSF (testigo fraccion soluble),
FI (3h) (fraccion insoluble a las tres horas de cultivo) y su respectiva FS (fraccion soluble),
FlI (6h) (fraccidn insoluble a las seis horas de cultivo), FI (12h) (fraccion insoluble a las

doce hOras de CUIIVO). ... e e e e 60

Figura 2.2. Perfil proteico de E.coli (Artic DE3) durante la produccién de IAR3. MM
(marcador molecular), TFI (testigo fraccion insoluble), TSF (testigo fraccion soluble),
F1(3h) (fraccion insoluble a las tres horas de cultivo) y su respectiva FS (fraccién soluble),
FI(6h) (fraccion insoluble a las seis horas de cultivo), FI(12h) (fraccion insoluble a las doce

NOras de CUIIVO). ...coiiii e 61

Figura 2.3. Proteinas de IAR3 recuperadas con diferentes concentraciones de SDS.
MM: marcador molecular; 0.5%: de SDS en el amortiguador de 50 mM de Tris, 300 de
NaCl; 1% de SDS utilizado; 1.5% porcentaje de SDS utilizado; 2% de SDS utilizado...... 64
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Figura 2.4. Proteinas recuperadas con diferentes concentraciones de urea. MM:
marcador molecular; TFIl: Testigo (fraccion soluble); FS: fraccién soluble; 2M
concentraciéon de urea utilizada en el amortiguador para solubilizar los cuerpos de

inclusion; 4 M concentracion de urea; 8 M concentracion de urea. ..........cceeevvveviieneeennnnnn. 65

Figura 2.5. Purificacion de la IAR3 a partir de la fraccién insoluble. MM: marcador de
masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (6 mM de imidazol); L2: lavado 2
(20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (500 mM de
1] To F= Vo] ) PSP 67

Figura 2.6. Purificacion de la IAR3 mediante un gradiente de imidazol. MM: marcador
de masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de imidazol); L2: lavado
2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.1 M de
imidazol); E2: eluato 2 (0.15 M de imidazol); E3: eluato 3 (0.2 M de imidazol); E4: eluato 4
(0.25 M de imidazol), E5: eluato 5 (0.3 M de imidazol), E6: eluato 6 (0.35 M de imidazol);
E8: eluato 8 (0.4 M de imidazol); E9: eluato 9 (0.45 M de imidazol), E10: eluato 10 (500
mM de imidazol); las masas moleculares marcadas en amarillo pertenecen al marcador
molecular mientras el numero en verde pertenece a la masa molecular de la proteina
PR 68

Figura 2.7. Verificaciéon de la elusién de la IAR3 a 0.25 M de imidazol. MM: marcador
de masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de imidazol); L2: lavado
2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.25 M de
imidazol); E2: eluato 2 (0.45 M de imidazol); E3: eluato 3 (0.5 mM de imidazol); las masas
moleculares marcados en amarillo pertenecen al marcador molecular mientras el numero

en verde pertenece a la masa molecular de la proteina IARS. ... 70

Figura 2.8. Primeros resultados de la purificacion de la proteina IAR3 usando Tritén,
etanol, NaCl y B-mercaptoetanol en el lavado 1. MM: marcador de masa molecular; EC:
extracto crudo, (1 mg de proteina total, 5 mM de imidazol, 0.01 M de B-mercaptoetanol y
0.5 de NaCl), EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de imidazol, 20% de etanol, 0.5
M de NaCl, 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 ); L2: lavado 2 (20
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mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.1 M de imidazol); E2:
eluato 2 (0.25 M de imidazol) y los dos E3: eluato 3 (0.5 mM de imidazol); las masas
moleculares marcados en negro pertenecen al marcador molecular mientras el nimero en

verde pertenece a la masa molecular de la proteina IAR3. ..., 71

Figura 2.9. Resultados obtenidos al tratar el EC con NaCl y B-mercaptoetanol. MM:
marcador de masa molecular; EC: extracto crudo, (10 mM de imidazol, 0.01 M de (-
mercaptoetanol y 0.5 de NaCl), EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (10 mM de imidazol,
20% de etanol, 0.5 M de NaCl , 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8
); L2: lavado 2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.1 M
de imidazol); E2: eluato 2 (0.25 M de imidazol) y E3: eluato 3 (0.5 mM de imidazol); las
masas moleculares marcados en negro pertenecen al marcador molecular mientras el

numero en verde pertenece a la masa molecular de la proteina IAR3. ...........cccceee. 73

Figura 2.10. Resultados obtenidos al tratar el EC para la purificacion de la proteina
IAR3 usando etanol, NaCl y B-mercaptoetanol. MM: marcador de masa molecular; EC:
extracto crudo (5 mM de imidazol, 10 mM de B-mercaptoetanol, 20 mM de TRIS base pH
8 y 0.5 mM de NaCl), EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (10 mM de imidazol, 20% de
etanol, 0.5 M de NaCl , 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 ); L2:
lavado 2 (20 mM de imidazol, 1% de triton, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl , 0.01 M de (3-
mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol, 1% de
triton, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl, 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base
PH 8); E1: eluato 1 (0.1 M de imidazol); E2: eluato 2 (0.25 M de imidazol), E3: eluato 3
(0.5 mM de imidazol); las masas moleculares marcadas en negro pertenecen al marcador
molecular mientras el numero en verde pertenece a la masa molecular de la proteina
LA R . ettt e e e e e e —————ee e e e e e e —————aaaeeeeaaa—————ataaeeeeaaann——arraaaeas 74

Figura 2.11. Purificaciéon de la proteina IAR3 a partir de las proteinas recuperadas
con SDS. MM: marcador molecular, FT (flow through), L1: lavado 1 (40 mM de imidazol),
L2: lavado 2 (80 mM de imidazol), L3: lavado 3 (100 mM de imidazol), E1: eluato 1 (250
mM de imidazol), E2: eluato 2 (500 mM de imidazol)..........ccceevveeiiiiiiiiiiii e, 75
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Figura 2.12. Primer analisis de la liberacion del acido indol-3 acético por
cromatografia de capa fina. Testigo 1(T1): acido indol-3 acético solubilizado en acetato
de etilo; Testigo 2 (T2): conjugado de AIA con alanina (N-3-indolilacetil-L-alanina)
solubilizado en acetato de etilo; Testigo 3 (T3): extracciéon realizada con acetato de etilo
de la solucién de reaccion testigo que solo contenia el sustrato (100 pL del volumen total
de la reaccién, 1 mM de N-(3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 yM MnCl»
(cofactor), 1 mM C4H1002S, (DTT); Testigo 4 (T4): extraccion realizada de la muestra
testigo que contenia la proteina desnaturalizada (100 uL del volumen total de la reaccion,
10 ug de proteina IAR3 desnaturalizada, 1mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris
pH 7.5, 200 yM MnCl,, 1 mM DTT; prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3
que fue recuperada de cuerpos de inclusién con 1% SDS (1%): (100 uyL del volumen total
de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-(3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris
pH 8, 200 yM MnCl, (cofactor), 1 mM CsH100.S; (DTT); prueba de la capacidad catalitica
de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusion con 1.5% SDS (1.3%):
(100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-
Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 uM MnCl, (cofactor), 1 mM C4H1002S:
(DTT); prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de
cuerpos de inclusién con 2% SDS (2%): (100 uL del volumen total de la reaccion, 10 ug
de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil)-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 uM MnCl,
(cofactor), 1 mM C4H1002S, (DTT). Prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3
que fue recuperada de los cuerpos de inclusiéon con 3 M de urea (3M): (100 pL del
volumen total de la reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina,
100 mM Tris pH 8, 200 yM MnCl, (cofactor), 1 mM C4H100.S, (DTT); prueba de la
capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusion con 4
M de urea (4M): (100 uL del volumen total de la reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM
de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 uyM MnCl, (cofactor), 1 mM
C4H1002S; (DTT); las muestras mencionadas previamente fueron incubadas en oscuridad
durante 12 horas a 25 °C, a excepcién de las muestras testigos 1 y 2, ya que éstas
simplemente son colocadas en el TLC para tener una referencia de donde se puede

encontrar en la placa el producto (AlA) y el sustrato (N-3-Indolilacetil-L-alanina)............. 77
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Figura 2.13. Segundo analisis de la liberacion del acido indol-3 acético por
cromatografia de capa fina (TLC). Testigo 1(T1): acido indol-3 acético solubilizado en
acetato de etilo; testigo 2 (T2): conjugado de AlA con alanina (N-3-indolilacetil-L-alanina)
solubilizado en acetato de etilo; testigo 3 (T3): extraccion realizada con acetato de etilo de
la solucion de reaccion testigo que no tenia el sustrato ni la proteina IAR3 (100 pL del
volumen total de la reaccion, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl> (cofactor), 1 mM
C4H1002S, (DTT); testigo 4 (T4): extraccion realizada de la muestra testigo que contenia el
sustrato pero no la proteina IAR3(100 uL del volumen total de la reacciéon, 1TmM de N-3-
Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl,, 1 mM C4H1002S, (DTT); testigo
5 (T5): extraccion realizada de la muestra testigo que contenia la proteina IAR3
desnaturalizada y el sustrato (100 pL del volumen total de la reaccion, 10 ug de proteina
IAR3 desnaturalizada, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 uM MnClz, 1 mM C4H1002S; (DTT); muestra 1 (M1): prueba de la capacidad catalitica
de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusion con 1% SDS (100 pL del
volumen total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina,
100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl; (cofactor), 1 mM CsH1c0.S, (DTT); muestra 2 (M2):
prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de
inclusion con 1.5% SDS (100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3,
1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl; (cofactor), 1 mM
C4H1002S;, (DTT); muestra 3 (M3): prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3
que fue recuperada de cuerpos de inclusiéon con 2% SDS (100 pL del volumen total de la
reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris
pH 7.5, 200 uM MnCl. (cofactor), 1 mM C4H1002S, (DTT); muestra 4 (M4): prueba de la
capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusiéon con 3
M de urea (100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-
indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl, (cofactor), 1 mM CsH100.S2
(DTT); muestra 5 (M5): prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue
recuperada de cuerpos de inclusién con 4 M de urea (100 pL del volumen total de la
reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris
pH 7.5, 200 uM MnCl; (cofactor), 1 mM CsH100.S, (DTT); las muestras mencionadas

previamente fueron incubadas en oscuridad durante 2 horas a 37 °C, a excepcion de las
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muestras testigos 1 y 2, ya que estas simplemente son colocadas en el TLC como

referencia del producto (AlA) y el sustrato (N-3-Indolilacetil-L-alanina) en la placa de TLC.

Figura 2.14. Tercer andlisis catalitico de la enzima IAR3 que fue recuperada de los
cuerpos de inclusion con 1% de SDS mediante la visualizacién de la liberacién acido
indol-3 acético por TLC; prueba de diferentes concentraciones de proteinas IAR3. Testigo
1(T1): acido indol-3 acético solubilizado en acetato de etilo; testigo 2 (T2): conjugado de
AIA con alanina (N-indolilacetil-L-alanina) solubilizado en acetato de etilo; testigo 3 (T3):
extraccion realizada con acetato de etilo de la solucion de reaccion testigo que no tenia el
sustrato ni la proteina IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccién, 100 mM Tris pH 7.5,
200 uM MnCiI; (cofactor), 1 mM CsH1002S, (DTT); testigo 4 (T4): extraccion realizada de la
muestra testigo que contenia el sustrato pero no la proteina IAR3 (100 uL del volumen
total de la reaccion, 1mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 uM MnClz, 1 mM C4H1002S, (DTT); testigo 5 (T5): extraccién realizada de la muestra
testigo que contenia la proteina IAR3 desnaturalizada con el sustrato (100 uL del volumen
total de la reaccion, 10 ug de proteina IAR3 desnaturalizada, 1mM de N-3-Indolilacetil-L-
alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl2, 1 mM C4H100,S; (DTT)); muestra1y 2 (M1y
M2) prueba catalitica de 1 ug de proteina IAR3: (100 uL del volumen total de la reaccion,
1 pg de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 yM MnCl. (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); Muestra 3 Y 4 (M3 y M4): prueba
catalitica de 10 pg de proteina IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccion, 10 ug de
proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl-
(cofactor), 1 mM C4H1002S, (DTT); muestra 5y 6 (M5 y M6): prueba catalitica de 20 ug de
proteina IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccién, 20 ug de proteina IAR3, 1 mM de
N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl; (cofactor), 1 mM CsH1,02S>
(DTT). Las muestras mencionadas previamente fueron incubadas en oscuridad durante 2
horas a 37 °C, a excepcién de las muestras testigos 1y 2, ya que estas simplemente son
colocadas en el TLC como referencia del producto (AlA) y el sustrato (N-3-Indolilacetil-L-

alanina) en la placa de TLC. ..o e 81

Figura 2.15. Cromatograma de la muestra testigo de la capacidad catalitica de IAR3.
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Volumen de inyeccién de muestras: 50 L, picos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8 y 9: compuestos no
identificados, pico 4: N-3-Indolilacetil-L-alanina. El pico del AIA deberia de haber salido al

minuto 5.06, por lo que deberia de estar entre 0S PICOS S5 Y 6. ..oovvviiiiiiiiiiiiiii e 82

Figura 2.16. Cromatograma de la muestra testigo de la capacidad catalitica de IAR3.
Volumen de inyeccion de muestras: 50 uL, picos 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8: compuestos no
identificados, pico 5: N-3-Indolilacetil-L-alanina. El pico del AIA debi6é de haber salido al

minuto 5.06, por lo que deberia de estar entre 0S PICOS S5 Y 6. ..oovvviiiiiiiiiiiiiiiie 83

Figura 2.17. Analisis de los productos obtenidos de la reaccién enzimatica de IAR3
por TLC. AlA: acido indol-3 acético, T: testigo (proteina IAR3 desnaturalizada con calor),
F.S: fraccién soluble (proteinas producidas por E. coli durante la produccion de la proteina
recombinante de IAR3), E.C: extracto de E. coli (lisado bacteriano obtenido del cultivo de
E. coli (Rosetta 2 DE3J) sin el plasmido que contiene el gen recombinante de IAR3), IAR3:
carril que muestra el producto de la reaccidn de la proteina recombinante de IAR3; XX:
ausencia de manchas, #: Numeros de manchas. El primer carril pertenece al AlA
solubilizado en acetato de etilo, debido a la concentracién del AIA que se corrid en la
placa, la mancha de dicho carril supera el RF de 0.85 que normalmente pertenece al AlA,
los resultados del HPLC Fig. 2.18, confirman dicho resultado, ya que se aislé la muestra a
la altura de un RF de 0.85; el segundo carril marcado con la letra “C” pertenece al
conjugado del AIA solubilizado con acetato de etilo, la mancha del conjugado se
encuentra @ Un RF 0,475, .. it 85

Figura 2.18. AlA libre en la muestra testigo de IAR3 desnaturalizada. Resultado del
anadlisis por HPLC de la mancha representada con un signo de interrogacion en la Fig.
2.17; los primeros tres picos son compuestos no identificados, mientras que el Ultimo pico

al minuto 5.155 representa probablemente al AIAlibre. ... 86

Figura 2.19. Cromatograma de la fraccién soluble. Los primeros cuatro picos formados
en pertenecen a compuestos no identificados, mientras que el ultimo pico formado al
Minuto 5.180 podria SEr AlA lIDre.........ii i 86

Figura 2.20. Cromatograma del extracto de E. coli. Ausencia del AlA libre o conjugado.
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Figura 2.21. Cromatografia de las manchas 14 y 15, aisladas de la cromatografia de
TLC, pertenecientes al producto obtenido del andlisis catalitico de la proteina IARS.

Ausencia del AlA [ibre 0 CONJUGAO............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 87
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LISTADO DE CUADROS

No se encuentran elementos de tabla de ilustraciones.
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ABREVIATURAS

AlA
AlA-Ala
AlA-aminoacidos
AlA-Asp
AlA-Glu
AlA-Gly
AlA-Leu
AlA-Phe
AlA-Val
AIB
ANA
ATC

BA

CTC
DSO
DTT

EC
EDTA
ES

ESD

ESI

GH3

Acido indol-3 acético

Acido indol-3 acético-alanina
Acido indol-3 acético-aminoacidos
Acido indol-3 acético-aspartico
Acido indol-3 acético-glutamico
Acido indol-3 acético-glicina
Acido indol-3 acético-leucina
Acido indol-3 acético-fenilalanina
Acido indol-3 acético-valina
Acido indol-3 butirico

Acido naftalén-1-acético

Acido tricloroacético
Benciladenina

Cobre tartrato carbonato
Desoxicolato de sodio
Dithiotreithol

Embriogénesis cigotica

Acido etilendiaminotetraacético
Embriogénesis somatica
Embriogénesis somatica directa
Embriogénesis somatica indirecta

Gretchen Hagen-3
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IAOX:
IAR3
ILL1
ILL2
ILL3
ILL5
ILR1
IMAC
IPA
IPTG
KIN
LB
MP
MS
Ndel
PA
PCR
RCV
RE
SDS
TEMED

TLC

indol-3-acetaldoxima

Indol-3 acetic acid alanine resistant
Indol-3 acetic acid leucine resistant like-1
Indol-3 acetic acid leucine resistant like-2
Indol-3 acetic acid leucine resistant like-3
Indol-3 acetic acid leucine resistant like-5
Indol-3 acetic acid leucine resistant 1
Cromatografia de afinidad a iones metalicos
Acido indol-3-piravico

Isopropil p-d-1-tiogalactopirandsido
Cinetina

Luria Bertani Broth

Membrana plasmatica

Murashige and Skoog

Endonucleasa aislada de Neisseria denitrificans
Persulfato de amonio

Reaccién en cadena de la polimerasa
Reguladores del crecimiento vegetal
Reticulo endoplasmico

Dodecilsulfato de sodio
N,N,N',N'-tetrametiletano 1,2-diamina

Cromatografia en capa fina

xxii



INTRODUCCION

xxiii






INTRODUCCION

RESUMEN

La amidohidrolasa IAR3 es una de las seis enzimas pertenecientes a la familia de las
peptidasas M20D que se expresan durante la embriogénesis somatica de C. Canephora.
La funcion de estas amidohidrolasas es liberar al acido indol-3-acético conjugado con
aminoacidos y carbohidratos. Al igual que el resto de los miembros de esta familia de
amidohidrolasas, la IAR3 es una proteina capaz de reconocer mas de un sustrato, sin
embargo, suele tener mayor predileccién por el conjugado de AlA-alanina, si bien esto
puede variar dependiendo de la especie de vegetal. Tanto los ensayos bioquimicos como
la cristalografia han demostrado dichas caracteristicas y sobre todo explican por qué
ocurre dicho fenédmeno, dichos estudios se llevaron a cabo aislando el gen que codifica
para la IAR3 y expresandolo en forma heterdloga en hospederos procariotas
(principalmente diferentes cepas de Escherichia coli). Los resultados obtenidos con la
proteina pura mostraron que la afinidad de la IAR3 es mayor a los conjugados de AlA-Ala,
AlA-Lys y AlA-Leu, en dicho orden, aunque es necesario mencionar que dichos resultados
pueden cambiar, cuando se cambia el modelo de estudio. Los estudios cristalograficos
mostraron que los cambios de posicion de los aminoacidos que conforman el sitio
catalitico determinan la afinidad de dicha molécula por su sustrato, es decir, que la
interaccion proteina-cofactor y proteina-sustrato se ve alterado significativamente tan solo
si un aminoacido cambia de posicion o si es sustituido por otro aminoacido. Tomando
como referencia dichos estudios se procedié a realizar la caracterizacion bioquimica de la
amidohidrolasa IAR3 de C. canephora con la finalidad de determinar la afinidad por los
conjugados de AlA-aminodacidos, dicho resultados seran parte de la informacién que se
necesita obtener para entender cuales son los cambios bioquimicos que permiten a una

célula somatica convertirse en un embrién somatico.
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ABSTRACT

The amidohydrolase IAR3 is one of six enzymes belonging to the family of M20D
peptidases that are expressed during the somatic embryogenesis of C. canephora. The
function of these amidohydrolases is to release indole-3-acetic acid conjugated with amino
acids and carbohydrates. Like the rest of the members of this family of amidohydrolases,
IARS is a protein capable of having more than one substrate; however, it tends to have a
greater predilection for the AlA-alanine conjugate, although this may vary depending on
the plant species. Both biochemical assays and crystallography have demonstrated these
characteristics and above all explain why this phenomenon occurs. These studies were
carried out by isolating the gene coding for IAR3 and expressing it heterologously in
prokaryotic hosts (mainly different strains of Escherichia coli). The results obtained with
the pure protein showed that the affinity of the IAR3 is higher than the conjugates of AlA-
Ala, AlA-Lys, and AlA-Leu, in that order, although it is necessary to mention that these
results can change when the study model. The crystallographic studies showed that the
position changes of the amino acids that make up the catalytic site determine the affinity of
the said molecule for its substrate, that is, that the protein-cofactor and protein-substrate
interaction is significantly altered only if an amino acid change of position or if it is replaced
by another amino acid. Taking as reference those studies, the biochemical
characterization of the amidohydrolase I1AR3 of C. canephora was carried out with the
purpose of determining the affinity for the conjugates of AlA-amino acids, these results will
be part of the information that needs to be obtained to understand which are the

biochemical changes that allow a somatic cell to become a somatic embryo.
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Las auxinas enddgenas son un grupo de moléculas que pertenecen a la familia de los
reguladores del crecimiento vegetal (RCV) que intervienen durante todo el desarrollo de la
planta (LeClere et al., 2002) por lo que su homeostasis esta estrictamente regulada. Este
proceso es fundamental para el desarrollo y la supervivencia de las plantas (Ludwig-
Muller, 2011; Campanella et al., 2011), por lo que cualquier alteracion en las
concentraciones de estas moléculas desencadenan una serie de reacciones bioquimicas
como respuesta inmediata. Los cambios en la concentracion del acido-3-indol acético
(AIA) en la planta pueden ser influenciados por diversos factores ambientales ya sean
bidticos o abidticos, o por el estadio de desarrollo de la planta. Las reacciones
bioquimicas que se desencadenan en las células vegetales, como resultado de la
alteracion en la concentracion del AlA provocado por un factor biético, da a la planta una
ventaja que le ayuda a contrarrestar la invasion de patdgenos o responder mediante
reacciones bioquimicas al llamado de una simbiosis. Por otro lado, frente a factores
abidticos como fotoperiodo, temperatura, salinidad de los suelos, falta de nutrientes o
estrés hidrico, las plantas son capaces de sobrevivir y adaptarse. Asi mismo durante las
diversas etapas del desarrollo vegetal, los cambios en la concentracion del AlIA estan
ligados a la geminacién, al desarrollo del sistema radicular, a la formacion de tallos, a la
de formacién de yemas, de hojas, de nuevos tallos aéreos, de la floracion, de la

produccion de frutos y a los dos tipos de embriogénesis, cigética o somatica.

Se podria pensar que debido a la importancia del AlA, la cantidad libre de este RCV
podria encontrarse en concentraciones elevadas, sin embargo, se ha comprobado que las
concentraciones del AlA libre o activo en plantas no superan el 10% del total de AIA
determinado, ya que mas del 90% se encuentra en forma conjugada con carbohidratos o
aminoacidos. La conjugaciéon de las auxinas es una parte muy importante en la
homeostasis del AIA (Rampey et al., 2004; LeClere et al., 2002), ya que define el destino
de esta molécula. La conjugacion del AlA se lleva a cabo cuando la parte funcional del
carboxilo del AIA se une con el grupo amino del aminoacido formando un enlace amido.
La formacion de este enlace la llevan a cabo los productos de nueve genes que son

miembros de la familia de las GH3 (Ruiz Rosquete et al., 2012). Por otra parte, el AlA es
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liberado de su conjugado por un grupo de enzimas llamadas amidohidrolasas de la familia
de las peptidasas M20D. El destino de la auxina depende del tipo de aminoacido con el
que esté conjugado; por ejemplo, los conjugados de auxina con los acidos aspartico (AlA-
Asp) y glutamico (AIA-Glu) estan destinados a ser degradados, mientras que la hidrélisis
de los conjugados del AIA con la leucina (de AlA-Leu) y la alanina (AlA-Ala) liberan al AlA,
lo que le permite a la planta recuperar una parte de las moléculas de AIA que se

encontraban almacenadas e “inactivas” (Rampey et al., 2004; LeClere et al., 2002).

En esta investigacion se realizé un analisis del perfil de expresion de cinco genes
miembros de la familia de las amidohidrolasas durante la embriogénesis somatica (ES) en
Coffea canephora. Estos genes fueron detectados a partir del analisis de transcritos
mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), dichos miembros son
los genes ILR1, ILL2, IAR3, ILL6 e ILL3. Se sabe, por estudios previos, que las proteinas
codificadas por estos genes son capaces de liberar al AIA conjugado con aminoacidos, ya
sea para su degradacion o activacion. El estudio cinético de amidohidrolasas aisladas de
Arabidopsis thaliana, y Medicago truncatula, entre otras plantas, mostraron que el grado
de afinidad de las enzimas IAR3, ILL2 e ILR1, por sus respectivos sustratos cambian
dependiendo de la especie vegetal, es decir, que el homélogo de la IAR3 en C. canephora
puede que no tenga la misma afinidad e inclusive no reconozca al sustrato preferido de la
IAR3 de A. thaliana, (Rampey et al., 2004; LeClere et al., 2002). Partiendo de esta
premisa, uno de los estudios realizados para comprender los procesos bioquimicos de la
ES de C. canephora, comenzo con el aislamiento del gen IAR3 de C. canephora el cual se
clon6 al vector PET15b para luego expresar dicho gen en la bacteria de Escherichia coli
(Rossetta 2 DE3), esto permitio la purificacion de la proteina IAR3 mediante cromatografia
de afinidad a iones metalicos (IMAC). A partir de la enzima pura se abre la oportunidad de
analizar las propiedades cinéticas de la enzima IAR3 de C. canephora, asi como la

cristalizacion de dicha proteina.

El proceso descrito de manera general para estudiar a la enzima IAR3, no es nuevo, ya
que LeClere et al. (2002) realizaron un procedimiento similar para el analisis de las
enzimas ILR1, IAR3, ILL1 e ILL2 de A. thaliana, ellos reportan que la enzima ILR1 tienen

una preferencia mayor por los conjugados del AIA con fenilalanina (AlA-Phe) y AlA-Leu,
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mientras la enzima |AR3 tuvo mas preferencia por el conjugado AlA-Ala, si bien es
importante mencionar que también fue capaz de hidrolizar una serie de otros conjugados

en condiciones favorables para dicho proceso.

Por otra parte, el aporte de este trabajo fue el identificar los sustratos de IAR3 en C.
canephora durante la ES, los datos obtenidos nos dan una vision mas clara de los
procesos bioquimicos y moleculares que estan ocurriendo durante la diferencian celular

uno de los procesos mas importantes y menos estudiados de la ES.
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ANTECEDENTES

1. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CAFETO

El cafeto es uno de los cultivos mas importantes en el mundo. México es el quinto
productor mundial de café. El cafeto es cultivado en mas de 80 paises, en alrededor de 11
millones de hectareas en Africa, Asia y América; con ventas estimadas en 173,000
millones de dolares y la intervencion de aproximadamente 100 millones de personas
durante su cultivo y manejo. La mayor parte de la produccién mundial se localiza en zonas
rurales pequenas, lo cual representa una fuente de ingresos y negocio familiar de millones
de personas (ICO, 2019; Martins et al., 2017).

El género Coffea esta compuesto por mas de 127 especies. Las plantas de cafeto son
arboles lefiosos perennes que difieren en su tamafo, morfologia y condiciones de
adaptacion. Coffea arabica y C. canephora, conforman el 61 y 39% de la produccion

mundial, respectivamente (ICO, 2019).

C. canephora (2n = 2x = 22 cromosomas) es una especie diploide, de polinizacion
cruzada (alégama) y por lo tanto altamente heterocigdtica, consiste de poblaciones
polimérficas de individuos heterézigos; es mas resistente a los patdgenos y a diferentes
tipos de extremos ambientales, produce un café de menor calidad y contiene una mayor

cantidad de cafeina. Es uno de los dos padres de C. arabica (Lashermes et al., 1999).

C. arabica (2n = 4x = 44 cromosomas), proviene de una hibridacién espontanea, natural,
entre C. canephora y C. eugenioides (Lashermes et al., 1999). Es una especie
alotetrapoide, autégama, proporciona un café de mayor calidad, con un menor contenido

de cafeina, sin embargo, es mas susceptible a los patdégenos.

El café es una planta que crece en algunas regiones comprendidas entre los trépicos de
Capricornio y de Cancer. Puede ser cultivada desde el nivel del mar hasta 2,000 metros
sobre el nivel del mar (msnm). Se desarrolla en zonas con temperaturas que varian desde

los 22 a los 30 °C, altitud promedio de 800 msnm y bajo regimenes de precipitacion de




CAPITULO I

1,200 a 2,000 mm anuales; sin embargo, requieren de un periodo corto de sequia para
estimular la floracion (Denoeud et al., 2014; DaMatta y Ramalho, 2006). En particular, C.
arabica requiere altitudes entre 1,200 y 1,800 msnm para producir café de la mejor calidad
(Vinod et al., 2006; Knox y Huffaker, 1996).

1.1. IMPORTANCIA DEL CAFETO EN MEXICO

En México, el cafeto representa el 4.3 % del PIB en la industria alimentariay el 7.1 % PIB
en el sector agricola; los cultivos de cafeto estan establecidos en los estados de Veracruz,
Puebla, Colima, Hidalgo, Nayarit, Oaxaca, Jalisco, Guerrero, San Luis Potosi, Querétaro,
Tabasco y Chiapas, este ultimo estado ocupa el primer lugar con 40% de la produccion
total del pais. Por otra parte, el cafeto cultivado en México es de la mas alta calidad

debido a las condiciones en las que se le cultiva.
1.2. EMBRIOGENESIS SOMATICA

Las células somaticas vegetales cuentan con la informacién genética necesaria para
regenerar una planta completamente funcional, por lo que en presencia de diversos
factores, tales como los RCV se activan o apagan diversos genes, provocando una serie
de cambios bioquimicos, moleculares y morfoldgicos que dan lugar a la formacion de un
embridén somatico, a dicho proceso se le conoce como ES (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo,
2016; Quiroz-Figueroa et al., 2006a).

La capacidad de una célula, para generar un organismo completo es una caracteristica
propia de las plantas (Debergh y Zimmerman, 1993); sin embargo, se desconoce gran
parte de los aspectos bioquimicos y moleculares que se llevan a cabo durante dicho
proceso (Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo, 2016). Por otro lado, existen diferencias y
similitudes entre la ES y la embriogénesis cigoética (EC). La ES tiene la ventaja de que se
puede manipular para el estudio del proceso, ya que al realizarse en condiciones
controladas y manipulables permite la experimentacion y la observacion, es decir, permite
acciones experimentales en las cuales se cuestiona al sistema sobre los acontecimientos
bioquimicos, moleculares y morfolégicas de las diversas etapas por las que atraviesan las
células somaticas para diferenciarse y convertirse en embriones somaticos, asi como la

obtencion de respuestas en tiempos relativamente cortos; esta caracteristica se convirtié
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en el foco de atencion tanto en la ciencia como en la industria biotecnoldgica, ya que ha
sido utilizada mayormente en el mejoramiento genético de vegetales de interés
economico (Canché-Moor et al., 2006; Quiroz-Figueroa et al., 2006b). En tanto que la EC
es mucho mas dificil de estudiar, dado lo pequefio del embrién cigético, lo complejo que
es el receptaculo en el cual se desarrolla y sobre todo a que no se pueden manipular las
condiciones experimentales. La ES puede ser indirecta (ESI) directa (ESD) (George,
2008).

1.2.1. Embriogénesis somatica indirecta

La ESI tiene muchas similitudes con la embriogénesis cigética (EC). En la ESI, previo a la
formacion del embrion, el sistema atraviesa por una fase de formacién de una masa
desorganizada de células (conocida como callo) (Fehér et al., 2016), parcialmente
diferenciadas (Fehér, 2019; Sugimoto et al., 2011), lo que sugiere que la
desdiferenciacién no es un requisito absoluto para la regeneracién de embriones. Esta
fase es crucial, ya que es cuando se define el destino celular mediado por la
concentracion de los RCV. Por otra parte, se ha demostrado que los callos formados a
altas concentraciones de auxina generan embriones somaticos provenientes de un
conjunto de células reorganizadas cuando se elimina la auxina exdégena, las preguntas
generadas a partir de dicho acontecimiento hallaron respuestas en los estudios realizados
por Bai et al. (2013) en los que se demostré que en ausencia de la auxina exdgena, la
expresion de los genes YUCCA (YUC) inducen la sintesis de la auxina enddgena,
mientras que la acumulacion local de dichas moléculas producen la expresion del gen
PINFORMED1 (PIN1), lo que activa la expresion del gen WUSCHEL (WUS) encargado de
regular la identidad del meristemo apical (Su et al., 2009). Otro gen que se expresa en
paralelo al gen WUS es el gen WOUS-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) encargado de
la organizacién del meristemo radical, la expresién de este gen correlaciona con las
regiones ricas en citocininas y con la formacion del meristemo de la raiz (Tian et al.,
2014).

La ESI atraviesa por una reorganizacion total de la sintesis de los RCV, asi como la
distribucion y expresién génica en los diferentes grupos de células presentes en los callos
(Fehér et al., 2016).
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1.2.2 Embriogénesis somatica directa

La ESD se caracteriza por mostrar una proliferacion minima de tejido desorganizado
antes de la formacién de los embriones somaticos, Diversos estudios sugieren que las
células al contar con la maquinaria genética para producir un nuevo individuo, las
convierte en células competentes pro-embriogénicas y que solo necesita las condiciones y
estimulos adecuados en las que intervienen los reguladores de crecimiento como las
auxinas, y citocininas, entre otros para generar embriones a partir de células somaticas
sin pasar por la fase de formacién de callos, como es el caso de la ESI (Duarte-Aké y De-
la-Pefia, 2016; Elhiti y Stasolla, 2016; Fehér et al., 2016; Loyola-Vargas y Ochoa-Alejo,
2016; Nic-Can y Loyola-Vargas, 2016; Nic-Can et al., 2016).

1.3. Embriogénesis somatica en cafeto

Los estudios sobre la ES en diferentes especies del género Coffea inicid a principio de la
década de los 70’ del siglo pasado cuando el grupo de Staritsky indujo la ES de C.
canephora a partir de callos de internudos (Staritsky, 1970). Posteriormente se lograron
desarrollar protocolos experimentales de ES en C. arabica a partir de explantes de hojas
(S6ndahl et al., 1979; Séndahl y Sharp, 1977; Herman y Haas, 1975), después se
disefiaron sistemas con el uso de citocininas como la bencil adenina (BA) y la cinetina
(KIN) (Yasuda et al., 1985; Dublin, 1981), sin embargo, el prolongado tiempo de
induccién, asi como los problemas de contaminacion estaban presentes en estos

sistemas (Loyola-Vargas et al., 2016).

En nuestro laboratorio hemos creado un sistema embriogénico eficiente de C. canephora,
logrando acortar los tiempos de induccién a cinco semanas asi como aumentar el nimero
de embriones por explantes a aproximadamente 250, este protocolo consta de dos fases,
una llamada pre-condicionamiento en el que las plantas se cultivan en un medio con ANA
y KIN durante 14 dias, seguida de la etapa de induccién en la que se transfieren explantes
foliares a un medio libre de auxina (Quiroz-Figueroa et al., 2006a) (Fig. 1.1). En los
ultimos anos nos hemos enfocado en estudiar, los diversos factores que podrian estar
modulando la sefal que dispara que una o varias células somaticas se transformen en un

embrion, entre ellos el efecto de los RCV. Hasta el momento los ultimos estudios de
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cuantificacion de auxinas enddgenas, asi como de sus conjugados, han revelado que la
presencia de ANA y KIN, provocan un aumento importante en la auxina libre endégena
asi como de algunos de sus conjugados (Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Cuando los
explantes son cultivados en el medio de induccidn con BA, el AIA disminuye al igual que
sus conjugados, evidenciando el dinamismo de su homeostasis, en la que posiblemente
estén involucrados tanto su biosintesis, conjugacién, catabolismo como su transporte
(Ayil-Gutiérrez et al., 2013). Debido a que durante la etapa de induccién no se requiere la
presencia de auxina exdgena, es un buen modelo para estudiar la dinamica de la auxina

endogena y conocer la forma en que se modula el programa genético de las células que

dan origen al embrién somatico.

Figura 1.1 Sistema de embriogénesis directa en C. canephora. (A)
Explantes de hojas evitando la nervadura central y los bordes. (B) Induccién de
la embriogénesis somética directa. (C) Embriones somaticos obtenidos después
de seis semanas de induccién. (D) Embrion cotiledonar. (E) Germinacion del
embrion, las flechas inferiores muestran el sistema radicular, las flechas
superiores muestran el primer par de hojas. (F) Plantas de embriones somaticos
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después de cinco semanas (Quiroz-Figueroa et al., 2006a).

Aunque en un principio esta especie fue estudiada por su importancia econdmica,
actualmente funciona como un modelo experimental para conocer los mecanismos
bioquimicos involucrados en la transformacion de una célula somatica en un embrion
somatico. En estudios realizados anteriormente se ha comprobado que las auxinas juegan
un papel muy importante en la inducciéon de la ES, ya que su biosintesis de novo, su
conjugacion y transporte son cruciales para la induccion de embriones somaticos en C.

canephora (Marquez-Lopez et al., 2018; Ayil-Gutiérrez et al., 2013).
1.4. LAS AUXINAS COMO REGULADORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Similar a una orquesta, los RCV son los que fungen como directores del desarrollo de la
planta mediante cambios en sus concentraciones, la auxina es quien inicia el proceso
dirigiendo la primera pieza del desarrollo y es inhibida por las citocininas para dar paso a
la siguiente etapa del proceso en la ES; sin embargo, la participacién de las auxinas no se
limita al inicio del proceso de la ES, fuera del cultivo in vitro las auxinas se encuentran
presentes en diferentes procesos fisioldgicos de la planta, los que van desde el desarrollo
del eje embrionario, el desarrollo vascular, la floracion, la formacion del fruto hasta
tropismos como el fototropismo, y el geotropismo, entre varios mas (Ruiz Rosquete et al.,
2012; Perrot-Rechenmann, 2010). De entre todas las auxinas, el AlA es el mas estudiado
(Eckardt, 2001) y su homeostasis, que comprende la biosintesis, almacenamiento,
transporte, conjugacion para su posterior uso o para su degradaciéon han sido el foco de
estudio en diversos laboratorios debido a que dichos mecanismos controlan el desarrollo
de las plantas asi como su capacidad para adaptarse y responder a diferentes estimulos
(Xu et al., 2010).

1.4.1. Biosintesis

El inicio del proceso de la homeostasis del AIA es la biosintesis de novo, por lo que
estudiar las rutas metabdlicas de esta molécula es de gran importancia; la biosintesis del
AIA se lleva a cabo a través de la via del shikimato, cuyo principal precursor es el
triptofano. De las cinco vias de biosintesis del AlA, cuatro son dependientes de triptofano,

las cuales son nombradas por el principal intermediario de la ruta. Asi tenemos las vias de
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la indol-3-acetaldoxima (IAOx), del acido indol-3-piruvico (IPyA), de la triptamina (TRA) y
la de la indol-3-acetamina (IAM; Fig. 1.2) (Matthes et al., 2019; Brumos et al., 2018;
Nonhebel, 2015; Brumos et al., 2014; Gao y Zhao, 2014; Tivendale et al., 2014; Zhao,
2014; Korasick et al., 2013; Ljung, 2013).
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Figura 1.2. Rutas de metabolismo del AlA en las plantas superiores. A) La
biosintesis del IGP y del L-Trp, precursores del AIA, se lleva a cabo en los
plastidos. La biosinteisis del L-Trp, el mayor precursor del AlA, se lleva a cabo
por la via del shikimato. B) Los siguientes pasos de la biosintesis del AIA
dependiente de L-Trp se llevan a cabo en el citoplasma. Se muestran cuatro
rutas de biosintesis de AIA dependientes de L-Trp en las plantas superiores: las
rutas IAOx, IAM, IPyA y TRA. Las enzimas conocidas se muestran en azul. Los
intermediarios que también actian como precursores y productos de
degradacion de compuestos de defensa (tales como IGs y CAM) estan en rojo.
(C) Rutas para la degradacion y conjugacion del AIA. ElI AIA puede ser
conjugado a aminoacidos y azucares, o catabolizado para formar oxIAA.
Algunos conjugados del AIA pueden ser vistos como una forma de
almacenamiento que mas tarde puede ser hidrolizada a la forma libre AlA. Las
flechas solidas muestran rutas en la cuales las enzimas, genes o intermediarios
son conocidos. Las flechas cortadas indican vias que no estan bien definidas.
ANT, antranilato; CAM, camalexina; Glu, glucosa; IAAld, indol-3acetaldehido;
IAEt, indol-3-etanol; 1AM, indol-3-acetamida; IAN, indol-3-acetonitrilo; 1AOX,
indol-3-acetaldoxima; IBA, acido 3-indol butirico; IGP, indol-3-glicerol fosfato;
IGs, indol glucosinolatos; IPyA, acido 3-indol piravico; L-Trp, L-triptofano; NITs,
nitrilasas; oxIAA, acido 2-oxoindol-3-acetico; TDCs, triptofano decarboxilasas;
TRA, triptamina. Redibujado de Ljung (2013).
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En la ruta de la IAOx, una citocromo P450 monooxigenasa realiza la conversion del
triptofano a IAOx, a partir de este punto dicha ruta puede bifurcarse hacia indol-3-
acetonitrilo o indol-3-acetamina finalmente el AIA es obtenido a través de una hidrolisis
mediada por nitrilasas (NIT1, 2, 3) (Fig. 1.2).

La triptofano transaminasa es la enzima principal en la via del acido indol-3-pirtvico
(IPyA), mediante la transaminacion, el L-Trp es convertido a indol piruvato el cual es el
sustrato de la enzima IPyA descarboxilasa convirtiéndolo en indol 3-acetaldehido vy
finalmente la hidrogenacion de dicho aldehido, mediada por la enzima 3-acetaldehido

deshidrogenasa, produce el AlA (Fig. 1.2).

El primer paso de la biosintesis del AlIA por la via de la triptamina esta mediada por la
triptofano descarboxilasa que produce la triptamina, el siguiente paso es catalizado por la
amino oxidasa, que da origen al indol-3-acetaldeihdo y finalmente esta molécula es

transformada a AlA por la enzima indol-3-acetaldehido deshidrogenasa (Fig. 1.2).
1.4.2. Transporte

El transporte del AIA es un proceso muy importante para su homeostasis. Este proceso es
mediado por los transportadores PIN o ABC. Una muy pequefia parte del transporte del

AlA se lleva a cabo de forma pasiva (Fig. 1.3).

El modelo quimiosmético enfatiza la importancia de la posicion de las proteinas
transportadoras de auxina, por lo que éstas han sido el blanco de investigaciones muy
intensas (Borghi et al., 2019; Fukui y Hayashi, 2019; Barbosa et al., 2018). El primer
miembro identificado de esta esta familia fue PIN1, gracias a estudios en mutantes de A.
thaliana las cuales no desarrollaban correctamente érganos florales, generando un tallo
en forma de alfiler (pin en inglés, de ahi el nombre del transportador) (Okada et al., 1991).
Estos resultados enfatizaron la correcta prediccion de la hipotesis quimiosmotica puesto
que las proteinas PIN tenian una localizacion asimétrica en las células y su posicién
correlaciona con el flujo de auxina (Friml y Palme, 2002; Okada et al.,, 1991). La
localizacion diferencial de las proteinas PIN determina la direccion del flujo de auxina
requerida para los diferentes procesos, tales como el desarrollo del embrion, la

organogeénesis, y diferentes tipos de tropismos entre otros (Benkova et al., 2003; Friml et
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al., 2003; Bruinsma y Hasegawa, 1990) (Fig. 1.3).

iitaplasmg
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Figura 1.3 Proteinas que regulan el flujo de auxina intracelular y de célula-
célula. Cuando se encuentra en forma desprotonada el AlA cruza la membrana
plasmatica (MP) a través de transportadores., Los transportadores PIN se
localizan en la MP y en el reticulo endoplasmico (RE). Cuando el AIA se
encuentra protonado, éste pasa la MP en forma pasiva. La localizacion
coordinada de los diferentes transportadores determinan la direccion del flujo de
auxina. Redibujado de Balzan et al. (Balzan et al., 2014).

De acuerdo con sus secuencias de aminoacidos los transportadores PIN son proteinas
integrales del plasmalema, que cuentan con dos dominios hidrofébicos de
aproximadamente cinco hélices transmembranales cada uno, separados por un dominio
hidrofilico central citosolico, la estructura de los dominios hidrofébicos esta conservada,
por el contrario el dominio hidrofilico es mas divergente, sin embargo, los miembros del
mismo grupo tienen secuencias muy similares (Krecek et al., 2009). Aunque las proteinas
PIN tienen la caracteristica de ser transmembranales pueden ser reacomodadas en

respuesta a estimulos externos a otros sitios de la célula mediante un mecanismo ciclico
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entre la membrana plasmatica (MP) y los endosomas que involucra su fosforilacion
(Barbosa et al., 2018; Geldner et al., 2001).

En A. thaliana, la familia PIN esta formada por ocho miembros, los cuales se dividen en
dos subfamilias de acuerdo al tamano del dominio central hidrofilico. La subfamilia que
cuenta con dominio hidrofilico amplio son aquellas que se localizan en la MP (PIN 1-4 y
7), el segundo grupo cuenta con un dominio mas estrecho (PIN 5y 8) y se localizan en el
lumen del reticulo endoplasmico (RE) controlando la disponibilidad y distribucion

intracelular de auxina (Mravec et al., 2009) (Fig. 1.3).

Recientemente se han identificado proteinas homodlogas y con una topologia similar a las
proteinas PIN llamadas PILS ubicadas también en el RE, sin embargo, su funcionamiento
no es claro todavia, aunque se piensa que tienen una funcion reguladora en el
metabolismo de las auxinas puesto que afectan las relaciones de AlA libre y conjugado
(Barbez et al.,, 2012); sin embargo, a pesar de tener una estructura predicha y
posiblemente funcién similares, los analisis filogenéticos permiten concluir que estas

proteinas parecen ser mas antiguas que los transportadores PIN (Feraru et al., 2012).

Si bien el conocimiento que se tiene de estas proteinas ha sido gracias a estudios
realizados con mutantes de A. thaliana, sabemos que no todas las especies pueden ser
manipuladas genéticamente. La disponibilidad de compuestos que alteran el transporte
del AIA ha sido de gran ayuda para la obtencion de nueva informacion en este campo. La
identificacion y caracterizacion funcional de estas proteinas ha sido facilitado, en gran
medida, por el uso de inhibidores del transporte tales como el acido N-naftiltalamico (NPA)
y el TIBA (Marquez-Lépez et al., 2018; Scanlon, 2003; Mattsson et al., 1999).

Los transportadores ABC son una gran familia de proteinas transmembranales que estan
asociadas con el movimiento de un importante numero de moléculas pequefas vy
nutrientes; en las plantas estan involucradas en el transporte de RCV, lipidos, metales,
metabolitos secundarios, y xenobidticos, ademas de participar en las interacciones planta-
patégeno y en la modulacion de canales idnicos (Cho et al., 2014; Lee y Cho, 2014; Lee
et al., 2008).

Las proteinas ABCB, a diferencia de los transportadores PIN, se localizan en la MP de
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una manera no polar, debido a que se anclan de forma estable y su distribucion no

cambia por estimulos, ni externos ni internos, sin embargo, sirven como transportadores

basales para la regulacion de la homeostasis intracelular del AIA (Fig. 1.3). Estudios

realizados en plantas, con la pérdida de la funcion de los genes que codifican para estas

proteinas, mostraron que el contenido de AlA libre y el transporte de polar se encuentran

severamente reducidos (Geisler et al., 2005; Noh et al., 2001).

1.4.3. Mecanismo de activacién, desactivacion y degradacion del AlA

El almacenamiento o conjugacién es sindbnimo a desactivar a la molécula de AlA, esta

accién es mediada por las enzimas GH3. La liberacién del AIA de los aminoacidos o

carbohidratos es antéonimo de la conjugacion, sin embargo, esto solo sucede con los

conjugados AlA-Ala y AlA-Leu. La conjugacion con el resto de amino acidos y

carbohidratos son el inicio de la degradaciéon del AIA (Gonzalez-Lamothe et al., 2012;

Davies et al., 1999).
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Figura 1.4. Principales conjugados de AlA. A) conjugados de reserva de AlA
mediados por las GH3 y las amidohidrolasas ILR1 e IAR3 como las principales
enzimas encargadas de activar al AlIA. B) ruta de degradacién del AIA. Figura
modificada de Couoh Dzul (2017).

Aproximadamente el 90% del AlA se encuentra conjugado por lo que solo una pequeina

parte se encuentra libre en zonas de constante desarrollo (Campanella et al., 2004). La
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conjugacion se lleva a cabo mediante la formacién de enlaces entre el grupo acido del AIA
y el grupo amino de los aminoacidos o un oxhidrilo de un carbohidrato. Los genes GH3,
que codifican para las enzimas que llevan a cabo la reaccién responden a la presencia de
auxinas en el tejido (Wang et al., 2008; Staswick et al., 2005; Hagen y Guilfoyle, 1985;
Hagen et al., 1984).

Dichos conjugados, unidos covalentemente a compuestos de baja masa molecular, estan
protegidos de rupturas oxidativas por lo que su liberacién es realizadas por enzimas
hidroliticas para suplir las demandas de la planta o para ser degradados (Bajguz y
Piotrowska, 2009). Se ha estudiado muy poco sobre las rutas de degradacion del AlA o de
las auxinas en general, sin embargo, estudios previos abrieron un pequefio campo de
vision sobre la degradacion de esta molécula, es por ello que se sabe que la conjugacion
del AIA con el acido aspartico y del AIA con el acido glutdmico marca el inicio de la
degradacion, dicho proceso es totalmente irreversible (Campanella et al., 2011) y puede
darse de dos formas, ya sea por oxidacion descarboxilativa o por una oxidacion sin

descarboxilacion.

La liberacion de los conjugados de AlA fue descubierto por Bartel y Fink (1994), el gen
mutante que se utilizd en A. thaliana era sensible a AlA-Leu. Mediante esta técnica Bartel
y Fink lograron aislar al grupo de genes ahora denominados ILLRI (por su nombre del
inglés, I1AA-Leucine-Resistant) dentro de este grupo de genes se encuentran los genes
ILRI, ILLI e ILL2. Pocos afos después Davies et al. (1999) usando una técnica similar
lograron identificar a los genes IAR3 (por su nombre del inglés, IAA-Ala-Resistant), ILL3 y
al pseudogen de IAR3 (ILL5 80% similitud, ubicacion cercana al cromosoma | de A.

thaliana).

Se conoce la especificidad de la amidohidrolasa IAR3 en A. thaliana gracias a los trabajos
realizados por LeClere et al. (2002), mediante el analisis in vitro de la especificidad sobre
el sustrato, la Kuv calculada resulté tener un rango micro molar (LeClere et al., 2002),
mientras que los ortélogos de IAR3 tuvieron grandes diferencias en otras especies, por
ejemplo, en Triticum aestivum el ortélogo de IAR3 solo hidroliza conjugados de AlA-Ala en

cantidades extremadamente pequefas (Campanella et al., 2004). Por otro lado, las
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caracteristicas del gen IAR3 son bastante peculiares ya que es el Unico gen mas
conservado respecto a los demas que codifican para amidohidrolasas por lo que la
amidohidrolasa IAR3 que se localiza en el RE es muy similar a los encontrados en otras
especies, sin embargo, su especificidad por el sustrato no es la misma (Takahashi y
Takamizo, 2012; Campanella et al., 2003; LeClere et al., 2002).

1.5. EFECTO DE LAS HIDROLASAS DURANTE LA ES EN C. CANEPHORA

En nuestro laboratorio se realizé el estudio de la expresién de los genes que codifican
para las amidohidrolasas encargadas de liberar el AlA durante la induccion de la ES en C.
canephora. Se determind que el gen que codifica para la amidohidrolasas IAR3 se

expresa durante la induccion de la ES y en las 24 horas posteriores (Fig. 1.5).

-7 [ 0.5 | | 7 14 21
ilal ikl hipi CTH]] dpl il dpl il

Figura 1.5. Perfil de expresion del gen IAR3. Etapa de pre-
acondicionamiento: -14 dias antes de la induccion (dai), -7 dai, 0 dai. Etapa de
la Induccién: 0.5 horas después de la induccién (hpi), 1 hpi, 1 dia o dias
después de la induccién (dpi), 7 dpi, 14 dpi, 21 dpi. Flecha roja: fragmento
amplificado de 390 pb. Flecha verde: testigo positivo del gen que codifica a la
actina (250 pb). P: testigo positivo. N: testigo negativo (Avilez-Montalvo, 2015).

La ILR1 de A. thaliana libera AIA, en C. canephora, dicho gen se expresa durante
diversas etapas de la ES, en el carril 1 de la Fig. 1.6, el dia -14, el gen de ILR1 mostré
mayor expresion con respecto al periodo de pre-acondicionamiento, asi como durante los

primeros 14 dias después de la induccion de la ES.
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Y -1 Eird []] L5 1 1 T N4
dai dai dai hipi hipd dpi dpi dpi

Figura 1.6. Perfil de expresion de ILR1 durante la embriogénesis somatica
en C. canephora. Etapa de pre acondicionamiento: -14 dias antes de la
induccion (dai), -7 dai, dia 0 dai. Etapa de induccién: 0.5 horas después de la
induccion (hpi), 1 hpi, 1 dia o dias posterior a la induccién (dpi), 7 dpi, 14 dpi, 21
dpi. dpi: dias posteriores a la induccién. Flecha azul: fragmento del gen ILR1
amplificado a un tamano de 780 pb. Flecha verde: testigo positivo del gen que
codifica a la actina (250 pb). P: testigo positivo. N: testigo negativo (Avilez-
Montalvo, 2015).

1.5.1. Secuenciacion de IAR3

Para corroborar la identidad del gen IAR3 se llevé a cabo su sequenciacion (Fig. 1.7).
Cuando la secuencia del gen clonado se comparé con la secuencia del genoma
secuenciado de C. canephora (Denoeud et al., 2014). Como puede apreciarse en la Fig.
1.7 las secuencias del gen clonado en nuestro laboratorio y la reportada en la

secuenciacion del genoma de C. canephora son iguales.
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Figura 1.7. Secuencia de IAR3. Comparacién de la secuencia de gen completo
de C. canephora I1AR3 de la muestra secuenciada, mediante el alineamiento

con

la secuencia IAR3 de la base de datos Sol Genomics Network (Avilez-

Montalvo, 2015).
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1.6. PURIFICACION DE LA PROTEINA IAR3
1.6.1. Purificacion de la proteina recombinante IAR3

Las investigaciones realizadas en nuestro laboratorio abrieron un nuevo campo de
investigacién enfocado al analisis molecular y bioquimico de las amidohidrolasas. El
siguiente paso fue la expresiéon en forma heteréloga del gen IAR3 en E. coli (Rosetta Il
DE3).

En un analisis del mapa de restriccion para IAR3 (Fig. 1.8) se puede observar que los
sitos de restricciéon de BamHI y Ndel estan ausentes, lo que permite a utilizar al vector

pGM-T y al vector de expresién pET15b para la expresion de dicho gene (Fig. 1.10).
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Figura 1.8. Mapa de restriccion de IAR3Cc. En el mapa de IAR3 se muestran
los sitios de restriccion y se puede observar claramente la ausencia de BamHI y
Ndel (Couoh Dzul, 2017).
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Figura 1.9. Amplificacién completa del gen IAR3 por PCR. Flecha roja indica
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la banda del gen completo de 1AR3, los testigos se muestran en los carriles tres
y cuatro (Couoh Dzul, 2017).

Para clonar el gen en el plasmido pET15b se realizé la amplificacion de la region
codificante del gen completo de IAR3 por PCR (Fig. 1.9), dicha secuencia fue clonada en
el vector pGM, el cual fue digerido por las enzimas de restriccion BamHI y Ndel, para
liberar el inserto compatible con el vector de expresion pET15b (Fig. 1.10) el cual contiene
una etiqueta de seis histidinas, lo que permite purificar la proteina mediante una columna

de que tiene unido niquel.

El inserto o secuencia de ADN (IAR3) con extremos cortados por las enzimas BamHI y
Ndel fueron clonados en el vector de expresion pET15b obteniéndose la construccion del

vector petlAR3-3, dicho vector con el gen se expresoé en E. coli (Rosetta Il DE3).
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Figura 1.10. Vector de expresiéon PET15B. El vector pET-15b contiene
multiples sitios de clonacion, entre todos ellos se encuentra los sitios que
reconocen a las secuencias digeridas o cortadas con las enzimas de restriccion
BamHI y Ndel (Couoh Dzul, 2017).
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La proteina recombinante obtenida fue recuperada de los cuerpos de inclusion y se
realizé una purificacion previa a través de una columna de niquel (Couoh Dzul, 2017) para
después realizar el andlisis por electroforesis y Western blot con anticuerpos
monoclonales contra histidina con el fin de confirmar si se logré expresar el gen de la

IAR3, asi como la purificacion de la proteina (Fig. 1.11).

a) b)

35— .-
25 — - T?-"'"
L p—
| —
-

Figura 1.11. Analisis para confirmar la obtencion de IAR3. a) Gel SDS-
PAGE. Carril 1: marcador molecular; carril 2: proteina pura de His-CclAR3-3;
carril 3: proteina His.TIM (Triosa fosfato isomerasa); carril 4: TIM sin la etiqueta
de histidina. A partir de este gel se realizd el western blot b) Western blot. Carril
1: His-CclAR3-3 (positivo); carril 2: His-TIM (positivo); carril 3: TIM sin la
etiqueta de histidinas (negativo) (Couoh Dzul, 2017).

1.6.2 Sustratos de la amidohidrolasa IAR3

Generalmente los miembros de la familia de las amidohidrolasas (peptidasas M20D

“IRL1”) suelen tener afinidad a mas de un conjugado o sustrato (AlA-Aminoacido), este
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fendmeno bioquimico se debe a que ciertos sitios en la secuencia de aminoacidos de la
cadena polipeptidica (sitios cataliticos y no cataliticos) se encuentran en gran parte
conservados (Fig. 1.12), por ejemplo: los aminoacidos en los sitios 103 y 143 se
conservan entre IAR3 y sILR1, asi como también en ILL1, ILL2, ILL3 e ILLS5, sin embargo,
la afinidad por los sustratos no es la misma, debido al fendmeno inverso mencionado
anteriormente (sitios no conservados) (Campanella et al., 2003), por ejemplo, las enzimas
IAR3 e ILR1 son capaces de hidrolizar el conjugado de AlA-Leu en A. thaliana (Rampey et
al., 2004) aunque la enzima ILR1 tiene mayor afinidad por dicho sustrato que IAR3 debido
a los sitios en los que difieren en la secuencia de aminoacidos de estas dos enzimas; otro
ejemplo similar lo encontramos cuando comparamos IAR3 con ILL2, ya que ambas
enzimas prefieren hidrolizar al conjugado AlA-Ala aunque en este caso IAR3 tiene mayor
afinidad que ILL2. Asi, podemos afirmar que es normal encontrar que una enzima tenga
un sustrato preferido y que comparta el mismo sustrato con otro miembro de la misma
familia, aunque es importante resaltar que esto suele modificarse en menor grado
dependiendo de la especie vegetal, un ejemplo importante es la IAR3, que en A. thaliana,
es capaz de hidrolizar los conjugados de AlA-Ala (4.6 = 0.6 pmol de AIA liberado por min™'
mg™" de proteina) siendo dicho conjugado el sustrato ideal y AIA-Gly de manera eficiente
(2.4 pmol de AlA liberado por min”' mg' de proteina) asi como AlA-Phe, AlA-Leu y AlA-
Val en menor medida, (Davies et al., 1999). En otras especies vegetales, tales como
Brassica rapa y M. truncatula la enzima IAR3 es capaz de hidrolizar los conjugados de
AlA-Ala, AIA-Gly y AlA-Asp (Savic et al., 2009; Campanella et al., 2008).
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Figura 1.12. Secuencias conservadas en la cadena polipetidicas de seis
amidohidrolasas capaces de liberar los conjugados de AIA con
aminoacidos. Las regiones sombreadas muestran las similitudes siendo lo
contrario en las regiones no sombreadas (Davies et al., 1999).

De acuerdo a los datos mencionados anteriormente es importante determinar la
especificidad de la enzima IARS3 para los diferentes sustratos posibles duante la induccién

de la ES en C. canephora.
1.7. JUSTIFICACION

El mecanismo de accion de la amidohidrolasa IAR3 sobre los conjugados de AIA con
alanina o leucina, representa una de las principales formas de regular las concentraciones
del AIA, esencial para el desarrollo y la supervivencia de las plantas, incluyendo C.

canephora.

Al utilizar técnicas de purificacion y de determinacion de afinidad de la enzima por el

sustrato, nos permitira visualizar un panorama completo sobre la accién, no solo de la
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proteina IAR3, sino también a los miembros que forman el grupo familiar de las
amidohidrolasas capaces de hidrolizar conjugados de AlA para suministrar a la planta de

dicha molécula.

Dichos estudios seran un avance importante para entender los procesos bioquimicos y
moleculares llevadas a cabo en las células vegetales que inducen la diferenciacion de la

misma para generar una nueva planta.

1.8. OBJETIVO GENERAL

Realizar la caracterizacion bioquimica de la amidohidrolasa IAR3 de C. canephora

encargada de liberar los conjugados de AlA-aminoacido mediante el analisis cinético.

1.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la afinidad de la enzima IAR3 por los conjugados de AIA con

aminoacidos.

e Determinar la especificidad de IAR3 por los conjugados de AlA-aminoacido.

1.10. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e ;Cual es el sustrato preferido por la enzima IAR3 de C. canephora?

1.11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia experimental de la caracterizacion bioquimica de la amidohidrolasa IAR3.
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Etapa 2. Produccion de la proteina IAR3

g

Establecimiento del pre-inéculo, 50 mL de cultivo de la cepa
transformada de Rosetta 2 (DE3) en medio LB durante 12 horas,
200 rpma 37 °C

4

Inoculacion del cultivo anterior en 500 mL de cultivo LB y la
induccién con IPTG para producir la amidohidrolasa IAR3

4

Incubacién del cultivo a 220 rpm durante 16 horas a
17 °C

4

Recuperacion las células bacterianas mediante
centrifugacion a 10,000 rpmy el lisado de las mismas

$

Separacion de las proteinas solubles de las insolubles
mediante centrifugacion
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1

Purificacion de la proteina IAR3 mediante la cromatografia de afinidad de
metales inmovilizados (IMAC)
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CAPITULO Il

PROTOCOLOS PARA LA PRODUCCION DE PROTEINA
RECOMBINANTE IAR3, SU PURIFICACION Y CARACTERIZACION
BIOQUIMICA

2.1. INTRODUCCION

Las auxinas son uno de los RCV que estan presentes en diversos procesos fisioldgicos de
la planta, cualquier alteracion provoca cambios significativos en su desarrollo (Ljung,
2013; Su y Zhang, 2009; Quiroz-Figueroa et al., 2006b; Lange et al., 1994; Hatanaka et
al., 1991), dichos reguladores se encuentran mayormente en forma de conjugados con
aminoacidos o carbohidratos, las cuales pueden servir como reserva de auxinas o pueden
servir para degradar al RCV al momento de la hidrdlisis mediada por las amidohidrolasas,
enzimas encargadas de liberar a la auxina (Korasick et al., 2013; Ljung, 2013; Schuller y
Ludwig-Muiller, 2006). Estas enzimas se han podido determinar durante la ES del cafeto
(Avilez-Montalvo, 2015), es por ello que se procedid a caracterizar a dichas proteinas para
determinar las propiedades de la enzima al momento de interactuar con sus sustrato
(Schuller y Ludwig-Miiller, 2006; Campanella et al., 2004; Davies et al., 1999).

Existe evidencia que sugieren que amidohidrolasas como la IAR3 suelen tener afinidad
por mas de un conjugado (Widemann et al., 2013; Bitto et al., 2009; Schuller y Ludwig-
Muller, 2006; Campanella et al., 2003; Davies et al., 1999), sin embargo, también se han
encontrado que tienen mayor afinidad por AlA-Ala. Por ello en este trabajo se determinara
él o los sustratos de la IAR3 de C. canephora durante la ES (Campanella et al., 2003),
para ello se realizara la identificacion de los conjugados de auxina presentes durante la
ES asi como su cuantificacion, estos datos nos sugeriran que conjugados se deben
utilizar para realizar los ensayos enzimaticos con la proteina recombinante previamente

purificada.

La caracterizacién de las amidohidrolasas en nuestro laboratorio se inicidé hace algunos
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anos (Avilez-Montalvo, 2015). En dichos estudios se determiné que durante la induccién
de la ES en C. canephora se expresan seis genes de la familia de las amidohidrolasas,
entre ellas la IAR3. A continuacion se trabajé en la construccion del vector de expresion
para poder expresar dicho gen en un sistema recombinante (Couoh Dzul, 2017). Si bien
se logro expresar el gen de la IAR3, no se logroé purificar totalmente a la proteina IARS.

Por ello en este trabajo se pretende en primer lugar purificar a dicha proteina.

En este apartado se muestran los protocolos utilizados para realizar la purificacion de la
proteina IAR3. Es importante mencionar que los cambios en las condiciones de cultivo,
las concentraciones de los reactivos, asi como la incorporacién de nuevos reactivos,
fueron necesarios para obtener la proteina pura. También se enlistan los protocolos para
la cuantificacion de la proteina que se esta purificando, asi como el protocolo para la
determinacion de la actividad catalitica, ya que durante el proceso de purificacion, las
proteinas con caracteristicas enzimaticas suelen perder capacidad catalitica (Widemann
et al.,, 2013; Schuller y Ludwig-Muller, 2006; Campanella et al., 2003; LeClere et al.,
2002).

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Lisis alcalina de E. coli HST08
2.2.1.1 Materiales

2.2.1.1.2. Material biolégico
1. E. coli cepa HSTO08.
2. Plasmido petlAR3-3.

2.2.1.1.3. Instrumentacion

1. Materiales para preparar el medio LB selectivo de mantenimiento para bacterias E.
coli (HST08) transformadas con el plasmido petlAR3-3: vaso de precipitados de
100 mL, micropipetas de 10 pL y 200 uL, probetas de 100 mL, potencidmetro

(OHAUS), cajas de Petri, autoclave, campana de flujo laminar, incubadora (37 °C)
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y refrigerador.

. Materiales para preparar el medio LB para la produccion de plasmidos en células

de E. coli HSTO08: vaso de precipitados de 100 mL, micropipetas de 10 yL y 200
ML, probetas de 25 mL, tubos de ensayo de 15 mL con tapas, potenciometro
(OHAUS), autoclave, campana de flujo laminar, incubadora en agitacion (Orbit

Environ Shaker y refrigerador.

. Materiales para la lisis alcalina de células de E. coli (HST08): 5 mL de cultivo

(medio Lb) de E. coli (HST08) con ampicilina, tubos de microcentrifuga, centrifuga,
tubos Eppendorf de 1.5 mL, micropipeta de 20 uL y refrigeradores de 4 °C y -20
°C.

2.2.1.1.4 Reactivos y soluciones

1.

Medio LB: 10 g L' de bactotriptona, 5 g L™ extracto de levadura, 85.558 mM NacCl,
15 g L' de agar bacteriologico, 100 ug mL™" de ampicilina y H20, pH 7.5.

Reactivos para la lisis alcalina de células de E. coli (HST08): solucion | esterilizar
en autoclave y guardar a 4 °C (50 mM de glucosa, 25 mM de TRIS base pH 8, 10
mM de EDTA pH 8) (Nota 1). Solucion Il, preparar 1 mL al instante a temperatura
ambiente (2 N de NaHO, 1 % [m/v] de SDS) (Nota 2). Solucion lll, preparar 100
mL y guardar a 4 °C (5 M de KC;H302, 11. 5 mL CH3COOH) (Nota 3), 700 uL
(CHs). CHOH, 500 mL de etanol al 70 % y 10 yg mL' de RNAsa.

2.2.1.1.5 Metodologia

La cepa HSTO8 fue transformada con el plasmido petlAR3-3 que contiene el gen IAR3Cc,

dicha transformacién fue realizada por Couoh Dzul (2017).

Medio LB. Se prepararon 100 mL del medio LB, para ello se pesé 1 g de bactotriptona,

0.5 g de extracto de levadura y 0.5 g de NaCl, dichos reactivos fueron disueltos en 50 mL

de H>O destilada (Nota 4), posteriormente se aforé a 95 mL y se ajusto el pH 7.5 con

NaOH (Nota 5), después el volumen se llevé a 100 mL, a partir de ahi se tomaron 20 mL

del medio liquido y se distribuyeron en cuatro tubos de ensayo de vidrio con tapas en

volumenes iguales, a los 80 mL de medio restante se les agregd agar bacteriolégico a una
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concentracion de 15 g L' (Nota 6) y se pas6 a un matraz Erlenmeyer de 250 mL (Nota 6),
después se procedio a esterilizarlos. Al finalizar la esterilizacién a los medios de cultivo se
les agrego la ampicilina en campana de flujo laminar hasta una concentracion de 100 ug
mL" (Nota 7). Posteriormente, el medio semisdlido se pasdé a cuatro cajas de Petri
estériles en volumenes iguales y se esperd a que dicho medio se terminara de enfriar

para poder sembrar las bacterias de la cepa HSTOS.

Cultivo de la cepa HST08. Una alicuota de la cepa HSTO08 transformada con el plasmido
petlAR3-3 se descongeld en hielo y se tomaron 100 uL de la alicuota y se diluyd en 900
ML de medio LB liquido estéril previamente preparado (Nota 8), después se tomaron 100
ML de la dilucion 1:10 y se distribuyé en una caja de Petri que contenia el medio LB
semisolido con la ayuda de una aza bacterioldgica estéril (Nota 9). Posteriormente el
cultivo fue incubado a 37 °C durante 12 horas, al finalizar dicho periodo, se aislé una
colonia con la ayuda de un palillo estéril en la campana de flujo laminar (Nota 10) y se
colocé en el medio liquido previamente preparado, dicha siembra fue cultivada a 37 °C
con una agitacion de 200 rpm (Orbit Environ Shaker) durante 12 horas, al finalizar dicho

periodo se realizo la lisis alcalina.

Lisis alcalina. La extraccion del plasmido petlAR3-3 de las bacterias HSTO08 se realizo
mediante lisis alcalina, para ello se tomaron 1.5 mL del cultivo previamente mencionado y
se coloco en un tubo Eppendorf, después se centrifugé tres veces a 13,000 rpm durante 1
minuto a temperatura ambiente (Nota 11), al finalizar la centrifugacion se desech¢d el
sobrenadante, la pastilla bacteriana fue resuspendida en 200 yL de amortiguador de lisis
(solucion |) (Nota 12), a continuacion se agregaron 200 uL de la solucion de lisis (solucién
II), la mezcla se homogenizé invirtiendo los tubos cinco veces (no utilizar Vortex).
Después se dejo a temperatura ambiente por 5 minutos y al finalizar dicho tiempo se
incubd en hielo por 2 minutos para agregarle 300 pyL de la solucidon de neutralizacion
(solucion lll), la cual se homogenizd por inversion y se volvié a incubar en hielo por 15
minutos, al finalizar dicho tiempo el lisado bacteriano se centrifugé a 13,000 rpm durante
10 minutos, el sobrenadante se colocé en un tubo limpio (Eppendorf de 1.5 mL estéril) y
se desecho el sedimento, posteriormente al sobrenadante se le adicionaron 700 pL de

isopropanol y se mezclé por inversion. Se dejé reposar por 2 minutos a temperatura
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ambiente, después se centrifugd a 13,000 rpm en la microcentrifuga durante 10 minutos,
al finalizar la centrifugacion se deseché el sobrenadante y se resuspendié la pastilla con
500 pL de etanol al 70%, la pastilla se recuperé a 13,000 rpm, dicho proceso se repitid 2
veces (Nota 13), posterior a esto se removio el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla a
temperatura ambiente boca abajo hasta que no quede fluido visible (Nota 14), después, la
pastilla o ADN plasmidico se disolvié en 50 pL de H2O y se le agregd 1 pL de RNAsa (10
ug mL"), finalmente se procedié a homogenizar la mezcla por pipeteo por unos segundos
para después incubar el ADN plasmidico durante 30 minutos a temperatura ambiente

(Nota 15) antes de almacenar el producto obtenido a -20 °C.
2.2.1.1.6. Notas

Nota 1. Es necesario tener preparado una solucion madre por separado de Tris 2 M y
EDTA 0.5 M, ya que también servira como amortiguador en diversas soluciones. Para ello
se preparo 1 L de solucién madre de 2 M de Tris base y 500 mL de EDTA a 0.5 M. Para
preparar la solucion de Tris base, realizar el calculo necesario para pesar la cantidad
adecuada y disolverla en 80% del volumen de agua en relacién al volumen total al que se
aforara, ajustar el pH 8.0 con HCI, aforar. Esta solucion puede ser guardada en un rango
de temperatura de 4 a 25 °C. La solucion madre de EDTA se prepara pesando la cantidad
adecuada del reactivo, después se disuelve el reactivo en 80% del volumen al que se
aforara y se ajusta el pH a 8 con NaOH, dicha solucién debe ser guardada a 4 °C y puede
tener una viabilidad de hasta 6 meses. Después de tener las soluciones madres de TRIS
y EDTA, se procede a preparar la solucién amortiguadora, se esteriliza y se guarda a 4
°C.

Nota 2. Para la solucién de lisis es necesario prepararla media hora antes de ser utilizada
y mantenerla a 4 °C. Dicha solucion debe tener un volumen total de 1 mL compuesto por
20 yL de NaOH (10 N), 100 pL de SDS (10%) y 880 uL de H20, esta solucion no se puede
almacenar mas de una hora ya que pierde la capacidad de lisis, es por ello que se

recomienda prepararlo al instante.

Nota 3. Para preparar la solucion de neutralizacion, tomar la concentracién indicada y

mezclarla en 50% de H2O del volumen total, aforar y esterilizar la solucién, al finalizar
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guardar a 4 °C.

Nota 4. El medio LB, se puede preparar de la forma como se mencioné en la metodologia
o se puede comprar el medio ya preparado, lo unico que se haria es disolver 20 g/L y

ajustar el pH a 7.5.

Nota 5. Para mantener el pH del medio es necesario aforarlo a un volumen cercano al

volumen requerido, para que después de aforar no haya un cambio en el pH del medio.

Nota 6. Como se puede observar en la metodologia, de un mismo volumen se tomé el
medio liquido y el solido, esto se realizé por dos motivo, 1) para evitar el desperdicio de

reactivo y porque no es recomendable guardar los medios mas de 24 horas.

Nota 7. Es muy importante mantener la temperatura adecuada para agregar el antibiotico
al medio ya que si se agrega cuando el medio tiene una temperatura por arriba de los 37
°C la ampicilina se degrada y por el contrario si lo agregamos cuando esta demasiado frio
en el medio semisélido, ésta no se lograra disolver de manera homogénea ya que el
medio se gelifica, la temperatura adecuada para agregar el antibiético es de 37 °C, lo
unico que se tiene que hacer es pegar un termometro en el matraz para medir la
temperatura, por otra parte es muy importante mencionar que el antibidtico se agrega
antes de vaciar el medio a otro recipiente, ya sea cajas de Petri o frascos, en cuanto al
medio liquido simplemente esperar a que este se enfrie totalmente y en campana agregar

la ampicilina.

Nota 8. Las bacterias transformadas con el plasmido petlAR3-3 se conservan a -80 °C en
50% de glicerol. Una vez descongeladas es necesario realizar diluciones de 1:10 con el
objetivo de obtener colonias aisladas; por otra parte, cuando se acaba de realizar la
transformacion y se requiere del cultivo inmediato, es necesario realizar diversas
diluciones desde 1:10, 1:100 y 1:1000, esto permitir saber en cual dilucién se obtienen
colonias bacterianas mas aisladas, el resto de las bacterias transformadas cultivadas en

medio liquido deberan ser guardadas en glicerol al 50% en alicuotas de 1 mL a -80 °C.

Nota 9. Para realizar la siembra de las bacterias se puede utilizar perlas estériles o un asa
bacteriologica, ya sea de vidrio tipo L o de una asa clasica de alambrito, en el caso de no

contar con ningun tipo de asa bacterioldgica se puede improvisar con una punta estéril de
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1 mL doblada en forma de L. Lo que se hace es tomar con las manos limpias una punta
del extremo superior lugar donde se acopla a la micropipeta y calentar la parte media de
la punta en el mechero, posteriormente doblarla sobre la tapa estéril de la caja de Petri y
esperar a que se enfrie, luego utilizar la punta con mucho cuidado para no perforar el

medio de cultivo.

Nota 10. Se usan palillos de pino, se esterilizan en tubos Falcon (Corning) de 50 mL.
También se pueden utilizar puntas de 20 pL estériles para tomar una colonia aislada con

la punta del palillo o punta y se coloca en el medio liquido.

Nota 11. El sobrenadante debera ser desechado después de finalizar las tres

centrifugaciones.

Nota 12. En este paso se puede agregar lisozima para debilitar la membrana bacteriana,
esto dependera del tipo de cepa que se esté utilizando, en el caso particular de este

protocolo no fue necesario agregarle dicha enzima.
Nota 13. Desechar el sobrenadante al finalizar cada centrifugacion.

Nota 14. Utilizar cuadros pequeiios de papel (3 cm?) previamente esterilizado y colocar
los tubos Eppendorf boca abajo sobre dichos cuadritos de papel hasta que se sequen

completamente en un ambiente estéril.

Nota 15. Es importante incubar las muestras con RNAsa para eliminar los ARN que se

encuentren en la muestra, antes de proceder a guardar las muestras.

2.2.2. Preparacion de células competentes de E. coli Rosetta 2
(DE3) y transformacion con el plasmido petlAR3-3

2.2.2.1. Materiales

2.2.2.1.1. Material biolégico

1. Bacterias E. coli ROSETTA 2 (DE3).

2. Plasmido petlAR3-3.
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2.2.2.3 Instrumentacion

—

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

. Matraces Erlenmeyer de 250 mL.

Palillos estériles.

Puntas estériles.

Cinco mL de cultivo (medio LB) de E. coli (ROSETTA 2 (DE3) con cloranfenicol.
Cien mL de medio Lb estéril con cloranfenicol.
Incubadora (Orbit Environ Shaker),
Espectrofotometro.

Recipiente con hielo.

Tubos de centrifuga de 50 mL.

Centrifuga.

Micropipeta de 1 mL.

Tubos Falcon estériles de 15 mL.

Tubos Eppendorf estériles de 1.5 L.

Celdas para espectrofotometro.

Probetas estériles.

Ultracongelador -80 °C.

Incubadora Kitlab.

2.2.2.4 Reactivos

1.

2.

Células competentes.
Medio LB liquido, 34 ug mL™" cloranfenicol, 0.1 M CaCl,, 0.3 mL de glicerol al 50%.

Transformacion. Plasmidos petlAR3-3 obtenidos de la lisis alcalina de E. coli
(HSTO08), células competentes de E. coli ROSETTA 2 (DE3), 1 mL de medio LB

liquido sin ampicilina, medio Lb solido con 100 ug mL" ampicilina y 34 ug mL"'
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cloranfenicol.

2.2.2.5 Métodos

Cultivo de Rosetta 2 (DE3).

Preparacion de medio LB (Luria Bertani Broth). Se realizé la preparacion de 200 mL de
medio LB sdlido con cloranfenicol a una concentracion final de 34 yg mL™, para ello se
pesaron 4 g de medio LB comercial (LB Broth, Sigma-Aldrich) y se diluyeron en 185 mL
de H.0, posteriormente se ajustd el pH a 7.5 y se le agregaron 15 g L' de agar
bacterioldgico (bacteriological agar for molecular Biology, Sigma-Aldrich), finalmente el
medio fue aforado a 200 mL con H2O y se coloc6 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL.
Posterior a esto se procedio a esterilizarlo en una autoclave a 1.2 kg cm™ por 15 min. A
continuacion el medio fue trasladado a una campana de flujo laminar y se esper6 a que
este tuviera una temperatura de 35 °C para agregarle 34 uyg mL"' cloranfenicol (Nota 1)
seguido a esto, el medio fue traspasado en 10 cajas de Petri, en dichos medios se realizé
la siembra de células E. coli (Rosetta 2 DE3) que se encontraban diluidas en medio LB
liquido a 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10,000, estas diluciones fueron realizadas con la
finalidad de obtener colonias aisladas de E. coli Rosetta 2 DE3 las cuales sirvieron para la

preparacion de células competentes.

Preparacion de medio LB liquido. Se diluyé una concentracion de 20 g L' de medio LB
(LB Broth, Sigma-Aldrich) en 110 mL de H;O, posteriormente se ajusté el pH a 7.5y se
afor6 a 120 mL, posteriormente se tomaron 20 mL del medio preparado y se dividieron en
partes iguales en 4 tubos de ensayo con tapas, los 100 mL restantes se colocaron en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL, después dichos medios fueron esterilizados en una
autoclave a 1.2 kg cm? por 15 min (Nota 1), al finalizar la esterilizacion se esperé a que
los 100 mL de medio se enfriaran para agregarles 34 ug mL™ cloranfenicol, a los demas

medios que se encontraban en tubos de ensayo no se les agrego antibiotico.

2.2.2.6 Preparacion de células competentes E. coli Rosetta 2
(DE3)

La siembra de las diluciones de la cepa de E. coli Rosetta 2 (DE3) 1:10, 1:100, 1:1000 y
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1:10,000, en medio LB sdlido que contenia 34 ug mL" de cloranfenicol, el cultivo fue
incubado a 37 °C durante 12 horas, posteriormente solo se guardo el cultivo o las cajas en
las que se obtuvieron colonias bacterianas aisladas ya que éstas fueron destinadas para

la preparacion de células competentes.

Se tomo una colonia de E. coli Rosetta con un palillo estéril y se cultivdo en 5 mL de medio
con 34 ug mL™", el cultivo estuvo durante 12 horas con una agitacion de 200 rpm a 37 °C,
posteriormente se tomo6 un volumen de 0.2 mL del cultivo y se inoculé en 100 mL de
medio LB conteniendo 34 ug mL™ cloranfenicol. El nuevo cultivo fue sometido a 200 rpm a
37 °C hasta alcanzar una densidad éptica de 0.4 medido a una absorbancia de 550 nm,
seguido de esto, se procedié a detener el crecimiento microbiano bajando la temperatura
al colocar el cultivo en hielo, de esta forma se mantuvo durante 20 minutos antes de
pasarlo a tubos de centrifuga de 50 mL estériles para recuperar las bacterias a 4,000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C, después de desechar el sobrenadante, se resuspendio la
masa bacteriana en 5 mL de CaCl; a una concentracion final de 0.1 M (solucién fria).
Después de 30 minutos en hielo se recuperaron las células bacterianas a 2,500 rpm
durante 15 minutos a 4 °C, posterior a haber desechado el sobrenadante se
resuspendieron las células bacterianas en 0.7 mL (0.1M) de CaCl; y 0.3 mL de glicerol a
50% (solucion total de 1 mL), dichas células competentes se guardaron en alicuotas de 50
pL a -80 °C.

2.2.2.7 Transformacion de células competentes de E. coli
ROSETTA 2 (DE3)

Preparacion de medio LB sélido. Se tomaron 20 g de medio LB (LB Broth, SIGMA-
ALDRICH) y se diluyeron en 180 mL de agua, posteriormente se ajusté el pH y se le
agregaron 15 g de agar bacterioldgico (bacteriological agar for molecular biology SIGMA-
ALDRIC) posteriormente el medio se aforé a 200 mL y se procedid a esterilizarlo en una
autoclave a 1.2 kg cm por 15 min. Al finalizar la esterilizacion, el medio fue trasladado a
una campana de flujo laminar y se esperé a que tuviera una temperatura de 35 °C para
poder agregarle 100 ug mL™" de ampicilina y 34 ug mL™" de cloranfenicol, a continuacion,

el medio fue traspasado a 10 cajas de Petri estériles (Nota 2).
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Se tomaron dos alicuotas de 50 uL de las células competentes descritas anteriormente,
una servira como testigo, en tanto que la otra sera transformada con el plasmido petlAR3-
3. Ambas alicuotas se colocaron en hielo (durante 10 minutos aproximadamente) hasta su
completa descongelacion, posteriormente se les agrego el plasmido en un ambiente
estéril (campana de flujo laminar), excepto la muestra testigo. La muestra se mantuvo en
hielo durante 15 minutos, pasado este tiempo, las bacterias fueron incubadas a 42 °C
durante dos minutos para inducir la entrada del plasmido por lo que al finalizar dicho
tiempo, las muestras fueron nuevamente incubadas en hielo durante 5 minutos, después
de todo este proceso, a dichas alicuotas se les agregé 1 ml de medio LB (agregado en
campana) sin ampicilina y se cultivd durante 60 minutos a 37 °C a 200 rpm, después de la
incubacién se plaquearon, con la ayuda de una aza bacteriologica ,100 uL, 50 pL, 25 uL y
12.5 L del cultivo en cajas de Petri con medio LB sdlido que contenia 100 ug mL™" de

ampicilina y 34 yg mL™" de cloranfenicol, el cultivo fue incubado a 37 °C durante 12 horas.

Al finalizar el periodo de cultivo, se corroboré que el testigo no creciera, con esto se
comprobd que se tenia un cultivo aséptico, mientras que el cultivo con las bacterias
transformadas fueron guardadas a 4 °C (Nota 3) hasta su utilizaciéon para la produccion

de la proteina recombinante (amidohidrolasa IAR3).
2.2.2.8 Notas

Nota 1. Los cultivos sin antibiéticos serviran como preinéculo para cultivar una colonia

bacteriana aislada y para obtener células competentes.

Nota 2. Es importante no agregarle el antibiético cuando el medio esta muy caliente ya
que se degrada y tampoco cuando esta muy frio ya que no se va a solubilizar de forma

homogénea ademas que no se podra trasferir dicho medio a las cajas de Petri.

Nota 3. Es importante que dichos cultivos estén herméticamente sellados para evitar la
contaminacion, ademas de que no se pueden guardar mas de un mes porque las células

ya no suelen crecer después de dicho tiempo.
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2.2.3.1 Expresién del gen recombinante IAR3 de C. canephora en

Rosetta 2(DE3) y la preparacion del lisado bacteriano

2.2.3.2 Materiales

Material bioldgico: Cepa de E. coli ROSETTA 2 (DE3)

2.2.3.3 Instrumentacion

Instrumentacién para medio LB para pre-inoculo de E. coli ROSETTA 2 (DE3).

1.

2.

8.

9.

Vaso de precipitado de 500 mL (para preparar el medio).
Micropipetas de 10 pL.

Probetas de 500 mL.

Matraces Erlenmeyer de 250 mL.

Potenciometro (OHAUS).

Autoclave.

Campana de flujo laminar.

Palillos estériles.

Incubadora en agitacion (Orbit Environ Shaker).

Instrumentacion para producir el medio LB de induccién para E. coli ROSETTA 2 (DE3).

1.

2.

Vaso de precipitado de 2 L.
Micropipetas de 1 mL
Probetas de 2 L

Matraces de 2 L

Papel aluminio.

Autoclave.

Campana de flujo laminar
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8. Incubadora con agitacién (Orbit Environ Shaker).
9. Incubadora a 18 °C.
Materiales para la preparacion de soluciones madres.
1. Vaso de precipitado de 2 litros.
2. Pipetas de vidrio de 15 mL
3. Botellas de vidrio de un litro (Kimax Kimble).
4. Balanza analitica.
Materiales para la purificacion de la IAR3.
1. Sonicador.
2. Centrifuga.
3. Equipo de filtracion.
4. Politrén.
5. Membranas de 45 um.
6. Bomba de vacio.
7. Membranas de celulosa.
8. Tubos Falcon de 50 mL.
9. Vasos de precipitados.
10. Micropipetas de 1,000, 200 y 10 pL.
11. Columna de afinidad de niquel.
12. Jeringa de 5 mL.

13. Nevera con hielo.
2.2.3.4 Reactivos y amortiguadores

Medio LB para pre-inoculo: 20 g L' de medio LB (LB Broth, SIGMA-ALDRICH), 100 ug

mL"" de ampicilina y 34 ug mL™" de cloranfenicol; pH 7.5.
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Medio LB para induccién: 20 g L' de medio LB (LB Broth, Sigma-Aldrich), 100 ug mL™" de
ampicilina, 34 pug mL™" de cloranfenicol, 0.5 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG), pH 7.5.

Soluciones madres

Un litro a 2 M de Tris (hidroximetillaminometano (Tris base), pH 8.

500 mL de NaCl 4 M.

Amortiguador de lisis. Tris base 50 mM pH 8, EDTA 1 mM y PMSF 1 mM (Nota 1).

Amortiguador para lavar los cuerpos de inclusion. Tris base 50 mM, pH 8, EDTA 1 mM,
PMSF 1 mM y desoxicolato de sodio (DOC) 2%.

Solucién amortiguadora para solubilizar proteinas. Tris base 50 mM, pH 8, NaCl 300 mM,
KCI 400 mM, dodecilsulfato sodico (SDS) 2%, B-mercaptoetanol 20 mM (Nota 2).

Amortiguador de dialisis. 100 mM de Tris, 50 mM de NaCl, 1 M de urea, 0.5 M de urea y

sin urea.
2.2.3.5 Métodos

Preparacion del medio para pre-inéculo y el establecimiento del primer cultivo. Se realiz6
la preparaciéon de 20 g L' de LB (LB Broth, Sigma-Aldrich) a un volumen total de 100 mL
con un pH de 7.5, después de esto, dicho medio fue puesto en un matraz Erlenmeyer de
250 mL (Nota 3), a continuacion se procedi6 a esterilizarlo en una autoclave a 1.2 kg cm=
por 15 min, al finalizar la esterilizacién, el medio se trasladé a una campana de flujo
laminar en donde se espero a que se enfriara para agregarle 100 uyg mL™" de ampicilina y
34 uyg mL™" de cloranfenicol. Posteriormente se llevaron a la misma campana los cultivos
que tenian las colonias aisladas de Rosetta 2 (DE3) previamente transformadas con el
plasmido petlAR3-3, con la ayuda de un palillo estéril se aislé una colonia y se sembré en
los 100 mL de medio LB recién preparado, posteriormente, el cultivo fue incubado a 37 °C
a 200 rpm durante 12 horas en un orbitador. De igual forma se procedié con la cepa
Arctic, la diferencia fue en el tipo de antibidtico ya que en este caso se utilizaron 20 ug mL"

' de gentamicina en lugar de cloranfenicol.
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Preparacion del medio LB para induccion y el establecimiento del segundo cultivo de
rosetta 2DE3 y Arctic DE3. Al finalizar las 12 horas del cultivo anterior, se prepar6 1 L de
medio LB a una concentracién de 20 g L' después de ajustar el pH a 7.5, se procedio a
colocarlo en dos matraces de 2 litros, posteriormente se procedio a esterilizar dicho medio
a 1.2 kg cm? por 15 min. Al finalizar la esterilizacion, el medio fue trasladado a una
campana de flujo laminar y se esperd a que se enfriara, después se le agregaron 100 ug
mL" de ampicilina y 34 ug mL" de cloranfenicol en el caso de la cepa Rosetta 2DE3 y
para la cepa Arctic DE3 se le agregaron 100 yg mL™' de ampicilina y 20 yg mL" de
gentamicina. Al finalizar dicho proceso se procedié a dividir el cultivo de pre-inoculo (100
mL del cultivo anterior) en 50 mL para ser inoculados en los matraces, posteriormente, el
cultivo fue incubado a 37 °C a 200 rpm hasta que se alcanz6 una densidad 6ptica de 0.6
(Nota 4). A continuacion, el cultivo fue incubado a 4 °C para detener el crecimiento
bacteriano durante 30 minutos, al finalizar dicho tiempo, se le agregé isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) 0.5 mM en un ambiente estéril con excepcion de los testigos
que no fueron inducidos con IPTG, posteriormente se procedié a incubar los cultivos a 17
° C (Rosetta 2DE3) y 10 °C (Arctic DE3) a 220 rpm durante 16 horas.

Lisado bacteriano y extraccion de las proteinas. Al finalizar las 16 horas de incubacion el
cultivo fue centrifugado a 5,000 rpm por 12 minutos, la pastilla bacteriana se resuspendio
con 40 mL de amortiguador de lisis (Tris 50 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM),
posteriormente a la solucién se le agrego lisozima 1 mg mL™" y se incubd en hielo durante
30 minutos. Después de haber transcurrido 30 minutos de incubacion, las bacteria fueron
lisadas por sonicacion a 10 pulsos durante 30 segundos con descansos de 30s, al
finalizar, el lisado bacteriano fue centrifugado a 10,000 rpm a 4° C por 30 minutos, se

obtuvieron 2 fracciones: la fraccion soluble y la fraccion insoluble .

Fraccion soluble. La fraccién soluble obtenida fue pasada a través de una membrana
Millipore con poros de 40 pm y posteriormente se tomé un mL como muestra
representativa de los 40 mL para medir la concentracién de proteina total mediante el

meétodo de Peterson, antes iniciar la purificacion de la proteina IAR3.
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2.2.3.6 Aislamiento de cuerpos de inclusion de la fracciéon

insoluble.

Los cuerpos de inclusion fueron resuspendidos con el amortiguador de lisis | (Tris 50 mM
pH 8.5, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM) a esta solucion se le agregdé desoxicolato de sodio al
2%(DOC) y se procedid a sonicar la mezcla con los intervalos de 10 pulsos de 30
segundos (20 watts) con descansos de 30s, posteriormente, los cuerpos de inclusion se
recuperaron por centrifugacién a 12,000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. A continuacion la
pastilla formada se lavé con agua destilada y se resuspendié en el amortiguador de
solubilizacién (Upadhyay et al., 2014; Singh et al., 2012).

2.2.3.7 Solubilizacidén de proteinas de cuerpos de inclusion

2.2.3.7.1 Primer protocolo para solubilizar los cuerpos de

inclusion con diferentes concentraciones de SDS.

Los cuerpos de inclusion fueron suspendidos en 40 mL de amortiguador que contenia Tris
50, mM pH 8, NaCl 300 mM, B-mercaptoetanol 20 mM, dicha solucion se dividié en cuatro
concentraciones de SDS (0.5%, 1%, 1.5%, 2%) posteriormente se sonicd con 10 pulsos
de 30s y con 30s de descanso (He y Ohnishi, 2017; Upadhyay et al., 2014).

2.2.3.7.2 Segundo protocolo para solubilizar los cuerpos de

inclusion con diferentes concentraciones de urea

Los cuerpos de inclusion fueron suspendidos en 40 mL de amortiguador que contenia Tris
50, mM pH 8, NaCl 300 mM, B-mercaptoetanol 20 mM, dicha solucién fue dividida en tres
partes iguales a las cuales se les agrego diferentes concentraciones de urea (2 M, 4 My 8

M), posteriormente se sonicé con 10 pulsos de 30s y con 30s de descanso.
2.2.3.7.3 Activacion de la proteina soluble

Eliminacion de las diferentes concentraciones de SDS. Los cuerpos de inclusion se
rompen al ser tratados con SDS al 2%, por lo que la proteina es liberada de los agregados

proteicos, pero no es activa ya que se encuentra parcialmente desnaturalizada, para

46



CAPITULO II

activar a la proteina de interés es necesario quitar el SDS agregandole KCI 400 mM, al
incubar la solucién durante 2 horas a 4 °C, durante ese tiempo se formé un compuesto
insoluble de SDS-KCI el cual fue retirado por centrifugacion a 10,400 x g. La proteina libre
de SDS queda en el sobrenadante, el cual es recuperado y guardado a -20 °C hasta su

proximo uso (purificacion) (Upadhyay et al., 2014).

Eliminacion de las diferentes concentraciones de urea. Para plegar a las proteinas
solubilizadas con urea, fue necesario dializar la solucidon para eliminar a dicho agente
caotrépico, para ello, el amortiguador de dialisis contenia Tris 100 mM, pH 8, NaCl 50
mM, asi como un gradiente descendente de concentraciones de urea (urea 1M, 0.5 My 0
M), el proceso fue el siguiente: se preparé un litro del amortiguador ya mencionado y se le
agrego la primera concentracién de urea (urea 1 M), posteriormente las proteinas solubles
fueron puestas en una bolsa de dialisis (dialysis tubing cellulose membrane 43 mm,
Sigma-Aldrich) y dializadas durante 4 horas. Al finalizar dicho tiempo se cambié la
solucion de dialisis (1 L de solucién de dialisis, 0.5 M de urea) y se dejé dializando durante
4 horas, después de transcurrir dicho tiempo se cambié la solucion de dialisis (1 L de
solucion de didlisis sin urea) y de dejé 4 horas mas, finalmente se realiz6 el ultimo cambio
de solucion de dialisis (500 mL de solucion de dialisis sin urea) y se dejo por 4 horas. Al
finalizar dicho tiempo las proteinas solubles, sin urea, fueron guardadas en un tubo Falcon

a -20 °C hasta su purificacion. Todo el proceso se realiza a 4 °C.
2.2.3.6 Notas

Nota 1. El amortiguador de lisis se debera prepara al instante de ser utilizado, no se

puede guardar dicha solucién para su uso posterior.

Nota 2. Preparar un litro de esta solucion sin las sales de NaCl y KCI ya que estas sales
precipitan al SDS. Guardar la solucion a temperatura ambiente. Cuando se use el
amortiguador, mezclar el amortiguador sin sales con la pastilla de cuerpos de inclusion y
se le agrega el NaCl, después se realiza la sonicacion y finalmente se le agrega el KCI

para precipitar al SDS.

Nota 3. El matraz Erlenmeyer debera estar tapado con papel aluminio, dicha tapa se fija

con una liga para evitar que este se mueva de su lugar.
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Nota 4. Con la ayuda de una micropipeta tomar 2 mL y colocarlo en una celda, este paso

debe ser realizado en la campana de flujo laminar para evitar cualquier contaminacion.

2.2.4.1 Cuantificacion de proteina mediante el método de Peterson

2.2.4.2 Materiales

Extracto crudo, nevera con hielo, tubos de ensayo de 15 mL, tubos Falcon de 50 mL,
micropipetas de 1 mL, puntas de 1 mL, espectrofotometro, centrifuga, matraz volumétrico,

vaso de precipitados y botella ambar.
2.2.4.3 Reactivos

1. Volumen de la muestra. 10 pyL de la muestra representativa de la fraccién soluble,
20 pL de la fraccioén insoluble y 50 uL del eluato (en donde se encuentra la

proteina IARS3 purificada) (Nota 1).

2. Solucion madre de albumina. El volumen total de la solucion madre fue de 10 mL a

una concentracion de 1 mg mL™" de albumina (guardar a 4 °C).

3. Solucién madre de desoxicolato de sodio (DOC). El volumen total de la solucién de

DOC fue de 30 mL a una concentracion del 0.15%.

4. Solucion madre de acido tricloroacético (TCA) (C,HCI302). El volumen total de la

solucion de TCA fue de 100 mL a una concentracion de 72%.

5. Solucién madre de cobre tartrato carbonato (CTC). 10% de NaCOs, 0.1% de
CuSO04.HO y 0.2% de tartrato de sodio y potasio (KNaC4sHsOs-4H20); el

volumen total de esta solucion fue de 100 mL.

6. Solucién madre de dodecilsulfato de sodio (SDS). 10% de SDS; el volumen total

de esta solucion fue de 100 mL.

7. Solucion madre de NaOH. 0.8 N de NaOH; el volumen total de esta solucion fue de
100 mL.

8. Reactivo A). Mezcla de los reactivos CTC, NaOH, SDS y H>O en proporcion

1:1:1:1 en un volumen total 10 mL.
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9. Reactivo B). Mezcla de un volumen de reactivo de Folin Ciacalteau en 5

volumenes de H2O, volumen total 10 mL.
2.2.4.3 Métodos

Para determinar la concentracién de proteina total, ya sea del extracto soluble, de la parte
insoluble y del eluato se sigue los mismos pasos y se utiliza las mismas concentraciones y
cantidades de reactivos, ya que todos parten de una muestra representativa en la que se

intuye una cantidad de 5 a 100 ug de proteina, la cual es aforada a 1 mL con H-O.

En un tubo de ensayo de 15 mL, se agregaron 20 pL de la muestra representativa y 980
puL de H20. Por otro lado, en seis tubos de ensayo de 15 mL se agregaron distintas
concentraciones de albumina a excepcién del blanco, 0.1 ug mL™, 0.2 yg mL™", 0.4 ug mL-

0.6 ugmL?, 0.8 ugmL'y 1 ugmL™".

A las muestras aforadas a 1 mL, se les agregd 0.1 mL de DOC, posteriormente con la
ayuda de un vortex se homogenizé la mezcla, después se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos, al finalizar dicho periodo, se incubd en hielo durante 5 minutos, al
terminar el periodo de incubacion se procedié a agregarle 0.1 mL de TCA, después de
homogenizar la mezcla con la ayuda de un vortex, se procedié incubar la reaccién en
hielo durante 20 minutos, al concluir dicho periodo de incubacién las muestras se
centrifugan a 3,000 rpm durante 15 minutos. Se descarté el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en el reactivo A, después, se adiciond 1 mL de H.O a cada muestra y se
procedié a agitar el tubo con la ayuda de un vortex, posteriormente la reaccién fue
incubada a temperatura ambiente durante 2 minutos, al finalizar el tiempo se agregaron
0.5 mL del reactivo B. La reaccién se dejo incubando a temperatura ambiente durante 1

hora y finalmente se procedié a medir la absorbancia a 750 nm.

Para medir la absorbancia de las muestras, primero se midié la absorbencia del blanco
que contenia todos los reactivos menos proteinas o la muestra. Posteriormente se
precedié a medir la absorbancia de las soluciones con albumina de forma ascendente,
después se midid nuevamente la muestra blanco y se procedidé a medir la absorbancia de
las muestras con las proteinas de interés, finalmente de acuerdo a la recta se procedio a

realizar los calculos necesarios para determinar la concentracion proteinica ya sea en el
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extracto crudo (soluble o insoluble) o en el eluato (proteina purificada en solucion).
2.2.4.4 Notas

Nota 1. El volumen que se toma de la muestra depende de la concentracion de proteinas,
debido a que dicho dato se desconoce, en un principio se toman varios volimenes para
ver cual se encuentra dentro del rango de medicion, posteriormente solo se aparta un
volumen aproximado para determinar la concentracién proteica, para la solucion con la
IAR3, se tomaron 30 pL.

2.2.5.1 Purificacion de la proteina IAR3, mediante cromatografia

de afinidad con metal inmovilizado (IMAC)
Material biolégico: extracto crudo de E. coli Rosetta 2(DE3)
2.2.5.2 Instrumentacioén

Materiales para la preparacion de soluciones madres. Vaso de precipitados de 2 L,
botellas de vidrio de un litro (Kimax Kimble), balanza analitica capaz de medir una masa

de 50 g, espatulas de metal o de plastico.

Materiales para la purificacion de la IAR3: tubos Falcon de 15 y 50 mL, vaso de
precipitados, micropipetas de 1000, 200 y 10 pL, columna de afinidad de niquel
(HisTrapTM FF 5 X1, Vol. 1 mL, GE Healthcare Life Sciences), jeringa de 5 mL, nevera

con hielo, tubos Eppendorf de 1y 2 mL, membranas de celulosa y pinzas de dialisis.
2.2.5.3 Reactivos y soluciones amortiguadoras

1. Soluciones madres.
a. 1 litro de Tris base 2 M, pH 8.
b. 250 mL de EDTA 500 mM (Nota 1).
c. 100 mL de NiCl, 100 mM.
d. 500 mL NaCl 4 M.

e. 1 litro de imidazol 1 M.
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2. Extracto crudo. 1 mg de proteina total, 1% de tritén, 20 mM de Tris base, pH 8,
NaCl 500 mM, imidazol 5 mM y p-mercaptoetanol 10 mM (Nota 2).

3. Solucién de equilibrio. Tris base 20 mM, pH 8 y NaCl 500 mM.

4. Solucion de lavado I. Tritén 1%, etanol 20%, imidazol 10 mM, B-mercaptoetanol 10
mM, Tris base 20 mM y NaCl 0.5 mM.

5. Solucién de lavado II. Tritén 1%, etanol 20%, imidazol 20 mM, B-mercaptoetanol
10 mM, Tris base 20 mM y NaCl 0.5 mM.

6. Solucién de lavado lll. Imidazol 40 mM.
7. Solucién de elucion |. Imidazol 100 mM.
8. Solucioén de elucion Il. Imidazol 200 mM.
9. Solucién de elucion lll. Imidazol 250 mM.
10. Solucion de elucion IV. Imidazol 500 mM.

11. Solucion de dialisis Ill. Tris base 100 mM, pH 8 y NaCl 50 mM.

2.2.5.4 Metodologia

Antes de iniciar con el proceso de purificacidon se prepararon las distintas soluciones
madres (Nota 3) con los respectivos volumenes ya mencionados, también se procedi6 a
preparar 200 mL de la solucién de equilibrio, 200 mL de la solucién de lavado |, 50 mL de
la solucion de lavado Il, 50 mL de la soluciéon de lavado Ill, 50 mL de la solucién de
elucién I, 50 mL de la solucion de elucion I, 50 mL de la solucién de elucion 11l y 50 mL de
la solucion de elucion 1V, asi como la preparacion de la solucion de dialisis Ill (Nota 4) y

posteriormente se continud con el proceso de purificacion.

Una vez determinada la concentracién de proteina total, se procedié a purificar a la IAR3
usando la cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC), para ello se utilizé
una columna de afinidad (HisTrapTM FF 5 X1, Vol. 1 mL, GE Healthcare Life Sciences).

A partir de los resultados obtenidos de la determinacién de la concentracion de proteina
total, se procedié a tomar 0.47 mL del extracto crudo (Nota 5) que contenia 1 mg de

proteina total y se le agregaron 4.53 mL de una solucion que contenia Tris base 20 mM,
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pH 8, NaCl 500 mM, B-mercaptoetanol 10 mM e imidazol 5 mM para un volumen total de 5

mL, el resto del extracto crudo fue guardado a -20 °C (Nota 6).

Una vez preparado el extracto crudo, se procedié a equilibrar la columna de afinidad, para
ello se le pasaron 5 mL de la solucion madre de EDTA, 12 mL de HO, 5 mL de la
solucién madre de NiClz, 12 mL de H>O y 12 mL de la solucion de equilibrio (agregarlo en
dicho orden). Posteriormente, los 5 mL del extracto crudo previamente preparado (Nota 7)
fueron pasados a través de la columna previamente equilibrada con una velocidad de flujo
de 1 mL min', posteriormente se pasaron 4 mL de la solucién de lavado |, 4 mL de la
solucion de lavado Il y 4 ml de la solucién de lavado lll, al finalizar los lavados se procedié
a eluir las proteinas unidas inespecificamente a la matriz cromatografica, para ello se
pasé a través de dicha columna 2 mL de la solucién de elucion |, 2 mL de la soluciéon de
elucién Il. Para eluir la proteina de interés se pasaron 2 mL de la solucion de elucion lil,
después, todos los aluatos incluyendo los lavados, fueron guardados a -20 °C (Nota 8).
Después de la purificacion se realizd un analisis por electroforesis en un gel de SDS al
15%.

2.2.5.5 Notas

Nota 1. Para preparar esta solucion es necesario ajustar a un pH 8 para que se disuelva y

guardarla a 4 °C.

Nota 2. El B-mercaptoetanol 10 mM debera ser agregado al final para evitar dafios en la

proteina de interés debido a la oxidacién de los enlaces de disulfuro causados por el DTT.

Nota 3. Es importante tener preparadas las soluciones madres, ya que al instante no es
posible prepararlos, ademas, todas las soluciones preparadas a partir de las soluciones
madres deberan tener una temperatura de 4 °C, para evitar la degradacion de las

proteinas de interés.

Nota 4. Estas soluciones deberan ser guardadas a 4 °C, en el caso de que sean
preparadas momentos antes de ser utilizadas deberan ser incubadas a 4 °C durante 1

hora y posteriormente durante su uso deberan estar en hielo.

Nota 5. La cantidad de volumen tomado del extracto crudo para purificar es dependiente
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de la concentracion de proteina total presente.

Nota 6. Es importante dividir el extracto crudo en alicuotas menores para evitar estar

descongelando todo el material con el que se cuenta.

Nota 7. El volumen del extracto crudo fue de 0.47 mL, sin embargo, con todos los
reactivos agregados, el volumen se incrementd a 5 mL, esto se hizo para cometer menos

errores a la hora de medir los volumenes requeridos.

Nota 8. Todas las soluciones de lavado y de elucion deberan tener una temperatura de 1

a 4 °C, la velocidad del flujo debera ser 2 mL min™'.

2.2.6.1 Analisis por electroforesis

Material bioldgico: solucion de proteina total extraida de E. coli Rosetta 2DE3.
2.2.6.1.1 Instrumentacion

Vaso de precipitados de 100 mL, probetas de 25 y 100 mL, potenciémetro, micropipetas
de 10, 200 pL y de 1 mL asi como botellas ambar de 250, equipo de electroforesis
(Biorad).

2.2.6.1.2 Reactivos, soluciones amortiguadoras y condiciones de

la corrida.

1. 10 uL de N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diamina.

2. Solucién de mondémeros de acrilamida (30%). 29.2 g de acrilamida, 0.8 g bis-

acrilamida y H.O (Nota 1).
3. Amortiguador del gel separador. Tris1.5 M, pH 8.8 y 0.4 g SDS (Nota 2).
4. Amortiguador del gel compactador. Tris base 0.5 M, pH 6.8 y 0.4 g SDS (Nota 3).

5. Amortiguador de electroforesis. Tris base 0.125 M, glicina 0.96 M, 0.5% de SDS
(Nota 4).

6. Amortiguador de las muestras (EMLI 5X). Tris1 M, pH 6.8, glicerol 50%, SDS 10%,
0.5 mL de B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 1% y 0.9 mL de H.O (Nota 5).
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7. Condiciones de corrida: 100 voltios durante 2 horas (Nota 6).

8. Solucion de tincion. Coomassie Brillant Blue R-250 0.1%, acido acético 10% y
metanol 40% (Nota 7).

9. Solucién para destefiir. Agua destilada, acido acético 10% y metanol 40% (Nota
8).

2.2.6.2 Metodologia

Se descongelaron, en hielo, los 500 uL de EC (extracto crudo), EP (extracto procesado)
asi como los lavados y los eluatos, al mismo tiempo, mientras se descongelaban las

muestras, se procedio a preparar el gel separador y el gel concentrador en dicho orden.

Gel separador. Primero se verificd que el equipo estuviera limpio, después se preparo el
gel separador al 15%, para ello se tomaron 3.75 mL de la solucion de mondmeros de
acrilamida y se colocaron en un vaso de precipitados de 50 mL, posteriormente se
tomaron 1.875 mL del amortiguador del gel separador, después se tomaron 50 yL de PA
al 10% y 10 yL de TEMED, la mezcla fue homogenizada mediante una leve agitacién
manual. Posteriormente con la ayuda de una micropipeta de 1 mL se coloco en el molde
de electroforesis (previamente armado) dejando 2 cm de espacio para el gel compactador,
en dicho espacio se coloco agua destilada para evitar el contacto del gel separador con el
aire durante la polimerizacion (Nota 9), después de 20 minutos entre el gel separador y el
agua se pudo observar una pequena raya lo que es un indicativo de que la polimerizacién
de dicho gel ha concluido, por lo que al observar esto se procedié a preparar el gel

compactador.

Gel compactador. Para la preparacion del gel compactador al 4%, se tomaron 0.650 mL
de la solucibn de mondmeros de acrilamida, 1.25 mL del amortiguador del gel
compactador, 3.05 mL de HO, 25 yL de PA y 5 uyL de TEMED. Posteriormente se
procedié a quitar el agua que se encontraba en la parte superior del gel separador y en su
lugar se agregd el gel compactador recién preparado (Nota 10), posteriormente se
procedid a ponerle un molde (forma de peine) capaz de formar 10 pocitos en los que se
colocaran las muestras, después se esperd a que dicho gel polimerizara para quitar el

molde y poder cargar las muestras.
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Preparacion y colocacién de las muestras. Una vez descongeladas las muestras se
procedié a prepararlas, para ello, se tomaron 24 yL de cada muestra y se procedio a
colocarlos en tubos Eppendorf de 1.5 mL, posteriormente se les agregaron 6 pL de
amortiguador de las muestras (EMLI 5X) (Nota 11); por otra parte se procedié a preparar
el marcador molecular (Bio-Rad, Prestained SDS-PAGE Standards, broad range), para
ello se tomaron 2 uL del marcador y se colocaron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL,
después se le adicionaron 22 yL de H20 y finalmente se le agregaron 6 yL de EMLI 5X.
Posteriormente se procedioé a desnaturalizar a las proteinas de las muestras previamente
preparadas a 95 °C con la ayuda de una placa de calentamiento (Multi-Block Heater),
finalmente, con la ayuda de una microcentrifuga se realizé una centrifugacion rapida de 30
segundos y se procedio a cargar las muestras en los respectivos pocitos formados por el
molde (Nota 12) para ello, el equipo de electroforesis fue previamente ensamblado y se le
colocé el amortiguador de electroforesis, después se realizé la corrida a 100 V durante 2

horas.

Visualizacién de las muestras. Para poder observar a las proteinas, se realizé la tincién
del gel con la solucién para tincion de geles que contenia como reactivo principal al
Coomassie Brillant Blue R-250, la tincién fue realizada durante 30 minutos,
posteriormente el gel fue destefido con la solucién para destefir durante 8 horas y se

visualizé la pureza de la proteina purificada.
2.2.7.3 Notas

Nota 1. Disolver la acrilamida y la bis-acrilamida en 80 mL de H2O, posteriormente aforar

a 100 mL con H0O, al finalizar filtrar y guardar en botella ambar de vidrio en a 4 °C.

Nota 2. Disolver 18.17 g de Tris base en 60 mL de H-O, ajustar el pH, adicionar 0.4 g de

SDS y aforara la solucion a 100 mL con H>O y guardar la solucién a 4 °C.

Nota 3. Disolver 6.05 g de Tris base en 60 mL de H-»O, ajustar el pH y adicionar 0.4 g de

SDS y aforara la solucién a 100 mL con H-O y guardar la solucion a 4 °C.

Nota 4. Para preparar esta solucion disolver los reactivos en 300 mL de H»O y aforar a
500 mL.

55



CAPITULO II

Nota 5. Pesar la cantidad correspondiente de Tris para 1 M, ajustar el pH a 6.8 para 10
mL y disolverlo en 0.6 mL, tomar un volumen de 5 mL de glicerol para tener una
concentracion del 50% ya que el volumen final debe ser de 10 mL, pesar la cantidad
correspondiente de 10% de SDS para 10 mL y disolverlo en 2 mL, tomar 0.5 mL de B-
mercaptoetanol, tomar 1 mL de azul de bromo fenol para que esté al 1% y finalmente
aforar con 0.9 mL de H2O, posteriormente dividir los 10 mL en 5 tubos Eppendorf de 2 mL

y guardarlos a -20 °C.

Nota 6. El tiempo de la corrida no esta bien definido ya que las concentraciones de sales
pueden retardar dicho proceso, pero aproximadamente dura 2 horas; es muy importante

estar al pendiente, para evitar que la muestra se salga de gel.

Nota 7. Para preparar este reactivo se tomoé 1 g de Coomassie Brillant Blue R-250 y se
disolviéo en 500 mL de agua, posteriormente se le agregaron 100 mL de acido acético y

400 mL de metanol.

Nota 8. Para la preparacion de esta solucion se mezclaron en 500 mL de H20 con 100 mL

de acido acético y 400 mL de metanol.

Nota 9. Al momento de agregarle el agua destilada es muy importante no perforar el gel
con la corriente, por lo que la velocidad de flujo debe ser baja al momento de impactar

contra el gel de acrilamida.

Nota 10. Es muy importante quitar el agua completamente para evitar cambios en la
concentracion del gel compactador, para ello se puede utilizar papel absorbente y sin
tocar el gel separador secar la superficie, posteriormente agregar el gel compactador e
inmediatamente colocar el molde para formar los pozos, cuidando que no quede burbuja

alguna.

Nota 11. Es bastante obvio que cada muestra va en un tubo por separado, asi como el
cuidado de la temperatura a la que las muestras estan siendo expuestas, esta, no deberia
ser mayor a 5 °C, por otra parte, el reactivo EMLI 5X debera ser agregado en campana de

extraccion ya que es un reactivo cancerigeno.

Nota 12. Para cargar las muestras se puede utilizar puntas de punta fina de 200 pL o se

puede ocupar una jeringa de HPLC solo que en este caso se tiene que enjuagar la jeringa
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con H20 varias veces.

2.2.7.1 Caracterizacion bioquimica de la capacidad catalitica de la
proteina IAR3

2.2.7.2 Materiales

Material biolégico. Amidohidrolasa IAR3.
2.2.7.3 Instrumentacién

Pipetas de 1 mL, 200 uyL y 20 uL con sus respectivas puntas, tubos Falcon para
soluciones madres, probetas de 100 y 10 mL, tubos de ensayo de 5 mL, vaso de
precipitados, incubadoras, celdas, espectrofotdmetro, matraz volumétrico de 25 mL,
HPLC, tubos Eppendorf de 1.5 mL, refrigerador de 4 °C y congelador de -20 °C.

2.2.7.4 Reactivos

1. Solucion de la reaccién (primera parte). 100 yL del volumen total de la reaccion, 10
Mg de proteina IAR3, N-3-indolilacetil-L-alanina 1 mM, Tris 100 mM, pH 7.5,
MnCl, 200 pM (cofactor), C4H1002S2 1 mM (DTT).

2. Soluciones testigos.

a. 100 yL del volumen total de la reaccion, 100 mM Tris, pH 7.5, 200 uyM
MnCl. (cofactor), C4H1002S2 1 mM (DTT).

b. 100 uL del volumen total de la reaccion, N-3-indolilacetil-L-alanina 1 mM,
100 mM Tris, pH 7.5, MnCl; 200 uM (cofactor), CsH1002S2 1 mM (DTT).

c. 100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3
desnaturalizada, N-3-indolilacetil-L-alanina 1 mM, Tris pH 100 mM 7.5,
MnClz 200 pM (cofactor), CsH1002S2 1 mM (DTT).

3. Solucién de la reaccion (segunda parte). 20 pyl HCI 1 M (para detener la reaccion),

200 pL de acetato de etilo.

4. Solucion para el sistema de cromatografia en capa fina (TLC). 5 mL de acetato de
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etilo, 3 mL de acetona, 1 mL de etanol y 1 mL de agua grado HPLC o

tridestilada.

2.2.7.5 Métodos

2.2.7.6. Ensayos enzimaticos

Para cada ensayo enzimatico las concentraciones del amortiguador, cofactor, agente
reductor, sustrato y catalizador, se muestran en la seccion de reactivos. Por otra parte, el
tiempo de incubacién de las muestras, asi como de los testigos fueron de 2 horas a 36 °C,
al finalizar la incubacion, se procedié a realizar la extraccion del sustrato y del producto
obtenido con tres extracciones de 200 yL de acetato de etilo, para ello, fue necesario
homogenizar la muestra con la ayuda de un Vortex durante 1 minuto, al finalizar la
homogenizacién se procedié a separar la fraccion organica de la acuosa, después se
repitié el mismo proceso con la fase acuosa dos veces mas y finalmente se desecho la
fase acuosa y la fase organica fue secada con nitrdgeno gaseoso. Al finalizar el secado
de la fase acuosa se procedié a resuspender las muestras con 5 pL de acetato de etilo

para TLC y 100 pL de acetato d etilo para el analisis en el HPLC.
2.2.7.7 Analisis del AlA liberado por HPLC

Para el analisis de las muestras por HPLC se inyectaron 50 uL de la muestra en el HPLC
equipado con una columna de fase reversa Phenomenex Ultracarb 5 y ODS30 50 x 4,6

mm con un flujo de 2 a 3 mL min™', de acido acético al 1% en metanol al 20%.

2.3. RESULTADOS

2.3.1 La proteina IAR3 producida en cepas de E. coli (Rosseta

2DE3 y Arctic 2DE3) se encuentra en cuerpos de inclusion

Los cuerpos de inclusion son agregados proteicos que interaccionan con lipidos y
polisacaridos, por lo regular suelen tener una forma ovalada o circular, la solubilidad de
dichos agregados proteicos pueden ser altamente insolubles (muy comunes) o
medianamente soluble (poco comunes). Es muy razonable suponer que una proteina que

contiene mayoritariamente aminoacidos hidrofébicos en su cadena polipeptidica forme
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cuerpos de inclusién, sin embargo, aunque esto sea verdad, la formacion de cuerpos de
inclusién altamente insolubles también se debe al porcentaje de lipidos que contienen los
cuerpos de inclusion y que por ende interaccionan con las proteinas aglomeradas. Para
romper dichas estructuras moleculares es muy comun utilizar grandes concentraciones de
agentes caotropicos como urea 8 M o cloruro de guanidina 9 M e incluso se suele sustituir
dichos reactivos por altas concentraciones de detergentes. Para evitar dichos problemas
se han disefiado diversos protocolos para obtener cuerpos de inclusibn medianamente
solubles e incluso para evitar la formacion de dichos agregados proteicos, entre ellos y el
mas importante es la utilizacion de hospederos adecuados para producir proteinas
recombinantes, dichos hospederos han sido disefiados para ser cultivados a temperaturas
que van desde los 10 °C hasta los 17 °C armados con chaperoninas capaces de plegar
las proteinas a dichas temperaturas. Por otra parte, la incorporacién de plasmidos con
codones raros han mejorado la produccion de proteinas eucariotas producidas en
bacterias, el resultado de las mejoras muchas veces no logran evitar la formacion de los
cuerpos de inclusion en cepas de bacterias, a pesar de ello, los cuerpos de inclusion que
se forman suelen ser medianamente solubles por lo que la aplicacion a concentraciones
de 2 a4 M de urea o de 1 a 2% SDS posibilitan la recuperacion de las proteinas de los
cuerpos de inclusion. A continuacidon se muestran los resultados obtenidos de la
recuperacion de la proteina IAR3 de los cuerpos de inclusibn medianamente solubles,

utilizando diferentes estrategias.
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b TF TF5 FI (3 k) F& FI (% h) F& FIf12hy  F5

Figura 2.1. Perfil proteico de E. coli (Rosetta 2 DE3) durante la produccién
de IAR3. MM (marcador molecular), TFI (testigo fraccion insoluble), TSF (testigo
fraccion soluble), FI (3h) (fraccidon insoluble a las tres horas de cultivo) y su
respectiva FS (fraccién soluble), FI (6h) (fraccion insoluble a las seis horas de
cultivo), FI (12h) (fraccion insoluble a las doce horas de cultivo).

En la Fig. 2.1 se muestra la formacion de los cuerpos de inclusidon que contiene a la
proteina IAR3 en la cepa Rosetta 2 DE3 cultivadas en las condiciones mencionadas en la
metodologia. El primer carril corresponde al marcador de masa molecular, el segundo y el
tercer carril corresponden al testigo el cual se caracteriza por tener las mismas
condiciones de cultivo, las mismas bacterias transformadas con el plasmido que lleva el
gen codificante de la IAR3, la diferencia es que dicho cultivo no fue inducido con IPTG, es
por ello que no se puede apreciar la proteina recombinante, por el contrario los carriles
restantes que corresponden a los muestreos realizados a las 3 horas, 6 horas y 12 horas
muestran una banda adicional de 49.9 kDa en la fraccion insoluble, el cual corresponde a
la amidohidrolasa IAR3, esto indica que el hospedero estd guardando a la IAR3 en

cuerpos de inclusién desde el momento que se empieza a producir dicha amidohidrolasa.
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Es importante mencionar que se realizaron diversas pruebas con diferentes
concentraciones de IPTG (0.1 mM a 0.5 mM) con el objetivo de evitar que se formen los
cuerpos de inclusion, sin embargo, los resultados fueron muy similares a los mostrados en
las Fig. 2.1 y 2.2. Esto probablemente se debe a que el promotor T7 es un promotor
fuerte.

Pt TF TFS Flishy F& Flfzrt  F& Fliizhy  F=

A0 KD

124 KD

HKED

42780
HERERA N

34EED

282 kD

2B KL

Figura 2.2. Perfil proteico de E.coli (Artic DE3) durante la produccion de
IAR3. MM (marcador molecular), TFI (testigo fraccién insoluble), TSF (testigo
fraccion soluble), FI(3h) (fraccidon insoluble a las tres horas de cultivo) y su
respectiva FS (fraccion soluble), FI(6h) (fraccidn insoluble a las seis horas de
cultivo), FI(12h) (fraccién insoluble a las doce horas de cultivo).

Se ha reportado que la formacién de los cuerpos de inclusion se puede evitar utilizando
otras cepas de bacteria capaces de plegar a las proteinas recombinantes de forma
correcta a bajas temperaturas, ya que esto es uno de los multiples motivos que provocan
la formacion de cuerpos de inclusion; ademas, cada cepa de E. coli disehada para
producir proteinas recombinantes tienen diversas modificaciones, como la adiciéon de
codones raros en dicha bacteria o chaperoninas capaces de plegar a las proteinas a bajas

temperaturas, por lo que se procedio a utilizar la cepa Arctic DE3, ya que a diferencia de
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la cepa Rosetta 2 DE3, contiene chaperoninas encargadas de plegar a las proteinas de
forma correcta a 10 °C, sin embargo, los resultados que se muestran en la Fig. 2.2, fueron
similares a los obtenidas anteriormente con la cepa Rosetta 2 DE3 (Fig. 2.1). Como se
puede apreciar en la Fig. 2.2, el primer carril corresponde al marcador de masa molecular,
el segundo y el tercer carril corresponden a las fracciones insoluble y soluble del testigo
respectivamente, en dichos carriles no se puede apreciar ninguna banda proteica que
tenga una masa de 44.9 KD ya que dicho cultivo no fue inducido con IPTG, por el
contrario, los carriles de las fracciones insolubles de los muestreos tomados a las 3, 6 y
12 horas muestran una banda proteica que incrementa su volumen en paralelo con el
tiempo de cultivo, dicha banda proteica corresponde a la proteina heteréloga de la
amidohidrolasa IAR3, en cuanto a las fracciones solubles de cada muestreo no se puede
apreciar ningun perfil proteico que corresponda a la proteina 1AR3, estos resultados
muestran que la proteina IAR3 estd almacenada por el hospedero (Arctic DE3) en

cuerpos de inclusion.

Para determinar si dichos cuerpos de inclusion son de los comunes, es decir, dificiles de
disolver o de los poco usuales, faciles de disolver, se procedié a establecer dos protocolos
basados en el uso de urea y SDS para recuperar a la amidohidrolasa de los cuerpos de
inclusion, poniendo mayor énfasis en las concentraciones de los agentes
desnaturalizantes para evitar dafar a las proteinas. Por lo que a menor concentracion de
reactivos desnaturalizantes, mayor es la posibilidad de obtener a las proteinas

biolégicamente funcionales, dichos resultados son presentados a continuacion.

2.3.2. Proteinas solubilizadas con diferentes concentraciones de

SDS y urea

Es bastante normal que una proteina recombinate producida en E. coli forme cuerpos de
inclusién, ya que el hospedero reconoce a la proteina exégena como una posible
amenaza, sin embargo, al carecer de proteasas capaces de degradar in vivo a la proteina
recombinante, el hospedero inactiva a las proteinas recombinantes mediante la formacién
de agregados proteicos conocidos como cuerpos de inclusion, para resolver dicho

problema, los cuerpos de inclusién de la amidohidrolasa IAR3 recombinante se separaron
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de las proteinas solubles por centrifugacion, la cantidad de proteina soluble en la fraccion
soluble (FS) se muestra en el cuadro 2.1. Mientras que la fraccion insoluble fue lavada
con el amortiguador de Tris que contiene 2% de desoxicolato de sodio, dicha solucion fue
sonicada y centrifugada como se indica en la metodologia, con la finalidad de separar los
cuerpos de inclusion de lipidos, carbohidratos y de proteinas superficiales que interactian
con los cuerpos de inclusién, la cantidad de proteinas separadas de cuerpos de inclusion
se muestra en el cuadro 2.1 en la columna 3 fila 4. En cuanto a los cuerpos de inclusion
recuperados, estos fueron divididos en partes iguales para ser solubilizados con SDS (Fig.
2.3) y con urea (Fig. 2.4), la cantidad de proteina recuperada con SDS asi como con urea
se muestran en el cuadro 2.1. Es importante indicar que los datos presentados en el

cuadro 2.1 corresponden solo a las muestras tratadas con 2% de SDS y 4 M de urea.

Cuadro 2.1. Concentraciones de proteinas totales.

Abs A Concentracion Cantu?ad de
proteina en

(WL) (mL) (750 nm) (Wg-uL") .

VMRA VTSP

Muestras

20 40 0.338 4.74 189.6 mg
20 40 0.251 4.3 172 mg

Ps.SDS. 50 10 0.493 2.80 28 mg
50 30 0.271 1.70 51 mg

Abreviaturas. VMR (volumen de las muestras representativas analizadas), VTSP
(volumen total de las soluciones proteicas), Abs (absorbancia); LisBac (Lisado
bacteriano), FS (fraccion soluble), LCl.DesNa (lavado de cuerpos de inclusion con 2%
desoxicolato de sodio), Ps.SDS (proteina solubilizada con 2% SDS), Ps.Urea (proteina
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solubilizada con 4 M de urea).

MM

209 KL»

124

40 KD

9.1 EID
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2006 KD

Figura 2.3. Proteinas de IAR3 recuperadas con diferentes concentraciones
de SDS. MM: marcador molecular; 0.5%: de SDS en el amortiguador de 50 mM
de Tris, 300 de NaCl; 1% de SDS utilizado; 1.5% porcentaje de SDS utilizado;
2% de SDS utilizado.

Después de solubilizar a las proteinas de cuerpos de inclusién con SDS se procedi6 a
quitarle dicho detergente, tal como se describe en el protocolo, después de determinar la
cantidad de proteinas recuperadas (Cuadro 2.1), se procedié a analizar dichas proteinas
por electroforesis en acrilamida-SDS, para confirmar la presencia o ausencia de la
proteina IAR3 del conjunto de proteinas recuperadas de cuerpos de inclusion (Fig. 2.3). El
primer carril del gel de acrilamida (Fig. 2.3) corresponde al marcador de masa molecular,
mientras que el resto corresponde a las diferentes concentraciones de SDS agregadas al
amortiguador tal como se describe en la seccion de métodos, por otro, lado la proteina
IAR3 puede apreciarse entre el marcador de 49.1 kDa y 34.8 kDa, siendo mas especifico,
la proteina tiene una masa de 44.9 kDa.

Como se puede observar, los resultados fueron bastante satisfactorios, ya que la proteina
IAR3 se logroé recuperar en las tres concentraciones de SDS (Fig. 2.3), esta metodologia
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resulté tener una gran ventaja y una gran desventaja, la ventaja es que la recuperacion de
IAR3 resulta ser bastante buena debido a que no se liberan las demas proteinas que
estan en los cuerpos de inclusion, esto indica que la ruptura de los cuerpos de inclusion
es parcial; la desventaja es que debido a la ruptura parcial de los cuerpos de inclusion con
esta metodologia, ocasiona que la mayoria de las proteinas, incluyendo la IARS3, se
queden de forma insoluble atrapadas no solo en los cuerpos de inclusién sino en el
compuesto insoluble SDS-KCI, el cual se forma al momento de quitar el SDS para que se

lleve a cabo el proceso de replegado de la proteina.

Figura 2.4. Proteinas recuperadas con diferentes concentraciones de urea.
MM: marcador molecular; TFI: Testigo (fraccién soluble); FS: fraccién soluble;
2M concentracién de urea utilizada en el amortiguador para solubilizar los
cuerpos de inclusién; 4 M concentracién de urea; 8 M concentracion de urea.

Por otra parte, la cantidad de proteina recuperada con el proceso de solubilizaciéon con
distintas concentraciones de urea se puede ver en el cuadro 2.1, mientras que la
verificaciéon de la presencia de la IAR3 se puede observar en la Fig. 2.4. El primer carril de
dicha figura corresponde al marcador de masa molecular, el segundo y el tercer carril
corresponden a las fracciones insoluble y soluble del testigo mientras que el cuarto carril

corresponde a las proteinas recuperadas con 2 M de urea, en este carril se puede

65



CAPITULO II

observar una banda proteica, sin embargo, no corresponde a la masa molecular de la
proteina 1ARS3, el quinto carril corresponde a las proteinas solubilizadas con 4 M de urea y
el sexto carril corresponde a las proteinas recuperadas con 8 M de urea, en dichos
carriles se puede observar diversas bandas proteicas que corresponden a las proteinas

del hospedero y entre ellas se encuentra la banda proteica de IAR3 a 44.9 kD.

Estos resultados sugieren dos caracteristicas importantes de los cuerpos de inclusion
formados al producir a la IAR3, 1) los cuerpos de inclusion no solo se forman de proteinas
exégenas (recombinante) sino también de las proteinas del hospedero, 2) estos cuerpos
de inclusién son de los poco comunes ya que se puede observar que se solubilizan a 4 M
de urea, ya que por lo regular, para solubilizar los cuerpos de inclusion se suele utilizar 8
M de urea y 7 M de cloruro de guanidina, por otra parte, la solubilizacion completa de los
cuerpos de inclusidon provoca que la proteina de interés esté mas contaminada con
proteinas del hospedero a diferencia de las proteinas de IAR3 recuperadas con SDS (Fig.
2.3).

2.3.3. Purificacién de la IAR3 a partir de cuerpos de inclusién

Tal y como se ha mencionado anteriormente, para purificar a la proteina se empled una
columna de HisTrap ™ FF crude, dicha columna contiene como matriz de Ni-sefarosa,
esta disefada para purificar proteinas recombinantes etiquetadas con histidina mediante
cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC). Esta técnica fue utilizada por
Couoh Dzul (2017) (Fig. 1.9), obteniendo resultados similares a la Fig. 2.5. Por otra parte,
las proteinas recuperadas de los cuerpos de inclusion fueron pasadas a través de la
columna cromatografica previamente mencionada (Fig. 2.5), el primer carril (MM) consiste
en el marcador de masa molecular, el segundo carril se encuentra vacio, en el tercer carril
(EP) se puede observar el extracto procesado llamado de esta forma debido a fue pasado
a través de la columna, en dicho carril se puede apreciar las proteinas que no fueron
capaces de pegarse a la matriz cromatografica asi como la proteina IAR3, el hecho de
que la proteina etiquetada con histidina no se haya inmovilizado en la matriz, se debe a
que la columna se saturd ya que la cantidad de proteina de interés super6 a la capacidad
de retencién de la columna cromatografica. Para evitar este problema fue necesario

determinar la cantidad de proteina total para posteriormente pasar la cantidad de proteina
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necesaria; el cuarto carril (L1) consistié en el primer lavado o lavado 1, esta solucion
contenia 0.005 M de imidazol, 0.1 M NaCl, 0.02 M de TRIS base pH 8, el volumen de
dicha solucién fue de 30 mL (Couoh Dzul, 2017), en este carril se puede observar la
elucion de aquellas proteinas que no lograron pegarse a la matriz y aquellas pegadas por
de forma inespecifica, sin embargo, también se puede observar a la proteina de interés
eludida junto con las demas, el cuarto carril (L2) consistié en la solucion de lavado 2 con
un volumen total de 20 mL, dicha solucion contenia los mismos reactivos y las mismas
concentraciones que el lavado 1 (L1) a excepcién del imidazol ya que en esta solucién fue
de 0.02 M de imidazol.

Figura 2.5. Purificacion de la IAR3 a partir de la fraccidon insoluble. MM:
marcador de masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de
imidazol); L2: lavado 2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol);
E1: eluato 1 (500 mM de imidazol).

El resultado que sugiere el analisis electroforético es que las proteinas unidas débilmente
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a la columna ya han sido eluidas, a excepcion de aquellas que son eluidas a la
concentracion de imidazol de esta solucion, el sexto carril (L3) al igual que las anteriores
solo tuvo como variante la concentraciéon de imidazol que fue de 0.4 M, el resultado fue
muy similar al lavado 2 (L2), finalmente la proteina de interés fue eluida con 0.5 M de
imidazol, el resultado que se puede observar es que la proteina no se logré purificar, ya
que hubieron otras proteinas que se pegaron a la matriz de forma inespecifica, o porque
algunas de las proteinas que no son de interés pudieran haber tenido colas de histidinas o
porque algunas proteinas pudieran estar interactuando con puentes disulfuro con la
proteina de interés. Por otra parte, la fraccion soluble no fue pasada a través de la
columna ya que se demostro que en dicha fraccién la IAR3 no estaba presente (Fig. 2.1y
2.2).

Figura 2.6. Purificacion de la IAR3 mediante un gradiente de imidazol. MM:
marcador de masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de
imidazol); L2: lavado 2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol);
E1: eluato 1 (0.1 M de imidazol); E2: eluato 2 (0.15 M de imidazol); E3: eluato 3
(0.2 M de imidazol); E4: eluato 4 (0.25 M de imidazol), E5: eluato 5 (0.3 M de
imidazol), E6: eluato 6 (0.35 M de imidazol); E8: eluato 8 (0.4 M de imidazol);
E9: eluato 9 (0.45 M de imidazol), E10: eluato 10 (500 mM de imidazol); las
masas moleculares marcadas en amarillo pertenecen al marcador molecular
mientras el nimero en verde pertenece a la masa molecular de la proteina
IAR3.

2.3.4. Purificacién de la IAR3 solubilizada con 4 M de urea a partir

de cuerpos de inclusion

Tomando en cuenta los resultados presentados en las Figs. 2.1 y 2.2, se procedié a
modificar el protocolo de purificacion, para ello se realizé6 un gradiente de imidazol por
pasos (Fig. 2.6), ya que se penso6 que se podria obtener la proteina pura mediante dicho
procedimiento, la solucién del gradiente de imidazol consistio en 0.1 M de NaCl y 0.02 M
de TRIS base pH 8 para todas las soluciones, en cuanto a las concentraciones de
imidazol fueron de 0.005 M para EP (extracto procesado), 0.005 M para el L1 (lavado 1),
0.02 M para el L2 (lavado 2), 0.04 M para el L3 (lavado 3) 0.1 M para el eluato 1 (E1),
0.15 M para el eluato 2 (E2), 0.2 M para el eluato 3 (E3), 0.25 M para el eluato 4 (E4), 0.3
M para el eluato 5 (E5), 0.35 M para el eluato 6 (E6), 0.4 M para el eluato 7 (E7), 0.45 M
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para el eluato 8 (E8), 0.5 M para el eluato 9 (E9) y finalmente 0.55 M para el eluato 10
(E10). El volumen total del extracto crudo de la fraccion soluble que se paso a través de la
columna de fue de 1 mL, las soluciones de lavado y de elucion fueron de 2 mL.Tal como
se penso, la purificacion de la proteina de interés mejord considerablemente, si bien
todavia has algunas bandas muy tenues de proteinas contaminantes en la ES8, si es
posible observar que la mayoria de las proteinas son liberadas de la matriz

cromatografica a 0.25 M de imidazol (E4; Fig. 2.6).

Si bien con este método se puede obtener la proteina bastante pura, también es cierto
que se pierde una cantidad importante de proteina de interés, por lo que fue necesario
modificar el método con el objetivo de hacerlo mas eficiente la purificacion. El siguiente
paso, para comprobar que la proteina era liberada a 0.25 M de imidazol, se procedio a
realizar un nuevo experimento, dichos resultados se pueden apreciar en la Fig. 2.7. Las
concentraciones de NaCl y TRIS base pH 8 fueron las mismas que en los experimentos
anteriores, en cuanto al volumen del extracto crudo que se utilizé fue de 0.5 mL para
evitar saturar la columna y poder observar resultados mas claros. Como se puede
observar, el primer carril consiste en el marcador molecular previamente mencionado, el
segundo carril corresponde a EP, los carriles 3, 4 y 5 corresponden a los lavados con las
mismas concentraciones de imidazol mencionadas anteriormente, en cuanto al carril 6
que corresponde a E1 contenia 0.25 M de imidazol, en esta elucion se puede observar
claramente que la mayor cantidad de proteina de interés es liberada, sin embargo,
también se liberan la mayor cantidad de proteinas contaminantes, en los carriles 7 (E3) y
8 (E4) se puede observar a la IAR3 con menor cantidad de proteinas contaminantes,
aunque se ve acompafiada de dos proteinas de aproximadamente 25 a 28 kD, por otro
lado también podemos observar que para poder eluir completamente a la IAR3, es
necesario utilizar una concentracion de 0.5 M de imidazol. Por otra parte, analizando los
dos resultados obtenidos, nos dimos cuenta que deberiamos encontrar una forma de
obtener a la IAR3 pura a 0.25 M de imidazol y tratar de recuperar la mayor cantidad
posible de dicha hidrolasa. Para ello se recurrié al uso de otros reactivos que permitieran
eliminar los contaminantes a concentraciones menores a 0.25 M de imidazol, para ello se

utilizé Tritdn, etanol, se elevé la concentracion de NaCl y se le adicioné B-mercaptoetanol.
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Figura 2.7. Verificacion de la elusion de la IAR3 a 0.25 M de imidazol. MM:
marcador de masa molecular; EP: extracto procesado; L1: lavado 1 (5 mM de
imidazol); L2: lavado 2 (20 mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol);
E1: eluato 1 (0.25 M de imidazol); E2: eluato 2 (0.45 M de imidazol); E3: eluato
3 (0.5 mM de imidazol); las masas moleculares marcados en amarillo
pertenecen al marcador molecular mientras el numero en verde pertenece a la
masa molecular de la proteina IAR3.

Por otra parte, para evitar saturar a la columna asi como para determinar la eficiencia de
la misma, se procedié a determinar la concentracién de proteina total mediante el método
de Peterson, los resultados fueron de una media de 2 ug pL de proteina total, partiendo
de dichos datos se procedié a pasar solo 1 mg de proteina por la columna cromatografica.
En cuanto a las modificaciones de los lavados, las concentraciones de imidazol fueron las
mismas que en los lavados anteriores, mientras que las modificaciones fueron las
siguientes: para el extracto crudo (EC) se le afiadié 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.5 de
NaCl, en cuanto al lavado 1 se le agregé 20% de etanol, 0.5 M de NaCl , 0.01 M de B-
mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base pH 8.
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Figura 2.8. Primeros resultados de la purificacion de la proteina 1AR3

252

1HAH
44481 K

233 K0

2ER

FAKD

usando Tritén, etanol, NaCl y B-mercaptoetanol en el lavado 1. MM:
marcador de masa molecular; EC: extracto crudo, (1 mg de proteina total, 5 mM
de imidazol, 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.5 de NaCl), EP: extracto
procesado; L1: lavado 1 (5 mM de imidazol, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl ,
0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 ); L2: lavado 2 (20
mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.1 M de
imidazol); E2: eluato 2 (0.25 M de imidazol) y los dos E3: eluato 3 (0.5 mM de
imidazol); las masas moleculares marcados en negro pertenecen al marcador
molecular mientras el nimero en verde pertenece a la masa molecular de la
proteina IAR3.

Los resultados obtenidos pueden apreciarse en la Fig. 2.8, como se puede ver en el
analisis de electroforesis el primer carril (MM) muestra el marcador molecular, el segundo
carril muestra al extracto crudo (EC) con una concentracion de 1 mg mL™' de proteina
total, en el tercer carril (EP) se puede observar que en el extracto procesado se liberan la
mayoria de las proteinas contaminantes aunque también se puede observar a la proteina
de interés, este problema se debid a que cierta cantidad de la proteina no se logro retener
en la matriz cromatografica debido a que no se realiz6 una modificacion en el
amortiguador de calibracion, en cuanto a los lavados 1, 2 y 3 mostraron un resultado
similar y no se pueden apreciar las proteinas liberadas debido a que estan demasiadas
disueltas, en cuanto a las eluciones (E1, E2 y E3) aun hay proteinas que no son de
interés, sin embargo, el grado de pureza aumentd considerablemente, también se volvio a

confirmar que a 0.25 M de imidazol (E2; Fig. 2.8) se recupera la mayor cantidad de la
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IAR3 y que es necesario utilizar 0.5 M de imidazol en dicho punto para recuperar la mayor

cantidad de proteina de interés.

Una vez que se analizamos los datos discutidos anteriormente se procedié a modificar al
experimento para ello se traté al extracto crudo EC con 10 mM de imidazol, 0.01 M de B-
mercaptoetanol y 0.5 de NaCl, para el lavado 1 (L1) se le agregd 20% de etanol, 0.5 M de
NaCl, 0.01 M de p-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base pH 8, a lavado 2 (L2) solo se le
agreg6 0.02 M de TRIS base pH 8, 0.1 M de NaCl, 0.02 M de imidazol y al lavado 3 (L3)
se le agregdé 0.02 M de TRIS base pH 8, 0.1 M de NaCl, 0.04 M de imidazol. Los
resultados obtenidos se pueden ver en la Fig. 2.9, en este analisis de electroforesis se
pueden observar tres puntos importantes, 1) la calibracion de la columna es de vital
importancia para poder purificar a la IAR3 (EP), 2) es necesario tratar a los primeros dos
lavados con 20% de etanol, 0.5 M de NaCl, 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS
base pH 8, asi como con sus correspondientes concentraciones de imidazol para poder
obtener a la proteina pura, esto se comprobd con los experimentos que se realizaron
después de realizar este experimento, 3) en cuanto a las eluciones E1 y E2 aun presentan
una proteina contaminante de aproximadamente 70 kDa la cual desaparecié cuando se

realizé la experimentacion del punto niumero 3.

Después de obtener y analizar los resultados anteriores (Fig. 2.9) se procedi6 a agregar a
tratar al EC con 5 mM de imidazol, 10 mM de B-mercaptoetanol, 20 mM de TRIS base PH
8 y 0.5 mM de NaCl, por otra parte el L1 tenia 20% de etanol, 10 mM de imidazol, 10 mM
de B-mercaptoetanol, 20 mM de TRIS base PH 8 y 0.5 mM de NaCl y el L2 tenia 20% de
etanol, 20 mM de imidazol, 10 mM de B-mercaptoetanol, 20 mM de TRIS base pH 8 y 0.5
mM de NaCl, en cuanto al lavado 3 contenia 40 mM de imidazol, 20% de etanol, 0.5 M de
NaCl, 0.01 M de p-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 los resultados se pueden

apreciar en la Fig. 2.10.
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Figura 2.9. Resultados obtenidos al tratar el EC con NaCl y -
mercaptoetanol. MM: marcador de masa molecular; EC: extracto crudo, (10
mM de imidazol, 0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.5 de NaCl), EP: extracto
procesado; L1: lavado 1 (10 mM de imidazol, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl ,
0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 ); L2: lavado 2 (20
mM de imidazol); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol); E1: eluato 1 (0.1 M de
imidazol); E2: eluato 2 (0.25 M de imidazol) y E3: eluato 3 (0.5 mM de imidazol);
las masas moleculares marcados en negro pertenecen al marcador molecular
mientras el nimero en verde pertenece a la masa molecular de la proteina
IAR3.

El carril uno de la Fig. 2.10, corresponde al marcador molecular (MM), en el segundo carril
se corresponde a al extracto crudo tratado con los reactivos previamente mencionados,
en el tercer carril se puede observar al extracto procesado (EP), es aqui donde se puede
observar algunas proteinas que no se lograron pegar a la columna, las demas no se
logran observar debido a que estan muy diluidas ya que 1 mg de proteina total que
correspondia a 0.4 mL fue diluida en 5 mL para poder manipular a dicha solucién de una
forma mas adecuada, también es necesario mencionar que de esta dilucién se tomaron
20 L para ser analizados por la electroforesis, en cuanto a los lavados, en el cuarto carril
se puede observar de manera tenue dos proteinas una de las cuales parece ser la IAR3.
En cuanto a los dos lavados que le siguen no se observo ninguna proteina contaminante,
finalmente las eluciones (E1, E2 y E3) se observan totalmente limpias, estos resultados
sugieren que se ha purificado a la IAR3. Sin embargo, debido al procedimiento utilizado
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para purificarla es necesario que se evalle la capacidad catalitica de esta enzima para
determinar si no perdié su capacidad enzimatica. Para determinar la capacidad enzimatica

de la proteina se utilizara la metodologia por colorimetria descrita en la metodologia.

Figura 2.10. Resultados obtenidos al tratar el EC para la purificacién de la
proteina IAR3 usando etanol, NaCl y B-mercaptoetanol. MM: marcador de
masa molecular; EC: extracto crudo (5 mM de imidazol, 10 mM de B-
mercaptoetanol, 20 mM de TRIS base pH 8 y 0.5 mM de NaCl), EP: extracto
procesado; L1: lavado 1 (10 mM de imidazol, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl ,
0.01 M de B-mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8 ); L2: lavado 2 (20
mM de imidazol, 1% de triton, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl , 0.01 M de B-
mercaptoetanol y 0.02 M de TRIS base PH 8); L3: lavado 3 (40 mM de imidazol,
1% de tritén, 20% de etanol, 0.5 M de NaCl, 0.01 M de 3-mercaptoetanol y 0.02
M de TRIS base PH 8); E1: eluato 1 (0.1 M de imidazol); E2: eluato 2 (0.25 M
de imidazol), E3: eluato 3 (0.5 mM de imidazol); las masas moleculares
marcadas en negro pertenecen al marcador molecular mientras el numero en
verde pertenece a la masa molecular de la proteina IAR3.

2.3.5. Purificacion de la IAR3 solubilizada con 2% de SDS a partir
de cuerpos de inclusion
Como ya se mencioné anteriormente cuando se describié la Fig. 2.1, una de las ventajas

de purificar a las proteinas recuperadas de cuerpos de inclusién con SDS, es que dichas

proteinas contienen menos contaminantes, por lo tanto, la purificacién se realiza con un
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gradiente de imidazol (40 mM de imidazol, 80 mM de imidazol, 100 mM de imidazol, 250
mM de imidazol y 500 mM de imidazol) (Fig. 2.11), a diferencia de la metodologia
empleada para purificar a la proteina IAR3 recuperada con 4 M de urea (Fig. 2.10)

Pl FT L1 L L3 E1 Ez

2 kD

124 KD

B0 KD

48,1 KD

LB KD

2849 KD

Figura 2.11. Purificacion de la proteina IAR3 a partir de las proteinas
recuperadas con SDS. MM: marcador molecular, FT (flow through), L1: lavado
1 (40 mM de imidazol), L2: lavado 2 (80 mM de imidazol), L3: lavado 3 (100 mM
de imidazol), E1: eluato 1 (250 mM de imidazol), E2: eluato 2 (500 mM de
imidazol).

En la Fig. 2.11 se muestra los resultados del proceso de purificacion de la proteina IAR3.
El primer carril corresponde al marcador molecular, el segundo carril corresponde al
extracto crudo pasado a través de la columna (flow through), el tercer carril corresponde al
lavado uno (L1) que contiene 40 mM de imidazol, el cuarto y el quinto carril corresponden
a los lavados 2 y 3 (L2 y L3) respectivamente las cuales contienen 80 100 mM de
imidazol, sexto y séptimo carril corresponden a los eluatos de 250 mM y 500 mM de
imidazol respectivamente. El eluato de 250 mM contiene a la proteina pura, no asi el de
500 mM ya que la elucién a esta concentracion de imidazol ocasiona la elucion de una

proteina de masa molecular mayor a la proteina de interés (IAR3), este resultado se
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puede observar en los dos métodos empleados para la purificacion, tanto como el de urea
asi como el de SDS, si bien la banda proteica es demasiada tenue como para ser captada

por la camara, sin embargo, se puede observar a simple vista en el gel.

Es importante mencionar que los extractos crudos o flow through pasados a través de la
columna se deben almacenar y en dado caso que contengan proteinas de interés como
es el caso de las Fig. 2.10 y 2.11, se pueden volver a pasar a través de la columna para
terminar de purificarlos; en el caso de los lavados, solo se almacenaron los primeros
tubos como muestra del proceso, los demas fueron desechados, en el caso de los
eluatos, éstos fueron dializados y posteriormente concentrados y guardados a -20 °C en

el amortiguador que se ocupara para realizar los ensayos enzimaticos de la IAR3.
2.3.6. Caracterizacién bioquimica de la IAR3

Para la caracterizacion de la IAR3, se procedid a utilizar una metodologia establecida por
Rampey et al. (2004) y LeClere et al. (2002). Debido a que la proteina fue recuperada de
cuerpos de inclusion con 1, 1.5y 2% de SDS asi como con 3y 4 M de urea, fue necesario
realizar el analisis de las 5 muestras de proteinas, para discriminar aquellas que hayan
perdido su actividad catalitica; por otra parte, las reacciones enzimaticas se establecieron
a una temperatura de 25 °C durante 12 horas, con un amortiguador Tris pH 8; al finalizar
dicho tiempo el producto, tanto como el sustrato, fueron separados de la solucién acuosa
de la reaccién y analizados con el método de TLC, los resultados obtenidos de estos
primeros experimentos, muestran que la proteina no logré hidrolizar al conjugado de AlA
con alanina (Fig. 2.12). En la parte superior del primer carril de la placa cromatografica se
puede observar una mancha morada con un factor de retencion (RF) de 0.85 el cual
corresponde al AlA, con un recorrido de 6.8 cm, con respecto a la travesia del eluyente
que fue de 8 cm, dicho color se debe a la unién del reactivo Salkowski al anillo indol del
AlA, por otra parte, debido a que el AlA se encuentra libre, su trayecto en la placa es casi
el doble del AlA-conjugado con alanina, por lo que al compararlo, el conjugado se muestra
a la mitad de la placa cromatografica con un RF de 0.475 y por ende con una mayor
retencion, con una distancia de desplazamiento de 3.8 cm con respecto a la distancia
recorrida del eluyente que fue de 8 cm. Era de esperar que si la proteina lograba liberar el

AlIA del conjugado, el producto tendria un RF de 0.85, sin embargo, como se puede
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apreciar en dicha figura, no fue posible observar la liberaciéon del AlA, es por ello que se
procedié a modificar las condiciones de la reaccion. Para ello se aumenté la temperatura
a 37 °C, con la finalidad de incrementar la energia de activacion y por ende aumentar la
actividad catalitica de la IAR3.

Figura 2.12. Primer analisis de la liberacion del acido indol-3 acético por
cromatografia de capa fina. Testigo 1(T1): acido indol-3 acético solubilizado
en acetato de etilo; Testigo 2 (T2): conjugado de AIA con alanina (N-3-
indolilacetil-L-alanina) solubilizado en acetato de etilo; Testigo 3 (T3): extraccion
realizada con acetato de etilo de la solucién de reaccion testigo que solo
contenia el sustrato (100 pL del volumen total de la reaccion, 1 mM de N-(3-
Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 yM MnCl2 (cofactor), 1 mM
C4H1002S2 (DTT); Testigo 4 (T4): extraccion realizada de la muestra testigo que
contenia la proteina desnaturalizada (100 yL del volumen total de la reaccion,
10 pg de proteina IAR3 desnaturalizada, 1TmM de N-3-Indolilacetil-L-alanina,
100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl2, 1 mM DTT; prueba de la capacidad
catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusién con
1% SDS (1%): (100 uL del volumen total de la reacciéon, 10 ug de proteina IAR3,
1 mM de N-(3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 uM MnCl2
(cofactor), 1 mM C4H1002S2 (DTT); prueba de la capacidad catalitica de la
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proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de inclusion con 1.5% SDS
(1.3%): (100 yL del volumen total de la reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM
de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 uM MnClz (cofactor), 1 mM
C4H1002S2 (DTT); prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue
recuperada de cuerpos de inclusién con 2% SDS (2%): (100 pL del volumen
total de la reaccién, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil)-L-
alanina, 100 mM Tris pH 8, 200 yM MnClz (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT).
Prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de los
cuerpos de inclusion con 3 M de urea (3M): (100 uL del volumen total de la
reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina,
100 mM Tris pH 8, 200 yM MnClz (cofactor), 1 mM C4H1002S2 (DTT); prueba de
la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de
inclusién con 4 M de urea (4M): (100 uL del volumen total de la reaccién, 10 ug
de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 8,
200 pM MnClz (cofactor), 1 mM CaH1002S2 (DTT); las muestras mencionadas
previamente fueron incubadas en oscuridad durante 12 horas a 25 °C, a
excepcidon de las muestras testigos 1 y 2, ya que éstas simplemente son
colocadas en el TLC para tener una referencia de donde se puede encontrar en
la placa el producto (AIA) y el sustrato (N-3-Indolilacetil-L-alanina).

El cambio en la temperatura a 37 °C y el tiempo de la reaccién que fue de 2 horas dio
mejores resultados en el primer ensayo (Fig. 2.13), ya que la muestra de la proteina
recuperada con 1 % de SDS mostro liberacion del AlA, es por ello que es importante
describir en su totalidad este resultado; en el primer carril se puede observar el AlA con
un RF de 0.85, en el segundo carril se puede ver el conjugado o del AIA con alanina o
sustrato (N-3-Indolilacetil-L-alanina) con un RF 0.475, en el carril tres que corresponde al
testigo tres, no se aprecia ni el conjugado ni AlA libre, ya que este testigo no contenia
sustrato, producto ni proteina; la muestra testigo nimero 4 solo contenia el sustrato pero
no la proteina mientras que el testigo 5 contenia el sustrato y la proteina desnaturalizada
a base de calor, por otro lado, el carril 6 contiene la primera muestra que corresponde a la
proteina IAR3 que fue recuperada con 1% de SDS, en dicho carril se puede observar la
liberacion del AIA, no asi en los siguientes carriles que corresponden a la proteina IAR3
recuperada de cuerpos de inclusion con 1.5, 2 % de SDS, 3 y 4 M de urea en dicho orden.
Para comprobar que los resultados obtenidos fueran fiables, se realizé la repeticion del

experimento (Fig. 2.14).
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Figura 2.13. Segundo analisis de la liberacién del acido indol-3 acético por
cromatografia de capa fina (TLC). Testigo 1(T1): acido indol-3 acético
solubilizado en acetato de etilo; testigo 2 (T2): conjugado de AlA con alanina (N-
3-indolilacetil-L-alanina) solubilizado en acetato de etilo; testigo 3 (T3):
extraccion realizada con acetato de etilo de la solucién de reaccién testigo que
no tenia el sustrato ni la proteina IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccién,
100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl2 (cofactor), 1 mM C4H1002S2 (DTT); testigo 4
(T4): extraccion realizada de la muestra testigo que contenia el sustrato pero no
la proteina IAR3(100 pL del volumen total de la reaccién, 1mM de N-3-
Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl2, 1 mM CasH1002S2
(DTT); testigo 5 (T5): extraccion realizada de la muestra testigo que contenia la
proteina IAR3 desnaturalizada y el sustrato (100 pyL del volumen total de la
reaccion, 10 ug de proteina IAR3 desnaturalizada, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-
alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnClz, 1 mM C4H1002S2 (DTT); muestra 1
(M1): prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada
de cuerpos de inclusién con 1% SDS (100 yL del volumen total de la reaccion,
10 yg de proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris
pH 7.5, 200 yM MnCl2 (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); muestra 2 (M2):
prueba de la capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de
cuerpos de inclusion con 1.5% SDS (100 yL del volumen total de la reaccion, 10
Mg de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
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200 yM MnClz (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); muestra 3 (M3): prueba de la
capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de
inclusién con 2% SDS (100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de
proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 pM MnClz (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); muestra 4 (M4): prueba de la
capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de
inclusién con 3 M de urea (100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de
proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 yM MnClz (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); muestra 5 (M5): prueba de la
capacidad catalitica de la proteina IAR3 que fue recuperada de cuerpos de
inclusién con 4 M de urea (100 pL del volumen total de la reaccién, 10 ug de
proteina IAR3, 1 mM de N-3-indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5,
200 pM MnClz (cofactor), 1 mM CaH1002S2 (DTT); las muestras mencionadas
previamente fueron incubadas en oscuridad durante 2 horas a 37 °C, a
excepcidon de las muestras testigos 1 y 2, ya que estas simplemente son
colocadas en el TLC como referencia del producto (AIA) y el sustrato (N-3-
Indolilacetil-L-alanina) en la placa de TLC.

Para corroborar la veracidad del resultado obtenido en el experimento anteriormente
mencionado, solo se utilizé la proteina que fue recuperada con 1% de SDS ya que fue la
Unica que parecia ser capaz de liberar el AlA, para ello, se establecieron seis reacciones,
de las cuales, dos corresponden a la repeticion del experimento anterior y las cuatro
reacciones restantes, se les incremento la concentracion de proteinas recuperadas con
1% de SDS, manteniendo la concentracién de sustrato, con el objetivo de observar un
incremento en la liberacion del AlA, sin embargo no se pudo apreciar la liberacion del AlA,
en la Fig. (2.14), se pueden observar dichos resultados: los carriles de 1 al 5
corresponden a los testigos, mientras que los carriles 6 y 7 pertenecen a la repeticién del
experimento anterior, por lo que los resultados deberian concordar con los resultados que
se muestra en la Fig. (2.13) carril 6, en cuanto a los cuatro carriles restantes aluden a las
muestras que se les aumento la cantidad de proteinas para observar un incremento en la

hidrolisis del conjugado del AlA.

Después de los resultados obtenidos se realizaron tres repeticiones mas y el resultado fue
el mismo, por lo que antes de afirmar que las proteinas recuperadas de cuerpos de
inclusion habian perdido su capacidad catalitica durante dicho proceso, se procedié a
establecer un nuevo experimento y analizarlo por el HPLC ya que esta técnica nos
permite identificar concentraciones a nivel nanomolar. Tal como se habia determinado

anteriormente con la cromatografia de TLC, la cromatografia por HPLC, confirmd la
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pérdida de la capacidad catalitica de la IAR3, la Fig. 2.15 y 2.16, muestran estos
resultados.

Figura 2.14. Tercer analisis catalitico de la enzima IAR3 que fue recuperada
de los cuerpos de inclusion con 1% de SDS mediante la visualizacién de la
liberacién acido indol-3 acético por TLC; prueba de diferentes concentraciones
de proteinas IAR3. Testigo 1(T1): acido indol-3 acético solubilizado en acetato
de etilo; testigo 2 (T2): conjugado de AIA con alanina (N-indolilacetil-L-alanina)
solubilizado en acetato de etilo; testigo 3 (T3): extraccion realizada con acetato
de etilo de la solucién de reaccion testigo que no tenia el sustrato ni la proteina
IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccion, 100 mM Tris pH 7.5,
200 yM MnClz (cofactor), 1 mM CasH1002S2 (DTT); testigo 4 (T4): extraccion
realizada de la muestra testigo que contenia el sustrato pero no la proteina
IAR3 (100 pL del volumen total de la reaccién, 1mM de N-3-Indolilacetil-L-
alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl2, 1 mM C4H1002S2 (DTT); testigo 5
(T5): extraccién realizada de la muestra testigo que contenia la proteina IAR3
desnaturalizada con el sustrato (100 pL del volumen total de la reaccion, 10 pg
de proteina IAR3 desnaturalizada, 1mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina,
100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnClz, 1 mM C4H1002S2 (DTT)); muestra 1y 2 (M1
y M2) prueba catalitica de 1 ug de proteina IAR3: (100 uL del volumen total de
la reaccion, 1 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-L-alanina,
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100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnClz (cofactor), 1 mM CsH1002S2 (DTT); Muestra
3Y 4 (M3 y M4): prueba catalitica de 10 pug de proteina IAR3 (100 uL del
volumen total de la reaccion, 10 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-Indolilacetil-
L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 uM MnCl> (cofactor), 1 mM C4H1002S2
(DTT); muestra 5 y 6 (M5 y M6): prueba catalitica de 20 pg de proteina IAR3
(100 pL del volumen total de la reaccion, 20 ug de proteina IAR3, 1 mM de N-3-
Indolilacetil-L-alanina, 100 mM Tris pH 7.5, 200 yM MnCl2 (cofactor), 1 mM
C4H1002S2 (DTT). Las muestras mencionadas previamente fueron incubadas en
oscuridad durante 2 horas a 37 °C, a excepcion de las muestras testigos 1y 2,
ya que estas simplemente son colocadas en el TLC como referencia del
producto (AlA) y el sustrato (N-3-Indolilacetil-L-alanina) en la placa de TLC.

En la Fig. 2.15, se puede apreciar el cromatograma de la muestra testigo que corresponde
a la reaccion establecido con la proteina desnaturalizada y el conjugado N-(3-Indolilacetil)-
L-alanina, por lo que se esperaba que la liberacion del AIA fuera totalmente nula a
excepciéon de la posibilidad que existiera autohidrélisis durante el proceso de incubacion,
dicho caso, podria marcar el inicio de un serio problema para determinar si la proteina
mantenia su capacidad catalitica o no ya que seria imposible diferenciar entre ambas. Las
condiciones de la reaccion son excelentes ya que no hay auto hidrdlisis, por lo que es
posible determinar si la proteina IAR3 aun mantiene su capacidad catalitica, dicho

resultado se puede apreciar en la Fig. 2.16.
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Figura 2.15. Cromatograma de la muestra testigo de la capacidad catalitica
de IAR3. Volumen de inyeccion de muestras: 50 uL, picos 1, 2, 3,5,6,7,8y 9:
compuestos no identificados, pico 4: N-3-Indolilacetil-L-alanina. EIl pico del AIA
deberia de haber salido al minuto 5.06, por lo que deberia de estar entre los
picos 5y 6.

La capacidad catalitica de la proteina recombinante IAR3 fue confirmada mediante la
cromatografia por HPLC, los resultados no dejan duda alguna de que el sistema de
produccion y el proceso de recuperacién de la proteina de cuerpos de inclusion es

inadecuado (Fig. 2.16), ya que dicha enzima perdi6é su capacidad catalitica, resultado que
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es confirmado por dos criterios importantes al comparar 1) la incapacidad de hidrélisis de
la proteina desnaturalizada en la muestra testigo contra la proteina no desnaturalizada, y
2) la ausencia del pico que indica la presencia del AlA libre que deberia de observarse en
el minuto 5.06 en la Fig. 2.15 en caso de autohidrolisis y en el minuto 5.06 en la Fig. 2.16
del cromatograma en caso de que la proteina hubiese mantenido su capacidad catalitica.
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Figura 2.16. Cromatograma de la muestra testigo de la capacidad catalitica
de IAR3. Volumen de inyeccion de muestras: 50 uL, picos 1, 2, 3, 4,6, 7y 8:
compuestos no identificados, pico 5: N-3-Indolilacetil-L-alanina. EIl pico del AIA
debid de haber salido al minuto 5.06, por lo que deberia de estar entre los picos
5y6.

Observando los cromatogramas antes mencionados, parecié importante poner énfasis en
el pico que corresponde al del sustrato, ya que se muestra que dicha concentracion es
demasiada elevada, por lo que es posible utilizar una menor concentracién para optimizar
el uso del reactivo, por otro lado al minuto 5.123 de la Fig. (2.15) y al minuto 5.07 de la
Fig. (2.16) se muestra un pequefio pico con un area de 10.415 que podria ser el AlA libre,
sin embargo, al compararlo con el estandar del AlA y el AlA-conjugado con alanina, solo
el pico que corresponde al AIA conjugado con alanina corresponde en el tiempo de
retencién, mientras que para el AIA libre queda muy desplazado, es por ello que se

descart6 la posibilidad de la autohidrélisis asi como la hidrélisis realizada por la IAR3.

2.3.7. Segundo analisis de las muestras proteicas para identificar

la actividad catalitica de la IAR3

Tomando en cuenta los resultados obtenidos anteriormente y el problema para identificar
la actividad catalitica, se procedié a cambiar el procedimiento a seguir para caracterizar a

la proteina IARS3, para ello se utilizaron las siguientes muestras: extracto de E. coli sin el
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plasmido que contiene el gen de la proteina IAR3, proteinas solubles (fraccion soluble) de
E. coli (roseta 2 DE3) pertenecientes al cultivo del cual se obtuvo la amidohidrolasa I1AR3

y la proteina IAR3 recuperada y purificada de cuerpos de inclusion (fraccion insoluble).

Las muestras testigos al momento de realizar la reaccion enzimatica fueron tres: 1) la
solucién amortiguadora para realizar la reaccion enzimatica sin enzima, 2) la solucién
amortiguadora con el extracto de E. coli sin la proteina IAR3, 3) la solucién amortiguadora
con la proteina IAR3 hervida (desnaturalizada a 80 °C) y 4) la solucién amortiguadora sin

sustrato pero con la proteina IAR3.

Por otra parte, la proteina IAR3 fue incubada en la solucién amortiguadora mencionada
anteriormente a una temperatura de 30 °C durante 2 horas, la cual contenia 100 mM Tris
pH 7.5 (agente amortiguador), 1 mM C4H1002S, (DTT) (agente reductor), 200 yM MnCl;
(cofactor), AlA conjugado con alanina (sustrato), posteriormente a la incubacién se realizé
la extraccion con acetato de etilo tal como se menciona en la metodologia, después de la
extraccién, las muestras fueron corridas por TLC (Fig. 2.17) para separar el sustrato
restante de los productos, subsecuentemente se aislaron todas las manchas separadas
en la cromatografia TLC y se solubilizaron en acetato de etilo, finalmente dichas muestras

separadas por TLC fueron analizadas por cromatografia de HPLC.

El analisis por HPLC de las manchas aisladas de la cromatografia de TLC, se inicié con la
muestra testigo, una mancha con un RF de 0.85 que se observa en la placa de silice del
TLC numerada con el numero 1 de color morado (Fig. 2.17), la cual pertenece al AlA,
dicho testigo sirvié para definir la posicion del AIA en la placa de TLC; por otro lado, las
manchas que se encuentran en los diferentes carriles enumeradas del 2 al 9 en la Fig.
2.17, pertenecen al conjugado del AIA (N-3-Indolilacetil-L-alanina) que ya hemos visto en

las figuras anteriores (Fig. 2.12 - 2.16).

Como se ha descrito, los primeros dos carriles de la Fig. 2.17, pertenecen al AlA y al
conjugado de AIA en el orden mencionado, mientas que el tercer carril pertenece a la
proteina IAR3 desnaturalizada a 100 °C, por lo que es imposible que esta proteina
liberase AIA, sin embargo existe una mancha que se encuentra marcada con un signo de
interrogacion (?) ya que alli se encontrd AlA libre (Fig. 2.18), pero debido al tratamiento

previo al que se sometio la proteina IAR3, no es posible que sea liberado por la IAR3.
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Figura 2.17. Analisis de los productos obtenidos de la reacciéon enzimatica
de IAR3 por TLC. AIA: acido indol-3 acético, T: testigo (proteina IAR3
desnaturalizada con calor), F.S: fraccion soluble (proteinas producidas por E.
coli durante la produccion de la proteina recombinante de 1AR3), E.C: extracto
de E. coli (lisado bacteriano obtenido del cultivo de E. coli (Rosetta 2 DE3) sin el
plasmido que contiene el gen recombinante de 1AR3), IAR3: carril que muestra
el producto de la reaccién de la proteina recombinante de IAR3; XX: ausencia
de manchas, #: Numeros de manchas. El primer carril pertenece al AlA
solubilizado en acetato de etilo, debido a la concentracién del AlA que se corrio
en la placa, la mancha de dicho carril supera el RF de 0.85 que normalmente
pertenece al AlA, los resultados del HPLC Fig. 2.18, confirman dicho resultado,
ya que se aislo la muestra a la altura de un RF de 0.85; el segundo carril
marcado con la letra “C” pertenece al conjugado del AIA solubilizado con
acetato de etilo, la mancha del conjugado se encuentra a un RF 0.475.
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Figura 2.18. AIA libre en la muestra testigo de IAR3 desnaturalizada.
Resultado del analisis por HPLC de la mancha representada con un signo de
interrogacién en la Fig. 2.17; los primeros tres picos son compuestos no
identificados, mientras que el Ultimo pico al minuto 5.155 representa
probablemente al AlA libre.

Por otro lado, el cuarto y el quinto carril de la Fig. 2.17, pertenecen a la fraccion soluble,
es decir, las proteinas que no estaban en cuerpos de inclusion, en este carril se pueden
ver tres manchas duplicadas (6 manchas en total) marcadas con los numeros 4 y 5
(conjugado de AlA), 10 y 11 (a la altura donde deberia estar el AlIA) y 16 y 17 (mancha no
identificada), los puntos marcados con los numeros 10 y 11 de la Fig. 2.17, fueron
aislados y analizados en el HPLC (Fig. 2.19). En la placa cromatografica de TLC pareciera
que las manchas 10 y 11 son de AlA libre, por lo que se esperaba un pico al minuto 5.06
en la grafica cromatografica de HPLC, pero cuando fueron analizadas en el HPLC los
resultados mostraron un pico pequeno al minuto 5.180 (Fig. 2.19), esto podria ser AlA, sin

embargo, hay que tener cuidado ya que el AlA suele formar un pico al minuto 5.06.
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Figura 2.19. Cromatograma de la fraccién soluble. Los primeros cuatro picos
formados en pertenecen a compuestos no identificados, mientras que el ultimo
pico formado al minuto 5.180 podria ser AlA libre.

A la misma altura, en los carriles pertenecientes al extracto de E. coli (Fig. 2.17), se
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observaron las mismas manchas marcadas con los numeros 12 y 13, dichas manch

as

fueron aisladas y analizadas en el HPLC, con la finalidad de ver si existe alguna proteina

de E. coli que pudiera estar hidrolizando el conjugado de AIA (Fig. 2.20) y por ende seria

notoria la presencia del AlA libre, no obstante, en la Fig. 2.20 no se logra apreciar el AlIA

libre.
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Figura 2.10. Cromatograma del extracto de E. coli. Ausencia del AlA libre o
conjugado.

En cuanto a las manchas numeradas con los numeros 14 y 15, pertenecientes a los

carriles de la proteina IAR3 que se aprecian de manera muy tenue en la Fig. 2.17, fueron

aisladas y solubilizadas en acetato de etilo, posteriormente, se realizé su analisis por

cromatografia de HPLC (Fig. 2.21). En los resultados obtenidos se esperaba encontrar

AlA libre debido a que anteriormente y por medio de TLC aparecia una mancha a la altu

ra

indicada para el AlA, sin embargo, el analisis por HPLC indico la ausencia de AlA libre.

Estos resultados puntualizan la ineficacia de la proteina IAR3 que fue recuperada de los

cuerpos de inclusién.

L .: [T

Figura 2.21. Cromatografia de las manchas 14 y 15, aisladas de la
cromatografia de TLC, pertenecientes al producto obtenido del analisis catalitico
de la proteina IAR3. Ausencia del AlA libre o conjugado.

87



CAPITULO II

2.4. DISCUSION

2.4.1 RECUPERACION DE LA PROTEINA DE CUERPOS DE INCLUSION

Uno de los problemas mas comunes al producir proteinas eucariotas en sistemas
procariotas es el de la solubilidad, ya que la proteina se suele producir de forma insoluble
(Fig. 2.1 y 2.2), esto pasa debido a que los sistemas procariotas reconocen a las
proteinas como no suya, por lo que suele formar agregados proteicos, a dichos agregados

proteicos se les conoce como cuerpos de inclusion.

La solucién a dicho problema es bastante sencilla pero delicada, ya que la proteina puede
resultar danada durante el proceso, es por ello que se decidid cambiar el agente
desnaturalizante para recuperar a la proteina IAR3. En un principio la proteina IAR3 era
recuperada con 8 M de urea y mediante sonicacién se lograba romper y solubilizar a las
proteinas de los cuerpos de inclusion, posteriormente cuando se analizé por electroforesis
SDS (Fig. 2.1) se pudo observar una gran cantidad de proteina recuperada, sin embargo,
una de las desventajas de esta metodologia es que al desnaturalizar completamente a la
proteina IAR3 se dafa la capacidad catalitica de la misma, otra desventaja significativa se
da al momento de eliminar la urea de la solucién, ya que el proceso dura 12 horas,
pasando por tres gradientes de urea en concentraciones descendentes, lo que hace que
la proteina IAR3 esté 12 horas con el agente desnaturalizante, lo que implica un gran
desafio a la proteina al momento de plegarse de la forma correcta, debido a dicho
problema se decidioé optar por una metodologia mas sencilla, practica y que garantice que
una gran parte de la proteina IAR3 recuperada sea cataliticamente funcional, para ello se
empled el SDS al 2%, esta metodologia es bastante gentil con la proteina ya que el
agente desnaturalizante se encuentra presente en el amortiguador a bajas
concentraciones, lo que favorece una semi-desnaturalizacion de la proteina, ademas
dicho amortiguador contiene 20 mM de B-mercaptoetanol lo que impide que la proteina

pierda los puentes de disulfuro que forman las cisteinas.

En esta metodologia la disolucién de los cuerpos de inclusién esta mediada por el agente
desnaturalizante (SDS) y por 10 pulsos durante 30 segundos a 20 watts con 30 segundos

de descanso, por otro lado en cuanto a la parte practica, el SDS se precipitd con 50 mM
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NaCl y 400 mM KCI , estas sales formaron un compuesto insoluble SDS-NaCl o SDS-KCI
por lo que fue facil retirar dichos compuestos insolubles a 10,400 x g durante 20 minutos;
posteriormente, cuando se analizd la muestra por electroforesis SDS page (Fig. 2.3 carril

2) se pudo observar que la proteina IAR3 se logro recuperar de cuerpos de inclusion.
2.4.2. Purificacion de la proteina IAR3

Después de recuperar la proteina de los cuerpos de inclusién el siguiente paso fue su
purificacion mediante una cromatografia de afinidad, uno de los primeros pasos fue probar
la metodologia estandar que consiste en pasar a la proteina disuelta a través de la
columna de afinidad, después lavarla con 20 y 40 mM de imidazol y finalmente eluirla con
500 mM de imidazol. El problema fue que la IAR3 es eluida con otras proteinas (Fig. 2.5)
por lo que se decidié realizar un gradiente de imidazol (Fig. 2.6), la idea era que si la
etiqueta que tiene IAR3 de 6 His tiene mayor afinidad entonces a cierta concentracion de
imidazol la proteina podria ser liberada totalmente pura, esta teoria funciono
correctamente en la practica, sin embargo, fue necesario realizar 10 concentraciones
diferentes para obtener a la proteina pura, el problema es que durante el proceso se
pierde demasiada proteina de interés (IAR3), ademas se puede observar que la IAR3 es
mayormente eluida a 250 mM de imidazol junto con la mayoria de las proteinas
contaminantes (Fig. 2.6 y 2.7). Debido a este problema se decidié cambiar la metodologia
de purificacion con la finalidad de evitar la pérdida de la proteina IAR3, para ello, se
decidi6 mejorar los lavados, agregandole etanol al 20% para romper las interacciones
hidrofdbicas entre las proteinas, también se utilizé 10 mM de B-mercaptoetanol para
proteger los grupos sulfhidrilos y evitar el rompimiento de los puentes de disulfuro,
ademas de estos reactivos, los lavados también contenian 1% de tritén e imidazol (10, 20
y 40 mM de imidazol) para eliminar cualquier proteina pegada de forma inespecifica a la
matriz de sefarosa o al niquel, la Fig. 2.10, muestra que los primeros tres lavados
cumplen su cometido al eliminar la mayoria de los contaminantes, finalmente la proteina

es eluida a 250 mM de imidazol.

En el caso de las proteinas recuperadas con SDS la purificacion fue mas facil ya que solo
se utilizé un gradiente de imidazol (Fig. 2.11), esto se debe a que a 2% de SDS los

cuerpos de inclusiéon no se solubilizan totalmente, lo que ocasiona que la liberacion de
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IAR3 se obtenga menos contaminada de proteinas del hospedero, sin embargo, la
desventaja de este método radica en la cantidad de proteina recuperada, si comparamos
las cantidades de proteinas recuperadas entre el método de urea y el de SDS, el método
de urea es mas eficiente ya que solubiliza totalmente a los cuerpos de inclusiéon aunque
con ello también se liberan las proteinas del hospedero, es por eso que en las proteinas

recuperada con urea son un poco mas complicadas de purificar.
2.4.3. Caracterizacion bioquimica de la proteina IAR3.

Los resultados obtenidos tanto por TLC como por HPLC de la caracterizaciéon bioquimica
de la amidohidrolasa IAR3, mostraron que la dicha enzima perdi6é su capacidad catalitica
que consiste en hidrolizar los conjugados del AIA con alanina, debido al proceso de
produccion y recuperacion de dicha amidohidrolasa, esto se debe probablemente a tres
factores principales, 1) el sistema (E. coli) utilizado para producir a la IAR3, 2) el tipo de
cuerpos de inclusién y 3) la sensibilidad de la proteina IAR3 a los agentes caotropicos.
Haciendo énfasis en el sistema de produccion de proteinas recombinantes, es bastante
comprensible, que una proteina tipo enzima producida naturalmente en células
eucariotas, tenga mayor probabilidad de mantener su capacidad catalitica original si es
producida heterdlogamente en un sistema eucariota, esto se debe a que las células
eucariotas suelen tener organulos similares, que contiene la maquinaria enzimatica que
les permite producir proteinas bastante complejas, como es el caso del aparato de Golgi y
el reticulo endoplasmatico, esto no quiere decir que no se pueda producir una proteina
compleja en un sistema procariota, ya que por lo regular, la estructura primaria es posible
bio-manufacturarla en las diferentes cepas de E. coli disefiadas para producir proteinas
recombinantes, aunque para este caso, es necesario realizar un plegamiento in vitro para
que la proteina pueda cumplir con su funcion bioldgica, por otra parte, el grado de impacto
negativo en las proteinas recombinantes tipo enzimas producidas en E. coli, dependen del
segundo y el tercer factor sin un orden aparente, ya que hay cuerpos de inclusion dificiles
de solubilizar, asi como la contraparte de dicha caracteristica, esto depende de las
caracteristicas de las proteinas que lo conforman (hidrofdbicas e hidrofilicas), sin
embargo, aunque parezca poco logico, las mismas caracteristicas de las proteinas

independientemente del tipo de cuerpo de inclusion en el que se encuentren, pueden o no
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recuperar su estructura terciaria y por ende su capacidad catalitica, en muchos casos las
proteinas son muy sensibles a la concentracion de los agentes caotropicos o
desnaturalizantes, por lo que se provoca un impacto negativo en la capacidad de
recuperar su estructura terciaria y su capacidad catalitica, incluso si las concentraciones
de los agentes caotropicos son menores. En el caso de la IARS3, las concentraciones de
urea y SDS utilizadas bastaron para eliminar completamente la capacidad catalitica de
dicha amidohidrolasa, estos resultados nos llevarian a pensar que la solucién es utilizar
concentraciones menores de dichos agentes caotrépicos, sin embargo, al utilizar una
concentracién menor la solubilizacién de los cuerpos de inclusion no seria posible, como
ya se ha mencionado anteriormente, uno de los problemas principales en produccion de la
amidohidrolasa IAR3 fue la formacién de los agregados proteicos, un problema menor en
muchas proteinas de caracter enzimatico producidas de forma recombinante, ya que se
han utilizado agentes caotropicos para solubilizar a las proteinas de los cuerpos de
inclusion y con la simple retirada de los agentes desnaturalizantes, las proteinas
solubilizadas suelen recuperar su estructura terciaria, sin embargo, esto no siempre
ocurre, ya que existen proteinas que necesitan un proceso de plegamiento in vitro debido
a que no son capaces de recuperar su estructura terciaria original simplemente con la
retirada del agente caotrépico, esto ultimo, es muy comun en la produccién de proteinas
recombinantes de caracter comercial y existen protocolos establecidos para manipular
dicho aspecto, por lo que podria ser una opcién para recuperar la capacidad catalitica de
la amidohidrolasa IAR3, no obstante, por motivos de veracidad, no es posible aplicar
dicha técnica, ya que el objetivo principal, es caracterizar la proteina IAR3 lo mas parecida
a la proteina producida en la planta para poder comprender la importancia de esta
amidohidrolasa durante la ES de C. canephora, es por ello que la soluciéon a dicho

problema es utilizar un sistema eucariota para biosintetizar dicha amidohidrolasa.
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CAPITULO 1l

EL SISTEMA PARA LA PRODUCCION DE LA IAR3
RECOMBINANTES ES IMPORTANTE S| SE QUIERE REALIZAR LA
CINETICA DE DICHA PROTEINA

3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
3.1. CONCLUSIONES

La cantidad de proteina IAR3 recombinante producida en las cepas de E. coli disehadas
para la produccién de proteinas recombinantes, en términos de rendimiento bruto, es muy
buena, sin embargo, las proteinas recombinantes producidas en dicho sistema, son
aglomeradas por el hospedero en agregados proteicos conocidos como cuerpos de
inclusion, esto se debe a que dicha bacteria no posee los codones necesarios para
sintetizar a la IAR3, por lo que ésta utiliza sus codones para compensar dicha carencia,
como resultado a dicho fenémeno, la capacidad catalitica de la IAR3 es neutralizada, por
ello, el protocolo que se utilizé para solubilizar a la amidohidrolasa IAR3, tenia como
objetivo recuperar la capacidad catalitica de dicha enzima y aunque se logro solubilizarla,
no fue posible recuperar la capacidad catalitica de la amidohidrolasa IAR3, siendo que se
utilizé la menor concentracion posible de agentes desnaturalizantes (SDS y urea), esto
demuestra que la proteina IAR3 se desnaturaliza a bajas concentraciones de SDS y urea
reduciendo la capacidad de la misma para recuperar su estructura original al momento de
retirar los agentes desnaturalizantes, por otro lado, la purificacion de la IAR3 por el
método de cromatografia por afinidad, después de la solubilizaciéon, impacta
negativamente al rendimiento de dicha amidohidrolasa, es por ello que es necesario
establecer un protocolo para la produccion de la proteina IAR3 de forma soluble,
utilizando un hospedero adecuado para su produccion, debido a que la metodologia
empleada hasta ahora, dafia completamente la estructura de la IAR3 provocando la

pérdida total de la capacidad catalitica de dicha enzima.

93



CAPITULO III

3.2. PERSPECTIVAS

Es necesario clonar el gen de la IAR3 en un vector de expresion para transformar
levaduras y obtener la proteina soluble, evitando asi desnaturalizarla, de esta forma sera

posible su caracterizacion bioquimica.
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