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RESUMEN

La autofagia celular es un proceso en el cual se degrada y recicla material intracelular dafiado
que se activa en ciertas condiciones de estrés. Una de estas es cuando hay inanicion celular,
es decir ausencia de nutrientes tales como la glucosa y el nitrogeno con la finalidad de
permitir la sobrevivencia de la celula. La metodologia del presente trabajo fue evaluar la
actividad autofagica mediante el ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60 en células de la
levadura Saccharomyces cerevisiae en ausencia de nitrégeno y glucosa, con el objetivo de
identificar la Ademas, se indag0 la contribucion de la proteina Erv14 en este proceso celular,
la cual participa como receptor de proteinas cargo en el trafico vesicular y forma parte de las
vesiculas COPII que recientemente se han identificado que contribuyen a la formacion del
autofagosoma. Los resultados mostraron que la ausencia de Erv14 en las células de levadura
resulta en una respuesta menor de la autofagia activada por la falta de nitrogeno. Este
resultado permite suponer que la proteina Erv14 contribuye de alguna forma en la activacion
de la autofagia solo bajo ausencia de nitrégeno. Estos hallazgos abonan informacion
adicional sobre la participacion de este tipo de receptores en el trafico vesicular en donde la

autofagia juega un papel importante para mantener la homeostasis celular.




l. INTRODUCCION

29 e

El significado de la palabra autofagia deriva del griego “auto” “phagein” que significa
“comerse a si mismo” (Sangedo et al., 2016). La autofagia €S un proceso dinamico,
programado Yy fisioldgico que ocurre en todas las células eucariotas para la supervivencia
celular, se activa como respuesta a la privatizacion de nutrientes como la glucosa, oxigeno,
nitrégeno y aminoacidos, los cuales son factores de crecimiento y a esto se le conoce como
estrés celular (Kraft et al., 2017). La autofagia es un proceso intracelular responsable de la
degradacion y reciclaje de los componentes citoplasmaticos, elimina de forma selectiva el
material celular dafino y permite que la célula sobreviva a la deprivacion de nutrientes,
mediante la movilizacion de nutrientes a través de la degradacion masiva de los componentes
citoplasmaticos. Si bien la investigacion de las Gltimas décadas ha llevado al descubrimiento
de los factores clave involucrados en la autofagia, la via ain no se comprende completamente
(Torggler et al., 2017). EI mecanismo de autofagia celular es la base de estudio para el
presente proyecto, el cual se lleva a cabo en células eucariotas y para la investigacion a
desarrollar usaremos como modelo de estudio a la levadura S. cerevisiae. Los primeros
estudios de autofagia a nivel molecular se realizaron en la levadura S. cerevisiae. Sobre la

base de estos estudios, se han encontrado muchos homologos en eucariotas superiores

(Torggler et al., 2017).

Ademas, en las células eucariotas se da un mecanismo Illamado trafico vesicular, el cual
consiste en el transporte de proteinas entre los organulos que la conforman, el transito de
proteinas es vital para mantener las funciones celulares. De manera secuencial, la fabricacién

de proteinas comienza desde su transcripcion en el ndcleo de la célula para llevar a cabo su




posterior traduccion en los ribosomas y desplazarse en el citoplasma de la célula. La mayoria
de las proteinas parten hacia su proximo destino como proteinas de carga en vesiculas
lipidicas, para empaquetarse en vesiculas, muchas de ellas requieren un "receptor de carga”,
que reconoce Y retiene proteinas de carga especificas en las vesiculas (Linero, 2016). El
trafico vesicular consiste en la via retrograda y anterdgrada en la que se forman las vesiculas
COPII'y por otro lado en la activacion de la autofagia, se forman las vesiculas denominadas
autofagosomas. La conexion entre ambas vesiculas reside en que los autofagosomas, para
formarse, necesitan de un donador de membrana entre los que se propone organelos como la
mitocondria, el aparato de Golgi, la membrana plasmatica. Recientemente se ha identificado
que las vesiculas tipo COPIl son también donadores de membrana para formar al

autofagosoma (Boya et al., 2018).

Los autofagosomas y las vesiculas COPII, son estructuras compuestas de diversas proteinas
que comparten a la proteina Erv14 la cual es un receptor de proteinas cargo de las proteinas
AxI2, la cual fue inicialmente identificada en Drosophila melanogaster (Cornichon/Cni)
(Powers y Barlowe, 1998). Erv14 pertenece a la familia Cornichon (Cni/Erv14) cuyos
miembros son proteinas transmembranales, a las cuales se les otorga un papel importante en
la exportacién eficaz de numerosas proteinas y material celular en la ruta RE-Golgi (reticulo

endoplasmico y aparato de Golgi) de distintos organismos (Pagant et al., 2015).

En las células de levadura se activa el proceso de autofagia que da lugar a la formacién de
vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas, los cuales se dirigen hacia la

vacuola para degradarse. En la presente investigacion se intentara dar respuesta a la




participacion que tiene la proteina Erv14 dentro de la célula eucariota durante la formacion
y estructura de los autofagosomas, justo cuando se activa el proceso de autofagia celular a
través de varias técnicas (Boya et al., 2018). Para cuantificar si ERV14 participa en la
autofagia, se muto este gen en la cepa TN124 mediante la tecnologia de Cre-loxP, trabajo
que realizé el Dr. Paul Rosas. Por lo tanto, se usaron dos tipos de cepas TN124-WT (tipo

silvestre) y la mutante en ERV14 nombrada TN124erv144.




Il.  ANTECEDENTES

Las primeras investigaciones enfocadas en el mecanismo de autofagia celular tuvieron lugar
en el afio de 1955 por el cientifico, citélogo y bioquimico inglés Christian de Duve, puesto
que en 1963 postuld el nombre a la sucesion de autofagia celular y fue galardonado con el
premio Nobel de fisiologia y medicina en 1974 (Giraldez, 2017). Una de sus aportaciones
mas importantes fue la descripcidn de los lisosomas en células eucariotas, estos son organulos
implicados en varios procesos celulares, uno de ellos es la degradacion celular, dado que
permite reutilizar restos celulares y que sean reciclados o expulsados por las células
(Giraldez, 2017). En la década de 1990, el bidlogo japonés Yoshinori Ohsumi del Instituto
Tecnoldgico de Japon llevo a cabo la primera investigacion de la autofagia a nivel molecular
en la levadura S. cerevisiae, descubrio 15 genes relacionados con la autofagia, reguladores
este proceso (Boya, 2017; Torggler et al., 2017). Hasta el momento se han descrito méas de
40 proteinas Atg implicadas en diferentes pasos de las vias autofagicas. Se requiere un
conjunto de proteinas Atg, cominmente conocidas como maquinaria autofagica central, para
la autofagia selectiva y en masa, mientras que otras proteinas Atg son especificas para
cualquier tipo. Para muchas proteinas de autofagia de levadura, se han identificado
homologos en eucariotas superiores y se ha encontrado que se conservan muchos

mecanismos durante la via autofagica (Torggler et al., 2017).

La proteina Erv14 de S. cerevisiae ha sido propuesta como el receptor de proteinas cargo
especifico para el transporte efectivo de distintas proteinas de membrana (Powers y Barlowe,

1998, 2002; Rosas-Santiago et al., 2016).




Erv 14/ Cornichon ha sido identificado en la planta de la especie Arabidopsis thaliana y
también en algunos estudios de los homdélogos a Cni/Erv14 en la planta del arroz (Oryza
sativa). Erv14 esta involucrada en la formacion de vesiculas COPIl como receptor para la
incorporacion de la carga en el transporte mediado por vesiculas del RE al aparato de Golgi
en levaduras, en los ultimos afios se ha descrito que Erv14 reconoce dominios transmembrana
largos en sus proteinas carga, independientemente de su secuencia. Erv14 podria estar
actuando como chaperona de estos dominios transmembrana al inicio de la ruta secretora,
ademas de como adaptador de la cubierta COPII (Herzig et al., 2012). Las vesiculas COPII
contribuyen a la formacion de los autofagosomas, por tanto, estas pueden participar en el
proceso de autofagia. Para ello se decidi6 cuantificar la macroautofagia a través de medir la
actividad de fosfatasa de la linea Pho8A60 en la cepa TN124 (obsequiada por el Dr. Daniel
Klionsky del Instituto de ciencias de la vida en Ann Arbor Michigan U.S.A), El enfoque que
tendra esta investigacion es la medicion del flujo autofagico para determinar la participacion
de la proteina Erv14 en el proceso de autofagia a través del marcador Pho8A60, este tipo de
medicion es fundamental para comprender la regulacién de este mecanismo. El ensayo
Pho8A60 emplea un ensayo enzimatico sensible, que proporciona una alta relacion
sefial/ruido, lo cual permite una cuantificacién precisa del flujo autofagico en levaduras
(Noda y Klionsky, 2008). Pho8, fosfatasa alcalina, es una enzima de la vacuola que es
entregada a la membrana a través de la via secretora, el ensayo utiliza una version
genéticamente modificada de Pho8 que carece del dominio transmembranal N-terminal lo
que permite su translocacion al reticulo endoplasmico. En consecuencia, Pho8A60
permanece en el citosol y se entrega a la vacuola solo mediante autofagia (Noda y Klionsky,

2008).




1.  AUTOFAGIA CELULAR

La macroautofagia o también denominada autofagia, es una via de degradacion y reciclaje
intracelular muy conservada entre los eucariotas. Durante la autofagia, el material celular es
engullido por una membrana de aislamiento que da como resultado la formacion de una
vesicula de doble membrana, el autofagosoma. La membrana autofagosémica externa se
fusiona con un compartimento litico, como el lisosoma en mamiferos y la vacuola en
levaduras y plantas liberando a la vesicula interna en el lumen del compartimento litico. La
vesicula interna, ahora denominada cuerpo autofagico y su contenido son degradados por las
hidrolasas residentes, y los catabolitos se exportan al citoplasma y se reciclan (Torggler et
al., 2017). La autofagia asegura la homeostasis y la funcion celular degradando
selectivamente los componentes citoplasmaticos dafiados, incluidos los organulos completos
y los grandes agregados de proteinas (Sangedo et al., 2016; Torggler et al., 2017). La
autofagia degrada material citoplasmatico aleatorio para movilizar nutrientes en condiciones
de estrés como la inanicién, la autofagia no solo es necesaria para la homeostasis celular,
sino también para la supervivencia celular durante la privacion de nutrientes (Torggler et al.,
2017). EI autofagosoma estd estructurado por una doble membrana fosfolipidica que
contiene diversas proteinas, entre ellas las ATG (genes relacionados con la autofagia), familia
de proteinas que diferencian al autofagosoma. La identificacion de proteinas ATG permitid
visualizar su colaboracion en el secuestro de los componentes celulares mediante la
formacion, elongacion y cierre del autofagosoma, posteriormente el autofagosoma se degrada

en el lisosoma o vacuola para la levadura (Alegre, 2014).




Gran parte del proceso de la autofagia es mediado por las proteinas de la familia ATG, las
cuales se adhieren a las proteinas y organulos dafiados, marcandolas para la formacion de
fagoforos (vesiculas de doble membrana que contienen el material a reciclar). Algunos
miembros de la familia se unen a los fagéforos, comenzando su maduracion y fusién con el
lisosoma o vacuola para formar el autofagosoma, esta fusién permite que las enzimas
lisosomales se ocupen de la degradacidn enzimatica de los sustratos, cuyos productos son

exportados al citoplasma para su reutilizacién (Sangedo et al., 2016; Costas y Rubio, 2017).

1. Tipos de autofagia

Estos son los tres tipos principales de autofagia en células eucariotas: la microautofagia, la
autofagia mediada por chaperonas y la macroautofagia, son morfolégicamente diferentes,
pero todos terminan en el transporte de sustancias a los lisosomas/vacuola para su

degradacion y reciclaje, estos estan esquematizados en la figura dos.

e Microautofagia:

En este tipo de autofagia, el contenido citoplasmatico es reciclado y degradado e introducido
al lisosoma/vacuola a través de invaginaciones que produce la membrana de dicho organulo.
Este proceso degrada proteinas citosolicas, tanto de manera selectiva como no selectiva, las
invaginaciones dejan expuesto el material citosélico secuestrado a disposicion de enzimas

del lisosoma y de la vacuola, que lo degradan (Marqués, 2018).




e Autofagia mediada por chaperonas:

Degradacién selectiva por proteinas que seleccionan cargas Unicas y contienen motivos
reconocidos por chaperonas para su posterior degradacion. Para este tipo de autofagia que
solo ha sido reportada para células de mamiferos y esta mediada por chaperonas, se difiere
de las otras dos formas mencionadas, en que no hay participacion de trafico de vesiculas
(Aranquiz et al., 2006). Se degradan proteinas citosolicas, que son directamente enviadas al
lisosoma. La autofagia mediada por chaperonas solo degrada proteinas solubles que llevan
un motivo peptidico KFERQ (Marqués, 2018), el cual es reconocido por proteinas
chaperonas, para luego ser transportadas a los lisosomas. La proteina sustrato y las
chaperonas se unen a la membrana lisosomal a través del receptor LAMP2a. Luego la
proteina sustrato se despliega y es empujada hacia el lumen del lisosoma para su degradacion

(Aranquiz et al., 2006).

e Macroautofagia:

Es una via que consiste en la degradacién de proteinas y material citoplasmatico dafiado y se
induce bajo condiciones de privacion de nutrientes y estrés celular. Este tipo de autofagia
conlleva varios pasos, y esta coordinado por vesiculas de doble membrana, denominadas
autofagosomas, que posteriormente se fusionan con lisosomas o vacuola (Aranquiz et al.,

2006).




Macroautophagy Microautophagy Chaperone-mediated
autophagy

Substrate Hsc70 &
Isolation

Q cochaperones
membrane

¢ .
€ & Ql—|

Lysosome

Figura 1: Tipos de autofagia: Macroautofagia, Microautofagia y Autofagia mediada por
chaperonas (Mizushima et al., 2008).

2. Proceso de autofagia

El mecanismo de la autofagia incluye distintos elementos y se lleva a cabo en fases: 1.
Nucleacién, 2. Elongacion del fagéforo, 3. Formacion del autofagosoma, 4. Fusion, 5.
Degradacion y Reciclaje. Cuando la célula es sometida a un estrés, como la ausencia de

nutrientes se activa el mecanismo de la autofagia.
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La nucleacién, esta regulada por dos vias de sefializacién: la via de la AMPK (proteina
quinasa dependiente de adenosina monofosfato y la de mTORC1(complejo formado por 5
proteinas: mTOR, Raptor (regulatory-associated protein of mMTOR), mLST8 (proteina letal 8
de mamiferos con SEC13), PRAS 40 (substrato de 40 kDa de Akt rico en prolina) y
DEPTOR), cuya regulacion depende de la relacion AMP/ATP. Este complejo y las proteinas
rio abajo se regulan por fosforilacion/desfosforilacion y de esta manera activan a las proteinas
encargadas de la iniciacion del proceso, y simultaneamente regulan la actividad del complejo
quinasa-quinasa ULK, compuesto por ULK1/ULK2 (proteinas quinasa tipo uridina 1y 2)

(Costas y Rubio, 2017).

Al comienzo del proceso, primero la quinasa ULK1 activa por fosforilacion a la proteina
Beclinl (también conocida como ATG6) que forma parte del complejo iniciador de la
elongacion del fagdforo, iniciando la segunda fase llamada elongacion del fagoforo.
Consecutivamente se crea el complejo PIP3 (3-fosfatidilinositol fosfato), esencial para el
reclutamiento de otras proteinas ATG sobre las dobles membranas que provienen del reticulo
endoplasmico, el complejo de Golgi y las mitocondrias (Costas y Rubio, 2017; Boya et al.,
2018). Seguidamente la formacion del autofagosoma y la expansion de la doble membrana
lipidica se produce por la interaccién del fagéforo con el complejo proteico ATG5/ATG12,
esta conjugacion requiere de la accion enzimatica de ATG7 y ATG10. Finalmente, la unién
de ATG16 al complejo ATG5/ATG12 produce su multimerizacién y formacion del complejo
que permite la insercion de la forma Il de LC3 (microtubule-associated protein light chain 3,

también conocida como ATG8) en la membrana del fago6foro.
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Cabe sefialar que la proteina LC3 se sintetiza como pro-LC3, la cual es seleccionada por
ATG4, generando la forma activa LC3-I en el citosol y a su vez, al LC3-I se incorporan
lipidos por la accion de ATG7 y ATG3 que catalizan su union a los residuos de
fosfatidiletanolamina presentes en la membrana del fag6foro. La union de LC3-11 al fag6foro
se requiere para el cierre de la vesicula luego de la captacion de los sustratos a procesar y asi
dar origen al autofagosoma. Posteriormente, el complejo ATG5/ATG12/ATG16y el LC3-II
se liberan para formar el autofagosoma. Atg9, permite que la membrana autofagosomal se
alargue y se cierre para formar el autofagosoma maduro (Costas y Rubio, 2017). La cuarta
fase se da cuando el autofagosoma se fusiona con los lisosomas 0 vacuola, esta fase esta
regulada por la accion de Rab7, Lampl y Lamp2, importantes para la maduracion del
autofagosoma. Finalmente, los substratos se degradan por la accion de las enzimas vacuolares
o lisosomales y los productos de la reaccion se liberan al citoplasma para su futura
reutilizacion y asi es como se concluye con la ultima fase que es el reciclaje (Costas y Rubio,

2017; Boya et al., 2018).
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Figura 2: Proceso autofagico (InvivoGen, 2017).
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IV. RUTA SECRETORA

Las células eucariotas elaboran diferentes funciones para mantenerse vivas como la
produccion de energia, sintesis de productos, degradacion de desechos, exportacion e
importacién de productos a distintos organelos que las componen, y poseen un sistema de
endomembranas que compone la ruta secretora. La ruta es responsable del transporte de una
enorme cantidad de proteinas y lipidos a sus destinos funcionales, es esencial tanto para el
funcionamiento de la célula como para el desarrollo pluricelular (Lee et al., 2004; Linero,
2016). Para efectuar todo esto, la célula necesita que sus organulos estén comunicados entre
si mediante vias y transportadores (Alberts et al., 2016). Este mecanismo permite que las
proteinas solubles y las de membrana sean sintetizadas en el reticulo endoplasmatico (RE),

y moverse hacia su destino final a través de la via secretora (Lodish et al., 2005).

1. Ruta secretora temprana

La ruta secretora temprana comprende el trafico vesicular entre el reticulo endoplasmico
(RE) y el aparato de Golgi. EI movimiento bidireccional del transporte vesicular en esta ruta
es esencial para su correcto funcionamiento. Asi, mientras que el transporte anterégrado
permite la salida de las proteinas de secrecion desde el RE hacia sus destinos funcionales, el
transporte retrogrado se dirige desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmico. Se
mantienen los niveles requeridos de proteinas enddgenas en el reticulo, evita que proteinas
mal plegadas avancen por la ruta secretora y recicla los factores necesarios para futuras

rondas de transporte anterégrado (Lee et al., 2004; Linero, 2016).
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2. Movimiento bidireccional de la ruta secretora

El movimiento bidireccional dentro de la ruta secretora consiste en la conexion de todos los
organulos celulares; enfocaremos nuestra atencion en la via anterograda, esta se efectda desde
el reticulo endoplasmico (RE) hacia el aparato de Golgi, esta es una via exportadora que
libera moléculas producidas por la célula hacia el exterior, este proceso se da mediante la
formacion de vesiculas de transporte denominadas COPII, mientras que la via retrograda
exporta particulas desde el complejo de Golgi hacia el reticulo endoplasmico (RE) y se da la

formacién de vesiculas COPI (Fig. 3) (Becker et al., 2007; Linero, 2016).
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Figura 3: Vias de transporte de la ruta secretora.
En esta figura se muestran en color rojo las proteinas de cubierta COPII que median el
transporte desde el reticulo endoplasmico al compartimento intermedio (ERGIC). En azul,
las cubiertas COPI, son las responsables del transporte retrogrado intra-Golgi y Golgi-
reticulo. En verde, las vesiculas con cubiertas de clatrina, responsables del transporte post-

Golgi (Bonifacino y Glick, 2004).




V. TRAFICO VESICULAR

Es un proceso de comunicacion entre organulos y se lleva a cabo mediante vesiculas, estas
son las encargadas de transportar moléculas, principalmente proteinas en su interior o
incluidas en sus membranas (Megias et al., 2007). Es decir que el transporte de proteinas de
membrana y las solubles se efectlia desde un compartimento delimitado por membrana hasta
otro, y es mediado por vesiculas de transporte que recogen las proteinas ‘’carga’’ en brotes
que surgen desde la membrana de un compartimiento y posteriormente entregan estas
proteinas carga al proximo compartimiento mediante la fusion con la membrana (Lodish et
al., 2005). A lo largo de la ruta secretora, las moléculas viajan en vesiculas lipidicas, desde
un compartimento donador y se fusionan con un compartimento receptor o aceptor. Este tipo
de transporte recibe por ello el nombre de transporte vesicular (Bonifacino y Glick, 2004).
Es este un proceso extraordinariamente complejo, debido a su alto dinamismo, junto a la gran
cantidad y variedad de sustratos a transportar (Linero, 2016). El trafico vesicular que se
establece entre los diferentes compartimentos de la ruta secretora posee una naturaleza
bidireccional, a su vez es esencial para el correcto funcionamiento de la propia ruta (Lee et
al., 2004; Linero, 2016). Asimismo, no sélo se mantiene la identidad estructural y funcional
de los organulos membranosos, sino que también se garantiza que actien de forma
coordinada. Con ello, se consigue conservar la homeostasis celular y cerciorar la
comunicacion de la célula con su entorno, regulando tanto la presencia de proteinas y lipidos
en la membrana plasmatica, como la secrecion de moléculas al espacio extracelular

(Bonifacino y Glick, 2004; Linero, 2016).
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1. Estructura y ensamblaje de las vesiculas de transporte COPII

El ensamblaje de la cubierta COPII en la membrana del ERES (sitios de salida del ER
(Reticulo endoplasmico) (ERES “ER exit sites”) esquematizado en la figura 4, inicia con el
reclutamiento y activacion de la proteina G pequefia Sarl, a través del intercambio de GDP
por GTP, catalizado por GEF o Sec12 intercambiador de nucleétidos de guanina, una proteina
integral de membrana del RE (reticulo endoplasmico) que actia como GEF de Sarl. La forma
activa de Sarl despliega una a-hélice anfipatica N-terminal que permite su asociacion estable
con la membrana. Sarl-GTP recluta a la capa interna de la cubierta, formada por Sec23-24.
Sec24 interacciona con las moléculas carga transmembrana separandolas de las residentes
del RE y concentrandolas en la vesicula naciente, mientras que Sec23 tiene actividad GAP
sobre Sarl (Linero, 2016). Una vez formado, el complejo cebador o “prebudding complex”
(Sar1-Sec23-Sec24-molécula carga transmembrana) recluta a su vez a la capa externa de la
cubierta, formada por Sec13-Sec31. La proteina Sec31 estimula la actividad GAP de Sec23,
de forma que Sarl hidroliza su GTP y vuelve al citosol en su estado inactivo unido a GDP.
En este momento, las proteinas de cubierta quedan asociadas a la membrana gracias a su
interaccion con las moléculas carga transmembrana, y Sarl-GDP puede iniciar un nuevo
ciclo de actividad. Sarl estaria por tanto continuamente asocidndose y disociandose de las
membranas del RE, promoviendo la concentracién de las cargas, que son clave para
estabilizar los complejos cebadores, y por tanto para promover la polimerizacion eficiente de

la cubierta y la formacién de la vesicula (Sato y Nakano, 2007; Linero, 2016).
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Figura 4: Revestimiento, formacion y estructura de las vesiculas COPII (Sato y Nakano,

2007).
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VI. PROTEINA ERV14

El enfoque de este proyecto va dirigido hacia un tipo de proteina receptor cargo, localizada
en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, denominada Erv14, la cual es una proteina
de membrana (Powers y Barlowe, 2002), que posee tres segmentos que atraviesan la
membrana (Powers y Barlowe, 2002). Erv14 pertenece a una familia muy conservada de
proteinas, siendo sus homdlogos en eucariotas superiores las proteinas de la familia
cornichon. EI miembro mejor caracterizado de esta familia es la proteina Cni de D.
melanogaster, necesaria para la exportacion desde el reticulo endoplasmico (RE) de proteinas
de la familia TGFa (factor de crecimiento transformante o) (Castro et al, 2007). Inicialmente
Ervl4 fue identificada en levaduras S. cerevisiae, como un componente fundamental y
altamente representada en las vesiculas de transporte COPII, que se localizan en el reticulo
endoplasmico (RE) y el complejo de Golgi. Posteriormente se observo gque es necesaria para
el transporte de un gran numero de proteinas transmembrana. Ervl4 es una proteina
hidrofdbica pequefa, con tres segmentos transmembrana, un dominio citosolico N-terminal
y un dominio luminal C-terminal (Castillon et al., 2009; Herzig et al., 2012; Powers &

Barlowe, 1998; Powers & Barlowe, 2002; Linero, 2016).
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1. Interaccion entre la proteina Erv14 y las vesiculas COPII

Erv14 es una proteina derivada de las recubiertas COPII que se movilizan entre los organulos:
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi, al ser parte de estas vesiculas tiene como funcién
seleccionar a otras proteinas de membrana para empaquetarlas y transportarlas a través de la
ruta secretora (Powers y Barlowe, 1998). Erv14 sirve como un adaptador que une una
proteina secretora de membrana integral a la cubierta de la vesicula COPIlI (Powers y
Barlowe, 2002). En el reticulo endoplasmatico, Erv14 interactia fisicamente con los

componentes de COPII, asi como con su proteina de carga AxI2p (Powers y Barlowe, 2002).

2. Ervl4y lalevadura Saccharomyces cerevisiae

En la levadura S. cerevisiae, Erv14 se describio primeramente como receptor de carga de la
proteina de membrana plasmatica AxI2 y estudios posteriores han puesto en manifiesto que
es necesaria para la exportacion de numerosas proteinas transmembrana del reticulo
endoplasmico cuyo destino es la ruta secretora tardia o la membrana plasmatica (Powers &
Barlowe, 1998; Powers & Barlowe, 2002; Castillon et al., 2009; Herzig et al., 2012; Sacristan
etal., 2013; Pagant et al., 2015; Linero, 2016). En el arroz se demostrd que Cornichon/Erv14
es necesario para que un transportador altamente selectivo a iones de sodio se pueda
establecer de manera correcta en la membrana del aparato de Golgi (Rosas-Santiago et al.,
2015). En esta tesis se busco identificar el papel que juega dicha proteina para la formacion
de autofagosomas cuando se activa la autofagia celular y que tan elemental es para llevar a

cabo una buena actividad de este mecanismo celular.
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VIl. ORGANISMO MODELO

Los hongos son organismos eucariotas, heterdtrofos, y en su mayoria carentes de
movilidad. Estructuralmente cuentan con un disefio Unico en la naturaleza, determinada
principalmente por la presencia de una pared celular compuesta de varias biomoléculas de
origen glucido y proteico, donde destaca la quitina (Curtis et al., 2008; Velasquez 2018).
El estudio con levaduras dio como resultado el descubrimiento de las primeras proteinas
relacionadas con la autofagia. La identificacion de proteinas Atg ha permitido a los
investigadores estudiar los mecanismos de la autofagia en la levadura en detalle
molecular, convirtiendo a la levadura en el organismo modelo en el que se comprenden

mejor los detalles moleculares de la via de la autofagia (Torggler et al., 2017)

1. Levadura Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son organismos eucariotas de gran diversidad referente a su tamafio y forma,
consideradas hongos unicelulares y generalmente sus células son ovaladas, también
pueden encontrarse en forma esférica, cilindrica o eliptica. Son mayores que las bacterias,
alcanzando un didmetro maximo de entre 4-5 um. La levadura S. cerevisiae, el nombre de
esta especie se deriva del vocablo Saccharo (azlucar), myces (hongo) y cerevisiae
(cerveza). Es una levadura heterotrofa, que obtiene la energia a partir de la glucosa y tiene
una elevada capacidad fermentativa. Puede aislarse con facilidad en plantas y tierra, asi

como del tracto gastrointestinal y genital humano (Machin et al., 2016; Curtis et al., 2008).
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Las pruebas genéticas en levaduras dieron como resultado el descubrimiento de las
primeras proteinas relacionadas con la autofagia, las proteinas Atg, esto permitio estudiar
los mecanismos de la autofagia a detalle molecular, las levaduras se usan como organismo
modelo en el cual los detalles moleculares de la via autofagica se entiendan mejor (Kraft,
2017). En la levadura, la autofagia se inhibe cuando se dispone de nutrientes externos. Por
lo tanto, nosotros utilizaremos se visualizara el mecanismo de autofagia celular dentro de

la especie de levadura ya mencionada.
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VIII. JUSTIFICACION

La autofagia celular es un mecanismo de supervivencia celular, permitiendo preservar a la
célula cuando los componentes nocivos que se encuentran en el citoplasma son engullidos a
través de autofagosomas, los cuales son degradados en organulos especificos, vacuola o
lisosoma para su posterior reciclamiento dentro de la célula. Este mecanismo de
supervivencia se forman vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas,
importantes para llevar a cabo este proceso. Dentro de la estructura de estas vesiculas es
posible que se encuentre a la proteina Erv14 y se ha postulado que esta podria ser relevante
en el proceso de la autofagia celular. Por lo que es de interés de nuestro grupo de
investigacion comprender si Erv4 efectivamente es determinante para llevar a cabo la

autofagia.

IX. HIPOTESIS

La proteina Ervl4 contribuye al proceso de autofagia en la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

X. OBJETIVO GENERAL

Identificar la participacion de la proteina Erv14 en el proceso de la autofagia.

Xl. OBJETIVO PARTICULAR

Determinar si la proteina Erv14 se requiere para llevar a cabo una correcta autofagia a través

del marcador de autofagia Pho860.
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XIl. METODOLOGIA

Para llevar a cabo el experimento, se requirié de medios liquidos de YPD (Extracto de
levadura 10g, peptona 20g y Glucosa 20g por litro) para crecer a las cepas de la levadura S.
cerevisiae TN124WT (Mat a, ura3-52, leu2-3,-112, trpl-1, pho8: pho8460, phol3: LEU2)
y la TN124ervi44 en 50 ml de YPD. Cada cepa se crecid por duplicado en matraces de
250ml. Estos cultivos se dejaron crecer en una incubadora por 16 h a 28°C en agitacion
continua. Una vez concluido ese periodo cada cepa se vertieron en cuatro tubos falcon de
50ml, y se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min. Posteriormente se retir6 el sobrenadante,
dejando la pastilla de células concentrada al final de cada tubo y se vertié 50ml de agua estéril
a cada tubo falcon, para volverse a centrifugar a la misma velocidad y el mismo tiempo. Se
decantd el sobrenadante de cada tubo falcon y las células sedimentadas de cada cepa se
resuspendieron en 1100 ul de agua estéril, de esta manera se pudo juntar cada muestra de
cada cepa en un solo tubo falcon, al final quedaron dos muestras en tubos falcon con las cepas
ya mencionadas. Estas dos Ultimas muestras que contienen las células de levadura fueron
utilizadas para el crecimiento de levaduras en medios sin nitrégeno y sin glucosa por lo que

a la par se prepararon otros medios.

Se realizaron medios por duplicado, medios YPD como medio de control, YNB como medio
minimo (YNB w/o aminoacids 0.67% y glucosa 2% para 100 ml), YNB-N sin fuente de
nitrogeno (YNB w/o aminoacids and ammonium sulphate 0.17 % y glucosa 2 % para 100ml),
YNB-G sin glucosa (YNB w/o aminoacids 0.67% para 100 ml) y YNB-NG sin glucosa y sin
nitrégeno (YNB w/o aminoacids and ammonium sulphate 0.17% en 100ml). Estos medios

se inocularon con las muestras antes obtenidas de las cepas TN124WT y TN124ervi44, se
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les vertio las respectivas medidas: Para el medio YPD (50ul), YNB + aminoacidos (50ul),
YNB-G + aminoacidos (400uL), YNB-N (200ul) y YNB-NG (400ul). Estos se dejaron

incubar durante 5 h a 28°C en agitacidn constante.

Posterior a las 5 horas de incubacion, los medios se vertieron en 10 tubos falcon de 15ml
etiquetados con sus respectivas cepas y medios, es decir, 5 tubos para TN124WT (YPD,
YNB, -N, -G, -NG) y 5 tubos de TN124Ervi44 (YPD, YNB, -N, -G, -NG), estos se
centrifugaron (7min a 4500 rpm) vy se retird el sobrenadante dejando la pastilla de células
concentrada al final de cada tubo. Continuando, se agregd 500ul de agua a cada tubo y esto
permitié que se resuspendieran las células y asi cada una de las muestras se colocaron en
tubos eppendorf, dividiéndolos de la siguiente manera: 250ul para cada tubo con su
respectiva cepa y medio (TN124WT y TN124Ervi44 (YPD, YNB, -N, -G, -NG)), cabe
mencionar que para este paso se realiz una réplica técnica, al final se obtenian 20 tubos
eppendorf, 10 eran muestras base y los otros 10 tubos correspondian a la réplica técnica.
Sucesivamente los tubos eppendorf se centrifugaron a maxima velocidad durante 3min, se
retird el sobrenadante de cada tubo y se le agregaron 250l de buffer de Lysis (20Mm PIPES
pH7.2, 0.5% de Triton x-100, 50mM KCL, 100Mm acetato de potasio, 10mM MgSOs,
10mM ZnSO4 y 1ImM PMSF1) junto con aproximadamente 0.3 g de perlas de vidrio;
seguidamente cada tubo eppendorf, se colocd en el vortex durante 3 min. Cada tubo
eppendorf fue colocado en bandejas de hielo para posteriormente centrifugarse a maxima
velocidad por 3min. Al tener las muestras preparadas se realizaron los siguientes ensayos,

ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60 y cuantificacion de proteinas.
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1. Ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60
Se prepararon 20 tubos eppendorf, etiquetados para cada medio (YPD, YNB, -N, -G, -NG) y
cepa correspondiente (TN124WT y TN124Ervi4A4), en los cuales se trabajo de la siguiente
manera:

Tabla 1: Distribucion de medios de crecimiento para las cepas TN124WT y TN124Ervi4A.

5 tubos eppendorf -TN124WT 5 tubos eppendorf -TN124WT

5 tubos eppedorf-TN124Ervi44 5 tubos eppedorf-TN124Ev 44

Medios: YPD, YNB, -N, -G, -NG

Estos tubos contenian o p-nitrofenil | Sin, p-nitrofenil fosfato junto con buffer de

fosfato junto con buffer de reaccion. reaccion.

Posteriormente a las muestras se les agregd 400ul del buffer de reaccion (1.25mM-p-
nitrofenol fosfato; 250mM tris-HCL pH 8.5, 0.9% Triton x-100, 10mM MgS0s4, 10mM
ZnSQOy4) junto con 100ul de la muestra (de los tubos que estaban en la bandeja de hielo) y a
los otros 10 tubos eppendorf se les afiadid buffer de reaccion sin p-nitrofenol fosfato, y 70ul
de la muestra. La mezcla fue agitada por vortex para homogeneizar, y se le agregaron 500l
de glicina (2M, pH=11), finalmente se prepard un blanco con 100ul buffer de lisis, 400ul

buffer de reaccion y 500ul glicina (2M, pH=11).

Por otro lado, los 10 tubos que si contenian el sustrato p-nitrofenil fosfato, se les realizé una
dilucion de 1:10, esto nos permitio medir de manera efectiva en el espectrofotometro y se
realizo de la siguiente manera, cada tubo eppendorf fue etiquetado con el nombre de la cepa

y medio al que correspondian, en cada uno se agregaron 100ul del sustrato p-nitrofenil fosfato
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y 900ul de agua estéril, las muestras fueron agitadas mediante un vortex, para
homogenizarlas. Seguidamente a cada una de las muestras se les midieron en el
espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 400 nm y se registraron los datos. Se realiz6
una curva estandar con el reactivo p-nitrophenol de 0 a 100 nmoles para conocer las
concentraciones de p-nitrofenol de las muestras a través de su ajuste de los valores obtenidos
a la ODa4oo relativos a la curva estandar. La actividad especifica esta calculada como nmol p-

nitrophenol/min/mg de proteina.

2. Cuantificacion de proteinas

Se realizé la cuantificacion de proteinas de las muestras que se obtuvieron inicialmente, para
las muestras base y las réplicas técnicas, para esto se prepararon dos tubos de ensayo, para
cada medio y diferente cepa: ((YPD, YNB, -N, -G, -NG) TN124WT y TN124ervi4A), cada
uno contenia, 3ul de la muestra de cada medio al que correspondia, 30ul de tritdén (0.05%),
800ul de agua y 200 ul de colorante (BioRad, USA). Se prepar6 una muestra blanco, el cual
llevé todo lo mencionado excepto la muestra, se homogeneizaron con uso del vortex.
Finalmente se midi6 cada muestra en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 595 nm
en celdas y se registraron los datos obtenidos. Para calcular las concentraciones de proteina
se usd una curva estandar de un rango entre 0 a 9 mg/ml de BSA. Esto permitio realizar el

calculo por miligramo de proteina, y asi homogenizar la cantidad en las muestras.
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3. Curvas de calibracion

Elaboracidn de curvas de calibracion para determinar concentracion de proteinas y nitrofenol

3.1.Curva de calibracion correspondiente a la medicion de proteina

Como primer paso se realiz6 una curva de calibracion para conocer la concentracion de
proteinas en una muestra desconocida. Para ello se usé a la albumina, proteina estandar que
permite cuantificar la proteina, con la cual se realizé la curva de calibracion. En materiales
y métodos se describe el protocolo para la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford. En el laboratorio se decidio realizar esta curva con las concentraciones de albumina
que van de 0 a 9 ug/ul (Tabla 2: Concentraciones de albumina y su absorbancia a 595nm).
Estos valores se graficaron donde las concentraciones estan en el eje de las “X” y las
absorbancias en el eje de las “Y”. Una vez graficados los datos, se agregd una linea de
tendencia de tipo lineal, con esto se pudo obtener una ecuacién lineal con las variables
necesarias para conocer la concentracion de proteina en una muestra desconocida. La formula
es la siguiente y = 0.0735x + 0.0944 con una R? = 0.9962. Los datos obtenidos de la
curva de calibracion muestran que se pueden ajustar a la tendencia de tipo lineal ya que la R?
es muy cercana a 1. La formula esté integrada por la pendiente que es 0.0735 y el intercepto
que es 0.0944. Para poder conocer una concentracion de proteina desconocida en una muestra
es necesario despejar “x” de la formula y = 0.0735x + 0.0944. Una vez despejado “x”, la
formula queda de la siguiente manera x = (y — 0.0944)/0.0735. En la formula “y” es la
absorbancia medida a 595 nm de una muestra con una concentracion de proteina
desconocida. De esta forma se logro calcular la concentracion de proteina de las extracciones

de proteina hechas en células de levadura mediante el espectrofotometro.
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Tabla 2: Concentracion pg/ul de albuminay su absorbancia a 595nm

Concentracién Abs
pg/ul 595 nm
0 0.00E+00
0.75 0.154
15 0.206
2.25 0.26
3 0.3
3.75 0.361
4.5 0.441
5.25 0.484
6 0.524
6.75 0.589
7.5 0.669
8.25 0.707
9 0.737

A continuacion, se muestra la grafica de la curva de calibracion para cuantificar proteina, la
cual muestra la concentracion de microgramos sobre microlitros y la absorbancia a 595 nm

que corresponde.

Curva de calibracién-cuantificacion de proteinas
0.8
0.6 y =0.0735x + 0.0944
0.5 R?=0.9962 _
0.4 -
0.3 5

0.1 -

Figura 5: Curva de calibracion de la cuantificacion de proteinas
Absorbancia a 595 nm (eje de las y) que corresponden a la cantidad de proteinas en mg en

el eje de las x.
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3.2. Curva de calibracién de Nitrofenol, respectivo al ensayo de fosfatasa alcalina

Pho8A60.

Del mismo modo también se realiz6 una curva de calibracion, en donde se utilizé la solucion
4-Nitrophenol, en el laboratorio se utiliza para detectar presencia de p-nitrofenol mediante la

desfosforilacion de la fosfatasa alcalina (Figura 6).

Enzymatic cleavage

— 0 alkaline-
/ \ phosphatase
0,N— —O—NJO' * = (O,N- OH +HPO
\ / HO pHOS
0 2
p-nitrophenyl phosphate p-nitrophenol
(colorless) (color)

SUBSTRATE PRODUCT

Figura 6: Reaccion de p-nitrofenilfosfato con la fosfatasa alcalina

Esta reaccion da como resultado el producto de color amarillo p-nitrofenol.

La concentracién va desde 0 nmol a 10 nmol de nitrofenol y las mediciones se hicieron a una
absorbancia de 400nm (Tabla 3: Concentracion de Nitrofenol y absorbancia medida a
400nm). estos datos fueron graficados, de tal manera que en el eje de las *‘x’’ se encuentran
las concentraciones y en el eje de las “‘y’” estan las absorbancias. Ya que se establecio la
gréfica, se agregd una linea de tendencia de tipo lineal y se obtuvo una ecuacion lineal con
las variables requeridas para obtener la concentracion de nitrofenol en una muestra

desconocida. Se realizd la siguiente formula, y = 0.1869x + 0.009 con una R? de 0.9934,
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en la cual serd necesario despejar a “’x’’ para conocer la concentracion de nitrofenol de una
muestra desconocida.
En esta formula se obtuvo una pendiente que fue 0.1869 y el intercepto es 0.009, de tal

(X3 29 (X

manera que ‘‘x’’ es la concentracion que queremos saber y ‘‘y’’ es la absorbancia medida a
(%3 29

400nm, al despejar a “‘x’’, la formula queda de la siguiente manera: x = (y—

0.009)/0.1869.

Tabla 3: Concentracion de Nitrofenol y su absorbancia medida a 400nm

Concentracién Abs 400 nm
nmol de
nitrophenol
0 0
1 0.25
2 0.362
3 0.602
4 0.735
5 0.91
6 1.098
7 1.294
8 1.46
9 1.814
10 1.852

La siguiente figura presenta la grafica correspondiente a la curva de calibracion de la
medicidn de nitrofenol (Figura 7), donde se usé la solucién de p-nitrofenol. Esta representada
con los siguientes elementos, en el eje de las ““x’’ o abscisas, encontramos la concentracion

[

de nmol de nitrofenol y de en eje de las ““y’’ u ordenadas la absorbancia a 400 nm.
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Curva de calibracion- cuantificacion de nitrofenol

y = 0.1869x + 0.009
R?=10.9934

0 2 4 6 8 10 12

Figura 7: Concentracion de nmol de nitrofenol

(eje de las x) y la absorbancia a 400 nm (eje de las y)
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XIIl. RESULTADOS

Mediante la elaboracidn de curvas de calibracion para ambos ensayos (cuantificacion de
proteinas y ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60), se obtuvieron absorbancias de cada una
de las muestras correspondientes de ambos ensayos, dichas cifras respaldan el resultado final
obtenido en esta investigacion (Figura 10), se elaboré un proceso de obtencion de resultados

mediante Excel en donde se colocaron las cifras obtenidas y se siguieron los siguientes pasos.

1. Recopilacién de datos de la extraccion de proteina

Para comenzar, se obtuvo la absorbancia a 595nm de la extraccion de proteina de cada
muestra, posterior a esto se realizaban los siguientes calculos para obtener los microgramos
por microlitro de proteina, en este paso el valor de la ODsgs se le resta el valor de 0.0944
(intercepto en la formula) y esta diferencia se divide entre el valor de 0.0735 (pendiente en
la formula) de tal manera que se calcula la concentracion de la proteina en las muestras
descritas. Debido a que se usé 100 ul de solucidn de cada muestra para realizar el ensayo de
la fosfatasa alcalina, se determiné la cantidad de proteina en mg en estos 100 ul. De esta
manera, estos Ultimos datos se requirieron para la obtencion de datos del ensayo de fosfatasa

alcalina Pho8A60. Estos pasos corresponden a las tablas mostradas en el anexo C.
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2. Recopilacion de datos del ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60

Se prosiguio a calcular los datos del ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60 de la siguiente
manera: se obtuvo la absorbancia a 400nm de la extraccion de cada muestra, el valor de cada
concentracion era multiplicado por 10, ya que se realizé una dilucién de 10 veces para poder
medir la absorbancia ODago sin salirse de los valores de la curva de calibracion del p-
nitrofenol. También consideramos el valor que se obtuvo a la ODago de estas mismas
muestras, pero sin el sustrato p-nitrofenol fosfato, esto para eliminar la sefial de fondo emitida
por las soluciones utilizadas y que pudieran emitir alguna sefial a 400 nm, de este modo lo
que proseguia en esta columna era restar la ODago que contenia p-nitrofenol menos la ODago
sin p-nitrofenol. Posteriormente a ese valor, se obtenian los nanomoles mediante una resta,
se restaba con 0.009 (intercepto en la formula) e inmediatamente se dividia entre 0.1869. El
siguiente paso consistia en dividir dicha cantidad entre 5 ya que fueron los minutos que
estuvo en incubacion la reaccion sobre la mesa de trabajo a temperatura ambiente.
Finalmente, esa Gltima cantidad se dividia entre el resultado final que se obtenia de la
cuantificacion de proteinas de acuerdo con el medio y cepa al cual estaban emparejados, es
por eso que era muy importante llevar una buena administracion de los datos, para evitar
confusion al momento de realizar este Ultimo paso. Con esto se pudo cuantificar los nmol de
nitrofenol*min*mg de proteina. Ambos procesos de recopilacion de datos corresponden a las

tablas mostradas en el anexo C.
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3. Agrupacion de las cifras obtenidas a partir de los ensayos: Cuantificacion de proteinas

y Fosfatasa alcalina Pho8A60.

En este apartado se realiz6 una tabla en donde se colocaron las cifras obtenidas del anexo C,

que corresponden a las tablas del ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60 de cada replica, que

son los resultados finales extraidos de las concentraciones de las muestras obtenidas (Tabla

2). En las tablas mostradas del anexo C corresponden al nimero de réplicas que se realizaron

en este experimento, y cada una de ellas incluye los datos que se obtuvieron en el orden

descrito con antelacion.

Tabla 4: Nanomoles de nitrofenol x minuto x miligramo de proteina.

Tipo de Medio Datos de réplicas bioldgicas
cepa liquido
_ YPD 24.7431674 20.34322 | 19.1285719 | 33.2976736 | 7.3259204 | 4.13424826
§' Lo < YNB 24.115539 | 12.050119 | 22.1137201 | 34.0038914 | 0.6008532 | 18.0640122
22 S8 YNBG 86.7815082 | 67.14701 | 125.042226 | 142.279237 | 34.699273 | 46.3660369
= "% YNB_N 258.06265 | 230.42218 | 303.290371 | 384.036115 | 168.30161 | 107.021035
YNB_NG 76.707223 | 42.097822 | 122.585627 | 155.726607 | 76.695397 | 43.7319547
- YPD 21.524314 13.84945 | 6.46939629 | 20.573781 | 25.093773 | 22.9162039
=g
5 = YNB 13.15849 3.2024302 | 6.24296543 17.617478 | 3.5720558 | 18.5479597
§ 5 YNB_G 72.654982 | 56.523342 | 14.6166347 | 92.850183 | 2.5688098 | 36.8611413
S E YNB_N 156.74857 | 146.94306 | 36.6406145 135.15133 | 95.394089 | 118.160093
= YNB_NG 76.327968 | 39.164329 | 16.6516626 | 70.945489 37.66286 78.477448

4. Pruebas estadisticas: Obtencion de promedios y desviacion estandar

A continuacion, se muestra una tabla que indica los promedios y desviaciones estandar (Tabla

5), obtenidos de los datos de la tabla de réplicas biologicas (Tabla 4). Se requiere de estos
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nuevos datos para poder elaborar una grafica que refleje la variedad de la actividad autofagica
en los diferentes medios que se utilizaron y como se ve afectada en ausencia de la proteina

Erv14, la cual se mostrara méas adelante.

Tabla 5: Promedios y desviaciones estandar, valor de probabilidad: 0.05.

Cepa Medio Promedio Desviacion estandar
YPD 18.16213359 9.935548982
S e YNB 18.49135582 10.38535795
3¢ YNBG 8371021518 39.19842187
Z®  YNBLN  241.8556602 89.41799862
YNB_NG  86.25743845 41.00168779
YPD 18.40448637 6.360503726
X
‘é g YNB 10.39022986 6.348184776
E S YNB_G 46.01251547 31.54591928
2 YNBLN  114.8396261 40.21565862
= YNB.NG  53.20495943 23.32001379

4.1.Hipotesis planteadas

Asimismo, se plantearon las siguientes hipdtesis, lo cual favorecié plantear la prueba

estadistica y determinar cuél de estas se rechaza.

e Hipdtesis nula: La actividad de la fosfatasa alcalina no cambia por la mutacion del

gen ERV14.

e Hipdtesis alternativa: La actividad de la fosfatasa alcalina si cambia por la mutacion

del gen ERV14.
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4.2.Prueba t-student
Se hizo uso de la prueba t de student de una cola, la cual nos ayuda a estimar el valor de la
media de las muestras extraidas y mostrd que hay diferencias significativas en la actividad
de la fosfatasa alcalina. Posteriormente, los datos adquiridos se graficaron para mostrar en
qué tipo de medio se alcanzé la mayor actividad de autofagia, de la cepa silvestre TN124WT

y la cepa TN124erv14A, como se observa en las siguientes figuras.
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Figura 8: Actividad autofagica de la cepa TN124WT

Actividad de la fosfatasa alcalina de las células de la cepa TN124 tipo silvestre crecidas en
medio rico (YPD), medio minimo (YNB), medio minimo sin nitrégeno, medio minimo sin

glucosa y medio minimo sin nitrégeno y glucosa.
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Como se puede observar en la figura 8, se tomd en cuenta los promedios y desviaciones
estandar obtenidos de la tabla 5, con la cual se identifica que tan dispersos estan los datos
con respecto a la media; con lo cual se expone lo siguiente, la actividad autofagica con
respecto a la fosfatasa alcalina Pho8A60 en la cepa TN124 tipo silvestre crecida en el medio
rico YPD mostr6 una actividad de 18.16 y esta actividad fue similar cuando esta misma cepa
se crecio en el medio minimo YNB actividad de 18.49, continuando, en el crecimiento del
medio minimo YNB sin glucosa obtuvo una actividad de 83.71, se muestra un minimo
incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina, seguidamente la actividad de la fosfatasa
alcalina de la cepa crecida en un medio minimo sin nitrégeno obtuvo una actividad de 241.85
este fue el mayor incremento de la actividad de la fosfatasa alcalina, y por Gltimo en el
crecimiento del medio minimo sin nitrégeno y glucosa se mostré una actividad de la fosfatasa
alcalina de 86.25, por lo tanto se puede concluir que el medio que el incremento mayor de la

actividad de la fosfatasa alcalina fue el medio sin nitrégeno en la cepa TN124 tipo silvestre.
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Figura 9: Actividad autofagica de la cepa TN124Erv14A
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A continuacién, se describe la figura 9 con los promedios y desviaciones estandar extraidas
de la tabla 7, se interpretd lo siguiente, la actividad de la fosfatasa alcalina Pho8A60 de la
cepa TN124ervi44 crecida en el medio rico YPD muestra una actividad de 18.40,
seguidamente en el crecimiento del medio minimo YNB revel6 una actividad de 10.39, la
actividad de la fosfatasa alcalina Pho8A60 de la cepa crecida en el medio minimo sin glucosa
se obtuvo una actividad de 46.01, posteriormente la actividad de la fosfatasa alcalina
Pho8A60 de esta misma cepa crecida en el medio minimo sin nitrégeno muestra una actividad
de 114.83 y por altimo en el medio minimo sin glucosa y nitrégeno se obtuvo una actividad
de 53.20. Del mismo modo se obtuvo el mayor incremento de la actividad de la fosfatasa
alcalina en el medio sin nitrégeno en la cepa TN124ervi44. En la siguiente gréfica se
describen los promedios de la actividad de la Pho8A60 en cada una de las cepas crecidas en
los diferentes medios y la actividad de la Pho8A60 de las cepas TN124-WT y TN124erv14A.
La actividad se registra como unidades arbitrarias de un célculo de los nmol de p-
nitrophenol/min/mg de proteina.
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Figura 10: Actividad autofagica de las cepas TN124WT y TN124ervi44
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Al obtener esta ultima grafica (Figura 10), en conjunto se encuentra la actividad de la
fosfatasa alcalina Pho8A60 correspondiente a las cepas TN124 tipo silvestre y mutante en el
gen ERV14, en la cual la actividad refleja lo siguiente, las cepas TN124WT y TN124ervi44
crecidas en el medio rico YPD, muestra que no hay diferencia significativa al igual que en el
medio minimo YNB. Continuando, se nota que la actividad de la fosfatasa alcalina Pho8 A60
en las cepas TN124WT Y TN124ervi44 crecidas en el medio minimo sin glucosa refleja que
no hay diferencia significativa. Como se puede observar en la gréfica de la figura 10, el
medio que promueve la mayor actividad de la fosfatasa alcalina Pho8A60 es el medio minimo
sin nitrogeno e indica que existe una diferencia significativa entre la cepa silvestre y la
mutante en ERV14, siendo menor la actividad en la cepa mutante. Por Gltimo, la actividad
de la fosfatasa alcalina Pho8A60 crecidas en el medio minimo sin nitrégeno y glucosa

muestra que no hay diferencia significativa.

Por lo tanto, se puede concluir que la actividad de la fosfatasa alcalina en la cepa mutante en
el gen ERV14 si cambia y se observo una disminucion significativa, lo cual permitio rechazar
la hipétesis nula y concluir que la mutacion de ERV14 en la cepa TN124 reduce la respuesta
de autofagia medida a través del marcador Pho8A60, de manera interesante los medios sin
glucosa generan una menor actividad de la Pho8A60 que aquella que genera cuando solo hace
falta nitrgeno. Estos resultados nos muestran que ERV14 es necesario para una respuesta

normal de la macroautofagia en las células de las levaduras crecidas en medios sin nitrogeno.
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XIV. DISCUSION

La autofagia se encarga de la supervivencia celular, en el cual los organulos dafiados, los
metabolitos toxicos y patdgenos intracelulares son degradados y reciclados aportando energia
para la célula, se induce en una variedad de condiciones de inanicion, como el agotamiento
de nitrégeno, carbono, fésforo, zinc y otras. Sin embargo, aparte de la falta de nitrégeno, no
estd claro como estos estimulos inducen la autofagia (Adachi,2017). Conservada en
levaduras y plantas, esta via de degradacion es altamente eficiente en la transformacion de
proteinas y organulos, y tiene un papel esencial en el mantenimiento de las reservas de
aminoéacidos libres tras la inanicién (Onodera y Ohsumi, 2005 ; Thompson y Vierstra, 2005).
Se ha confirmado que los mecanismos basicos de la autofagia de las plantas son similares a
los de las levaduras y animales. (Ren et al., 2014). La levadura S. cerevisiae, la autofagia es
particularmente critica para el mantenimiento de la viabilidad celular durante la inanicién,
asi como para la esporulacion de las células (Adachi,2017). Las células de levadura
responden a la privacién de ciertos nutrientes como la glucosa o el nitrégeno y al inducir
autofagia se recuperan fragmentos de proteinas para su uso en funciones criticas. La glucosa
es un nutriente y fuente de energia ATP para la célula, la levadura asimila una amplia gama
de fuentes de carbono. De estos, el monosacarido glucosa es la fuente de carbono maés
preferida para S. cerevisiae. y se metaboliza por glucdlisis (Adachi,2017). El aporte de la
glucosa a las células conduciria a una reduccion de los niveles de autofagia puesto que dicho
nutriente aporta los requerimientos energéticos que necesitan para su crecimiento y division

celular (Alegre,2014).
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Mientras que el nitrogeno se encuentra en una variedad de biomoléculas como los
aminoéacidos y bases nitrogenadas que se usan para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos
(Finello, 2019). La regulacion y sefializacion responsables de la autofagia inducida por
inanicion de nitrégeno estan relativamente bien caracterizadas, las bases mecanicas de la
inducciodn de la autofagia en respuesta a otras condiciones de inanicion no se comprenden
bien. También varios estudios sugieren que la falta de carbono puede inducir la autofagia
(Adachi,2017). Ante la privacién de estos nutrientes llevaria a la célula a aumentar los niveles
de autofagia para suplir las necesidades energéticas y obtener mediante la degradacién
proteica las necesidades basicas que se requieran en la biosintesis de las moléculas esenciales
para la supervivencia celular (Finello, 2019). En este estudio se examind la participacion de
la proteina Erv14 en S. cerevisiae con autofagia activa y crecidas en medios de diferentes
condiciones, sin nitrégeno y glucosa, con el propdésito de observar el efecto que genera la
ausencia de dichos nutrientes en la mutante de la proteina Erv14, mediante el ensayo de
fosfatasa alcalina Pho8A60. La proteina Erv14 se ha caracterizado por ser un receptor que
facilita el movimiento de proteinas carga reconocidas por las vesiculas COPII que viajan
entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi e inicialmente se describi6 a Erv14 como
receptor de carga de la proteina de membrana plasmética AxI2p (Pagant et al., 2015; Linero,
2016). Como se muestra en la figura 8, la actividad de la fosfatasa alcalina Pho8A60 de la
cepa TN124WT - tipo silvestre crecida en un medio rico YPD obtuvo una actividad
autofagica de 18.16 y medio minimo YNB con una actividad autofagica de 18.49 no
revelaron una mayor actividad autofagica a comparacion con el resto de los deméas medios,

el medio minimo sin glucosa mostrd una actividad autofagica de 83.71, mientras que el medio

41



minimo sin nitrégeno revelo un actividad autofagica de 241.85 y finalmente el medio minimo

sin ambos nutrientes reflejo una actividad menor 86.25.

Estos resultados indican que a falta de nitrogeno es cuando la actividad autofagica es aun
mas elevada, y a falta de glucosa existe actividad, pero no es tan elevada, curiosamente
cuando ambos nutrientes estan ausentes la actividad es menor, lo cual nos pone en una
controversia interesante, sera que la célula al estar en un estado de autofagia le afecte mas el
no poseer ciertos nutrientes, ya que en ausencia de nitrégeno reveld una actividad mayor que
con la glucosa. Por otro lado, y basandonos en estos resultados, fue relevante la participacion
de la proteina Erv14 en el proceso de medicion de la actividad autofagica para indicarnos que
en su ausencia la actividad autofagica se ve afectada minuciosamente, tal como se puede
observar en la gréafica de la figura 9, existe un patron similar a la figura 8 pero en cuanto a la
actividad autofagica se reflejé una disminucion, en medios rico YPD una actividad de 18.40,
en el medio minimo YNB actividad de 10.39, los medios sin glucosa una actividad de 46.01,
sin nitrogeno actividad de 114.83, y en el medio sin ambos nutrientes una actividad de 53.20,
tal como se menciond se ve ese mismo patrén de la figura 8 pero estos resultados nos arrojan
que en ausencia de Erv14 la actividad autofagica disminuye. Por lo tanto, la carencia de
Erv14 en la autofagia no afecta la formacion de los autofagosomas, ya que su formacién y
crecimiento no se ve afectada, pero si en cuanto a la medicién de la actividad autofagica.
Como se puede observar en la figura 10, se muestra la actividad de la fosfatasa alcalina
Pho8A60 de las cepas TN124WT y TN124ervi44 en la cual ambas cepas son comparadas, y
se muestra cuales medios obtuvieron significancia, nuevamente se puede visualizar que los

medios sin nitrogeno obtuvieron una actividad autofagica elevada y tienen significancia, al
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comparar ambas cepas demostramos que la privacion de nitrogeno se obtuvo una de actividad

autofagica elevada a comparacion de los demas medios.

Por lo tanto, el nitrdgeno es un elemento esencial para las funciones de los seres vivos, por
ejemplo, la autofagia en plantas contribuye a la movilizacion de nitrégeno y produccion de
semillas, en estudios recientes han descubierto las funciones de la autofagia en plantas sobre
la removilizacion de nitrégeno tanto en condiciones de inanicién como durante las fases
normales de crecimiento de modo que la removilizacion del nitrégeno en las hojas se
convierte asi en un paso critico durante la maduracion de la semilla (Ren et al., 2014). Los
investigadores de levaduras, animales y plantas han utilizado la inanicién de nitrégeno como

un procedimiento estandar para inducir la autofagia (Ren et al., 2014).

Ren et al., (2014) nos indican que a un mayor nivel de autofagia se puede facilitar mejor el
flujo de nitrogeno en el cuerpo de la planta, lo que permite una mayor produccion de flores
y el posterior establecimiento de semillas. En conjunto, la autofagia puede considerarse un
factor esencial en la removilizacion del nitrdgeno. La actividad autofagica facilita la
eliminacion de proteinas oxidadas y mantiene la longevidad celular, y, por otro lado, la
autofagia contribuye a la degradacion de los componentes celulares y al reciclaje de los
nutrientes que se movilizaran para los érganos que los necesitan (C. Masclaux-Daubresse et
al., 2016), y de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacién, nos indican que
la autofagia es inducida por falta de glucosa y nitrégeno, en medios ricos y medios minimos
también se ve reflejada una actividad minima aun cuando estos medios contienen lo necesario

para su buen crecimiento celular, esa minima actividad arrojada nos dice que aun teniendo
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los nutrientes necesarios para un buen crecimiento la célula podria contener algn organelo

celular dafiado.

La carencia de nitrogeno en la célula produce activacién de la autofagia que como ya vimos
su actividad es mayormente elevada en ausencia y presencia de la proteina Erv14, el
nitrégeno pudiera ser un nutriente ain mas indispensable para la célula, como si a nosotros
los humanos nos quitaran agua y comida, ¢con cual de estos dos elementos no
sobreviviriamos tanto? en este caso nosotros no sobreviviriamos sin agua, por ende para la
célula el nitr6geno es importante para llevar a cabo sus funciones principales, que como se
menciond se encuentra en una variedad de biomoléculas como los aminoacidos y bases
nitrogenadas que se usan para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Finello, 2019), pero
no dejemos de darle importancia a la glucosa ya que la célula la requiere como fuente de
energia ATP (Adachi,2017). La interaccion del nitrogeno y glucosa son elementos
trascendentes para el metabolismo y sefializacion en levaduras, animales y plantas, y la
autofagia tiene un papel principal en ellos dado la importancia de la autofagia para mantener
la homeostasis celular y la vitalidad en levaduras, plantas y animales (Guiboileau et al., 2013;
Ren et al., 2014).En esta investigacion se llevo a cabo la medicion de la actividad autofagica
en diferentes condiciones, medios de crecimiento sin nitrégeno, sin glucosa y sin nitrégeno
y glucosa en presencia y ausencia del gen Erv14 mediante el marcador de autofagia Pho8A60,
el cual es un sistema de monitoreo cuantitativo del flujo autofagico en levaduras, basado en
la medicion de la actividad enzimatica resultante del suministro vacuolar, lo cual revela la
actividad autofagica (Noda y Klionsky, 2008). Al realizar la evaluacion autofagica se observo

que en ausencia de Erv14 la actividad de la autofagia disminuy0 y de manera significativa en
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medios sin nitrégeno, se pretende responder si Ervl4 es un gen esencial para el proceso

autofagico y que interaccion tiene.

Shima, Kirisako y Nakatogawa (2019), indican que Erv1l4 no es tan importante para la
formacion de los autofagosomas, ya que en células crecidas con rapamicina por dos horas se
demostro que Apel, el cual es un marcador del correcto funcionamiento del autofagosoma
ya que cuando se induce la autofagia pre-maduro (p-Apel) llega directamente a la vacuola y
ahi se procesa en un Apel maduro (m-Apel), mostrando que en la cepa tipo silvestre hay una
mayor proporcion de Apel maduro que Apel pre-maduro, indicado que existe un correcto
ensamblaje del autofagosoma. Sin embargo, cuando se muta el gen ATG2, el cual es un gen
importante para la formacion de autofagosomas, la proteina Apel no se madura porgue no
llega a la vacuola lo que nos dice que este cargo de los autofagomas ya que a la ausencia de
Atg2 los autofagosomas no se forma bien y por ende no puede llegar a la vacuola para
degradarse. Para entender si Ervl4 tenia una participacion en la formacion de los
autofagosomas se observd también si Apel se madura en la ausencia de este gen, los
resultados reportados muestran que la ausencia de Erv14 no modifica la maduracién de Apel
en la vacuola, sugiriendo que este gen no participa en la formacion del autofagosoma. Se
utilizé otro marcador, Pgkl fusionado a GFP, de igual forma las células fueron incubadas
hasta por 8 h con rapamicina, los resultados mostraron que el procesamiento de Pgk1-GFP
siguid su ruta normal hasta la vacuola donde la GFP es liberada de Pgkl. De esta manera se
logré evaluar que la ausencia de Erv14 no interfirié en la ruta de Pgkl desde el citoplasma
hasta la vacuola. Esto indic6 que Ervl4 no es un gen esencial para la formacion de los

autofagosomas. (Shima et al., 2019).
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En los resultados obtenidos de esta investigacion se hizo uso del método Pho8A60, se mostro
que la actividad de la fosfatasa alcalina Pho8A60 evaluada en diferentes medios de
crecimiento, tiene diferentes vias que son las diferentes ausencias de nutrientes como la
glucosa, nitrégeno y sin glucosa y nitrgeno, ya que en el medio sin glucosa la actividad de
la autofagia medida a través de Pho8A60 se incremento, pero el mayor incremento de la
actividad de la autofagia se observo en el medio sin nitrégeno. Nuestros resultados mostraron
que la autofagia a través del marcador Pho8A60 se activa en mayor magnitud sin nitrégeno,
pero sin glucosa parece ser que no es la misma ruta. ES necesario tomar en cuenta que estos
experimentos se realizaron a 5 horas de exposicion. Los estimulos utilizados en esta
investigacion reflejaron que este proceso celular responde de manera diferenciada entre ellos,
ya que la via del nitrégeno, glucosa, y sin nitrogeno y glucosa poseen mecanismos
particulares de cada uno de ellos, ya que efectian niveles diferentes de autofagia. Al no
obtener glucosa, la via se ve modificada, igual que a la ausencia de nitrégeno, pero su
actividad autofagica se ve aln mas elevada, y curiosamente cuando ambos nutrientes no estan
presentes la actividad disminuye. Los distintos niveles de actividad autofagica de cada uno
de los estimulos estan bien diferenciados y se puede decir que este proceso celular responde
manera especifica a cada uno de los estimulos, esto indica que cada uno es una via y
mecanismo particular que se ejerce sobre la autofagia. Esto da hincapié para realizar estudios
a fondo sobre el control y manejo de cada uno de los estimulos que se utilizaron para evaluar
la actividad autofagica. Como ya se menciond en esta investigacion se hizo uso del marcador
Pho8A60, nuestros resultados muestran que usando este marcador se observd que la
incubacion sin nitrégeno durante un periodo de 5 h evoco una mayor respuesta que la

registrada sin glucosa por el mismo tiempo. Esta evidencia sugiere que la ruta que activa a
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los autofagosomas y engloban a la Pho8A60 para llevarla hacia la vacuola es diferente cuando
las levaduras son incubadas sin glucosa vs sin nitrégeno. Los datos obtenidos demuestran
que Erv14 pareciera tener una contribucion para que la autofagia activada por ausencia de
nitrégeno se lleve de manera adecuada, sin embargo, los mismos datos muestran que Erv14
no es fundamental como lo reportan Shima y colaboradores (2019). Mas estudios necesitan
ser realizados para profundizar en los complejos mecanismos moleculares en los que

posiblemente Erv14 participe para realizar una eficiente autofagia.
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XV. CONCLUSIONES

1) El medio rico YPD y el medio minimo YNB no estimul( la autofagia revelada a través del

marcador Pho8A60.

2) El medio minimo sin glucosa estimulé mas la actividad autofagica mediante el marcador

Pho8A60 que el medio YPD y el medio YNB.

3) El medio minimo sin nitrégeno estimulé mas la actividad del marcador Pho8A60 que el

medio minimo YNB sin glucosa.

4) Las células crecidas en el medio minimo sin nitrégeno y glucosa mostraron una actividad

menor del marcador Pho8A60 que la actividad del medio minimo sin nitrogeno

5) La célula al estar expuesta a los diferentes estimulos que activan la autofagia indica que
este proceso celular responde de manera diferenciada a los estimulos al igual que las vias y

mecanismos que cada estimulo ejerce sobre la autofagia son particulares.

6) Al usar el marcador de la autofagia Pho8A60 se observd que la incubacion sin nitrégeno
durante un periodo de 5 h evocd una mayor respuesta que la registrada sin glucosa por el

mismo tiempo.

7) Por lo tanto la ruta que activa a los autofagosomas y engloba a la Pho8A60 para llevarla

hacia la vacuola es diferente cuando las levaduras son incubadas sin glucosa vs sin nitrégeno.
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8) La mutacion del gen ERV14 no afecta en la en formacién de los autofagosomas, pero al
momento de evaluar la actividad autofagica esta se ve modificada en ausencia de esta
proteina, por lo tanto, Erv14 si es importante para llevar un buen proceso de la autofagia en

las células de levadura solo en condiciones deficientes de nitrégeno.

Se necesitan mas estudios para profundizar en los complejos mecanismos moleculares en los
que posiblemente la proteina Erv14 participe para realizar una eficiente autofagia, ya que se
podria demostrar si Erv14 interviene en el mecanismo de autofagia a través de ensayos de
supervivencia al igual que establecer la participacion de la proteina Erv14 en la acumulacién

de autofagosomas dentro de la vacuola celular.
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XVI. ANEXO A

1. Medios liquidos requeridos para el monitoreo de la autofagia en levaduras: Ensayo

fosfatasa alcalina Pho8AGO.

» YPD: Medio rico, el cual permite crecimiento favorable de la levadura, contiene:
extracto de levadura, peptona, una fuente de energia y glucosa.

» YNB+HMLTU: Medio minimo, contiene YNB sin aminoacidos, posteriormente se le
afiaden aminoacidos.

> YNB-G+HMLTU: Medio minimo sin glucosa, en este tipo de medio se retira la fuente
de nitrégeno<glucosa y se le afladen aminoacidos.

» YNB-N: Medio minimo sin nitrégeno, el cual contiene sulfato de amonio, como fuente
de nitrégeno.

» YNB-NG: Medio minimo sin nitrégeno y glucosa, YNB sin aminoacidos y sulfato de

amonio.
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XVII. ANEXO B

1. Monitoreo de la autofagia en levaduras: Ensayo fosfatasa alcalina, Pho8A60.

El método o ensayo de Pho8A60 (fosfatasa alcalina), es un sistema de monitoreo cuantitativo
del flujo autofagico de levadura, basado en la medicidon de la actividad enzimatica resultante
del suministro vacuolar, lo cual refleja el flujo autofagico. La cepa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae TN124, contiene una proteina denominada Pho8, localizada en la
membrana celular, la cual codifica la enzima fosfato vacuolar. Pho8 es un gen que codifica
la Unica fosfatasa alcalina vacuolar en Saccharomyces cerevisiae, posee una cola citosolica
N-terminal y un segmento de membrana integral, sitio activo y el C-terminal se encuentra en
el lumen vacuolar (Noda y Klionsky, 2008). Pho8 transita a la vacuola a través del complejo
de Golgi, posterior de la sintesis como forma inactiva en el reticulo endoplasmico, después
de que llega a la vacuola, el propéptido en el extremo C, se separa mediante proteasas
vacuolares, lo que da como resultado la forma activa. Para hacer uso de Pho8 en el monitoreo
de la autofagia, los 60 aminoacidos terminales, incluido el dominio transmembranal, se
eliminan genéticamente y la enzima resultante se designa como Pho8A60 (Noda y Klionsky,
2008; Torggler et al., 2017). Ante esto, la enzima modificada ya no puede ingresar al reticulo
endoplasmico, se dispersa por todo el citosol de forma inactiva y una vez que se el mecanismo
de autofagia esta presente en la célula una porcion de Pho8A60 se incorpora de forma no
selectiva a los autofagosomas y es transportado hacia el lumen vacuolar, donde se activa por
proteasas vacuolares. La Unica forma de que Pho8A60 llegue a la vacuola es a través de la
autofagia, y si eso ocurre, se elimina el propéptido C-terminal. Por consiguiente, la liberacion
vacuolar de Pho8A60 a través de la via autofagica puede medirse enzimaticamente, lo que

constituye la base de esta investigacion (Giezen, 2007).
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Una de las propiedades de Pho8AG0 es que se dispersa por todo el citosol, de esta manera
cuando la levadura presenta autofagia, Pho8A60 se incorpora a los autofagosomas que
seguiran su ruta habitual hasta llegar a la vacuola. Una vez activada la Pho8A60 esta puede
llevar a cabo la liberacion de fosfato inorganico (a esta accion se le conoce como
desfosforilacion) y que quimicamente ocurre por la hidrolizacion del enlace éster fosférico
entre un grupo fosfato y un radical organico a pH basico (pH 6ptimo entre 9 y 10) liberando
fosfato inorganico de un sustrato especifico denominado p-nitrophenyl phosphate (el cual no
tiene color) y que por accion de la Pho8A60 se generan los productos p-nitrophenol (el cual
es de color amarillo) y un fosfato inorganico (Torggler et al., 2017). Puede medirse evaluando
la capacidad del lisado de células Pho8A60 para desfosforilar sustratos como el fosfato de
para-nitrofenilo o el fosfato de a-naftilo (Torggler et al., 2017). La conversion de para-
nitrofenilfosfato incoloro en para-nitrofenol amarillo puede medirse
espectrofotométricamente como un aumento en la absorcion a 400 nm. Pho8A60 se utiliza
en un ensayo enzimatico sensible que proporciona una sefial que permite la cuantificacion
del flujo autofagico en la levadura. Consecuentemente, la actividad de la fosfatasa alcalina

Pho8AG60 es una forma de medir la actividad de la autofagia (Torggler et. al ,2017).
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Figura 11: Proceso de activacién de Pho8A60

El precursor inactivo de Pho8A60 es secuestrado aleatoriamente en el autofagosoma junto
con material citoplasmico. Tras la entrega a la vacuola, Pho8A60 se activa. La actividad de
Pho8A60 se mide en lisado celular suministrando un sustrato de fosfatasa. Dependiendo del
sustrato, la desfosforilacion por Pho8A60 produce productos que pueden detectarse

espectrofotométricamente o espectrofluorométricamente; (Torggler et al., 2017).
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XVIII. Anexo C

1. Obtencidén de datos de los ensayos: Cuantificacion de proteinas y ensayo de fosfatasa
alcalina Pho8A60.

Las siguientes tablas contienen cifras de lo que se describid en el apartado de recopilacion de
datos de la extraccion de proteina y del ensayo de fosfatasa alcalina Pho8A60, estas tablas

son un respaldo del resultado final de esta investigacion.

1.1.0btencién de la concentracion de proteinas

Réplicas bioldgicas de extraccidn de proteina

Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ug en 100 ul | mgen 100 ul
cepa

- YPD 1.439 18.2938776 | 365.877551 | 0.365877551

;I o ’g YNB 1.262 15.8857143 | 317.7142857 | 0.317714286

328 YNBG 2.038 26.4435374 | 528.8707483 | 0.528870748

g = % YNB_N 1.399 17.7496599 | 354.9931973 | 0.354993197

YNB_NG 2.04 26.4707483 | 529.414966 | 0.529414966

YPD 1.0335 12.7768707 | 255537415 | 0.255537415
YNB 0.988 12.1578231 | 243.1564626 | 0.243156463
YNB_G 1.827 23.5727891 | 471.4557823 | 0.471455782
YNB_N 1.186 14.8517007 | 297.0340136 | 0.297034014
YNB_NG 1.824 23.5319728 | 470.6394558 | 0.470639456

TN124erv14
(mutante)
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Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ug en 100 ul mg en 100 ul
cepa
= YPD 1547 | 19.7632653 | 276.6857143 0.276685714
;I o ’g YNB 1.894 | 24.4843537 | 342.7809524 0.342780952
329 YNBG 1.792 | 23.0965986 & 323.352381 0.323352381
=~ % YNB_N 1.243 | 15.6272109 | 218.7809524 0.218780952
= YNB_NG 1.916 | 24.7836735 | 346.9714286 0.346971429
YPD 1.287 | 16.2258503 | 227.1619048 0.227161905
3 - YNB 0.954 | 11.6952381 @ 163.7333333 0.163733333
§ g YNB_G 1.795 23.137415 | 323.9238095 0.32392381
S :Ej YNB_N 1.085 13.477551 | 188.6857143 0.188685714
E ~ YNB_NG 2.084 | 27.0693878 @ 378.9714286 0.378971429
Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ug en 100 ul mg en 100 ul
cepa
YPD 1.478 18.8244898 | 376.4897959 | 0.376489796
E . Q) YNB 1.277 16.0897959 | 321.7959184 | 0.321795918
§' .\% g YNB_G 1.977 25.6136054 | 5122721088 @ 0.512272109
Z = | YNB.N 131 16.5387755 | 330.7755102 0.33077551
= YNB_NG 1.948 25.2190476 | 504.3809524 | 0.504380952
< YPD 1.067 13.2326531 | 264.6530612 @ 0.264653061
‘g ) YNB 0.907 11.0557823 | 221.1156463 | 0.221115646
ﬁ § YNB_G 1.48 18.8517007 | 377.0340136 @ 0.377034014
2 E YNB_N 1.143 14.2666667 | 285.3333333 | 0.285333333
= YNB_NG 1.672 21.4639456 | 429.2789116 | 0.429278912
Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ugen 100 ul | mgen 100 ul
cepa
- YPD 1.527 19.4911565 | 389.8231293 | 0.389823129
;I o g YNB 0.956 11.722449 | 234.4489796 | 0.23444898
23 YNB_G 1.912 24.7292517 | 494.585034 | 0.494585034
== § YNB_N 1.25 15.722449 | 314.4489796 @ 0.31444898
= YNB_NG 1.95 25.2462585 | 504.9251701 = 0.50492517
< YPD 0.837 10.1034014 | 336.7800454 | 0.336780045
‘E Z-C_? YNB 0.7875 9.42993197 | 314.3310658 | 0.314331066
({rj’ g YNB_G 1.1865 14.8585034 | 495.2834467 | 0.495283447
S £ YNB_N 0.6055 6.9537415 | 231.7913832 | 0.231791383
= YNB_NG 0.792 9.49115646 | 316.3718821 & 0.316371882
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Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ug en 100 ul mg en 100 ul
cepa
. YPD 1.6565 | 21.2530612 708.4353741 0.708435374
;. ° ?g YNB 1.2725 | 16.0285714 534.2857143 0.534285714
28 YNBG 1.7485 | 22.5047619 | 750.1587302 0.75015873
= % YNB_N 1.087 | 13.5047619 | 450.1587302 0.45015873
= YNB_NG 1.6865 | 21.6612245 722.0408163 0.722040816
< YPD 0.896 10.9061224 363.537415 0.363537415
E‘ = YNB 0.8045 | 9.66122449 322.0408163 0.322040816
g\r" S YNB_G 1.2885 | 16.2462585 541.5419501 0.54154195
E g YNB_N 0.7845 | 9.38911565 312.9705215 0.312970522
= YNB_NG 1.0545 13.062585 435.4195011 0.435419501
Tipo de Medio Abs 595 ug-ul ug en 100 ul mg en 100 ul
cepa

YPD 1.5355 | 19.6068027 653.5600907 0.653560091

E . 0 YNB 1.061 13.1510204 438.3673469 0.438367347
f\'rj % 5 YNB_G 1.616 20.7020408 690.0680272 0.690068027
E = % YNB_N 1.0915 13.5659864 452.1995465 0.452199546
= YNB_NG 1.767 22.7564626 758.5487528 0.758548753
< YPD 0.671 7.84489796 261.4965986 0.261496599
‘E @ YNB 0.6605 | 7.70204082 256.7346939 0.256734694
ﬁ % YNB_G 1.173 14.6748299 489.1609977 0.489160998
2 £ YNB_N 0.676 7.91292517 263.7641723 0.263764172
= YNB_NG | 0.9295 | 11.3619048 378.7301587 0.378730159
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1.2.0btencién del ensayo de fosfatasa alcalina-Pho8A60

Réplicas bioldgicas del ensayo de medicion de Nitrofenol

OD400 con

Tipo Medio Abs Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
de 400 por 10 sin nitro nitrofenol
cepa

_ YPD 0.093 0.93 0.855 4526484751 | 9.052969502 24.74316743
[ YNB 0.088 0.88 0.725 3.830925629 | 7.661851257 24.11553903
23
S % YNB_G 0.465 4.65 4.298 22.94810059 | 45.89620118 | 86.78150819
2 3 YNB_N 0.916 9.16 8.57 45.80524345 | 91.61048689 | 258.0626547
s YNB_NG 0.414 4.14 3.804 20.30497592 | 40.60995185 | 76.70722298
< YPD 0.06 0.6 0.523 2.750133761 | 5.500267523 | 21.52431386
E‘ = YNB 0.045 0.45 0.308 1.599785982 | 3.199571964 13.15849034
S8 YNB_G 0.348 3.48 3.21 17.12680578 | 34.25361156 | 72.65498238
N5 YNB_N 0.479 4.79 4.36 23.27982879 | 46.55965757 156.7485723
E E YNB_NG 0.362 3.62 3.366 17.96147673 | 35.92295345 | 76.32796828

OD400 con
Tipo Medio Abs Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
de 400 por 10 sin nitro nitrofenol

cepa
o YPD 0.071 0.71 0.682 3.600856073 | 7.201712146 19.12857194
Q.
s = YNB 0.068 0.68 0.674 3.558052434 | 7.116104869 22.1137201
= =
§I B YNB_G 0.609 6.09 5.995 32.02782236 | 64.05564473 125.0422258
N % YNB_N 0.963 9.63 9.384 50.16051364 100.3210273 | 303.2903712
—
E YNB_NG 0.586 5.86 5.787 30.91492777 61.82985554 | 122.5856275
<« YPD 0.178 0.178 0.169 0.856072766 1.712145532 6.46939629
E‘ < YNB 0.149 0.149 0.138 0.690208668 1.380417335 6.242965429
2 § YNB_G 0.629 0.629 0.524 2.755484216 | 5.510968432 14.61663466
o2 YNB_N 1.096 1.096 0.986 5.227394329 10.45478866 | 36.64061445
Z E
= YNB_NG 0.751 0.751 0.677 3.574103799 7.148207598 16.6516626
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OD400 con

Tipo Medio Abs Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
de 400 por 10 sin nitro nitrofenol
cepa
— YPD 0.061 0.61 0.535 2.81433922 5.62867844 20.3432203
E % YNB 0.055 0.55 0.395 2.06527555 4.1305511 12.0501185
332 YNB_G 0.239 2.39 2.038 10.8560728 21.7121455 67.1470099
% g YNB_N 0.531 5.31 472 25.2059925 50.411985 230.422185
.2 | YNB_NG 0.171 1.71 1.374 7.30337079 14.6067416 42.09782239
< YPD 0.038 0.38 0.303 1.57303371 3.14606742 13.84944988
E‘ o) YNB 0.02 0.2 0.058 0.26217228 0.52434457 3.202430187
2 § YNB_G 0.199 1.99 1.72 9.15462814 18.3092563 56.52334206
% é’ YNB_N 0.303 3.03 2.6 13.8630284 27.7260567 146.9430625
>~ | YNB_NG 0.165 1.65 1.396 7.42108079 14.8421616 39.16432867
OD400 con
Tipo Medio Abs Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
de 400 por 10 sin nitro nitrofenol
cepa
YPD 0.125 1.25 1.222 6.490101659 12.98020332 33.29767359
8 YNB 0.076 0.76 0.754 3.986088818 7.972177635 34.00389138
‘:’ 0 YNB_G 0.668 6.68 6.585 35.18459069 70.36918138 142.2792372
=8 YNB_N 1.154 11.54 11.294 60.37988229 120.7597646 384.0361153
< =
S =
E ? YNB_NG 0.743 7.43 7.357 39.31514179 78.63028357 155.7266071
< YPD 0.031 0.31 0.268 1.38576779 6.928838951 20.57378116
S @ YNB 0.026 0.26 0.216 1.107544141 5.537720706 17.61747822
g:-’ § YNB_G 0.181 1.81 1.728 9.197431782 45.98715891 92.85018349
% g YNB_N 0.13 1.3 1.18 6.265382558 31.32691279 135.151326
>~ | YNB_NG 0.09 0.9 0.848 4.489031568 22.44515784 70.94548887
0OD400 con
Tipo de Medio Abs Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
cepa 400 por 10 sin nitro nitrofenol
- YPD 0.044 0.44 0.203 1.037988229 5.189941145 7.325920379
;. o g YNB 0.01 0.1 0.003 0.064205457 0.321027287 0.600853212
28| YNBG 0.118 1.18 0.982 5.205992509 26.02996255 34.69927297
Z v% YNB_N 0.314 3.14 2.841 15.15248796 75.76243981 168.3016117
= YNB_NG | 0.225 2.25 2.079 11.07544141 55.37720706 76.69539701
< YPD 0.038 0.38 0.35 1.824505083 9.122525415 25.09377313
E' o YNB 0.008 0.08 0.052 0.230069556 1.15034778 3.572055843
& § YNB_G 0.014 0.14 0.043 0.278223649 1.391118245 2.568809757
% g YNB_N 0.127 1.27 1.125 5.971107544 29.85553772 95.39408879
= YNB_NG | 0.077 0.77 0.622 3.279828785 16.39914393 37.66286049
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OD400 con

Tipo de Medio Abs | Multiplicado | Nitro-OD400 nmol min mg
cepa 400 por 10 sin nitro nitrofenol
_ YPD 0.034 0.34 0.11 0.540395934 2.701979668 4.134248261
c g
=3 YNB 0.038 0.38 0.305 1.583734617 7.918673087 18.06401216
>
< =
NS
S =3 YNB_G 0.135 1.35 1.205 6.399143927 31.99571964 46.36603693
s YNB_N 0.214 2.14 1.818 9.678972713 48.39486356 107.0210352
YNB_NG | 0.162 1.62 1.249 6.634563938 33.17281969 43.73195469
YPD 0.031 0.31 0.233 1.198501873 5.992509363 22.91620386
<
% g YNB 0.03 0.3 0.187 0.952380952 4.761904762 18.54795972
N g YNB_G 0.078 0.78 0.683 3.606206528 18.03103264 36.86114126
S E YNB_N 0.132 1.32 1.174 6.233279829 31.16639914 118.160093
Z<=
YNB_NG | 0.121 1.21 1.12 5.94435527 29.72177635 78.47744803
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