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Figura 23.

aplicacion de Coomassie blue para localizar a la proteina en las eluciones. a) Gel
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1. Titulo

Pruebas tempranas para la purificacion de la enzima recombinante Acetilcolinesterasa
(AChE) de las especies Varroa destructor y Apis mellifera, para el desarrollo de
acaricidas de precision



2. Resumen

La varroosis es la enfermedad de abejas meliferas méas perjudicial y de mayor distribucion geogréafica
en el mundo. La forma de controlarla, es con la aplicacion en colmena de medicamentos como
plaguicidas organofosforados. Sin embargo, el acaro Varroa destructor se ha adaptado a varios de los
componentes quimicos de estos acaricidas tradicionales que tienen por objetivo inhibir la accion de
enzimas relacionadas con procesos neurotransmisores, representando incrementos en las dosis de
medicamentos que perjudican a distintas escalas, la supervivencia de las abejas y otros organismos que
poseen las mismas enzimas. Ante esta resistencia se ha planteado la creacion o re-disefio de inhibidores
enzimaticos de la proteina Acetilcolinesterasa-AChE, para desarrollar acaricidas especificos y de alta

precision bioldgica contra la varroa.

Como parte inicial del proyecto, se plantea a través de este trabajo, el disefio, expresion y purificacion
de la AChE recombinante de Apis mellifera (AmAChE) y de Varroa destructor (VdAChE), para ello se
amplificaron mediante PCR las secuencias nucleotidicas codificantes de la enzima de ambas especies
en el plasmido de clonacion pTwist Amp High copy. La expresion de la proteina mas una cola de poli
histidina, se consiguio trasnfectando células HEK 293-F con cada constructo. Posteriormente, los
sobrenadantes con las proteinas se sometieron a 2 tipos de purificacion: 1) Cromatografia por afinidad
de un metal inmovilizado (IMAC) por lotes y con el sistema AKTA Start y 2) Cromatografia por
intercambio iénico. La AMAChHE posiblemente perdi6 su cola de poli histidina previo a los procesos de
purificacion, dificultando la IMAC, pero su punto isoeléctrico (PI) facilita futuras purificaciones por
intercambio i6nico. La VAAChE se purificd por IMAC e intercambio i6nico y el grado de pureza
obtenido permite continuar con la fase de ensayos de actividad enzimatica, cambios en los protocolos y

pruebas de inhibicidn enzimatica especifica.

Palabras clave: Plasmido, proteina recombinante, cromatografia, poli-histidina.



2.1. Abstract

Varroosis is the most damaging and geographically widespread disease of honey bees in the world.
The way to control it, by decree in Europe, is with the application in the hive of drugs such as
organophosphorus pesticides. However, the Varroa destructor mite has adapted to several of the
chemical components of these traditional acaricides that aim to inhibit the action of enzymes related
to neurotransmitter processes, representing increases in the doses of drugs that harm at different scales,
the survival of bees and other organisms that have the same enzymes. In view of this resistance, the
creation or re-design of enzymatic inhibitors of the Acetylcholinesterase-AChE protein has been

proposed in order to develop specific acaricides with high biological precision against varroa.

As an initial part of the project, the design, expression and purification of recombinant AChE from
Apis mellifera (AmAChE) and Varroa destructor (VdAChE) was proposed through this work, for
which the nucleotide sequences coding for the enzyme of both species were amplified by PCR in the
cloning plasmid pTwist Amp High copy. Expression of the protein plus a poly histidine tail was
achieved by transfecting HEK 293-F cells with each construct. Subsequently, surnatants with the
proteins were subjected to 2 types of purification: 1) Immobilized metal affinity chromatography
(IMAC) batch and AKTA Start system and 2) lon exchange chromatography. AmAChE possibly lost
its poly histidine tail prior to the purification processes, hindering IMAC, but its isoelectric point (IP)
facilitates future ion exchange purifications. VAAChE was purified by IMAC and ion exchange and
the degree of purity obtained allows us to continue with the enzyme activity assay phase, changes in

protocols and specific enzyme inhibition tests.

Keywords: Acetylcholinesterase, nucleotide sequence, construct, purification.



3. Introduccién

Uno de los servicios ecosistémicos mas importantes para mantener el equilibrio ecoldgico de
los habitats y garantizar el bienestar de las personas a través de la soberania alimentaria, es la
polinizacion (Sosenski & Dominguez, 2018). Esta funcién se encarga de la reproduccion de
aproximadamente el 80% de las plantas silvestres y del 75% de los cultivos mas consumidos
en el planeta (Kearns et al., 1998; Klein et al., 2007; National Research Council, 2007),
pudiendo alcanzar hasta un 100% de pérdidas de produccion cuando no hay propagadores de
polen (Ghazoul, 2005). Por ende, la polinizacién, afecta directamente a la supervivencia y
adaptacion de plantas, animales y personas (Sharma & Abrol, 2014), y su costo mundial se
estima en alrededor de 153.000 millones de euros al afio (Gallai et al., 2008).

Debido a su dindmica poblacional y al rol que cumplen en este servicio ecosistémico, las
abejas meliferas (Apis mellifera Linneo, 1758) son las encargadas de la produccion de 1.6
millones de toneladas de miel al afio (FAO, 2018) y junto con los abejorros (Bombus spp.
Fabricius, 1776) han sido declarados como los polinizadores por excelencia a nivel mundial
(Rader et al., 2016). Sin embargo, las presiones ambientales como pérdida de habitat, cambio
climéatico y contaminacién, asi como la introduccion de estos polinizadores no nativos en
occidente y el empleo masivo de pesticidas, han generado la aparicion de enfermedades y
plagas (Sosenski & Dominguez, 2018) y ponen en riesgo a las estructuras poblacionales de
estos polinizadores (Gonzéalez-Varo et al., 2013). Por ejemplo, el acaro Varroa destructor
(Anderson & Trueman, 2000) es un parasito introducido desde Africa hacia todo el hemisferio
norte a través de abejas no nativas, que provoca la enfermedad de la varroosis y genera
disminuciones letales de la poblacion de A. mellifera, y con ello cuantiosas pérdidas

econdémicas (National Research Council et al., 2007; Stout & Morales, 2009).

La varroosis es considerada como la enfermedad de abejas meliferas méas perjudicial y de
mayor distribucion geografica en el mundo (MAPA, 2019), que ha incrementado su letalidad
como consecuencia del cambio climatico (Sosenski & Dominguez, 2018) y al dia de hoy es
considerada como endémica en Ecuador (MAGAP & AGROCALIDAD, 2020). La varroosis
consiste en la acariosis externa por parte de V. destructor a las abejas adultas y a las crias,

provocando dafios fisicos al alimentarse de su hemolinfa y dejandolas vulnerables y



predispuestas a virus y bacterias, lo que acaba con la colonia entera (Sosenski & Dominguez,
2018), e incluso pueden llegar a afectar a méas especies del género Apis de vida silvestre y a

otros polinizadores comerciales y naturales (Gisder & Generch, 2017).

La manera tradicional de controlar la enfermedad en la Union Europea, es con la aplicacion
de medicamentos veterinarios como acaricidas (MAPA, 2019), mientras que en Ecuador a
pequefia escala se emplea la Técnica de Insecto Estéril (TIE) para discontinuar la
descendencia de las plagas y a gran escala se usan productos quimicos sistematicos o de
contacto, como el Amitraz y el &cido oxalico (MAGAP & AGROCALIDAD, 2020), pero el
inconveniente con estos métodos es la adaptacion de la varroa a varios de estos compuestos
quimicos y por ende los incrementos de las dosis que perjudican en distintas escalas a las
abajas y a otros organismos (Sosenski & Dominguez, 2018). Ante esta resistencia es
fundamental el planteamiento y desarrollo de estrategias enfocadas en el control del parasito,
sin sobrepasar el limite méximo permisible de ninguna sustancia quimica de la medicina
alopatica tradicional, para evitar la contaminacion de los recursos naturales y las especies

beneficiosas involucradas.

La varroosis es una enfermedad que no puede ser erradicada hasta el momento (MAPA, 2019),
pero investigaciones recientes impulsan a la creacion de remedios inofensivos para las abejas,
sus productos y el ambiente (Sosenski & Dominguez, 2018), pero con alta eficiencia en la
disminucion del acaro (MAPA, 2019). Entre ellos, los trabajos enfocados en el desarrollo de
inhibidores enzimaticos, representan una de las mejores alternativas para combatir la
enfermedad de forma especifica (Dmitryjujk et al., 2014). Pues se sabe que los pesticidas
como los organofosforados (OPs) contienen compuestos que inhiben la accion de varias
enzimas vitales, entre ellas a la acetilcolinesterasa (AChE), enzima encargada de descomponer
a la acetilcolina (ACh) que tiene la funcion de transportar quimicamente las sefiales
neuronales al musculo esquelético y mantener el correcto funcionamiento del sistema nervioso

de distintos organismos unicelulares, vertebrados e invertebrados (Fishel, 2018).

Sin embargo, la exposicion continua a los pesticidas, conlleva al debilitamiento y posterior
envenenamiento no so6lo de los acaros y demas plagas sino también de las abejas y otros

polinizadores, debido a la reduccidn de los niveles de acetilcolina en sus cuerpos (Sanchez-



Chavez & Salceda, 2008). Estos antecedentes dan la pauta para la creacion de pesticidas o
medicamentos con inhibidores enzimaticos especificos para la acetilcolinesterasa de Varroa
destructor (proteina VAAChHE), evitando los dafios sobre la acetilcolinesterasa de Apis
mellifera (proteina AMAChE). Para lograr esto, se parte de la premisa de que en el gen
estructural que codifica a la AChE de cada organismo, hay mutaciones puntuales que
provocan enzimas AChE modificadas que resisten a la aplicacion de OPs (Rodriguez-Vivas,
2012), es decir hay un sitio clave para la resistencia a inhibidores enzimaticos generalizados,
que evitaria los dafios que estos provocan al sistema nervioso de los organismos que producen
AChE (Fournier, 1994).

El sitio clave de resistencia es distinto en cada especie, lo que sumado a la falta de una
secuencia nucleotidica definitiva del gen de la acetilcolinesterasa de V. destructor (VJdAChE)
(Fournier, 1994; Rodriguez-Vivas, 2012), han limitado las investigaciones. Hasta el momento,
los estudios mas relevantes y completos sobre las plagas de las abejas meliferas y las
propuestas de tratamientos eficaces se han priorizado en Europa y Ameérica del Norte
(Sosenski & Dominguez, 2018), pese a que la pérdida de polinizadores afecta mayormente a
las regiones en vias de desarrollo como Latinoamérica (Aizen et al., 2008) debido a la
dependencia que alin mantiene con procesos tradicionales de polinizacion con abejas y al uso

indiscriminado de acaricidas comunes (Klein et al., 2007).

Los resultados expuestos en este trabajo, se basan en el cumplimiento del objetivo general del
proyecto de investigacion del Grupo de Enzimologia e Inhibidores Enzimaticos de la
Universidad Nacional de Loja, que es la obtencion de la secuencia nucleotidica adecuada de
AmMAChE y VJAChE a partir sus genomas, para asi:

- ldentificar los genes ortologos entre la secuencia de la acetilcolinesterasa humana y las
secuencias nucleotidicas de Apis mellifera y de Varroa destructor.

- Insertar el gen AMAChHE y el gen VAAChE en un vector de clonacion competente.

- Realizar pruebas de expresion de las proteinas AMAChE y VAAChE recombinantes

(constructos) en células humanas.

Los hallazgos generados en esta primera parte del proyecto de investigacion corresponden a

datos de ciencia base para la obtencion de dos proteinas recombinantes: AmMAChE y VJdAChE,



a partir de sus secuencias nucleotidicas, y su expresion a partir de células humanas, para
aplicar protocolos de purificacion de proteinas, que abren las puertas para la siguiente etapa
del proyecto concerniente a la evaluacion de la actividad enzimatica de las proteinas
recombinantes purificadas y continuar con pruebas que involucran inhibidores enzimaticos
especificos que afecten directamente a la actividad de la enzima VAAChE (Rodriguez-Vivas,
2012) y consecuentemente la muerte del acaro; y que no modifique el funcionamiento normal
de la AmMACHhE de las abejas meliferas. Utilizar herramientas biotecnologicas para proponer
soluciones sostenibles ambiental, social y econmicamente, es la alternativa mas eficiente
para enfrentar a la varroosis y para mejorar los métodos tradicionales (MAPA, 2019) que en
muchos casos son nocivos para el medio ambiente, y reemplazarlos por opciones
bioldgicamente especificas, que contribuyan a las estrategias de conservacion de la

biodiversidad, a mejorar las practicas agricolas y a defender la soberania alimentaria.

4. Marco teorico

Las abejas son los insectos encargados de mantener a la biodiversidad y equilibrio ecolégico
en la mayoria de ecosistemas (Sharma & Abrol, 2014), debido a la interaccién evolutiva que
han desarrollado con las plantas a través del tiempo y que les ha dotado la capacidad de
esparcir el polen de las flores y propiciar su fecundacion (Klein et al, 2007; Medellin, 2012),
asegurando las suficientes plantas para la produccion de oxigeno y retencion de carbono y
garantizando la existencia de los cultivos necesarios para la dieta humanay bienes forestales
para materia prima (Medellin, 2012). También generan sus propios productos con importancia
comercial, como la miel, jalea, polen, ceras y prop6leos (MAPA, 2019). Todos estos bienes
son conocidos como servicios ecosistémicos, cuya funcion es dotar a los humanos de

productos indispensables para su supervivencia de forma gratuita (Pérez, 2005).

Pero la reduccion de las poblaciones de abejas alrededor del mundo es uno de los problemas
de apicultura, agricultura y de la biodiversidad méas urgentes de los ultimos 50 afios (MAPA,
2019). Y es atribuido, entre otras causas, a la introduccién de especies invasoras, al cambio
climatico y a la aplicacion de pesticidas (Sosenski & Dominguez, 2018), que las hace mas
propensas a episodios de estrés y vulnerables ante enfermedades y plagas (Stout & Morales,



2009) como la varroosis, que no solo atenta contra las Apis spp. comerciales, sino también
sobre las Apis spp. de vida silvestre que se encargan de la polinizacién de espacios naturales
(Pérez, 2005; MAPA, 2019). La varroosis producida por el acaro Varroa destructor, detiene
el crecimiento normal de las larvas y debilita a las abejas adultas al alimentarse de su sangre
y volverlas vulnerables ante patégenos (Sosenski & Dominguez, 2018), pudiendo causar el
colapso de toda la colonia en menos de un afio (Pérez, 2005).

La propuesta de esta investigacion, es la creacion de una solucion ambientalmente sostenible
para el tratamiento de la varroa, por medio de la obtencion de proteinas recombinantes de la
enzima AMAChE y VJAChE para el disefio de acaricidas de precision que contengan
inhibidores enzimaticos especificos y que actien sobre los sitios clave de resistencia en el
genoma de V. destructor (Dmitryjuk et al., 2014), y que no afecte a las colonias de Apis
mellifera, sus productos o funciones (Jack et al; 2021). Ya que los remedios que actualmente
son aplicados, no solo han dejado de ser letales para la varroa, debido al desarrollo de genes
resistentes a los pesticidas y acaricidas organofosforados (OPs) (Fishel, 2018; MAPA, 2019),
sino que también, su aplicacion constante tiene como consecuencia el deterioro y
contaminacion ambiental por su alta toxicidad y baja estabilidad (del Puerto Rodriguez et al.,
2014), ademas de la pérdida de especies que incluyen a otros polinizadores, vertebrados y
plantas (Rodriguez-Vivas, 2012).

4.1.  Caracteristicas de la acetilcolinesterasa (AChE).

La acetilcolinesterasa pertenece a la familia de las enzimas hidrolasas, especificamente a las
colinesterasas (Flores, 1998), donde se agrupa con las proteasas de serina (Figura 1) y cuya
funcién es encargarse del funcionamiento adecuado del sistema nervioso central (SNC) de
una amplia lista de organismos, desde la etapa de formacion y crecimiento embrionario hasta
la muerte, a traves de la hidrolisis de los ésteres de colina (Flores, 1998; Fishel, 2018;
Sanchez-Chavez & Salceda, 2018), aunque se conoce que en cada organismo hay distintos
niveles optimos de presencia de la enzima y pueden variar incluso entre individuos de una

misma especie (Fishel, 2018).
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Figura 1. Estructura y mecanismo de accion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). Adaptado de
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2007).

La importancia de la AChE, estudiada desde 1914 (Flores, 1998), corresponde al papel que
juega en la terminacion del mensaje quimico del neurotransmisor acetilcolina (ACh)
encargado de la direccidn de las sefiales nerviosas provenientes del SNC que se dirigen hacia
al sistema muscular, glandulas y ganglios, asi como a la sinapsis de algunos nervios, por medio
de una hidrdlisis que bio-transforma a la ACh en acido acético y colina (Figura 2) regulando
asi la transmision del impulso nervioso (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). Cuando la enzima
AChE es inhibida, el SNC deja de funcionar, por lo que hay sintomas instantaneos y faciles
de apreciar de deficiencias del sistema nervioso considerables, ademas de producir

envenenamientos que van de leves a agudos e irreversibles (Fishel, 2018).

0 . | )DL
)J\ .0 o

o~N s P e oM

acetilcolina Hz0 colina acetato

Figura 2. Reaccion de hidrélisis catalizada por la acetilcolinesterasa AChE, para regular la transmision
del impulso nervioso.

La inhibicién de las colinesterasas bajo concentraciones de la fisostigmina (conocido también
como eserina) y otros organofosforados (OPs) (Dale, 1914; Lopez-Duran et al, 2018), ha

hecho que esta familia de enzimas haya sido ampliamente estudiada a lo largo de las Gltimas



décadas, lo que ha logrado determinar la existencia de dos tipos de enzimas colinesterasas en
los vertebrados: la acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BUChE), las dos
enzimas estan determinadas por dos genes distintos (Flores, 1998; Soreq, 2001), pero ambas
cuentan con polipéptidos altamente conservados en sus secuencias, derivadas posiblemente
de un ancestro en comdn en la linea de los gnatostomados, que tuvo un proceso de
duplicacion-mutacién de un gen de las colinesterasas (Flores, 1998). Generalmente en los
vertebrados, las enzimas producidas para reacciones nerviosas en eritrocitos, placenta, timo y
en el tejido muscular, nervioso o esquelético y con alta afinidad hacia los sustratos de ACh y
sus tioanalogos (Tabla 1), son nombradas como enzimas acetilcolinesterasas (AChE) (Soreq
et al, 1900; Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). Mientras que las enzimas con actividad en el
suero sanguineo, pancreas, higado o corazén y cuya preferencia son los sustratos sintéticos
butirilcolina (BuCh), pro-pionilcolina o sus tioanalogos (Tabla 1), son denominadas enzimas
colinesterasas (Soreq et al, 1990; Flores, 1998). Y de acuerdo a Shapira et al. (2001), los
insectos comparten elementos moleculares generales con los vertebrados y un ejemplo claro
es la presencia y cantidad de ACh y AChE, que condiciona el desarrollo conductual de las

abejas meliferas, encargandose del aprendizaje en el cerebro.

Tabla 1. Estructura de los sustratos afines a la AChE y BUChE.

Sustratos afines a la acetilcolinesterasa Sustratos afines a la colinesterasa
O 0O |
| -~ -~
N7 NT
Acetilcolina Butirilcolina

-~

)—L N+'f /‘\)'L e NZ
.

Acetiltiocoling Butiriltiocolina

O ®) |
Acetil-B-metilcolina Propionilcolina
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Pese a que el mecanismo de accion de ambas enzimas es distinto en cada organismo, la
estructura molecular generada a partir de los estudios en Electrophorus electricus (Linneo,
1766) es aceptada para todos los tejidos y especies estudiadas, pues la AChE se establece en
los musculos y en el sistema nervioso, mientras que la BUChE se encuentra comdnmente en
higado u otros tejidos (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008). A diferencia de los vertebrados, el
gen AChE, es el Unico del tipo codificador para enzimas colinesterasas, presente en el cerebro
de las abejas meliferas (Shapira et al., 2001) y es el encargado de determinar todas las formas
moleculares posibles de la enzima acetilcolinesterasa en este grupo (Sanchez-Chavez &
Salceda, 2008), aunque de manera general su proceso catalitico requiere de la acilacion y
desacilacion en un residuo de serina en el centro activo de la AChE, este centro puede estar
rodeado de hasta 14 residuos de aminoacidos aromaticos que sirven para conducir al substrato
hacia el centro activo y cuyas estructuras son complementarias (Sdnchez-Chavez & Salceda,
2008). Existen dos posibles sitios activos: el primero correspondiente al subsitio anidnico
(PAS), que atrae como substrato, a la parte del grupo amonio de la acetilcolina y a los grupos
metilo del nitrogeno cuaternario de la colina, por fuerzas electrostaticas e interacciones
hidrofobicas, respectivamente. El otro sitio activo es el subsitio esterasico, que se encarga de
la ruptura hidrolitica del enlace éster de la acetilcolina (Rosenberry, 1975; Dvir et al., 2010;
Sanchez-Chavez & Chavez, 2008) (Figura 1).

4.2.  Inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChE)

Los inhibidores enziméaticos son sustancias 0 compuestos quimicos, que interactdan con los
sitios activos de una determinada enzima, bloqueando su funcionamiento normal (Agency for
Toxic Substances and Disease Registrty — ATSDR, 2007). Los inhibidores de la actividad

enzimatica de la acetilcolinesterasa (AChE) pueden dirigirse hacia cualquiera de los dos sitios
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activos de la enzima, dependiendo de su naturaleza y estructura, y unirse al sitio esterasico o al
sitio anidnico de la AChE (Vidal, 1981) originalmente destinados para que el neurotransmisor
ACh sea hidrolizado por la enzima (Vidal, 1981; ATSDR, 2007). Los inhibidores que se unen
al centro del éster o al sitio estérico, suelen ser moléculas organofosfatos, carbamatos o
sulfonatos (Figura 3) y lo hacen gracias a que confieren un fosforilo, carbamilo o sulfonilo con
cargas electropositivas (Vidal, 1981), a la molécula de hidroxilo de la serina que esta cargada
negativamente (Figura 4) (ATSDR, 2007). Los organofosfatos son mas tdxicos, tienen mayor
duracion de accién y son los asociados a intoxicacion de CNS que los carbamatos y los
sulfonatos (Sobhani et al. 2000)
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Figura 3. Inhibidores del sitio esterasico de la AChE. a) Organofosfatos, b) Carbamatos, ¢) Sulfonatos.
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Figura 4. Union de un inhibidor enzimatico al grupo hidroxilo de la serina en la AChE. Adaptado de
Agency for Toxic Substances and Disease Registry (2007).

En cambio, los inhibidores que se unen al sitio aniénico (Figura 5), lo hacen gracias a la
presencia de iones amonio en su estructura, como el amonio terciario y cuaternario presentes
en compuestos como el BW284C51 (1,5-bis(4-alildimetilamoniofenil) pentano-3-1 dibromuro)

(Benabent, 2015), asi como a la presencia de cadenas hidrocarbonadas y a los anillos arométicos
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que suelen presentar las moléculas como la prostigmina y la fisostigmina, que generan enlacen
estables y fuertes con el sitio anionico de la AChE (Vidal, 1981), bloqueando su unién normal
con el sustrato ACh y provocando acumulaciones peligrosas de este neurotransmisor (ACh) en
los espacios parasinapticos del SNC, lo que se traduce en hiperactividad colinérgica por la
intoxicaciéon con ACh (ATSDR, 2007).
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Figura 5. Inhibidores del sitio aniénico de la AChE. a) Prostigmina, b) Fisostigmina, ¢) Edrofonio,
d) Tacrina, €)BW284C51, f) N,N-dimetil-2,cloro-2,feniletilamina.
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4.2.1. Efectos de los compuestos quimicos de los acaricidas en Apis spp.

Los acaricidas son compuestos organofosforados (OPs), carbamatados, o de clase amidina,
empleados para combatir la varroosis, como el amitraz, el cumafé y el fluvalinato (Figura 6)
en Ecuador (Mitton, 2019; MAGAP & AGROCALIDAD, 2020), pero que tienen
consecuencias en abejas meliferas, provocando desde pequefios problemas fisioldgicos,
neuroldgicos y metabdlicos individuales hasta alterar toda la dinamica del grupo y su ciclo de
vida (Johnson, 2015; Fishel, 2018). Ademas, la acumulacion de concentraciones de pesticidas
en las colmenas representa la inevitable contaminacion de los productos apicolas, que
perjudican la comercializacion de los mismos, pero también son una fuente de exposicion
latente de contaminantes dentro de las colmenas, con consecuencias instantaneas y largo
plazo, ya que las aplicaciones no solo se hacen de un tipo de pesticida, pues se debe evitar la
resistencia de Varroa, entonces se rotan los medicamentos y la combinacién resulta toxica
para las abejas (Mitton, 2019). Desde dosis agudas en intervalos de tiempo espaciados, hasta
concentraciones a dosis elevadas, resultan en efectos cronicos a nivel de individuo y de

colmena (Johnson et al., 2010).

’ | i
N\\/N\:ffN
N
I
Cl
a)

H O C
N
@)
F
F
F O
@ OJ K
/
(@) @] ﬁﬁ,o\/,
S
N
Cl
b)

Figura 6. Compuestos quimicos usados para combatir la varroosis. a) Amitraz, b) Cumafo, c)
Fluvalinato.
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Los cumafds y el tau-fluvalinato tienen efectos negativos en la memoria, retencion de sefiales,
movimiento y orientacion en las castas de abejas adultas (Teeters et al., 2012), también
provocan disfunciones en sus ciclos biologicos y en sus rutinas (Mitton, 2019). Mientras que
en el estado larvario, son capaces de detener y variar su crecimiento (Zhu et al., 2014). Por
otro lado, estos pesticidas pueden disminuir la capacidad reproductiva de los zanganos al
debilitarlos y con el tiempo las crias se reducen y hay un declive de poblacion en las colmenas
(Burley et al., 2008); en cambio a las reinas las afecta en su peso adulto, su capacidad para
reservar grandes cantidades de esperma, la cantidad de évulos que producen en el tiempo y

termina alterando a los ovarios (Haarmann et al., 2002; Mitton, 2019).

4.2.2. Resistencia genética de Varroa destructor a acaricidas.

La enfermedad de la varroosis, producida por V. destructor, provoca pérdidas millonarias al
sector apicola y agricola alrededor del mundo. Para controlarla, en varios paises productores
de miel, incluido Ecuador se aplica como minimo un tratamiento sistematico por afio a las
colmenas de A. mellifera (MAPA, 2019; MAGAP & AGROCALIDAD, 2020). Y aunqgue los
tratamientos organicos son bien aceptados entre los apicultores, les resulta mas ventajoso la
aplicacion de sustancias quimicas debido a su bajo costo, facil aplicacion y acumulacién
dentro de las colmenas tras varias dosis, asegurando la eliminacion del acaro a lo largo del
afio (MAPA, 2019; Mitton, 2019). Entre los principales medicamentos para combatir la
varroosis, estan las amidinas (amitraz) y piretroides (flumetrina, tau-fluvalinato) (Mitton,
2019). Pero diversas investigaciones revelan que la varroa se ha adaptado a las sustancias
xenobidticas (Floris et al., 2001; Thompson et al., 2002), lo que se evidencia a través de su
resistencia a compuestos organofosforados (cumafo6s) (Rodriguez-Dehaibes et al., 2005),
inhibidores irreversibles de la enzima AChE y cuyos efectos en insectos, aves y otros
vertebrados (Fishel, 2018), van desde pérdida de la motricidad y afecciones en el sistema

nervios hasta envenenamiento (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008).

Esta resistencia se atribuye a una alteracion especifica en el gen VAAChE, cuyo resultado es
la emision de enzimas perturbadas capaces de soportar las concentraciones de pesticidas
organofosforados. En Varroa este gen es Gnico y en sus nucleétidos se encuentra el sitio clave
que le otorga la capacidad de inhibir las acciones enziméticas de los pesticidas y evitar sus
contraindicaciones (Sanchez-Chavez & Salceda, 2008; Fishel ,2018), provocando que las
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dosis de acaricidas aumenten cada afio. En otras especies de insectos, acaros y aracnidos, las
mutaciones genéticas que afectan a AChE se dan cuando se reemplaza la fenilalanina 331 con
triptéfano en el genoma de la enzima, lo que la hace invulnerable a los OPs (Kwon et al.,
2010). Pero en V. destructor, no se ha identificado el mecanismo o la mutacion especifica para
la resistencia y mas bien se sugiere una combinacion de procesos y enzimas para que se den

adaptaciones (Sammataro et al., 2005).

4.3. Disefio y produccion de proteinas recombinantes

Una proteina recombinante, es el resultado de la expresion de una secuencia de ADN
especifica o de un gen de proteina clonado en una linea celular distinta (vector, plasmido) a
su especie celular original y que tras este procedimiento puede replicarse en células vivas y
producir la proteina deseada (Bernabeu, 2015; Cajachagua, 2018). La obtencién de una
proteina recombinante se logra insertando el gen en un vector por medio de enzimas de

restriccion especificas, establecidas la creacion de constructos genéticos (Cajachagua, 2018).

Las proteinas recombinantes son ampliamente usadas en medicina, para la elaboracion de
vacunas y para el diagndstico y tratamiento de algunas enfermedades (Lara, 2011). Ya que
obtener proteinas de manera natural es un proceso complicado, que se facilita a través de
técnicas de biotecnologia e ingenieria genética que introducen moléculas de ADN en un
plasmido, para manejarlas de manera sencilla, y en este caso obtener proteinas especificas y
puras (Rueda, 2013; Bernabeu, 2015). Para el disefio y produccion de proteinas
recombinantes, existen algunos protocolos basicos que sirven como guia y que se modifican
de acuerdo a la proteina buscada, a los plasmidos de clonacion y expresion y al método de
purificacién y analisis de actividad proteica que se usaran para verificar el éxito de la

produccion de la proteina (Bernabeu, 2015).

La fabricacion de proteinas recombinantes, comienza con la seleccion del gen o secuencia
nucleotidica problema de la proteina que se desea recrear, continta con el disefio del
constructo a través de la seleccion adecuada de un plasmido o vector de clonacién
(generalmente de origen bacteriano), la elaboracion de los cebadores (primers) y la eleccion
de las enzimas de restriccion para la digestion (Bernabeu, 2015). Cuando las células

hospederas han clonado y expresado adecuadamente la proteina recombinante se llevan a cabo
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los ensayos de purificacion y actividad enzimatica para evaluar el éxito de la fabricacién del
ADN recombinante (Sandoval et al., 2013).

4.3.1. Disefio de constructos genéticos para la obtencion de proteinas recombinantes:

seleccioén del vector de clonacién.

e Constructo genético

Los constructos genéticos o gene construct, son genes sintéticos clonados y disefiados en
laboratorio a partir de la uniéon entre una secuencia nucleotidica problema o secuencia
nucleotidica guia de un gen especifico que sirve como base del disefio, y un vector de
clonacion (Figura 7) que se usa para transfectar o transformar a las células hospedadoras
(Claros & Gonzalez, 2022). Los constructos se usan con el objetivo de deleccionar un gen,
agregarlo o expresar solublemente proteinas recombinantes (Beker et al., 2016; Cajachagua,
2018) gracias a que célula hospedadora viva que contiene o recibe adecuadamente al vector
combinado con el ADN extrafio. Los vectores pueden ser de clonacion o de expresién (Claros
& Gonzalez, 2022).

Gen Objetivo
—

Constructo
genético ADN
recombinante

a4

%

Vectorde clonacion

Figura 7. Constructo genético formado por un gen objetivo y un vector de clonacién.

e Vectores de clonacion: plasmidos bacterianos
Los vectores de clonacion son herramientas esenciales en el campo de la biologia molecular
para la clonacion de ADN. La clonacion es el proceso que permite obtener multiples copias
exactas de una secuencia especifica de ADN o de un gen (Sandoval et al., 2013). Este

procedimiento se logra insertando un fragmento de ADN (perteneciente a cualquier
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organismo) que se conoce como inserto, dentro de otra molécula de ADN de doble cadena,
que se conoce como vector de clonacion y que es capaz de incorporar secuencias
nucleotidicas exdgenos (Serrano, 2014). El vector de clonacion forma parte de una célula
hospedera pero tiene la capacidad de replicarse de forma autdnoma e independiente de esta.
Como consecuencia de este proceso se producen millones de copias de la molécula que
contiene tanto el ADN del inserto como el ADN del vector, y se denominada “molécula

recombinante” o “clona molecular” (Sandoval et al., 2013).

Los vectores de clonacion pueden ser plasmidos, fagos, fagémidos, cdsmidos y cromosomas
artificiales provenientes de bacterias o levaduras (Sandoval et al., 2013). Y constan de 3 partes
importantes que permiten que los procesos de replicacion se lleven a cabo (Reece et al. 2011),
el primero es el origen de replicacion (ORI), el sitio multiple de clonacion (SMC) y un

marcador de seleccion (Figura 8).
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Sitio multiple
Bam HI  de clonacion
Xba |
\\
Marcador de ~ EcoRl

seleccion

Figura 8. Estructura de un vector de clonacion: plasmido bacteriano (Sandoval et al., 2013).

El origen de replicacion del vector, es la secuencia de ADN encargada de sefialar un sitio
especifico para que las proteinas de replicacidn reconozcan los nucleétidos e inicien con el
proceso de replicacion (ORI). Es caracteristico de los plasmidos bacterianos solo posean un
ORI y replica el ADN en un solo sentido. El sitio de multiple clonacion (SMC) es una
secuencia nucleotidica especifica, capaz de ser reconocida por diferentes enzimas de

restriccion, que se encargan de insertar el fragmento de ADN del gen de interés; los SMC mas
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comunes en los vectores de clonacion son para las enzimas representadas en la Figura 8.
Finalmente, el marcador de seleccion es un gen que le otorga al vector la peculiaridad de
resistir a un antibiotico, mismo que es inoculado en los cultivos celulares para que solo las
células que incorporaron el constructo correctamente sobrevivan, también el marcador de
seleccion puede producir una caracteristica fisica que sea distintiva en el cultivo celular. Es
comun que haya solamente un marcador en el plasmido, pero pueden haber dos, los méas
usados son los genes de resistencia a la ampicilina y a la kanamicina (Sandoval et al., 2013;
Wilkin, 2016).

El vector de clonacion seleccionado para esta investigacion es un plasmido bacteriano de E.
coli. Los plasmidos son vectores que permiten, la clonacion de un gen de interés al introducirlo
en su molécula de ADN (Stryjewska et al., 2013; NIH, 2022). Estas pequefias porciones
circulares de ADN pueden replicarse por su cuenta, aun cuando han sido separados del
cromosoma bacteriano y al contrario de este, poseen nicamente un par de pocos genes (NIH,
2022) generalmente relacionados con la capacidad de resistir a antibidticos (Green, 2022).
Los plasmidos pueden intercambiarse entre bacterias, y ellas pueden hacer varias réplicas del
plasmido exdgeno, permitiendo que el ADN nuevo se transmita a su descendencia, lo que no
sucede con su propio cromosoma, del que existe solo la molécula original y no se auto-replica
(NIH, 2022). Entre los plasmidos méas usados se encuentran los provenientes de E. coli, que
sirven como instrumentos indispensables para el estudio del ADN recombinante y para
investigaciones ligadas a la biotecnologia (Green, 2022), debido a la informacién bien
documentada que se ha desarrollado sobre su genoma, biologia molecular y actividades
bioquimicas (Gomez-Avrias et al, 2018).

El plasmido Twist Amp High copy (también en Addgene como plasmid #133933) usado en
este trabajo, es un vector de clonacidn con resistencia a la ampicilina, de alto nimero de
copias. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C, posee un tamafio de 2 221 pb,
contiene el origen de replicacion pMB1 y los puntos de insercion son Notl BamH1 y
EcoR1 BamHi. Este plasmido fue creado con tecnologia SnapFast por Oxford Genetics
Biology Engineered en conjunto con la empresa Twist BioScience, misma que se encarga de
producirlo para distribucion mundial, con fines de investigacion. El vector se puede modificar

gracias a que sus cebadores (primers) hacia delante y en reversa flanquean el sitio de insercién
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para facilitar laamplificacion y el sitio de cebado M13 permite la secuenciacion del gen (Twist
Bioscience, South San Francisco, CA, USA).

En esta investigacion se usaron las células competentes TOP 10 de E. coli como hospedadoras
para la clonacion y células HEK 293F como hospedadoras para la expresion genética. Las
celulas HEK como también son conocidas, son células embrionarias de rifidn humano 293
ampliamente usadas en procesos biotecnoldgicos y en investigaciones moleculares, debido a
que son faciles de cultivar y transfectar con el gen de interés (Shaw et al., 2022) y tras una
semana de incubacion con aproximadamente, se les produce una lisis celular para que las

proteinas salgan de las HEK y se acumulen en el sobrenadante de las muestras.
e Disefio de cebadores

Los cebadores o primers, son pequefias secuencias de ADN monocatenarias que se usan para
procedimientos como la reaccién en cadena polimerasa (PCR) (NIH, 2022). Tienen gran
utilidad en este procedimiento y en la clonacion de genes en general, ya que los cebadores son
los que se encargan de definir los extremos con nucledtidos que recrean la secuencia objetivo,
porque los cebadores se hibridan con un ADN molde y permiten la amplificacion del
fragmento de ADN sefialando el sitio de inicio para que la ADN polimerasa afiada nucleotidos
en el orden adecuado para producir millones de copias del ADN objetivo de forma rapida
(Serrano, 2014; NIH, 2022). Estas copias luego pueden ser digeridas con enzimas de
restriccion y ser clonadas a través de un plasmidos. Es necesario crear los cebadores teniendo
en cuenta que la polimerasa solamente agrega nucleétidos al extremo 3’ de la secuencia de
ADN, por lo que se deben disefiar dos cebadores para que se lleve a cabo la hibridacién de las
dos cadenas que conforman al ADN. Se disefia un cebador forward para para la direccion 5’ >
3’ y el cebador reverse para la direccion 3° - 5°. Para el disefio de cebadores es necesario
considerar 3 puntos basicos (Reece et al. 2011; Serrano, 2014), con el fin de que se incorporen

adecuadamente al ADN molde y se amplifiqguen de manera correcta:

1. Las parejas de cebadores deben tener temperaturas de alineamiento o conjugacion
(Tm) cercanas entre si (para maximizar el rendimiento). Tm del cebador es la
temperatura 6ptima (50°C a 70°C) que provoca que el 50% de la molécula de ADN

construya una doble hélice estable y que el otro 50% se separe en cadenas de una sola
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hebra. Se puede establecer una Tm apropiada determinando la cantidad de nucleétidos
GC del cebador (6ptimo entre 50% y 60% de la secuencia nucleotidica).

2. Los cebadores no deben favorecer la formacion de horquillas, ni ser complementarios
porque pueden forman dimeros.

3. Evitar secuencias de ADN que terminen en GGG, GGT, ATT, CGA, TAA 0 TTA,
porque estas terminaciones son mas faciles de desnaturalizar, ademéas forman
aminoacidos de membrana o de parada de replicacion. Preferentemente los cebadores

deben termina en GC.

e Enzimas de restriccion

El descubrimiento de las enzimas de restriccion revoluciono el estudio del ADN a partir de la
década de 1970, ya que hasta ese momento solo era posible el analisis de pequefias porciones
de ADN (Sandoval et al. 2013). Las enzimas de restriccion posibilitaban el fraccionamiento
de moléculas largas de ADN, para estudiar cada fragmento por separado y al mismo tiempo
realizar copias especificas del fragmento de interés gracias a la técnica de reaccion en cadena
polimerasa 0 PCR por sus siglas en inglés, o secuenciar al fragmento para conocer los

nucleotidos que contiene la proteina (Cajachagua, 2018; NIH, 2023).

Las enzimas de restriccion son importantes porque reconocen los nucleétidos de secuencias
de ADN especificas que indican el lugar para cortar en dos la cadena de ADN (Sandoval et
al. 2013), dejando en los extremos un patron de nucleétidos, que se empata con el SCM del
vector para que los extremos de ambas secuencias se complementen y el inserto se una al
plasmido para hacer posible la identificacidn, aislamiento y clonacién del gen objetivo, y con
ello construir moléculas recombinantes de cualquier secuencia de ADN (NIH, 2022). La
aplicacion de enzimas de restriccion a la cadena de ADN se conoce como digestion enzimatica
(Sandoval et al. 2013), y la molécula recombinante que se obtiene tras la digestion debe ser
purificada y separada del constructo, en este trabajo se realiza a través de una electroforesis
en gel de agarosa, las bandas se cortan del gen y se purifican mediante el protocolo descrito
en el apartado de metodologia (Sandoval et al. 2013; Wilkin, 2016).
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4.3.2. Purificacion de proteinas.

La purificacién de una proteina se realiza con la intencion de extraer, con la minima pérdida
de actividad y perturbacion, una proteina especifica de entre todas las especies moleculares
de algun organismo, que se sabe cumple una funcion de interés cientifico (Ramirez-Carreto
et al., 2021). Para localizar y obtener una proteina hay una serie de protocolos especificos de
acuerdo con su naturaleza y el medio que requiere para ser funcional (Garcia et al, 2013). Pero
también existen protocolos estandar con pasos en comun para conseguir resultados con éxito

aceptable (Ramirez-Carreto et al., 2021).

Los pasos elementales que se deben seguir para purificar una proteina inician con la definicion
de un ensayo especifico para identificar la proteina en cuestion, luego se elige la fuente o
matriz bioldgica, para posteriormente extraerle la proteina deseada, finalmente se estabiliza la
molécula y se procede con el aislamiento para evaluar su concentracion, pureza y calidad
(Garcia et al., 2013; Ramirez-Carreto et al., 2021). De forma sintética, la obtencion de
proteinas inicia con un constructo genético incorporado con un plasmido de clonacion y
expresion, capaz de sintetizar la proteina recombinante de forma auténoma en células
competentes hospedadoras (Gebel, 2013), luego de un proceso de lisis celular se extrae a la
proteina de la célula hospedera y se aplican protocolos para purificacion con el uso de resinas
afines a la molécula de ADN recombinante que atrapa a la proteina, luego con eluciones se
lavan las muestras y se eliminan los residuos que no se adhirieron a la resina y que se entienden
como moléculas que no son tienen el ADN de interés (Sandoval et al., 2013; Cajachagua,
2018).

4.4.  Relacion del proyecto con los Objetivos de Desarrollo Sostenible

De cara a los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) agenda 2030 (ONU, 2021), el impulso
de inhibidores enzimaticos para combatir V. destructor se alinea al Objetivo 2: Hambre cero,
por el impulso a mejores practicas agricolas con sistemas de polinizacion sanos y sostenibles
para los organismos involucrados y para los cultivos con destino comercial, con lo que se
contrarrestan los riesgos de desnutricion y hambre mundial y se impulsa y promueve la
seguridad alimentaria (Sosenski & Dominguez, 2018). Objetivo 12: Consumo y produccion

sostenible, pues los productos apicolas podran ser obtenidos con menos insumos quimicos
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nocivos para los sistemas bidticos y abidticos y ligadndose a procesos de economias verdes y al
uso eficiente de los recursos naturales. Objetivo 13: Accion por el clima, ya que obtener
compuestos especificos para la varroosis, permitira la minima aplicacion de pesticidas
organofosforados que alteran el equilibrio ecoldgico de los ecosistemas y los ciclos
biogeoquimicos del planeta (Sosenski & Dominguez, 2018; MAPA, 2019), y al mismo tiempo
se viabilizan sumideros de carbono y fuentes de oxigeno (Medellin, 2012), necesarios para
enfrentar cambios climaticos (Sosenski & Dominguez, 2018). Y Objetivo 15: Vida de
ecosistemas terrestres, debido a que la principal funcién de las abejas es el equilibrio de los
ecosistemas a través de la polinizacion, V. destructor representa una amenaza para la
biodiversidad, el ambiente y el ser humano, por lo que es relevante combatirla con respuestas

innovadoras basadas en la ciencia e investigacion.

5. Metodologia

5.1. Enfoque metodoldgico, técnicas y tipo de disefio de investigacion.

Esta investigacion experimental forma parte de la ciencia de base, cuyos procedimientos se
Ilevaron a cabo en los laboratorios del Instituto de Genética Molecular IGM-CNR “Luigi Luca
Cavalli-Sforza”, en la ciudad de Pavia-Italia. Las condiciones de laboratorio fueron controladas,
con el fin de disefiar y obtener sustancias con propiedades especificas para a futuro, usar los
resultados en la ciencia aplicada para el desarrollo de compuestos quimicos precisos. Para llevar
a cabo la investigacion, se requiere de conocimientos tedricos y practicos de genética,
bioquimica y biologia molecular que seran especificamente empleados bajo un enfoque

cualitativo.

Como parte de la metodologia aplicada durante este trabajo, se emplearon técnicas analiticas
de purificacién sugeridas por Faravelli et al. (2021), asi como los protocolos de NucleoSpin,
NucleoBond, tanto para la purificacion de plasmidos y para la extraccion de ADN a pequefia y
gran escala, asi como la metodologia estandar de Faravelli et al. (2021), como protocolo de
transfeccion en células eucariotas del material genético a través de los plasmidos obtenidos.
Todos estos procesos con el fin de obtener una proteina recombinante capaz de expresarse para

purificarla y clonarla.
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5.2.  Unidad de estudio, criterios de inclusién y criterios de exclusion.

Ob1l: Para la obtencion de las unidades de estudio, que en este proceso son las secuencias
nucleotidicas del gen de la AChE de Apis mellifera (AmAChE) y Varroa destructor (VdAChE),
fue necesario realizar una basqueda bibliografica en articulos cientificos, donde se haya
caracterizado y aislado el gen. En el caso de A. mellifera, se analizé la investigacion de Kim et
al. (2012), que evalua las propiedades de dos acetilcolinesterasas, en donde se propone la
secuencia de AmMAChE2 que tiene un papel clave en la neurotransmision y es principal objetivo
de los insecticidas organofosforados y de acuerdo al objetivo de la investigacion se selecciond
como secuencia sujeto - subject sequence. Por otro lado, la secuencia problema - query
sequence fue la AmMAChE propuesta por Ohara et al. (2005) y sobre la que Dulin et al. (2014)
también realiza investigaciones de neurotransmision, que confirma la produccion de la enzima
AChE. En cambio, para V. destructor, se uso la investigacion de Dulin et al. (2014), mencionada
anteriormente como referencia, debido a la similitud de la secuencia propuesta por este autor
con la secuencia AMAChE de Ohara et al. (2015), y aunque la VdAChEe se caracteriz6 de
manera parcial, esta secuencia cuenta con el sitio anionico esencial, asi como con el subsitio
esterasico que permiten la catalisis de la ACh, por lo que se us6 como secuencia sujeto - subject

sequence la propuesta por Dulin et al. (2014).

Todas las secuencias mencionadas estan disponibles en la Libreria Nacional de Medicina de los
Estados Unidos - NIH por sus siglas en inglés — (NIH, 2022), el repositorio con la mayor base
de datos de secuencias genéticas en internet. Al no existir caracterizaciones del gen completo
de VAAChE, fue necesario usar el gen AChE de Homo sapiens (Linnaeus, 1758) como molde
de alineamiento - query sequence, en blsqueda de coincidencias o de regiones bien conservadas
entre las secuencias de AChE de H. sapiens y V. destructor y comprobar que tiene la VAAChE
seleccionada tiene la parte codificante para la enzima. Se compararon las secuencias en el
software online, gratuito BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), provisto también por
NIH que se encarga de alinearlas y encontrar regiones con similitudes significativas y establecer
si poseen las partes de interés codificantes para la AChE en cada especie (Tabla 2). Entre los
parametros para hallar secuencias homologas, se analizo el parametro correspondiente al valor
E o e-value, que se refiere al nimero de alineamientos que se podrian esperar para nuestra
secuenciay que les otorga un puntaje maximo, sabiendo que se seleccionaran ciertas secuencias

al azar de acuerdo a la frecuencia del valor indicado y que tendran la misma longitud y
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composicion que la secuencia problema, ademas, el e-value depende de la base de datos usada
y de la longitud de la secuencia y se espera encontrar muchos alineamientos al azar con
puntuaciones bajas, pero pocos con puntuaciones altas (COMAYV, 2018). Las secuencias con el
valor E mas alto (por ejemplo, entre 1E-10 y 1E-1, el valor més alto es 1E-10), fueron las

seleccionadas para el desarrollo de este trabajo.

Tabla 2. Nombres de las secuencias del gen AChE usadas para la comparacion en BLAST.

Secuencia problema (Query sequence ) Secuencia sujeto (Subject sequence)

Locus: AAA68151.1 (Homo sapiens Locus: KJ499538 (Varroa destructor
acetilcolinesterasa secuencia lineal). 1842 pb, ~ acetilcolinesterasa mRNA, secuencia parcial
(Soreq et al., 1990). lineal). 1833 pb. (Dulin et al., 2014).

Locus: Q4LEZ2_APIME (Apis mellifera LOCl_JSZ NP_001035320.1 (Apis mellifera
acetilcolinesterasa secuencia lineal). 1884 pp ~ @cetilcolinesterasa 2 precursor, AMAChEZ) 1884
(Ohara et al., 2005) pb. (Glavan et al., 2018)

Al obtener las posibles secuencias, fue necesario reconocer de manera precisa a la region
codificante (CDS: coding regions) de la enzima AmAChE y VJAChE, para Unicamente usar
esa porcion de nucleétidos. Para ello, se las compard en el programa virtual de libre acceso
CLUSTAL OMEGA (EMBL-EBI), capaz de generar alineamientos entre multiples secuencias,
en donde se alinearon los aminoacidos y se localizaron posibles puntos de inicio o la existencia
de dominios conservados entre las tres especies. Luego se realizé un nuevo alineamiento en el
mismo programa, pero usando los nucle6tidos de cada secuencia para precisar sus regiones

codificantes.

5.3.  Equipos, materiales y reactivos utilizados.

5.3.1. Obtencion de plasmidos con las secuencias nucleotidicas AMAChE y VdAChE

Una vez identificadas las secuencias apropiadas, se optimizaron en el programa online Twist
Bioscience, en donde se ingresaron y el editor de genes detecto posibles errores en las lineas
de nucle6tidos como caracteres incorrectos o solapamientos, las enzimas de restriccién para
cada fragmento objetivo y luego se eligieron los plasmidos que permitirian tener resultados

de expresion y clonacién optimos (también sugerido por el programa) y finalmente se

25



compraron estos vectores a la empresa BioScience (propietaria del programa Twist
Bioscience).

5.3.2. Disefio de cebadores

Los dos vectores disefiados anteriormente fueron ingresados en la plataforma virtual de libre
acceso Benchling, esta se encarga de generar una nube de datos, para entre otras cosas
visualizar los mapas de las secuencias nucleotidicas, la composicion del plasmido e
informacidn adicional de una manera didéactica, facilitando la comprensién de la estructura de
los vectores: en la nube la secuencia de AmMAChE fue nombrado como Apis_ ACHE_FL_Sf9
y VJAChE como Varroa_ ACHE_FL_Humanaized.

Generalmente, los vectores suelen contener un segmento transmembranal (TMS) o sefiales
peptidicas (SP) que no necesitamos considerar porque afectarian el comportamiento de la
proteina de interés, por lo que a través del mapa de secuencia de la plataforma Benchling se
localizaron las enzimas de restriccion necesarias en las células en donde se insertan los
plasmidos para su reproduccion, con el fin de limitar la secuencia y omitir manualmente los
aminoacidos que representan SP y TMS, estos se reconocieron debido a que estan codificadas
por aminoacidos hidrofobicos ubicados en los extremos de las secuencias, como: valina,
prolina, glicina, alanina, metionina, triptéfano, lisina, fenilalanina, isoleucina, serina, treonina,
tirosina, cisteina. Pero ademas, la AmAChE y VAAChE, limitadas por las enzimas de
restriccion BamH1 (inicio) y Notl (parada), que indican los limites de los segmentos, se
analizaron en el servidor libre Signal P 6.0 (DTU Health Tech), que predice la presencia de
SP. Signal P, requiere que las secuencias sean transformadas a formato FASTA y de forma
automatica el servidor indic6 el conjunto de aminoacidos que emitieron SP. Con los
resultados, se etiquetaron las secuencias de SP en los mapas plasmidicos de Benchling para

evitarlas en el disefio de cebadores y minimizar los errores de secuenciacion.

Los cebadores son necesarios para la amplificacion por PCR de las regiones codificantes para
la AMAChE y VJAChE, para disefiarlos se uso el programa Nep TM calculator with Q5 (para

usar Q5 como la polimerasa de la PCR, porque evita mutaciones, favorece a cadenas con Tm
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altos y tiene mejores resultados), y se verifico que se cumplieran con las condiciones de disefio

Optimo establecidas para los cebadores.

Para AmAChE y VAAChE, el disefio de los cebadores forward (5> — 3”) inici6 con la seccion
de los nucle6tidos de la enzima de restriccion BamH1, se omitieron las regiones con SP y
TMS, y se tomaron los primeros 16 a 21 pares de bases ubicadas inmediatamente a
continuacion de las regiones omitida, hasta que el numero de pares de bases del cebador
cumpliera con las condiciones antes establecidas. Ademés para aumentar el Tm del cebador
forward y que esté a menos de 5°C de diferencia del Tm del cebador reverse, se agregaron
antes de BamHJ1 tres nucledtidos mas (CAC, que es un codon fuerte de histidina) que no afecta
al el funcionamiento del cebador. Mientras que para los cebadores de reversa (3’— 5°)
primero se uso la herramienta virtual Reverse Complement Tool (Bioinformatics.org), para
invertir la posicion de los nucledtidos, se agreg6 la enzima de parada Notl también invertida,
para que no pierda el sentido 3 — 5°, se omitieron las partes con SP y TMS y se agregaron
entre 16 y 20 nucleotidos hasta cumplir con las condiciones minimas de disefio, y de ser
necesario se agrego al final del cebador un solo nucleétido (C o G), porque es la cantidad de
nucledtidos que se pueden afadir a este cebador sin que afecte su funcién (analizado en
Tmcalculator.neb.com). Una vez disefiados, los cebadores fueron fabricados y enviados por

Eurofins - agroscience.

5.4.  Procedimiento.

Tras obtener las secuencias optimizadas y los plasmidos idoneos para su transformacion se

prosiguié con la parte experimental de la investigacion dentro del laboratorio:

5.4.1. Amplificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa PCR

Ob 2: Para conseguir la amplificacion por PCR, primero se suspendieron los plasmidos en agua
libre de actividad RNase (H20 RNase-free), adquiridos con concentracion inicial de 2000 ng
c/u. Los tubos con los plasmidos en sélido se centrifugaron a 3 000 rpm por 10 segundos a
temperatura ambiente, luego se agregaron 10 pul H20 RNase-free a cada tubo para conseguir
una concentracion de 200 ng (concentracion inicial 2000 ng), de ellos se tomaron 0,5 pl y se

pasaron a nuevos microtubos con 9,5 pl de H20 RNase-free c/u, para obtener una nueva
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concentracion de 10 ng/ul. Se pipeted la nueva solucion y se refrigeraron los 10 pl resultantes

de cada plasmido a -20°C.

Los cebadores también fueron disueltos en H2O RNase-free, para manejarlos adecuadamente y
obtener los moldes de ADN plasmidico, a través de un ciclo de centrifugacion a 3 000 rpm por
10 segundos a temperatura ambiente, luego se agregé a cada cebador el volumen indicado en
la Tabla 3, de H20 RNase-free, para obtener una concentracion de 100 pmol/ul, antes de

almacenarlos se pipete6 la mezcla y se guardar a -20°C hasta su uso para la PCR.

Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores (oligonuce6tidos) para su transformacion.

Nombre del Secuencia Largo Vol. para
oligonucleétido (nucledtidos) 100 pmol/ pl
Apis FW ACGCGGATCCCACCTAGTCATCGTTCGCGTC 31 119
Apis Revl TGCGGCCGCGTTTACTCGTACCCGCCACC 29 125
Apis Rev2 TGCGGCCGCCAGGTTTCCTTGGGTTCGAG 29 124
Var Fw GCCCGGATCCCAAGATAGCGAGGTCATTGCTAC 33 125

Var Rev TGCGGCCGCCATTCTTATACCGCCCTTCCAG 31 128

Transformacion 1: Para llevar a cabo el proceso de captacion genética, es necesario realizar
una transferencia horizontal de genes en células procariotas, porque las células son capaces de
crecer y clonarse con el ADN extrafio, pero no son capaces de expresarlo. Para las
transformaciones, se requieren los moldes de ADN plasmidico que se obtuvieron anteriormente
y células competentes de Escherichia coli TOP 10, almacenadas a -80°C (cada aliquota
contenia 200 pl de células). En microtubos de 1,5 ml (uno para AmMAChE: Apis y otro para
VAAChE: Varr), se colocaron 90 ul de las células TOP 10 (c/u). Al microtubo de Apis se le
agregaron 2 pl del plasmido liquido de AmAChE transformado inicialmente. Se realiz6 lo
mismo en el microtubo de Varr. Ambas muestras se incubaron en hielo de 20 a 30 minutos, y a
continuacion, se sometieron a choque térmico por 1 minuto en el calentador previamente
programado a 42°C, luego se volvieron a incubar en hielo por 1 minuto (el cambio de
temperatura rapido produce que las células competentes creen poros que permitan el paso del
ADN extrafio), y se afiadieron 500 pl de medio liquido Luria-Bertani (LB) Broth sin antibidtico
(preparacion en Anexo 1) a cada microtubo. Luego se colocaron a bafio maria por 1 hora a
37°C, se centrifugaron a 6 000 rpm a temperatura ambiente por 5 minutos. Se descart6 entre
300 y 400 pl del sobrenadante de cada microtubo y se re-suspendieron los pellets con

aproximadamente 200 pl del sobrenadante restante. Se tomo 20 ul del re-suspendido de cada
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especie y se pusieron en 180 ul del medio LB Broth (c/u). Los 200 pl resultantes se sembraron
en las cajas de agar (preparacion del medio sélido en Anexo 1), y se incubaron a 37°C o/n
(overnight).

Preparacion de los cebadores para la amplificacion por PCR, de acuerdo al protocolo para
el uso de la polimerasa Q5, se realizd una mezcla con los reactivos de la Tabla 4, tanto para el
plasmido de AmAChE con sus respectivos cebadores forward y reverse, como para el plasmido

de VAAChE con su cebador forward y reverse.

Tabla 4. Proporciones de reactivos y ADN molde para la PCR con la Q5 polimerasa.

Reactivos Volumen (ul)

5X Buffer 10

dNTPS 2,5 uM 4

Cebador forward 10 uM 2,5

Cebador reverse 10 uM 2,5

ADN molde 10ng/pl (plasmidos) 1

5X GC Enhancer 10

H,O RNase-free 19,5

Enzima Q5 0,5

TOTAL 50 pl para cada cebador (A1, A2, V)

De acuerdo al protocolo para la reaccion PCR, los tres cebdores preparados para la reaccién
se sometieron a desnaturalizacion a 98°C por 30 segundos, luego a hibridacion por 30 ciclos de
98 °C por 10 segundos, 66 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto y finalmente a elongacion
a 72 °C por 2 minutos, cuando el proceso acabd, las muestras permanecieron a 4°C o/n. Se
comprobaron los resultados al identificar el peso de las bandas a través de la electroforesis del

ADN en un gel de agarosa al 1% (preparacion del gel en Anexo 2).

Para cargar el gel se prepararon las muestras sometidas a la PCR (Al, A2, V), colocando 5 pl
de cada una en microtubos, para afadirles 5 pl de H20 RNase-free y 2 ul de buffer GLB 6X,
para obtener un total de 12 ul de cada muestra para la corrida del gel por electroforesis, al
primer pocillo del gel se le afiadié el marcador Bench top 1 Kb DNA, como marcador del peso

molecular, y a continuacion los 12 pl de cada muestra de PCR, iniciando con Al, A2y V. Se
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cubri6 el gel con buffer TAE 1X (40 mM Tris- base, 20 mM &cido acéticoy 1 mM EDTA, pH
8.3) y se sometieron a electroforesis a 90 V' y 67-68 mA.

5.4.2. Digestion con enzimas de restriccion

Para digerir el ADN obtenido en la reaccion PCR de las tres muestras, es necesario realizar una
purificacion del resultado de la PCR, por lo que se usé el protocolo “PCR clean-up” para
reacciones enzimaticas (SDS < 0,1 %), que consistié en el ajuste de las condicione de enlace
del ADN para cada muestra (Al, A2, V), luego a la unién del ADN, lavado y secado de la

membrana silica y en la elucion del ADN (protocolo detallado en Anexo 3).

Cuando se purifico el ADN de las muestras, es decir, se eliminaron todos los reactivos y
sustancias que se agregaron antes de someterse a la PCR, se pudo continuar con la digestion
(adicion de las enzimas de restriccion): a 5 ul de la reaccion de PCR purificada de cada
muestra se agregaron 7,5 ul de H20 RNase-free, 1,5 ul de buffer D 10X por c/u (buffer 6ptimo
para las condiciones de incubacion de Not1, incluido en el kit de Promega:10 mM Tris-HCI pH
7.4; 0,1% Triton® X-100; 500 mM KCI; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,5 mg/ml BSA; 50%
glicerol), luego 0.5 pl de Enzima Notl (c/u) y se incubaron a 37°C o/n. Al siguiente dia se
centrifugaron los tubos por 10 segundos y se adicion6 0.5 pl de Enzima BamH1 a c/u. Se
incubaron las muestras por 2 horas a 37°C. El volumen total de cada muestra de ADN digerido

fueron 15 pl.

Post digestion fue necesario correr un gel de agarosa con los resultados para verificar la
presencia de las enzimas, por lo que a cada muestra de ADN digerido de 15 pl, se le agregaron
3 Ml de Orange Loading Dye Solution, se carg6 el gel de agarosa con el primer pocillo
conteniendo el marcador, un pocillo libre, muestra de A1, pocillo libre, muestra de A2, pocillo
libre y V. Se corrio el gel hasta la mitad y se cortd el gel que contenia a las bandas deseadas
para purificarlas y recuperar los tres fragmentos con las secuencias de ADN objetivo después
de la electroforesis. Se usé el protocolo “Clean- up kit” (NucleoSpin) (Protocolo detallado en
Anexo 3). A la elucidn final de cada muestra se le agregaron 10 pl de H20 RNase-free, y las

muestras con el ADN recuperado quedaron listas para clonacion.

Ob 3: Las muestras A1y V, fueron enviadas para la transfeccion de las proteinas al Laboratorio

de Biologia Estructural “Lazzaro Spallanzani” de la Universidad de Pavia, Italia, en donde se
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usaron células mamiferas modificadas (HEK293- F) para la expresion de la proteina AmAChE
y VAACNhE, se uso el protocolo de transfeccion propuesto por Faravelli et al., (2021) y tras seis
dias de cultivo se lisaron las células, con lo que se obtuvieron dos muestras del proceso: una

muestra con el lisado y otra con el sobrenadante resultante de este procedimiento.

5.4.3. Verificacion de la concentracion de la proteina AMAChE y VAAChE.

Como comprobacidén de la concentracion de la proteina en cada muestra para garantizar que
existiran resultados positivos en la expresion de las células, se realizdé una inoculacion de los
resultados de la Transformacion 1: a cuatro tubos de 15 ml, se les agreg6 4 ml de medio liquido
LB Broth (c/u), 4 pl de ampicilina (debido a la relacion 1:1000). Luego se extrajeron las
colonias y se sembraron en el medio, y sin cerrar completamente los tubos se incubaron toda la
noche a 37°C. Los tubos obtenidos fueron: Ap 1, Ap 2, Var 1, Var 2

iDara verificar la existencia de la proteina en las muestras se realiz6 una extraccion de ADN post
inoculacion (Mini-prep) con el protocolo NucleoSpin Plasmid EasyPure: en cuatro
microtubos de 2 ml se agreg6 parte del volumen obtenido en la inoculacion (siendo el volumen
total aproximadamente de 3 700 pl de cada muestra) para centrifugarlos a 13 000 rpm por 10
minutos a 4 °C, luego se descarto el sobrenadante y se repitio hasta usar el volumen restante de
la inoculacion de cada muestra, se elimino el sobrenadante y se conservé Unicamente el pellet,
luego se agreg6 a cada microtubo 250 pl de buffer Al (agitar con el uso del vortex hasta disolver
el pellet). A continuacion a cada microtubo se le adicionaron 350 pl de buffer A2, se invirtid
cada tubo 5 veces y se incubaron por 2 minutos a temperatura ambiente (sin agitar con vortex).
Por altimo, se agregaron 450 ul de buffer A3y se invirtieron los tubos hasta que se volvieron
transparentes, luego se incubaron por 10 minutos en hielo y se cargd el sobrenadante en la
columna de extraccion, después se centrifugaron a 13 000 rpm por 1 minuto a 4 °C. Se eliminé
el flujo y se repitié este paso porque aun existia sobrenadante sin purificar. Se agregé a la
columna 450 pl del buffer AQ, y se centrifugaron a 13 000 rpm por 1 minuto a 4 °C. Se cambi6
la columna a un microtubo de 1,5ml y se le afiadi6 a c/u 50 pl de buffer AE, se centrifugaron a
11 000 rpm por 1 minuto a 4 °C, y se elimin6 la columna cuando estuvo completamente seca.
Tanto los buffers, como la columna de extraccion empleados en la mini-prep, fueron

proporcionados por el Kit de NucleoSpin Plasmid EasyPure de Macherey-Nagel, 2019.
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Al comprobarse la concentracion de ADN en las bacterias inoculadas a través de
espectrofotometria, se realiz6 una extraccién de ADN post inoculacion en un volumen mayor
(protocolo Midi-prep/NucleoBond®): en dos matraces se colocaron 120 ml de medio LB
Broth con 12 ul de ampicilina (c/u) (para concentracion 1:1000), tanto para apis como para
varroa. Se agregaron 100 pl de la inoculacion de ambas especies con 10 ul de antiespumante.
Permanecieron a 37°C o/n en agitacion constante a 180 rpm. Para la purificacion de los
plasmidos se utilizo el kit 'y el protocolo Nucleobond® Xtra EF Plasmid Purification (Protocolo
detallado en Anexo 3). Y se comprobaron los resultados de concentraciéon de la midi-prep a

través de espectrofotometria.

A los plasmidos purificados en la midi-prep se les afiadieron las enzimas de restriccién (BamH1
y EcoR V) para comprobar que las colonias aceptaron correctamente al plasmido y que estos
cortan la secuencia en el lugar esperado. Se prepard un gel de agarosa al 1% para visualizar el

resultado. Las enzimas se agregaron a los plasmidos con la siguiente preparacion:

AmAChE:

1000 ng
concentracion AmMAChE (ng/ul)

e BamH1=0,5ul
e Buffer E=1.5pl

e DNA-=

e H20 RNase-free = hasta que el volumen total de la muestra sea de 15 pl.

VdAChE:

1000 ng
concentracion VAAChE (ng/ul)

e BamH1=0,5pl
e EcCORV=0,5ul
e BufferE=1,5ul

e H20 RNase-free = hasta que el volumen total de la muestra sea de 15 pl.

e DNA-=

Para cargar el gel, a cada muestra se le agregaron 3 pl de buffer GLB 10X y el marcador se
cargé con 3 pl de Bench Top.
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5.4.4. Expresion de la acetilcolinesterasa

Para verificar que las células mamiferas HEK 293-F consiguieron expresar la proteina, se uso
el método de separacion de las proteinas por su peso molecular, a través de la electroforesis por
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Elcetrophoresis) o gel de
poliacrilamida para electroforesis al 10% (preparacion del gel en Anexo 2). Se cargaron dos
geles, para detectar la ubicacidn de las proteinas por tincion con Coomassie blue (detalles del
protocolo de tincién en Anexo 5) y otra deteccidn con la técnica de Western blot (Whb), (detalles

del protocolo en Anexo 5).

Con el fin de ubicar a la proteina en las muestras de sobrenadante o lisado, enviados por el
Laboratorio de Biologia Estructural tras la transfeccion, se prepararon ambas muestras
(AmAChE y VJAChE), con el siguiente procedimiento: los sobrenadantes de cada especie se
combinaron con una proporcion de volumen 1:1 con buffer TCA 20% (1 ml de sobrenadante +
1 ml de TCA), inmediatamente se incubaron 30 minutos en hielo, luego se centrifugaron las
muestras a 13 000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se elimino el sobrenadante y se re-suspendio cada
pellet con 60 pl de Simple Buffer (SB) 2X con beta-mercaptoetanol. Finalmente se modifico la
acidez de la muestra, porque se necesitan muestras basicas, por lo que se afiadié 4 pl de TRIS-

base hasta que la coloracion cambiase de amarilla a azul intensa.

En cambio, para los lisados se resuspendieron los pellets de cada proteina con 150 ul de SB 2X
con beta-mercaptoetanol, luego se incubaron durante 5 minutos en hielo y luego se pipetearon
las muestras (de estar demasiado viscosas se pueden volver a calentar por 30 segundos o hasta
que la mezcla sea facil de manejar) y permanecieron en hielo por 5 minutos. Antes de cargar el
gel con las muestras de sobrenadantes y lisados, las preparaciones pasaron por un proceso de
desnaturalizacion, entonces se las calent6 a 96°C por 5 minutos y luego se centrifugaron a 3 000

rpm por 10 segundos.

Ambos geles fueron cargados con diez muestras, sin embargo, para el gel usado con el
Coomassie blue las muestras fueron: marcador (3,5 pl), sobrenadante apis (30 pl), sobrenadante
varroa (30 pl), control del lisado (15 pl), lisado apis (30 pl), lisado varroa (30 ul), y X (15 pl
H20 RNase-free + 15 pl SB 2x) en las Gltimas cuatro posiciones.

33



El gel para Western blot fue cargado con: marcador (3,5 pl), sobrenadante apis (30 pl),
sobrenadante varroa (30 ul), control del lisado (15 pl), lisado apis (30 ul), lisado varroa (30 pl),
control para Wb de a-Histidina (15 pl SB 2X + 10 pl H20 RNase-free + 5 pl control de His), X
(15 pl H20 RNase-free + 15 pl SB 2X) en las Gltimas tres posiciones.

Se realiz6 un segundo Wb con un sobrenadante de control para evaluar la actividad de los
sobrenadantes de apis y varroa y contrastar con el primer Wb, para ello: se centrifugaron los
sobrenadantes de la transfeccién en HEK293-F a 1 500 rpm por 5 minutos a 4°C, luego se
dispensaron los 5 ml del sobrenadante en 5 microtubos de 1.5ml (1ml c/u). Se congelaron los 4
microtubos a -20°C hasta usarlos como control inicial del sobrenadante. Para cargar las
muestras en el gel SDS-PAGE al 10% y efectuar el Wb, se colocaron en el siguiente orden:
marcador (3,5 pl de marcador + 11.5 pl de H20 RNase-free + 15 pl de SB 2X), control del
sobrenadante (44 pl), sobrenadante preparado de apis (44 pl), sobrenadante preparado de varroa
(44 ul), control del lisado (30 pul), lisado de apis (30 ul), lisado de varroa (30 ul), control para
Wh de a-Histidina (15 pl SB 2X + 10 pl H20 RNase-free + 5 ul control de His), X (15 pl H20

RNase-free + 15 pl SB 2X) en las ultimas dos posiciones.

5.4.5. Pruebas de purificacion de las proteinas recombinantes AmMAChE y VAAChE.
+« Cromatografia de afinidad: purificacién por lotes

Se iniciaron las pruebas de purificacion con una cromatografia de afinidad por lotes (Batch
purification), mediante un metal inmovilizado (IMAC), en este caso el niquel, contenido en la
resina Ni-NTA (&cido niquel-nitrilotriacético) ya que es un método rapido, simple y con
resultados confiables. Se tomaron los sobrenadantes de AMAChE y VJAChE expresadas
(aproximadamente 45 ml c/u) y se almacenaron 200 pl de cada sobrenadante a -20°C, para

usarlos como material inicial (Load) en los siguientes procesos.

e Preparacion de la Resina de Equilibrio:

Se tomd 1 ml de la resina Ni-NTA y se la coloco en un tubo plastico de 15 ml para la muestra
de cada proteina recombinante, se les agregd 10 ml de buffer (PBS) 1X frio y se invirtio varias
veces cada tubo. Se los dejé en incubacién en hielo por 5 minutos y se centrifugaron a 1 500

rpm a 4°C por 3 minutos, luego se descartd el sobrenadante y se repitio el procedimiento de la
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adicion de 10 ml de buffer PBS 1X frio, por tres veces. A cada pellet de resina final se le agregd
1 ml de buffer PBS 1X frio para resuspenderla y transferir todo al tubo plastico con el
sobrenadante inicial (1ml de resina para AmAChE y 1ml de resina para VAAChE). Se dejaron

los dos sobrenadantes preparados en el agitador rotativo a 4°C (o/n).

e Preparacion de las muestras:
Se prepararon 150 ml de buffer de equilibrio para los lavados, con 15 ml de buffer PBS 10X +
1,5 ml de Imidazol 2M y 133,5 ml de H20 miliQ (concentraciones finales: PBS 1X; Imidazol
20 mM). Ademas, se prepararon 20 ml de buffer de elucion, con 2 ml de buffer PBS 10X + 2,5
ml de Imidazol 2M y 15.5 ml de H20 miliQ (concentraciones finales: PBS 1X; Imidazol 250
mM). Al siguiente dia, se centrifugaron los dos sobrenadantes a 1 500 rpm por 5 a 10 minutos
a 4°C. Luego se descarto el sobrenadante de cada muestra, que fue usado como control inicial
en los geles (FT — Flow Through), permaneciendo en hielo hasta su uso. Posteriormente, se
transfirio cada resina a un tubo de plastico de 15 ml y se agregaron 10 ml de la preparacion de
PBS + 20 mM Imidazol (afiadir primero 1 ml, pipetear y afiadir los otros 9 ml lentamente), esto
para el sobrenadante de apis y sobrenadante de varroa. Se incubaron las dos muestras a 4°C en
cuarto frio por 5 minutos y se centrifugaron a 1 500 rpm por 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante [considerado como lavado (W), se repitid el lavado 3 veces y se obtuvieron 200
pl de cada lavado nombrado como: W1, W2 y W3, se recomienda conservar el total de cada

lavado en hielo]. Los pellets finales seran usados para las eluciones.

e Preparacion de las eluciones:

Se resuspendié cada pellet con 1 ml de la preparacion de PBS + 250 mM en microtubos de 2
ml, se invirtieron los tubos varias veces, y se incubaron por 5 minutos a 4°C, se centrifugaron
a 1500 rpm por 3 minutos y se recolectd el sobrenadante, que fueron la elucion 1 para cada
muestra. Con el pellet resultante se repitié el proceso completo desde la adicion del buffer de
elucidn, por tres veces mas para conseguir 3 eluciones (E2, E3 'y E4) de cada muestra. Se guardd
el residuo de resina (R) de cada muestra para utilizarlo en el gel.

e Andlisis de las muestras:

Se prepararon 2 geles SDS-PAGE al 10% y se usaron las muestras L'y FT, para el FT se requirié

una preparacion previa antes de cargarlo en el gel, por lo que a Iml de FT de apisy a 1 ml de

35



FT de varroa, se le agregd 1 ml de buffer TCA al 20% y se incubd en hielo por 30 minutos,
luego se centrifugaron ambos FT a 13 000 rpm a 4°C por 15 minutos y luego se descartd el
sobrenadante. A continuacion se resuspendid cada pellet con 70 pl de SB 2X, se afiadio 4 pl de

TRIS-base o hasta que las muestras se volvieron basicas (cambiaron de color amarillo a azul).

En cambio, a las muestras de lavados (W1, 2, 3) eluciones (E1, 2, 3, 4) y a la resina también se
les realizd una preparacion previa, por lo que a 20 ul de cada lavado se le afiadieron 20 pl de
SB 2X. A 10 pul de cada elucion se le afiadieron 10 pl de SB 2X. Se resuspendieron 40 pl del
residuo de resina de apis y varroa con 40 pl de SB 2X. Todas estas preparaciones, fueron
calentadas 96°C por 5 minutos y centrifugadas a 3 000 rpm por 10 segundos. Luego se cargo el
gel de apis en el siguiente orden: marcador (HyperPage Prestained Protein marker 3,5 ul), L
(44 ul), FT (38 pl), E1 (20 pl), E2 (20 pl), E3 (20 pl), E4 (20 pl), W1 (40 pul), Ws (40 pl), R (30
ul). Y el gel de varroa se cargo6 en el siguiente orden: marcador (HyperPage Prestained Protein
marker 3,5 pl), L (44 ul), FT (38 pl), E1 (20 pul), E2 (20 ul), E3 (20 ul), E4 (20 pl), W1 (40 pul),

W3 (40 ul), R (30 pl). Luego de la electroforesis ambos geles se trataron con Coomassie blue.

A partir de los resultados obtenidos, se decidio realizar un Western blot, solamente con las
muestras de varroa, para ello a 200 pl de las eluciones de varroa se le afiadieron 300 pl de H20
RNase-free y 500 ul de buffer TCA al 20%. A 200 ul de W1, L y R de varroa se le afiadieron
200 pl de buffer TCA al 20% (c/u). A 1 ml de FT de varroa se le afiadié 1ml de buffer TCA al
20%. Las ocho muestras resultantes de los procedimientos anteriores se incubaron en hielo por

30 minutos y luego se centrifugaron a 13 000 rpm a 4°C por 25 minutos.

Para cargar las muestras en el gel SSDS-PAGE al 10% se preparan de la siguiente manera: al
pellet de cada una de las cuatro eluciones de varroa se les agreg6 35 pl de SB 2X y 4 pl de
TRIS base. A la resina se le afiadieron 60 pl de SB 2X. A las muestras L y FT se les agreg6 70
ul de SB 2X y 4 ul de TRIS base. A 3,5 ul de marcador, se le agreg6 11,5 pl de H20 RNase-
free y 15 pl de SB 2X. Y se cargo el gel en el siguiente orden: marcador -M- (30 ul), L (37 pl),
FT (37 ul), E1 (39 pl), E2 (39 pl), E3 (39 ul), E4 (39 ul), W1 (37 ul), control para Wb de a-
Histidina (15 pl SB 2X + 10 pl H20 RNase-free + 5 ul control de His), R (30 pl). Y se realiz6
el mismo proceso de los Western blots anteriores, pero en esta ocasion se agregaron 700 pl de

solucion de perdéxido y 700 pl de luminol sobre la membrana para la quimio-luminiscencia.
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«+ Cromatografia liquida de proteinas rapida (fplc)

Para llevar a cabo la purificacion de la acetilcolinesterasa de Varroa destructor, mediante la
cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC por sus siglas en inglés) se uso el sistema
AKTAT™ Start, para lo cual se realiz6 un fraccionamiento cromatografico de corrida a presion
intermedia (50 bar), en donde se requirid de la preparacion de 1 L buffer de Equilibrio de
columna (20 mM de fosfato de sodio, 150 mM de cloruro de sodio y 25 mM de Imidazol con
pH 7.4) y 500 ml de buffer de Elucion (20 mM fosfato de sodio, 150 mM de cloruro de sodio y
500 mM de Imidazol con pH 7.4).

Se ingresaron en la columna 45 ml del sobrenadante varroa, luego se equilibré la resina con el
buffer de Equilibrio, se hizo un lavado y luego se agreg0 el buffer para eluciones, finalmente se
obtuvieron un total de 30 microtubos con 1ml de elucion de las proteinas cambiando la
composicién de la fase mavil continuamente. Finalmente se regeneré la corrida de la columna
HiTrap para que pueda ser reutilizada. Con la curva de absorbancia UV que se registro en las
fracciones obtenidas a partir del sistema AKTA Start, se seleccionaron las de mayor
absorbancia para correrlas en un gel SDS-PAGE al 10%, y se prepararon 25 pl de cada fraccion,
al control inicial (L) y al flow through (FT) y se les agregd 5 ul de buffer crack. Se calentaron
las muestras a 96°C por 5 minutos y luego se centrifugaron a 13 000 rpm por 1 minuto. Para
cargar el gel se usaron 3,5 pl del marcador en la primera posicion, L, FT y las fracciones en las
siguientes posiciones (25 pl de cada muestra). Finalmente se realiz6 una tincion de Coomassie

blue.

% Cromatografia por intercambio i6nico- purificacion por lotes:

Para el intercambio i6nico, fue necesario eliminar las sales adquiridas en las purificaciones
anteriores, por lo que se realizd un proceso de dialisis, con una membrana de dialisis y 3L del
buffer de Dialisis con pH 6 (considerando que el punto isoeléctrico -PI- tedrico de la VAAChE
es de 7.5), compuesto de 50 mM de NaCl y de 20 mM de Tris-HCI, que también fue necesario

para el lavado de la resina (Wash buffer).

La membrana pasé toda la noche con 45 ml del FT de varroa a 4°C en dialisis con los 3 L del
buffer de Didlisis. Tras la remocién de las sales gracias a este mecanismo, se tomaron 50 pl

para ser considerados como el nuevo material inicial (L) y se inicid el intercambio idnico al dia
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siguiente, primero se equilibro la resina, por lo que se resuspendieron 500 pul de resina con 3 a
5 ml de Wash buffer y se centrifugd la muestra a 750 g por 3 minutos. Luego se la agreg6 al
volumen total del FT post dialisis y se incub6 a 4°C por 2 horas en el agitador rotativo.
Posteriormente se centrifugaron a 750 g por 3 minutos y se descarto el sobrenadante en otro
tubo plastico para ser considerado como el nuevo FT, el pellet fue diluido con el buffer de
eluciones, entonces a la misma receta del buffer de Didlisis se le cambiaron las concentraciones
de sal, para que eluyan a la proteina: buffer de Elucion 1 = 250 mM NaCl + 20 mM Tris-HCI
+ 9,3 H20 miliQ; buffer de Elucion 2 = 500 mM NaCl + 20 mM Tris-HCI + 8,8 H20 miliQ;
buffer de Elucion 3 =1 M NaCl + 20 mM Tris-HCI + 7,8 H20 miliQ; y buffer de Elucion 4
=1,5 M NaCl + 20 mM Tris-HCI + 6,8 H20 miliQ).

Entonces el pellet de resina se resuspendi6 con el buffer de Elucion 1 (1 ml de buffer de Elucion
1 por cada 500 pl de resina), centrifugado a 750 g por 3 minutos, se colocé el sobrenadante en
un microtubo para cargar el gel (E1) y se repitio el mismo procedimiento con el pellet resultante
(en total 2 muestras de elucion con 250 mM de NaCl: E:1 y E2). EI mismo procedimiento de
resuspension del pellet de resina se realiz6 con los buffers de elucién 2, 3 y 4 (por ende, se
obtuvieron 2 muestras de elucion con 500 mM de NaCL, E1y Ez, 2 muestras de elucién con 1
M de NaCl, E1y E2 y 2 muestras de elucion de 1,5 M de NaCl, E1 y E2).

Se cargd un gel SDS-PAGE al 10%, para lo que se prepararon todas las eluciones, L y el FT
tomando 25 pl de cada uno y agregandoles 5 pl de buffer crack, mientras que el marcador se
prepar6 con 11 pl de H20 RNase-free, 15 pl de SB 2X 'y 4 ul del marcador. En el gel se cargaron
las muestras en el siguiente orden: marcador (25 pl), L (25 pl), FT (25 ul), E1 y E2 de 250 mM
NaCl (25 ul c/u), E1 y E2 de 500 mM NaCl (25 ul c/u), E1 y E2de 1 M NaCl (25 ul c/u) y E2 de

1,5 M NaCl (25 ul). Con un gel se realiz6 una tincion de Coomasie blue.

6. Resultados

Los resultados obtenidos con esta investigacion se basan en el cumplimiento del objetivo
general del proyecto que busca la obtencion de la secuencia nucleotidica de la
Acetilcolinesterasa (AChE), a partir del genoma de Apis mellifera y de Varroa destructor,
para asi identificar los genes ort6logos del gen de la AChE de Homo sapiens en AMAChE y
VAJAChE. Con esto se posibilita la insercion de genes de AMAChE y VJAChE en un vector de
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clonacidn para luego realizar pruebas de expresion de AMAChE y VAAChE recombinante en

células bacterianas/humanas/de insectos.

Tras la busqueda en la NIH, se encontraron secuencias de la acetilcolinesterasa lo
suficientemente bien caracterizadas en ambas especies, para tomarlas como modelos de
referencia y comparar alineaciones. Con los procesos en BLAST y CLUSTAL vy el anélisis de
los nucledtidos, de dominios posiblemente bien conservados y de los errores en la secuenciacion
se selecciond la secuencia del locus NP_001035320.1 de Apis mellifera (Tabla 5), descrita en
Kim et al. (2012) y analizada en Glavan et al. (2018), como la secuencia objetivo, que se alined
perfectamente con la AMAChE caracterizada en Ohara et al. (2005), con lo que se corrobora su
uso para este proyecto. Y se selecciono la secuencia del locus XP_022663630 de Varroa

destructor (Tabla 5), como la secuencia de aminoacidos apropiada para el proyecto.

Tabla 5. Resultado de las secuencias genémicas (aminoécidos y nucleétidos), seleccionadas para este
proyecto.

Especie Secuencia de aminoacidos Secuencia nucleotidica
Varroa destructor XP_022663630 (aa) XM _022807895.1 (pb)
Apis mellifera NP_001035320.1 (aa) XM_393751.7 (pb)

Posteriormente se optimizaron las secuencias y se eliminaron los posibles errores en la escritura
de los nuclettidos en la plataforma TwistBioscience, ademas de encontrar el vector de
clonacion ideal para insertos de 1 500 pb, que posee un gen de resistencia al antibidtico
ampicilina y reconoce las enzimas de restriccion de inicio y fin, BamH1 y Notl,
respectivamente. Las secuencias con tan solo la porcion codificante de la proteina resultaron
con un tamafio de aproximadamente 1 985 y 1958 pb (AmAChE y VAAChE, respectivamente),
y al afiadirles el vector los constructos finales rodearon los 4 2016 y 4 179 pb (AmAChE y
VdAChE, respectivamente) (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de las secuencias elegidas junto con el vector de clonacion.

Vector de Largo Secuencia a Largo_ . Largo

L . secuencia Constructo final
colnacion vector (pb) insertar (pb) constructo (pb)
&Ti;‘r’]'sécf;)r;p 2221 Apis_AChE 1985  Apis ACHE_FL_Sf9 4 206
pTwist Amp Varroa_Huma Varroa_ ACHE_FL _
High Copy 2221 nizada_AChE 1958 Humanized 4179
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Previo al disefio de los cebadores fue necesario eliminar las partes de la secuencia que emiten
una sefial peptidica o son porciones transmembranales. Estas porciones se evaluaron con el
servidor libre Signal P 6.0 (Figura 9 a y b), pero ademas para el disefio de cebadores fue
necesario tomar algin aminoacido de estas porciones, que no afectara la funcién del cebador y
se dedujo el largo de la secuencia excluyendo a los aminoécidos no polares como la valina,
isoleucina y/o lisina, en la interfaz de Benchling (en dénde se compardé y comprobd con los
resultados en Signal P 6.0). Las porciones en los extremos indican la presencia de una alta

probabilidad de emitir sefiales peptidicas en la terminal N o en la terminal C.
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Figura 9. Posibilidad de sefial peptidica o porciones transmembranales en la secuencia: a) AmMAChE, y
b) VJAChE.

Con esta diferenciacion de las partes de interés en Gnicamente la secuencia de la proteina 'y no
en todo el plasmido, se disefiaron 3 cebadores para la AMAChE, uno en forward y dos en
reverse. No se excluyo a alguna de las posibilidades mientras los cebadores se construian

porgue ambos presentaban un contenido de GC parecido, la misma longitud, y un Tm parecido,
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y para reducir los errores se optd por dos secuencias en reversa (el mismo forward para ambas
posibilidades de reverse). Mientras que para VJAChE se eligié a la mejor secuencia forward y
reverse posible, que cumplieran con las condiciones indicadas en la metodologia, en la Tabla 6
hay un resumen de los cebadores disefiados para unirse a los plasmidos a través de un proceso
de PCR.

Tabla 7. Cebadores disefiados en sentido 5° — 3°, para Q5 c6mo polimerasa.

Ngmbre de:l_ Secuencia 5° > 3° Largo Vol. Para 100 'I;M GC
oligonucledtido pmol/ pl (°C) (%)
apis W ACGCGGATCCCACCTAG o e 75 el
Apis_Revl TGCG(?I.(Z%%%%%EZF&CTC 29 125 75,2 69
Apis _Rev?2 TGCST(?%%%CT%?;%;TTC 29 124 73,8 66
vre  SESONCOSMONA 5 g me s
Var_Rev TGT?A%%%%%%C}FAFEE%E—A 31 128 73,5 61

Como resultado de la amplificacion por PCR de los plasmidos para AmAChE (Figura 10) y
VAAChE (Figura 11), con sus respectivos cebadores, se obtuvieron las siguientes muestras:
AmAChHE con los cebadores Apis_ FW y Apis_Rev1 (Al), el mismo plasmido con los cebadores
Apis_FW y Apis_Rev2 (A2); y el plasmido para VAAChE con el cebador Var_Fw y Var_Rev
(V). En la Figura 12, se aprecia el tamario - largo de la secuencias de ADN obtenidas (como
valor referencial el largo de AmMAChE es de 1 984 pb y VdAChE de 1 857 pb, aproximadamente).
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CspCI,Banl,Eagl BsaXl,Btgll

Pwull,Rsrll Ndel
Bzal,BpmI, Mscl AF1III,Peil, Drdl
Sphl,BanII, EcoNI, HincII Haell
BseYI
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AF1II1,Bsanl,BsmFL, Agel
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Bsaal
Keml
BsmFI
BsriGl
BlpI
Btegl,Neol Apis_ACHE_FL_Sf9FJ
NgoMIV, Nael 4286 bp BanI
Earl
BstEII BpmI
PF1MI Bgll
AvrII Asel
PshAI Bsal Fapl
Aval, BsoBI Acll
Avrll
BbsI Pwul,BtsI, Btsol
BfuAl, BspMI, BspEL BtsI,Btsal,Scal
BamI Begl, BsaHI
Zral, Astll, PshAl BsrGL, +5 Acll
BzaHI Apall
BawmHI, Haell, Aval,BsoBI, Scal BspHI

BsiWL
Figura 10. Constructo genético final de AmAChE recombinante. En plasmido pTwits Amp High copy, con

enzimas de restriccién Bam HI y Notl.
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Figura 11. Constructo genético final de VAAChE recombinante. En plasmido pTwits Amp High copy,
con enzimas de restriccion Bam HI 'y Notl.

Apal 1
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1% agarose

Figura 12. Resultados de la amplificacién por PCR de las secuencias objetivo con los cebadores. Al:
cebador Apis FW y Apis Revl (correspondientes a AMAChHE); A2: cebador Apis FW y Apis Rev2
(correspondientes a AmAChE); y V: cebador Var Fw y Var Rev (correspondientes a VAAChE).

Debido a la ubicacion de las bandas frente al marcador de pb, se infiere que las AmAChE estan
en la misma posicion, por lo que ambos cecbadores trabajan de la misma manera y cumplen la
funcién de replicar la secuencia para la que fueron disefiados. El tamafio de la VAAChE es
ligeramente mayor o igual a las bandas de apis. Los ADNs obtenidos, se sometieron al proceso
de digestion con las enzimas de restriccion BamH1 (inicio), Notl (parada). Con el gel de
agarosa se comprobaron los tamarios de los cortes de las enzimas (Figura 13), y se realizo una
purificacién de las bandas con la porcion de gel que las contenia. Tras esto se almacenaron a -

20 °C hasta su uso en la clonacion de la proteina.
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Gel de agarosa 1%

M A1 A; \Y

Figura 13. Gel de agarosa para purificar las secuencias de AmAChE y VJAChE digeridas con las
enzimas BamH1 y Notl, contenidas en las bandas del gel. M: marcador, Al y A2: AmAChE, V:
VJAChE.

Al mismo se comprobd si la cantidad de ADN que se puede extraer de los indculos hechos con
AmAChE y VJAChE, es considerable o hay baja presencia de la misma. Para ello se cuantificd
la presencia del ADN de la proteina objetivo en cada especie, después del tratamiento de tres
preparaciones de indculos. Al primer indculo (para ambas especies) se lo consiguid tras agregar
200 pl del resuspendido final en agar sélido; el segundo inéculo se consiguid al mezclar 20 pl
del resuspendido con 180 pl de medio liquido LB Broth; y al Gltimo inéculo se lo consiguid
con el protocolo de midi-prep (Plasmid EasyPure) con muestras de la inoculacién 2, pero
cultivadas en 120 ml de medio liquido LB Broth (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracion de ADN de las muestras de AmMAChE y VJAChE en cada preparacion de
indculos.

Mini-prep Midi-prep

Primera inoculacion Segunda inoculacion Tercera inoculacion

ADN  Concentracion (ng/ul) ADN Concentracion (ng/ul) | ADN  Concentracion (ng/pul)

Apis 316,05 Apis 1 143,5 Apis 28943
Varroa 235,35 Apis 2 177,65 Varroa 770
Varroa 1 230,13
Varroa 2 226,65

44



Para obtener las concentraciones del ADN resultante tras las inoculaciones, se analizd un
microlitro de cada sustancia en el espectrofotdmetro, para medir la concentracion media del
ADN en cuestion. A las muestras con la mayor concentracion, es decir las logradas con la midi-
prep, se le agregaron las enzimas de restriccion, para AmMAChE: BamH1 (corte esperado 4 206
pb) y para VAAChE: BamH1 (inicio con corte esperado a 2 861 pb) y EcorV (parada con corte
esperado a 1 318 pb) y se corrié un gel de agarosa para comprobar y reconocer si las enzimas

cortan las porciones correctas de pares de bases (Figura 14).

M A Vv

1% agarose

Figura 14. Tamafio del corte de las enzimas afiadidas al ADN del plasmido con AmAChE (A) y VAAChE
(V); marcador (M).

Se consigue una transfeccion a células de mamiferos (HEK293-F) de tipo estable por un método
de transfeccion quimico con el uso de moléculas cationicas. Para la transfeccion del ADN de
AMACHE y de VAAChE se usa un bote de 100 ml de HEK293-F (c/u), con un total de 100 x10°
de células con un total de 100 ug de ADN. El reactivo de transfeccion usado es el polimero
sintético polietilenimina (PEI) y se evalla la eficiencia de la transfeccidn tras seis dias de
proceso. La evaluacion de la viabilidad se realizé con el contador automético Celldrop con el

analisis Trypan Blue. La informacion relevante sobre la transfeccion se expone en la Tabla 9.
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Tabla 9. Informacidn sobre los resultados de la transfeccion de AmAChE y VAAChE recombinantes,
tras seis dias de cultivo.

Resultados Apis mellifera Varroa destructor
% Viabilidad 80,1676 87,0683
Células totales/ ml 6,30 x 10° 7,98 x 10°
Células vivas/ ml 5,05 x 10° 6,95 x 10°
Células muertas/ ml 1,25 x 10° 1,03 x 10°

Con una viabilidad de células mayor al 80 %, tras el proceso de transfeccion de la proteina
recombinante en las células HEK-F93, se evalud la expresion y presencia de la
acetilcolinesterasa en el sobrenadante y el lisado, tanto para la muestra de AmAChE como para
VdAChHE. Después de preparar los sobrenadantes y los lisados se corrieron las muestras en el
gel SDS-PAGE al 10 %, tras la aplicacion de una tincion Comassie blue se observa la presencia
y expresion de la proteina con el peso esperado, pues la AMAChE y VAAChE tiene alrededor de
1 980 pb (Dulin et al., 2014), y conforme a las secuencias usadas en Benchling, por lo que
entonces el peso aproximado de las proteinas es de 72 600 kDa, ubicados en el sobrenadante de

cada transfeccion, como se aprecia en la Figura 15.

125 kDa - |

80 kDa -

50 kDa -

Figura 15. Tincion con Comassie blue para visualizar la expresion de las AChE recombinantes
presentes luego de las transfecciones. Se aprecian cerca de los 80 kDa (circulo amarillo). M (marcador),
Sa (sobrenadante apis), Sy (sobrenadante varroa), Lcrr (lisado de control), La (lisado de apis), Ly (lisado
de varroa).

46



Para comprobar los resultados y localizar solo a las proteinas de interés se realizé un Western
blot, en donde Unicamente se detecta la presencia de la AMAChE y VAAChE (Figura 16). Para
corroborar este resultado, se realiza un segundo Wb, pero esta vez con el control del
sobrenadante de las células utilizadas para la transfeccion, en donde se confirma Unicamente la
presencia de la VAAChE (Figura 17).

M S S L L L His
A v CTR A v CTR

Vv v v
=57

125 kDa -

80 kDa -

50 kDa -

Figura 16. Resultados del segundo Western blot con la presencia del control del sobrenadante para
visualizar la presencia y expresion de las proteinas objetivo. M (marcador), Sctr (sunatante de
control), Sa (sobrenadante apis), Sy (sobrenadante varroa), Lctr (lisado de control), La (lisado de
apis), Lv (lisado de varroa), Hiscrr (control de proteina con un tag de histidina).

125 kDa- |
80 kDa -

50 kDa -

Figura 17. Resultado del segundo Western blot con la presencia del control del sobrenadante para
visualizar la presencia y expresion de las proteinas objetivo. M (marcador), Sctr (sunatante de control),
Sa (sobrenadante apis), Sv (sobrenadante varroa), Lcrr (lisado de control), La (lisado de apis), Lv (lisado
de varroa), Hiscrr (control de proteina con un tag de histidina).
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Las purificaciones se realizaron para ambas proteinas, aunque tras los Wb no se verifico la
presencia de AMAChE, ya que en la aplicacion de Cooomassie blue se constatd la presencia de
ambas proteinas recombinantes. Tras el proceso de purificacion por cromatografia por afinidad
al niquel de ambas proteinas se realizé un Cooommassie blue para detectar la presencia de las
proteinas. Sin embargo, la técnica no tifid bandas del peso esperado en las eluciones, dando
indicios de que la proteina no pudo ser aislada mediante este procedimiento, ya que existen
otras proteinas y residuos tras la purificacion, en las muestras de L y FT para apis y varroa
(Figura 18).

M L FT. Ei E2 E3 E2 Wi W, W, Wi: E Es E E FT L M

25 kDa

80 kDa

50 kDa

Figura 18. Resultados de la purificacion por cromatografia de afinidad por lotes, con aplicacion de
Coomassie blue para localizar a la proteina en las eluciones. a) Gel con las muestras de AmMAChE. b) Gel
con las muestras de VAAChE. M (marcador), L (control inicial), FT (flow through), Ei.4 (eluciones), Wi.,
(lavados de la resina, se consideraron para esta prueba tan solo los dos primeros lavados).

La proteina detectada en las primeras pruebas de purificacion (Figura 16 y 17) fue VAAChE
recombinante, por lo que se decidié hacer unicamente un Wb con control de histidina para la
muestra purificada de VAAChE. Con este nuevo Wb se verifico la presencia de proteina
VdACNhE en las muestras del primer lavado. Esto sugiere que la proteina se diluye rapidamente
por la concentracion de iones de sal del buffer de lavado de la resina, ya que en la elucion 1
(E1) se detecta débilmente la presencia de la VAAChE recombinante (Figura 19).
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Figura 19. Resultados del Wb de la cromatografia de afinidad con perlas de niquel para VdAChE.
M (marcador), L (control inicial), FT (flow through), Ei.4 (eluciones), W, (lavado de la resina, se
considerd solo el primero), HIScTr (control de histidina), Resina (pellet de la resina).

En los resultados de la cromatografia liquida se obtuvieron las bandas donde existe mayor
concentracion de proteinas en todo el sobrenadante de la muestra de VAAChE (Figura 20), que
representan las fracciones de la muestra con proteinas. Se selecciond desde la fraccion 6 hasta
la fraccion 26 para evaluar la presencia de VAAChE y se realizo un proceso de Comassie blue
(Figura 21).
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Figura 21. Fracciones con concentraciones de proteina en el sobrenadante de varroa, con respecto a la
absorbancia de luz UV
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Figura 20. Fracciones en las que se detectaron concentraciones de proteinas durante la cromatografia por
afinidad. M (marcador), L (control inicial), FT (flow through), W (lavado), 3-14, 17, 20, 23, 26, (fracciones).

Ante la pureza obtenida con las purificaciones de la VAAChE, y la obtencién de otras proteinas

junto con ella, se realiza una purificacion por cromatografia de intercambio idnico, con una

didlisis previa. Cuando se obtuvieron las eluciones de la resina se elabor6 un Coomassie blue
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(Figura 22) para observar las eluciones, en donde se encuentran rastros de la proteinaen L y
FT, y levemente con concentracion de 250 mM NaCl y 500 mM NaCl.

M L FT 250mM 500mM 1M 1.5M

-

125 kDa-

80 kDa-

50 kDa-

— il

Figura 22. Coomassie blue de la purificacion por cromatografia de intercambio iénico del sobrenadante
de Varroa, con distintas concentraciones de sal (NaCl). M (marcador), L (control inicial), FT (flow
through), 250mM, 500mM, 1M, 1.5M (concentraciones de NaCl) para las eluciones.

7. Discusion

La purificacion de la Acetilcolinesterasa de Apis mellifera (AmAChE) y Varroa destructor
(VdAChHE), a partir de las secuencias nucleotidicas que codifican para este gen en ambas
especies, revela su homologia con la secuencia de AChE de Homo sapiens y demuestra que es
posible disefiar y obtener las proteinas de manera recombinante a través de técnicas de
clonacion y expresion de ADN. Esto con el propésito de obtenerlas de forma funcional y
someterlas a futuras pruebas con compuestos que inhiban la funcion catalitica especificamente
de VJAChE y no afecten la actividad en AmAChE, y con ello contribuir a las nuevas
generaciones de acaricidas biolégicamente disefiados que actien de forma especifica con la
especie de interés, con lo que las planificaciones en cuanto a frecuencia y dosis de uso
disminuiran y los impacto ambientales que tienes los organofosforados en las fuentes de agua,
suelo y aire se reduzcan, y los riesgos en la salud de las personas que también poseemos a la
acetilcolinesterasa en nuestros sistemas nerviosos no se vean afectados por acumulacion en el

organismo. Con ello se busca garantizar de forma sostenible la supervivencia de las abejas
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productoras de miel y polinizadoras, cuya estabilidad es imprescindible no solo para la
economia de miles de productores, sino también para mantener el equilibrio ecoldgico de los

ecosistemas y evitar cuantiosas pérdidas de biodiversidad alrededor del mundo.

Para la creacién de las proteinas recombinantes, se analizaron estudios previos en donde se
secuenciaba el genoma completo de las especies en cuestion, asi como la secuenciacion
especifica del gen de su acetilcolinesterasa, ademas articulos de caracterizacion fisicoquimica
y de la actividad enzimatica en distintas especies, asi como los protocolos apropiados para las
pruebas de purificacion. Por ejemplo, para la obtencion de las secuencias nucleotidicas de la
AmMACHE se analizé la investigacion de Kim et al. (2012), que evalUa las propiedades de dos
acetilcolinesterasas en esta especie: AMAChE?2 que es la enzima objetivo de los insecticidas
organofosforados y carbamatos, gracias al papel clave de la enzima que produce este gen en la
neurotransmision de las abejas, y AMAChE1L que tiene una actividad enzimatica mas baja que
AmMAChHE2 y aparentemente no posee funciones neuronales en Apis spp., pero se une de forma
especifica a diferentes xenobidticos. Por estas razones y debido a los propdsitos de este
proyecto, se eligi6 a AmMAChE2 como la secuencia a usarse (secuencia sujeto - subject
sequence), mientras que la secuencia de referencia (secuencia problema o query sequence) fue
la AmMAChE caracterizada por Ohara et al. (2005) y sobre la que Dulin et al. (2014) también

realiza investigaciones de neurotransmision.

Para seleccionar la secuencia sujeto de VAAChE, se us6 la investigacion de Dulin et al. (2014)
mencionada anteriormente como punto de partida, ya que los autores caracterizaron la AmMAChE
y VAAChE, encontrando pocas diferencias entre ambas secuencias, y aunque la de Varroa se
caracterizd de manera parcial cuenta con el sitio catalitico esencial en el subcentro esterésico,
aunque con una pequefia mutacion que no altera sus funciones, de acuerdo a los autores. Esto
se confirmo con el proyecto del USDA-2019 (Cook, 2022) enfocado en la caracterizacion de la
VAAChE, en donde usan el genoma parcial y que fue actualizado en 2017 (con
aproximadamente 1 600 pb). Al no existir caracterizaciones del gen completo de la AChE en
Varroa, fue necesario usar el gen de AChE de Homo sapiens como molde de alineamiento (o
secuencia problema) en blisqueda de coincidencias o de regiones bien conservadas entre las

secuencias de ambas especies y comprobar que tiene la parte codificante para la enzima. La
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homologacion entre secuencias no representé problemas al momento de la clonacion y

expresion de la proteina recombinante y garantizan la obtencion de una secuencia estable.

La metodologia usada para la obtencion de la AmMAChE y VAAChE fue empleada por primera
vez en cuanto a las secuencias, y de acuerdo a los resultados obtenidos, la alta semejanza
estructural entre las secuencias de la AmMAChE, VAAChE y la AChE en Homo sapiens, sugiere
que la enzima en las tres especies es codificada por un gen altamente conservado a partir de un
ancestro en comun (Flores, 1998). Por la relacion y similitud entre las secuencias analizadas y
basédndonos en el modelo de H. sapiens como referencia, se asume que asi como en todos los
vertebrados existe una parte especifica en la secuencia completa del gen de AChE, conocida
como secuencia FGESAG (Jansz et al. 1959), en los organismos invertebrados que cuentan con
AChE también podria existir FGESAG, que participa directamente con la accion catalitica de
la enzima (Flores, 1998) y que ha sido sometida a distintas pruebas con sustancias como la
prostigmina y fisostigmina (Fournier et al., 1992), para evaluar su capacidad de accion como
inhibidores competitivos y que, ante su eficacia para evitar la unién con su sustrato, han
rebelado el segundo subsitio (subsitio aniénico) de la enzima y han dejado sin actividad a la

acetilcolinesterasa (Wilson y Bergmann, 1950; Flores, 1998).

Uno de los aspectos importantes por el cual los tratamientos actuales que emplean acaricidas
para combatir la varrosis en las colmenas ya no son eficaces, se debe a que V. destuctor genera
resistencia a los compuestos organofosforados, y de acuerdo con Fournier et al. (1992) se debe
al reemplazo de la fenilalanina por la tirosina en el “hueco del acilo” de la colinesterasa de
algunos invertebrados, lo que les confiere ventajas evolutivas en cuanto a su fisiologia y
genética en comparacidn con acaros que no son sometidos a sustancias quimicas (Flores, 1998).
Estas ventajas evolutivas se deben a la plasticidad del genoma y dichas mutaciones seran
contempladas en la posteridad del proyecto, cuando el enfoque sea testear los inhibidores
disefiados y su eficiencia ante las proteinas recombinantes creadas en esta parte de la
investigacion y ante individuos resistentes. Para ello serd necesario contemplar las pruebas de
Wilson y Bergmann (1950) como punto de partida, ademas de otros inhibidores competitivos
como el edrofonio, tacrina, decametonio, propidio y BW284C551 (1,5-bis-(4-
alildimetilamoniofenil) pentano-3-1 dibromuro), que también tienen efecto sobre la AChE

(Changeux, 1966), el donepezilo, la galantamina y la rivastigmina usados en H. sapiens para
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controlar enfermedades neuronales degenerativas (Birks, 2006). O como la proteina fasciculina
proveniente del veneno de la serpiente Dendroaspis angusticeps (Smith, 1849) cuya bioquimica
genera afinidad con la enzimay reemplaza al sustrato normal (Flores, 1998) y seria la linea méas
sustentable de desarrollar inhibidores con la menor cantidad de compuestos quimicos nocivos

para otras especies y para el ambiente.

Por otro lado, luego de la transfeccion de la proteina recombinante tanto de A. mellifera como
de V. destructor en células HEK293-F fusionadas en el extremo N-terminal a una cola de seis
histidinas (poli histidina) para facilitar su ubicacion y purificacién (Faraveli et al., 2021),
unicamente fue detectable la VAAChE en el sobrenadante celular con el método de Western
blot, pese a que en las pruebas de tincion de azul de Coomassie ambas proteinas pudieron ser
observadas. Se descarta que la proteina de Apis se haya fraccionado, que la sintesis se haya
truncado y dejado porciones de proteina con cola de histidina, o que existiera algan tipo de
protedlisis en la expresion ya que no existen otras fracciones detectables en el Wb (Santo-Costa,
2015). Esto se podria atribuir a que la proteina correspondiente a Apis perdié su cola de
polihistidina en el proceso de expresion o traspaso a la membrana durante el Wb, por ende los
anticuerpos gue estan disefiados para detectar la poli histidina no funcionarian de ninguna forma
(Riguero et al., 2020).

Cuando se realizo la purificacion de las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad
IMAC (Figura 19), se puede observar una banda en la Elucion 1, lo que significa que la proteina
VdAChE esta presente y que pudo adherirse a la resina, aunque débilmente, y que la mayor
parte de la proteina se perdié en los lavados (Hernandez, 2007), ya que el buffer de PBS usado
para lavar las perlas de niquel de la resina con la proteina, contenia 137mM de NaCl, lo que
posiblemente diluy6 la proteina antes de la aplicacion del Imidazol (Hernandez, 2007; Riguero
et al., 2020 ). En cambio, seguin el Cooomassie blue de las fracciones de la purificacion con el
sistema AKTA Start, existen otras proteinas contaminantes que también son eluidas,
posiblemente debido a la baja expresion de AChE, entonces estas compiten por los sitios de
unién con el Ni+ en la columna de afinidad y se eluye todo en presencia del Imidazol (Santos-
Costa, 2015). Para evitar los contaminantes es importante eliminar el exceso de sales, a travées
de un buffer de Equilibrio con menor concentracion de NaCl (Santos-Costa, 2015), hasta

encontrar las condiciones apropiadas para mantener a AChE en su forma soluble. De igual
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manera en la purificacion por intercambio idénico de VAAChE, se observan contaminantes co-
purificados, posiblemente extractos pertenecientes a enzimas y proteina de las células HEK293-
F con puntos isoeléctricos (PI) generales (7,5), muy cercanos al Pl teérico de VAAChE (7.3) lo
que dificulta la exactitud de la purificacion (Paz, 2016). Todos los contaminantes y residuos
que se expresan junto con la acetilcolinesterasa deberéan ser eliminados con algun otro paso de
purificacion previo; por ejemplo, por exclusion molecular previo a la cromatografia por
afinidad IMAC (Santos-Costa, 2015). Ademas, segun lo mencionado por Abyntek (2017), que
indica que las proteinas recombinantes con poli histidina expresadas en células de mamiferos,
alcanzan no méas de un 80% en la pureza de la purificacién, precisamente porque las enzimas,
proteinas y otras particulas presentan restos de histidina que también pueden interferir en la
purificacién, confirma y aporta con otra causa para la presencia de contaminantes en los

resultados de las purificaciones por cromatografia liquida y por intercambio i6nico.

Al emplearse las células modificadas y competentes TOP 10 de Escherichia coli, se verificd
que el constructo se clona adecuadamente, la clonacion del ADN recombinante se logré con
excelentes resultados. Por otro lado, la expresion de las proteinas recombinantes en cepas
modificadas de E. coli, pudiera encontrar algunas dificultades por la diferencia entre sistemas
eucariotas y procariotas, ya que las AChE tienen pesos moleculares elevados (alrededor de 73
kDa) y son proteinas poco afines con el vectores bacterioldgicos, mas bien se visualiza para una
expresion exitosa y la reduccion del riesgo de degradacidn de las proteinas, optar por células de
insecto, levaduras u otras células de mamiferos de bajo costo y facil almacenamiento y

preservacion (Abytentek, 2017).

Al obtener una purificacion aceptable de las proteinas, es necesario analizar y verificar que
tengan actividad enzimatica, que es el siguiente paso tras la purificacion junto con las pruebas
de inhibidores enzimaticos y su ajuste para lograr la especificidad. Y en caso de no lograr una
produccion de la proteina con una pureza aceptable para pruebas especificas, se podria
considerar y testear la actividad y reacciones de la enzima AChE directamente en cada

sobrenadante, a modo de comprobacién de la presencia y expresion de la proteina.
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8. Conclusiones

Se disefiaron proteinas recombinantes para la Acetilcolinesterasa de Apis mellifera y Varroa
destructor (AmAChE y VdAChE, respectivamente), capaces de expresarse en células
mamiferas (HEK 293-F) y clonarse en células bacterianas (TOP 10). Se confirmd la presencia
del gen en las células a través de su ubicacion por peso molecular en gel de agarosa 1%, de
igual manera la espectrofotometria de masa contribuyd a calcular la concentracion de ADN por
cada microlitro del total de las muestras.

La VAAChE se obtuvo a partir de la homologacion de la secuencia nucleotidica de su gen
codificante para la enzima con el gen en Homo sapiens, y que tras los resultados obtenidos no
tuvo ningun inconveniente para clonarse y expresarse, pero, pese a que esta presente y puede
unirse a la resina de niquel, no se logré purificar correctamente por cromatografia de afinidad,
debido a que se pierden cantidades considerables de proteina, probablemente por la
concentracion de NaCl del buffer de lavado y la forma de lavado usada para este procedimiento.
Para tratar nuevamente este método es necesario disminuir la cantidad de sal del buffer o
cambiarlo completamente. En cambio, en la purificacion por sistema AKTA Start y por
intercambio i6nico, existe la presencia de otras bandas, que generan contaminacion ya sea con
proteinas propias de las células mamiferas u otras proteinas, enzimas o moléculas, que son
detectadas con pruebas como Coomassie blue y que disminuyen la calidad y pureza de la

proteina para futuras pruebas.

Para la proteina recombinante AMAChE, el panorama actual es distinto, porque no se descarta
que las células no hayan asimilado bien la secuencia nucleotidica o que en los en los procesos
de adaptacion celular, transferencia, asimilacion y expresion la cola de poli histidina se haya
perdido, volviendo a la proteina indetectable ante métodos como Wh. Pero, caracteristicas como
su punto isoeléctrico (P1) tedrico (5.3), ofrecen una buena alternativa de purificacion, que no
dependen de la presencia de la cola de histidina. Ante cualquier método de purificacion que se
le aplique, es absolutamente necesario controlar la cantidad de sal a la que estara expuesta la

proteina y desnaturalizar completamente su estructura secundaria.
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Con un mejor grado de pureza, es necesario evaluar la calidad funcional de las proteinas
recombinantes, segln su capacidad de accién enzimaética, y al mismo tiempo analizar si las
estructuras proteicas estdn bien definidas. Estas pruebas quedan pendientes, previo a la
aplicacion de posibles inhibidores enzimaticos como segunda parte y continuacion de este
proyecto. Los resultados de las purificaciones permiten generar nuevas caracteristicas y
modificaciones en los protocolos a usarse para futuras cromatografias, asi como experiencia en

el disefio y manejo de proteinas recombinantes y en los procesos de purificacion estandar.

Obtener las proteinas con un grado de pureza aceptable, permitird continuar con la creacion o
disefio de inhibidores de su actividad enzimatica, con el fin de determinar mecanismos que
acten unicamente sobre el acaro Varroa destructor y que excluyan de reacciones secundarias
a las abejas, insectos, artrépodos en general e incluso al hombre, garantizando sistemas de
control eficientes y sostenibles con menor impacto ambiental y social, que permitan la
conservacion de las especies imprescindibles para el equilibrio ecoldgico, de sus servicios
ecosistémicos y que al mismo tiempo represente ganancias econdmicas para el sector apicola
mundial, para el sector agricolay con ello se procure alcanzar una soberania alimentaria incluso

en lugares actualmente vulnerables.

9. Perspectivas a futuro y recomendaciones

e Para la transfeccion en células mamiferas es importante que el constructo no tenga ATG,
sitios de anclaje, ni sefiales peptidicas transmembranales.

e Al manejar proteinas recombinantes, es importante definir el uso que se le daray el tipo de
pruebas a las que necesitara someterse, para determinar el grado de pureza ideal y que la
proteina cumpla con el objetivo de su construccion.

e Laeleccion del tag de afinidad debe guardar relacion con las células hospederas encargadas
de la expresion, para garantizar la adaptacion y expresion de la proteina recombinante y
facilitar su purificacion.

e Para continuar con las pruebas de purificacién y encontrar el protocolo que mejor se adapte
a las caracteristicas de las proteinas recombinantes y de las células de transfeccion, se
pretende purificar AMAChE y VdAChE usando sobrenadante fresco de la transfeccion
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celular, y a través de una nueva prueba de Western blot y tincion con Ponceau, verificar
que las bandas observadas en las pruebas anteriores, corresponden las proteinas de interés.
Ademas hay dos maneras de mejorar la purificacién por afinidad: reduciendo la
concentracion de cloruro de sodio (NaCl) en los nuevos buffers de lavado, aunque esto
involucre la reduccién en la calidad de la purificacion; o clonando un enlazador entre la
proteina y la cola de polihistidina, que permitird una mejor exposicién de la histidina para
que interactle correctamente con la resina de niquel, lo que probablemente reducird la
interaccion molecular entre todas las proteinas presentes que pueden interferir en la
purificacién como en las pruebas realizadas por este proyecto. Una alternativa a la segunda
opcidn, puede ser también el reemplazo de la cola de histidina por otro tag apropiado para
proteinas secretadas.

En caso de que AMAChE continte presentando dificultades en la purificacion por afinidad
de la proteina, y antes de realizar cualquier modificacion en el enlazador, se realizara otra
purificacién por intercambio iénico tomando en cuenta que su PI tedrico es de 5,3 y mejora
las condiciones y resultados de esta purificacion. Ademas, para la purificacion de
cromatografia por afinidad, afadiremos 7 M de urea al buffer Laemmli, para desnaturalizar
completamente la estructura secundaria de la proteina y mantenerla desplegada, que se cree
que fue uno de los problemas para no detectar la poli histidina en el Wb.
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11. Anexos

Anexo 1: Preparacion de medios de cultivo

1.1. Medio Liquido LB broth

e 12,59 LB brtoh

e 500 ml agua miliQ.

e El agar se distribuye en 7 platos de cultivo (dos platos para cada plasmido y un plato
para control).

e Concentracion final de un plasmido en el agar = 200 ng/ 1pl.

1.2. Medio Sélido Agar

Para suspension de muestras:

e 12,59 LB broth.
e 7,59 Agar bacterioldgico.
e 500 ml agua miliQ.

Para resuspension de muestras:

e 250 ml del medio sélido agar.
e 250 pl ampicilina.
e Proporciéon de antibiotico = 1:1000.

Anexo 2. Preparacion de geles

2.1. Gel de agarosa 1%

Concentracidon para aproximadamente 2 000 pb.

e 0,6 g de agarosa.
e 60 ml de buffer TAE, calentar.
e Enla preparacion tibia, agregar 3 pul de Ethidium bromide.

2.2. SDS (Dodecilsulfato sodico)-PAGE (Gel de poliacrilamida para

electrtoforesis) 10%

Se prepara en placa vertical, primero el running gel hasta que solidifique y luego se carga el
stacking gel con la peinilla y se deja solidificar.
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2.2.1. Stacking gel 5% (Gel concentrador)

S. Gel 5% 3 ml (1 gel) 6 ml (2 geles)
H20 milli-Q 2,1 mil 4,1 ml

30 % acrilamida mix 0,5 ml 1ml

1 M TRIS (pH 6.8) 0,38 ml 0,75 ml
10 % SDS 0,03 ml 0,06 ml

10 % Persultado de amonio (APS) 0,03 ml 0,06 ml
TEMED 0,003 ml 0,006 ml

2.2.2. Running gel (Gel separador)

R. Gel 10% 10 ml (1 gel) 20 ml (2 geles)
H,0 milli-Q 4 ml 7,9 ml
30 % acrilamida mix 3,3ml 6,7 ml
1.5 M TRIS (pH 8.8) 2,5ml 5ml
10 % SDS 0,1 ml 0,2ml
10 % Persultado de amonio (APS) 0,1 ml 0,2 mi
TEMED 0,004 ml 0,008 ml
Anexo 3. Protocolos
3.1. Protocolo “PCR clean-up”
1. Ajuste de las condicione de enlace del ADN para cada
muestra (Ai, Az, V). La cantidad de buffer NTI debe ser el doble
del volumen de muestras de PCR a purificarse. En este caso a 45 pl
de cada extracto de PCR se le agregaron 45 pl de H,O RNase-free,
y a estos 90 pl de muestra resultante, se le afiadieron 180 pl de NTI
buffer, para un total de 270 ul de muestra a purificarse por cada 200 IJ-L NTI/
extracto de PCR. 100 uL PCR
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2. Union del ADN: La preparacion anterior es vertida en cada

columna, centrifugadas por 1 minuto a 10 000 rpm, luego se 11,000x g
elimina el sobrenadante recolectado en cada microtubo. 30s
700 pL NT3
11,000 x g
. 30s
3. Lavado de la membrana silica: Se afiaden 700 pl de
buffer NT3 y se centrifuga a 10 000 rpm por 30 segundos. Se HeconTmended:
descarta el sobrenadante. 2" wash
700 pL NT3
11,000x g
30s
4. Secado de la membrana silica: En seco se centrifuga
nuevamente a la columna 10 000 rpm por 1 minuto. Se cambia 113000_ Xg
cada columna a nuevos microtubos. @ min
15-30 uL NE
5. Elucién del ADN: Agregar 15 a 30 ul de buffer NE, i
incubar las muestras a 37°C (bafio Maria) por 1 minuto. 1 min
Centrifugar todas las muestras a 10 000 rpm por 1 minuto.
@ 11,000 x g
1 min

3.2. Protocolo “Extraccion de ADN de geles de agarosa” con clean-up Kkit.

1. Solubilizar el gel de agarosa: Colocar las porciones de gel
de agarosa con las bandas de ADN post digestién en nuevos
microtubos. Para geles que contienen < 2 % de agarosa, se dobla el
volumen del buffer NTI. Por cada 100 mg de gel de agarosa,
agregar 200 pul de buffer NTI (A1 =1 ml NTI + 500 mg gel; Az =

400 uI NT1 + 200 mg gel; V =800 pl NTI +400 mg gel). Incubar 21%% ‘;I{gr\g,/
las muestras por 5 a 10 minutos a 50 °C, y luego pasar por el .
vortex. 5_5100 gin
2. Uni6n del ADN: En cada columna NucleoSpin, afiadir 700
pl de las muestras derretidas y centrifugar a 10 000 rpm por 1 11,000 x g
minuto. Descargar el sobrenandante. Cargar la columna con el 30s

volumen de muestra restante, en caso de ser necesario.
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700 uL NT3

11,000x g
3. Lavado de la membrana silica: Se afiaden 700 pl de 30s
buffer NT3 y se centrifuga a 10 000 rpm por 30 segundos a Recommended:
temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadante. Dependiendo ond wash
del resultado, repetir el lavado. @
700 pL NT3
11,000 x g
30s
4. Secado de la membrana silica: En seco se centrifuga
nuevamente a la columna 10 000 rpm por 1 minuto. Se cambia 11,000 x g
cada columna a nuevos microtubos de 1,5 ml. @ 1 min
5. Elucion del ADN: Agregar 15ul de H.O RNase-free 15-30 WL NE
incubar las muestras a 37 °C por 1 minuto. Centrifugar todas las RT
muestras a 10 000 rpm por 1 minuto. Agregar 10 pl de H,O RNase- 1 min
free a cada tubo. Las muestras quedan listas para clonacion. (-] 11,000 x g
1 min

3.3. Protocolo “Nucleobond Xtra EF Plasmid Purification” (Mini — prep)

1. Cultivar y cosechar las células de la inoculacion: En 2 microtubos
de 2 ml, colocar 1,75 ml de cada la muestra (uno para Apis y otro para
Varroa). Centrifugar a 13 000 rpm por 10 minutos a 4 °C y eliminar el
sobrenadante. Repetir el proceso en los mismos tubos con el in6culo restante
pero conservar aproximadamente 250 pl de in6culo sin purificar en sus
respectivos tubos.

]

-

2. Lisis celular: Agregar 250 ul de buffer Al y resuspender el pellet
completamente a través del vortex. Luego agrego 350 ul del buffer A2 (sin
precipitados blancos, sino calentar y disolver), invertir gentilmente cada tubo
5 veces (evitar vortex). Incubar a temperatura ambiente por 2 minutos o hasta
que el lisado esté claro.

Agregar 450 pl del buffer A3 e invertir cada tubo hasta que la muestra se
vuelva transparente (No usar vortex).

+ 150 pL A1

Resuspend

+ 250 L A2
Mix

RT. 2 min

+ 350 pL A3

Mix
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3. Clarificacion del lisado: Incubar las muestras 10 minutos en hielo, @
luego centrifugar a 13 000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

(:;3 >12,000x g,

3 min
4. Unién del ADN: Colocar la columna de purificacién dentro de un Load
microtubo de 2 ml y decantar el sobrenadante del paso 3 dentro de la supernatant
columna, centrifugar por 30 segundos o 1 minuto a 13 000 rpm a 4 °C.
Eliminar el sobrenadante. 1,000~
&>  2000xg,
30s
5. Lavado y secado de la membrana silica: Agregar 450 pl de buffer +450 uL AQ

AQ en la columna, centrifugar a 13 000 rpm por 1 minuto a 4 °C. Descartar

el sobrenadante y volver a centrifugar a 13 000 rpm por 1 minuto a 4 °C. . >12,000 X g,

= 1 min
=" +50 uL AE
6. Elucién del ADN: Colocar la columna de purificacion en un
microtubo de 1.5 ml y agregar 50 pl de buffer AE (previamente calentado a & RT, 1 min

70°C hasta usarse). Centrifugar a 11 000 rpm por 1 minuto y eliminar la
columna.

- >12,000xg,
S 1 min

3.4. Protocolo “Nucleobond Xtra EF Plasmid Purification” (Midi — prep)

1. Cosechar las células bacterianas inoculadas: Luego de pasar toda la noche en agitacién a 37 °C,
se traspasan las dos muestras de 120 ml c/u a tubos de plastico de 50 ml (en total tubos: Apis 1,2,3'y Varroa
1,2,3). Centrifugar todos los tubos a 4 000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Eliminar el sobrenadante y
almacenar los pellets a -80 °C hasta el dia siguiente.

2. Resuspension: Afadir 8 ml de buffer de resuspension (Resuspension Buffer RES-EF + RNase A)
a un tubo de Apis y 8 ml a un tubo de varroa, luego resuspender cada pellet y pasarlo a otro de los tubos,
hasta resuspender los tres pellets de cada muestra y obtener un solo pellet resuspendido. Evitar
aglomerados en el suspendido final.

3. Lisis celular: Afadir a cada tubo 8 ml de buffer para lisis (Lysis Buffer LYS-EF) a temperatura
ambiente, entre 18 y 25 °C. Invertir gentilmente cada tubo 5 veces (No usar vortex). Incubar la mezcla a
temperatura ambiente por 5 minutos.
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4 Equilibracién: Se deben equilibrar las columnas de purificacion | |
junto con la columna de filtraciéon con 15 ml de buffer de Equilibracién |
(Equilibration Buffer EQU-EF). Se aplica el buffer en las paredes del filtro, J@
no dentro de la columa y se deja vaciar el liquido.

T

5. Neutralizacion: Afadir 8 ml de buffer para neutralizacion (Neutralization Buffer NEU-EF) al
resuspendido e inmediatamente invertir cada tubo hasta que las muestras azules pierdan el color
completamente (no usar vortex). Incubar en hielo por 5 minutos.

6. Clarificacion y carga: Asegurarse de tener una suspension homogénea del precipitado
invirtiendo cada tubo 3 veces directamente antes de aplicar el lisado a la columna de equilibrio, llenar la
columna las veces que sea necesario y dejar que se vacie por gravedad.

7. ler. Lavado de columnas: Lavar las columnas y el filtro con 5 mi |

del buffer de lavado (Filter Wash Buffer FIL-EF). Y permitir que la B

columna se vacie por gravedad. - \
I’R:Q ';J

8. Remocién del filtro.

9. 2do. Lavado de la columna: Lavar la columna de purificacion con
35 ml del buffer de lavado (Wash Buffer ENDO-EF) y dejar a la columna

vaciarse por gravedad. 4 cl_}_::)

10. 3er. Lavado de la columna: Lavar la columna de purificacion con |
15 ml del buffer de lavado (Wash Buffer WASH-EF), permitir que la

columna se vacie por gravedad. i CB_':- y

11. Elucion: Eluir el ADN cada plasmido con 5 ml del buffer de elucion (Elution Buffer ELU-EF),
previamente calentado a 50 °C hasta su uso. Colectar la elucion en un tubo de 15 ml.

12. Precipitacion: Afadir 3,5 ml de isopropanol a temperatura ambiente para precipitar la elucién
del ADN plasmidico. Usar vortex. Centrifugar cada muestra a 13 000 rpm por 30 minutos a 4 °Cy
cuidadosamente descartar el sobrenadante.

13. Lavado y secado: Afiadir 2 ml de Endotoxin-free 70 % EtOH a temperatura ambiente al pellet.
Centrifugar a 11 000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, cuidadosamente quitar completamente
el etanol del tubo y permitir que el pellet se seque a temperatura ambiente.

14, Reconstitucion: Disolver los pellets de ADN Buffer TE-EF o H,O-EF, y disolver gentilmente el
pellet. Se determina la concentracion de ADN por espectrofotometria UV y se se confirma la integridad
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BamHI y EcoRV.

del plasmido mediante una electroforesis en gel de agarosa 1 % cortando los plasmidos con las enzimas

Anexo 4. Secuencias nucleotidicas utilizadas

Secuencia nucleotidica

Especie Secuencia de aminoacidos

mvavmmrgfi caailvamaa vvsggdsevi | atggtagcggtgatgatgcggcaattcata

atatgpiqgk ilefegkkve tffgipyakp | tgtgccgctatattagtggctatggcageg

plgdlrfrkp vgvdawsdvm mtkefskpcv | gttgttagtggacaggacagtgaagtgata

gatyihgenv tidykdssed cltinvwkpqg | gccacagcaactgggccgattcagggcaag

ggaekkpvmv flyggafqyg dsslfmndgl | attctggagtttgaaggtaaaaaggttgag

pfsaltdvif vsfnyrvgvf gflstrhnda | accttctttggtatcccttacgcgaagccg

pagnegfydgl lalkwvkgna nkfegdpeai | cccttaggggaccttcgtttcagaaagcct

tlyghsagaf svglhmyspl skglfkrvif | gtgcaggtcgacgcctggagcgatgtcatg

esgtalslvt fgmkneisrf htligltncs | atgacgaaggagttctcaaagccctgcgta

hsvysedkyk etmeclrkad ahdmidgish | caggcgacgtatattcacggcgaaaatgta

lglfadmflp iyddefipih plmpedvevl | accatagactacaaagattcaagcgaagat

ngeevligtv tdegtlfist plgnllaggv | tgtttgacgatcaatgtgtggaaacctcaa

dtaktgykvv pstiyprlfd apfgaiyhnf | ggtggtgcagagaagaagcctgttatggtc

dgyfenalds ypdetaynli ggtygdavft | tttctttatggaggggcctttcaatatggt

cpanlfgefl akrghavyry gfthrssmkl | gactcaagcctgtttatgaatgacggtctt

Varroa destructor wpawmgvvha tdlpymigsm ltgeknledp | ccgttttcggcacttacggatgtgatcttt
rynytpewfr khkftaeevk fskglvrmig | gtgtcgtttaactatcgtgtgggtgtcttt

hfvktgkpti pdstgewpry saangkyvnl | ggctttttgagtacgcgacacaatgacgct

apenisiaad gpkrdkcelw rpylirknet | cctggaaacgaaggcttctacgatcagttg

mtsststtkk pisfgpmkka ppkstkkskf | cttgcattaaagtgggtgaaacagaacgcg

[XP_022663630 aksnnyrkrl egrykndsfs avlstywtfs | aataaatttgaaggtgatcctgaagcaata
mimlmvtafs lyvrasac acgctatatggccatagcgctggtgecattt

(aa)]

[XM_022807895.1
(pb)]

tcagttggattgcacatgtattccccactg
tcaaagggcctcttcaagcgagtgatcttce
gagtcaggtacagccctttcecgetecgttacce
ttccagatgaagaacgaaatctctcgtttt
cacacgcttattggtttgaccaactgtagt
cacagcgtatattccgaggataaatacaaa
gaaacgatggaatgcctccgtaaggccgac
gcacatgatatgatcgatggaatctcccac
cttggtctttttgctgatatgtttctgcect
atttacgacgatgagttcatcccaattcac
ccgctaatgcccgaagacgtagaggtectt
aacggtgaggaggttcttataggcacagtg
acggatgagggcactctattcattagtacg
cctctacagaatcttctcgcacagggagtc
gatacggccaagactcagtacaaagtggtt
ccgtcgaccatttacccgagactgtttgat
gcaccctttggagcgatctaccataatttc
gatcaatactttgagaacgcgcttgacagt
taccccgatgaaaccgcttacaatttgatce
ggtcagacgtacggagacgccgttttcacc
tgtccagcgaatttgttcggtgagtttctg
gctaaacgtggtcacgctgtctatcgttac
cagtttactcaccgctcatcaatgaaacta
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tggccagcatggatgggtgtcgtgcacgca
actgatttaccatatatgattggctcgatg
ctaacccaggaaaaaaatcttgaggatcct
cgctacaattacacgccagaatggttccgt
aaacacaaattcactgctgaagaagtgaag
ttctcaaaacagctcgtccgaatgataggt
catttcgtgaagaccggcaaaccgacgatc
cctgactcgactggtgagtggcctcecggtat
tcagcggctaatcagaagtacgtgaaccta
gcgcccgaaaatatatccatcgecggetgat
ggaccgaagagggacaagtgtgaactatgg
agaccctaccttatacgaaaaaacgaaacg
atgacatcgtcgacatctacaaccaagaag
ccgatttcttttgggcccatgaagaaggcet
ccaccaaaatccacaaaaaagtcgaaattt
gctaaaagcaacaactaccgcaaacgactc
gagggacgctacaagaacgactcgttcagce
gctgtcttgagcacatattggacattctct
atgataatgcttatggtgacagcgttttcg
ctttatgtcagggctagtgcgtgttag

Apis mellifera

[NP_001035320.1
(aa)]

[XM_393751.7
(nucl)]

mttrilllff
gnvhndplvv
viygipfakp
natvlpnscy
nisedclyln
ggprngllpl
adimaatsnv
ftnseeapgn
ggdpelitif
lvrrgilgsg
lvddcgcnst
isvggwnsyw
ldllreadfk
fndifekdga
giereaitfqg
vgdyfficps
grtstnlwge
slkysdkerd
edsewpsysr
ttycafwnef
svsageeglg

lllssctrps
ettsglvrgf
pigplrfrkp
geryeyfpgf
iwvpgkyrlr
lvwiygggfm
iiasmgyrvg
mglwdgalal
gesaggssvs
tlnapwsyms
mlnenparvm
gilgfpsapt
dteilignne
sflererflg
ytdweevyng
ihfaglfadr
wmgvlhgdev
l1slrmilyfs
depkyfifda
lpklkgipdp
nslaitalss

rgnavpssqr
prtvldkevh
lpiepwhgvl
pgeemwnpnt
hkgdgspggn
sgtatldvyn
afgflylnkh
rwlrdnaeaf
lhlispvtrg
gekanevati
acmrsvdakt
idgiflpkhp
negtyfilyd
iinnifknms
yviygkmvadv
gmkvyyyfft
eyvighplnk
efaylgkptk
ektglgkgpr
xpntckvias
ilvlsrvi

atgccgagaaaccgaaattccttgaccaag
ttcgaggtgctgatggtgctaagcttaacyg
gtgcttgttcagctggatgtgtgcaggtgce
accccgtcccacagaagcagacatcacgceg
gacatgtcgtacgaagatacgatgagcttt
cgaagcggcgaggaattgcccagaccggcc
gccctcaattcgaacgacgatccactgatt
gttcagacaagaaagggcaaggtcaggggt
aagaccatgaccgccaccacgggaaaggag
gtcgacacctggttcgggatcccttacgceg
cagaaacctctcgaatccctgaggtttcgg
catccaaggccagcggaacgttggtcgggt
atattgaacgccaccacgttgcccaacagce
tgcgtacaaattctggacaccgtgttcggt
gagttcgcgggcgcgactatgtggaatccg
aacacgccgttgagcgaggattgecctttac
gtgaacgtcgtcgttccacgtcccaggect
accaacgctgctgttatggtatggatattc
ggtggtggtttctattccggatcggcaacc
ctggacgtttacgatcacaaaaccctggtg
tccgaggagaaagtgatcctggtctcecgatg
cagtatcgcgtggccagcecctecggtttectce
tacttcggaaccccagacgttcctgggaac
gcaggcctcttcgatcaggtgatggccecctce
gagtgggtccgcgacaatatcgceccgegtte
ggcggcaatcctgacaacgtcacgctgtte
ggggagagcgctggtgccgtttcagtttcece
atgcaccttctttcgecctctctcaaggeat
ctgttcaaccaggcgatcatgcaatcgggt
tcgccgacggcaccctgggcgatcatcecteg
cgcgaggagtcgatcgtgcgagggatcagg
ttggcagaggcggtcggttgtcecctcacgat
cgggacaacctgcaggaggtgatcgattgce
ctccgcgtcaaggacccggtcgagetggtg
aagaacgagtgggggacgcttggtatctge
gagttcccgttcgtcecccagtgatcgacgge
gctttcctcgacgagacgccgcaacgatcg
ttggccacctcctecgttcaaaaaggcgaac
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atcatgatgggatcgaacaccgaggaaggt
ttctactttatcatttattatctgaccgag
ttgttccacatcgacgggtccgaggtaaag
gtgagcagggagcagttcattagcgececgtt
tccgaattaaacccgtacgtcaatcaattce
gggaggcgtgccattatctacgagtacacc
gactggctccgceccccgacgatccgcacgcg
aatcgcgacgcgctggacaaaatcgtcggce
gattatcagttcacttgcaacgtgaacgag
ttcgccggeccgttacaccgacactgggaac
accgtttacatgtattattataagcacaga
tcgatgaacaatccgtggccgagatggacc
ggcgtgatgcacgctgacgagatcagctac
gtgttcggcgaaccgttggatccgaccaag
ggttacacgcccgaggaggtgaatctgtceg
aagaaaatgatgaggtattgggcgaatttc
gcgaaaacgggggatccgaacgtaggggac
gtggacgtgtggacgcaggcgtactggcca
cctcacactgccgcgaagaaggaatacatg
acgctggacacgaacagctcggaaatcggg
aatgggcctagagtgaggcagtgcatattt
tggaaaaactatcttccccaactggtegec
ggcacttcgaagctggagccgaaagagacg
tgcagcggtacgagagtgaacgacggcgga
cggttgttgttggtgttgagcctggtggtyg
atcggcacgctgttcagccacaggatcgceg
acccgcgcgtacgacgaggtaccggagata
ttcgatccgaaagggttcgtctag

Anexo 5. Técnicas para identificacion de proteinas

5.1. Protocolo para la tincion Coomassie blue.

Una vez terminada la electroforesis de las muestras en SDS-PAGE 10 %, se transfiere el gel a

una placa, para cubrirlo totalmente con soluciéon Coomassie blue brillant, durante 1 hora en

agitacion constante. Tras la hora se descarta el Coomassie (puede usarse 3 veces distintas), y se

cubre al gel con la solucion de destefiido por 1 hora y 30 minutos. Se elimina la solucion y se

agrega otra capa de solucion de destefiido para que permanezca en agitacion constante over

nigth (o/n)

5.2. Protocolo para Western blot.
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Una vez terminada la electroforesis de las muestras en SDS-PAGE 10%, se transfiere el gel a
una membrana, para facilitar la transferencia se arma un sanduche (Figura 13) con esponjas,
papel y la membrana. Las esponjas deben haber sido lavadas con agua y agua destilada
previamente, para iniciar se alinea la primera esponja en la tapa de color negro, humedecida
con el buffer  de
transferencia, luego los dos
papeles empapados en
buffer de transferencia, Tapa con catodo
luego la membrana

hidratada en agua destilada,  Papel filtro himedos «—=_
el gel sin burbujas, encima — »Gel de acrilamida

dos papeles humedecidos

con el buffer de » Base de grafito

transferencia y finalmente *Base con anodo
la esponja humedecida con Figura 23. Estructura del sdnduche de transferencia para Western blot.
buffer de transferencia,

todo debe quedar alineado y sin burbujas en ninguna capa. Luego se cierra la base y se conecta

la tapa negra con la pared roja que es la recibe la electricidad para que las proteinas pasen del
gel hacia la membrana, la caja se llena con el buffer de transferencia, un iman y hielo, y luego

se inicia la transferncia a 100 V, 230 A durante 1 hora.

Cuando la transferencia termina, se desarma el sanduche y se coloca la membrana en una placa
pequeria para blogeuarla con SM 5 % en magic buffer 1X (proteina de leche) por 1h en agitacion
constante. Luego se retira la leche y se corta la membrana para traspasarla a una caja mas
pequefia y se le agrega 5 ml de Anticuerpo primario Ab | Anti-his (Rabbit) 1:1000. La caja se
cubre con parafilm y aluminio para permanecer a 4 °C en agitacion o/n. Al siguiente dia se
retira el Ab | (puede ser reciclado), y se realizan 3 lavados, por lo que se aplica una capa de

PBST 1X por 10 minutos en agitacion, se elimina el buffer y se repite el lavado dos veces mas.
Al finalizar los lavados, se agregan 5ml del anticuerpo secuendario Rabbit HRP (anti-rabbit) en

magic buffer 1:5000 por 2 horas. Luego se repiten los tres lavados con PBST 1X por 10 minutoa

c/u. Finalmente se coloca la membrana semiseca sobre un cristal, se la cubre gota a gota con
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1200 pl de solucion para la inmunodeteccion (600 pl de solucién de perdxido + 600 ul de
luminol-enhacer), reposa 5 segundos con el liquido y tapado, luego se seca la mayoria y entra

a quimioluminiscencia.
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