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RESUMEN

La mayoria de los organismos que habitan la Tierra crecen de manera optima en
condiciones fisicoquimicas que el hombre considera estandar, pero también
existen otros organismos que se han adaptado a ambientes cuyas condiciones
fisicoquimicas son extremas. Estos organismos no solo son capaces de sobrevivir
en condiciones adversas, sino que pueden crecer de manera optima en ellas, por
lo que se denominan extremofilos “amantes de lo extremo” (Ramirez et al. 2004).
Entre ellos se encuentran los haldfilos: aquellos cuyo 6ptimo crecimiento se da en
presencia de cloruro de sodio (21%), y los halotolerantes; que tienen su éptimo
crecimiento en ausencia de sal, pero son capaces de crecer en medios salinos.
Los haldfilos se clasifican de acuerdo a sus requerimientos de NaCl en: débiles,
moderados y extremos. Entre los microorganismos halodfilos se han encontrado
una variedad de arqueas, bacterias y eucariotas (DasSarma & Arora, 2001).

Un microorganismo haldfilo que ha sido de gran importancia es Wallemia
ichthyophaga ya que sus respuestas de adaptacion a ambientes hipersalinos, han
resultado diferentes de las que se han encontrado en otros hongos. El analisis del
genoma de W. ichthyophaga ha revelado una expansion significativa de 7 familias
de proteinas y una contraccién de otras 19. Dentro de las familias expandidas mas
importantes se encuentra la de las hidrofobinas, de las que se identificaron 26
genes que muestran una clara expresion diferencial de los transcritos que
codifican para las hidrofobinas, en dependencia de la salinidad del medio. Donde,
se observo que 8 genes se sobre expresaban a concentraciones moderadas de
NaCl (10%), y 4 mas se sobre expresaban a altas concentraciones de NaCl (30%)
(Zajc et al. 2013).

Las hidrofobinas son un grupo de proteinas pequefias (20-30 kDa) producidas por
hongos filamentosos (ascomicetos y basidiomicetos). Estas proteinas se auto
ensamblan en estructuras hidrofilicas-hidrofébicas formando peliculas anfipaticas
que disminuyen la tension superficial del agua, permitiendo que las estructuras
aéreas de los hongos crezcan en el aire (Szilvay, Nakari-Stelala & Linder, 2006).
Actualmente, no se ha explorado como la salinidad podria afectar estas
propiedades. Llevar a cabo este tipo de estudios es fundamental para entender si
el ensamblado o la estabilidad de estas cambia bajo distintas concentraciones de
sal y si esto esta relacionado con el papel fisioldgico de la respuesta a la haldfila
en los hongos. Es por ello que en este proyecto se tuvo como objetivo expresar
tres hidrofobinas del haléfilo obligado W. ichthyophaga, en el sistema de expresion
heterélogo P. pastoris, para comprender como la salinidad podria estar generando
cambios estructurales en las mismas y llevar a cabo un estudio de las propiedades
biofisicas de estas en presencia de distintas concentraciones de NaCl.



Donde, finalmente se obtuvieron las construcciones del vector PICZa con las
secuencias que codifican para las hidrofobinas maduras de W. ichthyophaga sin el
péptido sefnal nativo, y en marco con el péptido sefal del factor de apareamiento
de la levadura, expresadas en P. pastoris. Ademas se plantea dentro de las
perspectivas llevar a cabo una purificacion y caracterizacion biofisica de las
hidrofobinas obtenidas, en presencia de NaCl, para generar hipotesis respecto a
su papel en la fisiologia del hongo asi como comparar el efecto de las distintas
condiciones de salinidad (0, 0.5, 1, 2 y 3M) en la dimerizacion, hidrofobicidad-
hidrofilicidad y formacién de peliculas de las hidrofobinas.



ABSTRACT

Most of the organisms that inhabit the Earth grow optimally in physicochemical
conditions that man considers standard, but there are also other organisms that
have adapted to environments whose physicochemical conditions are extreme.
These organisms are not only capable of surviving in adverse conditions, but can
grow optimally in them, which is why they are called "extreme-loving"
extremophiles (Ramirez et al. 2004). Among them are the halophiles: those whose
optimum growth occurs in the presence of sodium chloride (=1%), and the
halotolerant; they have their optimal growth in the absence of salt, but are capable
of growing in saline media. Halophiles are classified according to their NaCl
requirements as weak, moderate, and extreme. Among the halophilic
microorganisms, a variety of archaea, bacteria and eukaryotes have been found
(DasSarma & Arora, 2001).

A halophilic microorganism that has been of great importance is Wallemia
ichthyophaga, since its adaptation responses to hypersaline environments have
been different from those found in other fungi. Analysis of the W. ichthyophaga
genome has revealed a significant expansion of 7 protein families and a
contraction of another 19. Among the most important expanded families is that of
hydrophobins, of which 26 genes were identified that show a clear differential
expression of the transcripts encoding hydrophobins, depending on the salinity of
the medium. Where, it was observed that 8 genes were overexpressed at
moderate concentrations of NaCl (10%), and 4 more were overexpressed at high
concentrations of NaCl (30%) (Zajc et al. 2013).

Hydrophobins are a group of small proteins (20-30 kDa) produced by filamentous
fungi (ascomycetes and basidiomycetes). These proteins self-assemble into
hydrophilic-hydrophobic structures, forming amphipathic films that lower the
surface tension of water, allowing the aerial structures of fungi to grow in the air
(Szilvay, Nakari-Stelala, & Linder, 2006). Currently, it has not been explored how
salinity might affect these properties. Carrying out this type of study is essential to
understand if the assembly or stability of these changes under different salt
concentrations and if this is related to the physiological role of the halophile
response in fungi. That is why in this project the objective was to express three
hydrophobins of the obligate halophile W. ichthyophaga, in the heterologous
expression system P. pastoris, to understand how salinity could be generating
structural changes in them and carry out a study of the biophysical properties of
these in the presence of different concentrations of NaCl.

Where, finally, the PICZa vector constructions were obtained with the sequences
that code for the mature hydrophobins of W. ichthyophaga without the native signal



peptide, and in frame with the yeast mating factor signal peptide, expressed in P.
pastoris. In addition, it is considered within the perspectives to carry out a
purification and biophysical characterization of the hydrophobins obtained, in the
presence of NaCl, to generate hypotheses regarding their role in the physiology of
the fungus as well as to compare the effect of the different salinity conditions (0 ,
0.5, 1, 2 and 3M) in the dimerization, hydrophobicity-hydrophilicity and film
formation of hydrophobins.



LISTA DE ABREVIATURAS

HFB - Hidrofobina

PS- Péptido senal

PSN - Péptido sefal nativo

OEC - Oligonucleétidos Especificos Cortos
OEL - Oligonucledtidos Especificos Largos

BMG (BMGY) — Medio con glicerol tamponado (suplementado con extracto de
levadura y peptona)

BMM (BMMY) — Medio con metanol tamponado (suplementado con extracto de
levadura y peptona)

PCR - Reaccion en cadena de la polimerasa



INTRODUCCION

Anteriormente se pensaba que la vida no era compatible con ambientes extremos;
como lo son; lugares con altas concentraciones de sal, con un pH elevado o muy
bajo o bien altas temperaturas, o presiones elevadas, etc. Sin embargo, se han
encontrado organismos que pueden vivir en este tipo de ambientes. A estos se les
conoce como Extremdfilos “amantes de lo extremo”, los cuales prefieren estos
ambientes donde la mayoria de los organismos no podrian desarrollarse
exitosamente en todos los aspectos (Ramirez, Sandoval, & Serrano, 2004).

Dentro de los extremdfilos un grupo particularmente interesante son los Haldfilos;
organismos cuyo 6ptimo de crecimiento se encuentra en altas concentraciones de
sal (mayores a 1M de NaCl) y cuya clasificacion se menciona mas adelante. Por
otra parte también podemos encontrar a los halotolerantes, cuyo optimo de
crecimiento se encuentra sin presencia de sal, pero pueden llegar a desarrollarse
en este tipo de ambientes, aunque no son capaces de reproducirse y realizar
funciones metabdlicas de wuna manera eficaz en presencia de altas
concentraciones de sal (Gonzales-Hernandez, Pefia 2002). Estos organismos son
de gran importancia para la investigacién debido a la gran cantidad de enzimas y
biomoléculas de interés biotecnoldgico que poseen y que podrian aplicarse en
campos como la biotecnologia alimentaria o de productos fermentados, produccion
de medicinas, en la biorremediacion, entre otros (Ramirez, Sandoval, & Serrano,
2004).

Recientemente, se ha descrito en hongos haléfilos como Wallemia ichthyophaga y
Aspergillus sydowii genes que codifican para unas moléculas anfipaticas llamadas
hidrofobinas, que se expresan de forma diferencial de acuerdo a la salinidad
presente en el medio en el que se desarrollan, y que podrian estar relacionadas
con los mecanismos de haldfila de dichos hongos, aunque esto no se ha
comprobado metodologicamente (Zacj et al., 2013; Pérez-Llano et al., 2020). W.
ichthyophaga es un hongo unico, es un halofilo obligado que crece solo en
concentraciones mayores al 10% (peso/vol) de NaCl llegando a la saturacién. En
un estudio previo en el modelo de W. ichthyophaga se mostré que las
hidrofobinas, un grupo de proteinas, se expresan diferencialmente en respuesta a
salinidad y los autores sugirieron que estas proteinas pudieran ser un mecanismo
novedoso de haldfila (Zajc et al., 2013).

Las hidrofobinas son proteinas producidas y secretadas exclusivamente por
hongos filamentosos, de tamafio molecular pequefio (20 a 30 kDa) que tienen la
capacidad de autoensamblarse en una interfaz hidrofilica-hidrofébica, que facilita
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el contacto del hongo con una superficie, o la ruptura de la tencién superficial,
permitiendo la formacion de estructuras aéreas (Plemenitas et al., 2014).

Ademas, se ha propuesto que forman parte de otras funciones importantes para el
desarrollo y crecimiento de los hongos y es probable que estas funciones estén
relacionadas con la capacidad para desarrollarse en ambientes hipersalinos. No
obstante, el gran numero de genes de hidrofobinas presentes en algunos géneros
de hongos y los escasos estudios sobre su importancia para la fisiologia fungica
permiten suponer que estas proteinas pudieran cumplir muchas otras funciones,
ademas de las conocidas actualmente.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Extremofilos

La mayor parte de los organismos crece de manera 6ptima en condiciones
fisicoquimicas que el hombre considera estandar, como temperaturas entre los 10
y 40°C, pH cercano a la neutralidad (pH 7), con una presion atmosférica estandar
de 1 (atm), y un valor cercano a 1 en actividad de agua (aw) (Seckbach & Oren,
2004). Existen otros organismos que se han adaptado a ambientes cuyas
condiciones fisicoquimicas son extremas comparadas con el estandar
mencionado, como temperaturas superiores a los 60°C, o menores a los 10°C,
presion atmosférica mayor o menor a 1, pH acidos (<3) o alcalinos (>9) a alta
incidencia de radiacion ultravioleta, poca presencia de agua y medios con alta
concentracion de sales. Estos organismos no solo son capaces de sobrevivir en
condiciones adversas, sino que pueden crecer de manera optima en ellos, por lo
que se denominan extremdfilos “amantes de lo extremo” (Ramirez et al. 2004).

Los extremofilos que se han descrito hasta el momento pertenecen a los dominios
Archaea y Eubacteria. Aunque en las ultimas 2 décadas también se ha estudiado a
diversos eucariontes con estas caracteristicas. Se ha descrito que algunos de
estos microorganismos presentan adaptaciones particulares, como por ejemplo las
proteinas de los haldfilos, las cuales presentan un numero mayor de aminoacidos
acidos en su composicion y/o otros mecanismos de haléfila que se mencionan
mas adelante. (Ramirez et. al. 2004; Gupta et al. 2014).

Los extremofilos se clasifican de acuerdo con sus requerimientos fisicoquimicos.
En la tabla 1 se muestran los distintos tipos de extremofilos y las condiciones en
las que tienen su 6ptimo de crecimiento:

Tabla 1. Clasificacion de organismos extremdfilos (Seckbach & Oren, 2004;
Madigan, 2005; Gupta et al. 2014).

Factores Término Parametros Ejemplo:
ambientales
Temperaturas Termofilos 50 — 60°C Chloroflexus
altas moderados auranticus
Termofilos 60 - 80°C Thermus acuaticus
Hipertermdfilos >80°C Pyrolobus fumari
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Temperaturas Psicrofilos <15°C Polaromonas
bajas vacuolata
Psicrofilos 20-30°C Heteromita
facultativos
pH bajo Aciddfilos pH <2-3 Picrophilus oshimae
pH alto Alcaldfilos pH >9 Natronobacterium
greoryi
Radiacién Radiotolerantes Altos niveles de Deinococcus
ionizante radiacion radiodurans
Presion Barofilos 3, 947.68 atm Moritella sp
tolerantes
Bardfilos 4,934.61 -5,921.54atm Metanococcus sp
Barofilos 9,869.23 atm MT 41
extremo
Actividad de Xerofilos Baja actividad de agua, Ceratonia siliqua
agua >9.85 aw
Metales Metalotolerantes | Altas concentracion de Ralstonia
metales pesados metallidurants
Zn, Cd, Co, Pb, Cu, Ni,
Cr.
Hipersalinidad Halofilos <5% Aspergillus
tolerantes
Halofilos débiles 5-10% Actinopolyspora
halophila
Haldfilos fuertes 10-20% Sterptim onspora
Halofilos >20% Nocardiopsis
extremos halophila

También en los ambientes extremos se encuentran organismos denominados
“‘extremo tolerantes” los cuales pueden crecer en condiciones extremas, pero cuyo
crecimiento Optimo esta en condiciones estandar (Madigan, 2005). En afios
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recientes los haldfilos y los halotolerantes se han convertido en un grupo de
interés fisioldgico y biotecnoldgico, debido a que poseen enzimas que toleran alta
fuerza idnica, que esta relacionada con la concentracion de todos los iones
presentes en la disolucién en la que habitan.

1.2 Haldfilos

El termino haldfilo se deriva del griego “halo” que significa sal y “filo” amante, es
decir “amante de la sal”. Por lo tanto, aquellos organismos cuyo crecimiento
optimo se encuentra en concentraciones de sal 21%, se les denomina haldfilos,
estos pueden ser clasificados dependiendo de sus requerimientos en: haldfilos
débiles; que crecen entre 0.2-0.85 M de NaCl (1%-4.96%), haléfilos moderados;
que crecen entre 0.85-3.4M de NaCl (4.96%-19.86%) y los haldfilos extremos; que
crecen por arriba de 3.4 hasta 5.1M de NaCl (19.86%-29.8%). Por otro lado los
halotolerantes tienen su Optimo crecimiento en ausencia de sal, pero pueden
crecer en medios salinos, inclusive a muy altas concentraciones, como Hortaea
werneckii, que tolera hasta 5M de NaCl. Entre los microorganismos haléfilos que
han estudiado se encuentra, una amplia variedad de arqueas, bacterias y
eucariotas (DasSarma & Arora, 2001). Estos microorganismos haldfilos, han
aislados de diversos entornos; desde salinas solares artificiales, salmueras
naturales en piscinas costeras y submarinas, asi como en minas de sal entre
otras (DasSarma & DasSarma, 2017). Su habituacion en estos entornos
posiblemente se deba a que, a lo largo de la evolucidén los organismos han ido
desarrollando diversas propiedades o0 mecanismos de adaptacion a estos
ambientes, que ha vuelto su afinidad a la sal en una dependencia por la misma
(Meseguer, 2004).

En estos entornos los haldfilos tienen que contender con factores como la presién
osmatica y la toxicidad idnica, lo cual requiere en algunos casos mantener a los
iones internos en baja concentracion a pesar de la alta salinidad en el medio. Es
debido a esto que los microorganismos han tenido que desarrollar adaptaciones
moleculares y celulares que les permiten crecer en estos ambientes salinos a
pesar del estrés ionico y osmotico que el entorno les genera (Plemenitas et al.,
2014).

Las adaptaciones moleculares que han desarrollado para poder vivir en estos
entornos podrian ser una fuente de biomoléculas, como enzimas estables en alta
fuerza idnica, biopolimeros y solutos compatibles de importancia biotecnolégica y
en la industria. También pueden ser valiosos para procesos de biorremediacion y
biofermentacion, ademas de otras aplicaciones novedosas en la agricultura y la
medicina (DasSarma & DasSarma, 2015).
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1.3 Estrategias de haldfilia

En los ambientes hipersalinos la alta concentracion de NaCl en el espacio
extracelular produce en las células tanto un estrés osmoético como un estrés idnico.
El estrés osmotico es causado por la alta concentracion de solutos en el exterior,
lo que provoca el movimiento del agua desde el interior celular hacia el medio
extracelular, llevando a la disminucién de la turgencia y la deshidratacion de la
célula. Por otra parte, el estrés idnico es ocasionado por el aumento de iones de
Na+ en el interior de la célula por encima de los valores tolerables (Serrano, 1996).
Debido a esta condicion los organismos que viven en estos ambientes han
desarrollado diferentes mecanismos de adaptacién que les permite mantener la
homeostasis.

Tal como como algunas arqueas, que utilizan el mecanismo “Salt in”, en el que la
célula permite la entrada de iones de K+ para igualar la concentracién de iones de
Na+ en el exterior (DasSarma & DasSarma, 2015). Otro mecanismo observado es
a través de la expresion de transportadores de membrana, los cuales a través de
un gradiente quimico de protones mantienen en constante funcionamiento la
expulsion de Na+ y la acumulacion de K+. Por otra parte también existen algunos
con la capacidad de establecer un gradiente de Na+ via anti-transportadores
Na+/H+ que permite mantener la cantidad de Na+ por debajo de la del exterior
(Gonzales-Hernandez & Pefia, 2002).

Por el contrario, la mayoria de las bacterias y organismos eucariontes utilizan la
estrategia de “Salt out”, mecanismo donde se excluye el sodio de la célula y donde
se regulan la presion osmoética del interior de la célula mediante la acumulacién de
metabolitos osmaoticamente activos, llamados osmolitos o “solutos compatibles” los
cuales no tienen efecto negativo en los procesos celulares (Saito & Posas, 2012).
Estos pueden ser sintetizados por la célula o bien transportados del espacio
extracelular hacia el interior de la misma. Estos compuestos son solubles en agua,
sin carga y tienen distintas composiciones como: azucares (sacarosa, trehalosa),
aminoacidos (molécula zwitterionica) (prolina, alanina, glutamina) y polialcoholes
(manitol, arabitol, glicerol, y eritritol, entre otros) (Ramirez et al. 2004; Madigan,
2005).

Otra adaptacién que presentan los hongos que crecen en condiciones de salinidad
es la modificacion de la estructura de la pared celular (Gunde-Cimerman et al.,
2009). Esto podria deberse al recubrimiento generado por unas proteinas
estructurales anfipaticas llamadas hidrofobinas, que podrian actuar evitando la
entrada de NaCl exterior a la célula. Se ha observado que se estas proteinas se
expresan de manera diferencial en condiciones de alta salinidad como se
describira posteriormente.
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1.4 Hongos haldfilos- Wallemia ichthyophaga

Los estudios moleculares de la tolerancia a la sal de los microorganismos haléfilos
se habian limitado a la levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas otras
levaduras moderadamente halotolerantes. ElI descubrimiento del hongo
extremadamente halotolerante H. werneckii y del haléfilo obligado W.
ichthyophaga introdujo dos nuevos organismos modelo para estudiar los
mecanismos de tolerancia a la sal en eucariotas (Gunde-Cimerman, 2014; Zalar et
al. 2015; Plemenitas et al. 2014).

Wallemia es un género que incluye a 3 especies: W. ichthyophaga, W. muriae y W.
sebi. Estos son hongos xerdfilos (crecimiento en baja actividad de agua), se
encuentran frecuentemente involucrados en el deterioro de alimentos y a menudo
son aislados del aire, el suelo y la sal marina (Zacj et al. 2013). Debido a que W.
ichthyophaga crece de manera optima en presencia de 1.5M de NacCl, tolerando
hasta 5M (cercano a la saturacion), es considerado un haléfilo obligado y el hongo
mas halofilo conocido hasta la fecha (Zacj et al. 2013; Plemenitas et al. 2014).

En estudios previos se han descrito diversos mecanismos que podrian estar
relacionados la tolerancia al medio salino y alta osmolaridad del hongo W.
ichthyophaga donde se ha observado que induce la sintesis de solutos
compatibles como el arabitol y el glicerol. También mantiene los niveles de K+/Na+
intracelular, a través de transportadores de membrana que regulan la entrada y
expulsion de estos cationes (Plemenitas et al. 2014). Ademas, este hongo ha
mostrado un cambio importante en la pared celular, logrando un engrosamiento de
hasta 1.6 veces cuando se encuentra en presencia de una alta concentracion de
NaCl (2.6M vs 4.3M) (Kuncic et al 2010). Esta estrategia se ha observado también
en el haldfilo moderado A. sydowii (Pérez-Llano et al 2020).

1.5. Transcriptoma de W. ichthyophaga en condicidén de salinidad

Los estudios gendmicos y transcriptomicos se han utilizado para poder diferenciar
entre grupos de genes que podrian estar participando en ciertas vias que lleven a
modificaciones en la estructura y el metabolismo celular. El estudio genémico de
W. ichthyophaga mostré que tiene un genoma inusualmente compacto de 9.6 Mb
de tamafo donde se identificaron 4884 genes que codifican para proteinas. De
estos a través de un analisis transcriptomico se determind que 639 se expresan
diferencialmente en dependencia de la concentracion de NaCl, 425 se expresan a
baja salinidad (al 10% vs 30% de NaCl) y 214 en alta salinidad. (Zacj et al. 2013).
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A si mismo, no se encontraron genes relacionados a la reproduccién sexual. Esta
observacion permitio a los autores sugerir que el hongo tiene una estrategia de
sobrevivencia altamente especializada debido a que su habitat hipersalino es
“‘estable”, y no tendria competencia con otras especies (Zacj et al. 2013).

Por otro lado, hubo una notable expansioén significativa de 7 familias de proteinas
entre los que se encuentran; los transportadores de cationes, transportadores para
aminoacidos y particularmente la familia de hidrofobinas, donde se identificaron 26
genes diferentes de esta familia. Ademas, se ha reportado una expresion
diferencial de transcritos de genes que codifican para estas proteinas,
dependientes de la salinidad del medio. Del total de genes de hidrofobinas se
observo que, 8 genes se sobre-expresaron en la condicion con 10% NaCl, y 4 en
la condicion de 30% NaCl (Zajc et al. 2013). Los autores sugieren que la expresion
diferencial de estas proteinas podria estar relacionado con la proteccién al hongo,
debido a las caracteristicas estructurales de estas. Se especula que la presencia
de aminoacidos acidos permite su interaccion con el ion Na+, evitando su entrada
a la célula, estas caracteristicas particulares podrian brindar proteccién al hongo
contra las condiciones salinas; sin embargo, esto no se ha demostrado
experimentalmente. Tampoco se sabe si las hidrofobinas expresadas en alta
salinidad podrian cambiar su estructura en dependencia de la concentracion de
NaCl.

1.6 Hidrofobinas

1.6.1 Caracteristicas

Las hidrofobinas son un grupo de proteinas fe—cc—c C—¢C—C—
pequeias (20 a 30kDa) secretadas por hongos
filamentosos (Kwan et al., 2006). Estas proteinas
se caracterizan por la presencia de 8 residuos de
cisteinas, altamente conservadas que forman 4 {
puentes disulfuro (Figura 1), los cuales les brindan
estabilidad en medios acuosos ya que mantienen
su plegamiento y permiten el autoensamblaje en | \ /AN
las interfaces hidrofilicas-hidrofébicas,

confiriéndoles una cualidad anfipatica ( Figura 2)

(Szilvay et al. 2006).

De manera tradicional, las hidrofobinas se han
clasificado en dos grupos, Clase | (HCI) y Clase Il
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Hydrophobic patch

Figura 1. Estructura de las
hidrofobinas de acuerdo a
sus Cys (Linder, et al., 2005)




(HCIl), de acuerdo con 3 criterios: el
espacio entre cisteinas, la solubilidad y

el tipo de pelicula que forman (Bayry et ‘ 4
al., 2012). : -

Entre las caracteristicas de las
Hidrofobinas de clase | se ha observado
que, forman una monocapa altamente
estable e insoluble por lo que es
necesario utilizar acidos fuertes o
reductores de puentes disulfuro para
disociarla, como el acido férmico, o
ditiotreitol (DTT). También, los espacios
entre cisteinas son variables (siguiendo

4

un patron: X? — C — X5-7 — C - C — X19- Hydrophobic patch
39-C-X8-23-C-X5-C-C-X6- Figura 2. Se muestra el parche hidrofobico en
18 — C - = X 2_13). y finalmente la verde, el resto de la superficie en amarillo seria

la parte hidrofilica; la forma anfipatica de la
pelicula en la que se acomodan este  proteina (Linder, et al., 2005)

grupo de proteinas tiene forma de

bastones, los llamados “rodlet” (Figura 3) (Bayry et al., 2012; Prylucka et al., 2017).
En cuanto a las Hidrofobinas de Clase Il forman asi mismo monocapas, pero son
menos estables que las de tipo | y pueden disociarse con alcoholes y detergentes,
como etanol al 60% o SDS (Prylucka et al., 2017; Linder et al. 2005); Entre sus
caracteristicas estructurales se sabe que el espacio entre cisteinas en esta clase
presenta un patron conservado (siguiendo el patron: X? -C-X9-10-C-C-X
11M1-C-X16-C-X89-C-C-X10-C —--X6-7); laforma de su ensamble
carece de la formacion de “rodlet” en comparacion con las de tipo | (Przylucka et
al., 2017; Kershaw & Talbot, 1998; Linder et al. 2005).

Por otra parte, existen hidrofobinas que exhiben caracteristicas de solubilidad
intermedia entre ambas clases (Wessels, 1996). Se ha propuesto que podria
existir otra clase, Hidrofobinas de Clase lll, basado en el criterio de la separacion
entre cisteinas sin embargo no se ha llegado a una clasificacion adicional hasta el
momento. (Littlejohn et al., 2012).

A si mismo, como se menciond, una de las caracteristicas mas importantes de las
Hidrofobinas es la capacidad que tienen de autoenzamblarse, en estructuras
hidrofilicas-hidrofébicas que forman peliculas anfipaticas que disminuyen la
tensién superficial del agua permitiendo que las estructuras de los hongos crezcan
en el aire (Szilvay, Nakari-Stelala & Linder, 2006). En la figura 3 por ejemplo, se
muestran las estructuras que pueden llegar a formarse por la HFBII de T. reesei,
donde se observan las agrupaciones de hidrofobinas de Clase II, asi como el
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parche hidrofébico proteico que estaria orientado hacia las superficies
hidrofébicas. Por el contrario en el caso de la adhesién de hifas a superficies
hidrofilicas, la cara hidrofébica se volveria hacia el exterior. También se muestra
la formaciéon de “rodlet” de las hidrofobinas SC3 de S. commune, que pertenece a
la Clase | (Figura 3A) ( Linder et al., 2005).

Figura 3. Morfologia de las hidrofobinas. A) Microscopia de fuerza atomica (AFM)
de SC3 de S. commune que muestra la forma de rodlets. B) Microscopia de
fuerza atomica (AFM) de una pelicula ordenada de HFBI de T. reesei en el
interfase aire/agua (M.B Linder et al (2005)

Finalmente, las hidrofobinas en hongos haldéfilos tienen un mayor porcentaje de
residuos acidos que sus homodlogos en hongos no haldfilos, una caracteristica
tipica de proteinas de las arqueas extremdfilas (Zajc et al. 2013). Esto sugiere que
las hidrofobinas podrian tener un papel relevante en el crecimiento micelial en
condiciones salinas, razon por la cual se acufié el término "hidrofobinas halofilas”
(Zajc et al. 2013; Perez-Llano 2017).

1.6.2 Funciones bioldgicas

La presencia de multiples genes que codifican para hidrofobinas sugiere que estas
pueden expresarse en diferentes etapas del desarrollo del organismo y bajo
distintas condiciones ambientales para cumplir diferentes roles funcionales
(Plemenitas et al. 2014).

Las hidrofobinas participan activamente en el ciclo biolégico de los hongos.
Generalmente se encuentran recubriendo la pared celular de las hifas aéreas y
conidios, que les brinda ciertas propiedades como; resistencia a la humedad,
capacidad para generar una interaccion con el aire y otras superficies hidrofébicas.
En la Figura 5 se observa la participacion de estas proteinas en el recubrimiento
de los hongos (Wosten, 2001).

Las hidrofobinas evitan ademas la permeabilidad al agua mientras mantienen la
permeabilidad a los gases, y dan fortaleza y rigidez a la pared celular, a la vez que
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modifican el movimiento de solutos a
través de esta, esto sugiere que
posiblemente estas proteinas estén
relacionadas con la capacidad de vivir
en ambientes hipersalinos (Wosten et
al. 2001; Zacj et al. 2013).

En cuanto a su ensamblaje se ha
observado que forman estructuras
complejas como biopeliculas. Segun
Harding (2009), en los hongos esto
ocurre en diferentes fases: 1) la unidn
activa del hongo a una superficie; 2) la
formacion de colonias etapa | — en esta
fase hay un crecimiento de los hongos
y las ramificaciones de las hifas se da
en forma de monocapa 3) la
formacion de colonias etapa |l — donde
las hifas compactadas se disponen en
forma de red y ocurre una adhesion
hifa-hifa, asi como la formacion de
canales de agua a travées de la
estructura (Catrillon et al., 2003).

Se hipotetiza que las hidrofobinas
podrian facilitar un empaquetamiento
denso del micelio al aumentar su
hidrofobicidad, protegiendo asi las
células de los dafos externos.

Figura 5. Funciones basicas biolégicas de
las hidrofobinas (Wosten, 2001).

Ademas, se sugiere que estas propiedades permiten a las hifas o esporas
hidrofilicas extenderse de manera mas eficiente en medios acuosos, lo que podria
constituir una estrategia ecoldgica para evadir condiciones estresantes del medio.

Sin embargo estos escenarios no explican el hecho de que el hongo W.
ichthyophaga exprese diferentes hidrofobinas en diferentes condiciones de
salinidad, dejando preguntas sobre la funcion de las hidrofobinas en el desarrollo
de hifas y su relacion con la respuesta al estrés salino(Zacj et al. 2013; Plemenitas

et al. 2014).
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1.6.3 Analisis del ensamble de peliculas de hidrofobinas en salinidad

Como se menciond, las Hidrofobinas son capaces de crear estructuras complejas
de ensamblaje, existen diversos estudios en los que estos se han analizado como
es el caso de Hahl y colaboradores que, en 2019 analizaron la influencia de la
fuerza i6nica sobre el ensamblado de las hidrofobinas HFBI y HFBII de T. reseei,
utilizando distintas concentraciones de NaCl. Los resultados obtenidos mostraron
que, a mayor fuerza ionica (500 mM NaCl) el ensamblado se logra en menor
tiempo, también observaron por microscopia de fuerza atémica que, a mayor
concentracion de NaCl las agrupaciones eran de mayor tamario (Figura 4).

6 mM de NaCl

i\
t = 30 mir t=1F t=15¢ t=2t t

500 mM de NaCl L ——

Figura 4. . Efecto de la fuerza idnica en HFBI y HFBII. A) Microscopia de Fuerza Atomica
(AFM) de agrupaciones de HFBI en una fuerza ionica de 6mMy a B) 500 mM (Hahl et al.,
2019).

En otro estudio se evalud la influencia de la fuerza idnica en el tamafio de los
‘rodlets” de la hidrofobina SC3, en solucién, a 3 concentraciones diferentes de
NaCl: 0.5 mM, 5 mM, y 10 mM. Donde obtuvieron que a bajas concentraciones de
NaCl, los rodlets eran de un tamafio de 134 a 22nm, mas largos en comparacion
con los que se formaron en ausencia de sal (66 a 19 nm). En cambio, a mayor
concentracion de NaCl (5 y 10mM) se vio una diminucién en la longitud de las
estructuras (Zywinska et al, 2014). Estos estudios sugieren que la fuera ionica
estaria influenciado el ensamblado de las peliculas formadas por hidrofobinas
(Zacj et al,2013).

A pesar de estos estudios, hasta el momento no se ha comparado la expresiéon
diferencial de las hidrofobinas de hongos haldéfilos, en baja y alta salinidad asi
como sus diferencias estructurales, estos estudios podian dilucidar el papel de las
mismas de manera importante y podrian ser desarrollados mediante la
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metodologia de expresidon en sistemas heterélogos de la que se habla a
continuacion.

1.7 Expresion heterdloga

Los sistemas de expresion heterdloga se basan en la expresion de un gen
especifico en un organismo que no contiene dicho gen de manera natural. Para
esto se utiliza la tecnologia de ADN recombinante, donde a partir de una
secuencia que codifica para una proteina de interés, se rea liza una insercion de la
misma en un vector de expresion, que porta promotores constitutivos o inducibles,
posteriormente se integra esta construccion en el ADN de una célula hospedera,
que se encargara de producirla de manera heteréloga. Este mecanismo de
expresion se puede realizar en varios organismos tales como bacterias (E. coli),
levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Pichia. pastoris), en células animales
(ovocitos de anfibios) o vegetales, que se conocen como Sistemas de Expresion.
La eleccion del organismo en cual se llevara a cabo dicha expracion es
fundamental para que la proteina expresada tenga los cambios conformacionales
o modificaciones postraduccionales adecuados que aseguren su actividad proteica
(Carpeta et al. 2009).

Entre los sistemas de expresidon mas utilizados en eucariontes, destacan las
levaduras: S. cerevisiae, P. pastoris y Candida boidinii, que permiten la
produccion de proteinas con modificaciones post-traduccionales (Bromme et al.,
2004).En estudios previos en el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos
(UAEM) se ha utilizado exitosamente la cepa de P. pastoris, cepa KM71H para
realizar expresion heterdloga de genes de interés especificos de hongos. Esta es
una levadura metilotréfica que contiene a los genes que codifican para las enzimas
alcohol oxidasa, AOX1 y AOX2. El promotor AOX1, regula la expresion de la
proteina heterdloga (Garcia — Suarez et al. 2021; Daly & Hearn, 2005). Otros
aspectos positivos de esta cepa para su uso en expresion heteréloga son: 1) su
capacidad para secretar al medio extracelular las proteinas heterélogas
producidas, 2) el bajo costo de los medios en los que se produce, 3) su capacidad
de efectuar modificaciones post traduccionales 4) secreta un numero reducido de
proteinas propias por lo que la purificacion de la proteina requerida es mas
eficiente (Trejo et al., 2009). (Garcia — Suarez et al. 2021) (Cregg et al., 2009)

22



2. ANTECEDENTES

En estudios previos, se reportd que el hongo haldfilo W. ichthyophaga tiene un
numero inusualmente grande de genes que codifican para hidrofobinas (HFBs) 26
en total, mientras que W. sebi solo tiene 15 genes, y en los hongos del género
Aspergillus se estiman entre 6 y 10 genes (Pérez-Llano et al., 2020). Algunos de
estos se expresan de manera diferencial en respuesta a distintas concentraciones
de NaCl. La Figura 6 muestra el perfil de expresion de las HFBs de W.
ichthyophaga. Los autores sugirieron que las hidrofobinas pueden cumplir una
funcién importante para el crecimiento de los hongos en condiciones de salinidad.
Sin embargo, no existen estudios in vitro o in vivo que prueben el comportamiento
de estas proteinas en presencia de distintas concentraciones de sal, asi como su
expresion diferencial de acuerdo con la salinidad, y si las mismas tienen una
relacion que favorezca el desarrollo del hongo en estas condiciones.

Hydrophobins

Figura 6: Perfil de expresion diferencia de los transcritos
las HFBs de W. ichthyophaga en las distintas
concentraciones de sal (Zajc et al. 2013).

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del CEIB-UAEM se realizé un
estudio transcriptomico del hongo haléfilo moderado A. sydowii, a partir de su
crecimiento en diferentes concentraciones de NaCl. Este analisis mostré que, de 5
genes que codifican para hidrofobinas, 3 se expresan de manera diferencial de
acuerdo a la salinidad del medio (Pérez-Llano et al 2020). Estos reportes sugieren
que posiblemente la presencia diferencial de hidrofobinas permite al hongo
adaptarse a una condicion de estrés salino. También llevaron a cabo experimentos
para intentar expresar de manera heteréloga 3 hidrofobinas de W. ichthyophaga vy
comprender como la salinidad podria estar generando cambios estructurales en
estas3. Donde seleccionaron; una hidrofobina que se expresaba en altas
concentraciones de sal (30%) (wiHFB1), una a concentraciones bajas (10%)
(wiHFB6) y una cuya expresion no cambiaba en las condiciones mencionadas
(wiHFB3). Esto tuvo como objetivo de caracterizar y comparar el efecto de las
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distintas condiciones de salinidad (0, 0.5, 1, 2 y 3M) en la dimerizacion,
hidrofobicidad-hidrofilicidad y formacion de peliculas de las hidrofobinas.

Las construcciones de estas hidrofobinas fueron donadas por el laboratorio de la
Dra. Nina Gunde Cimmerman de la Universidad de Lubjiana en Eslovenia, cuyos
marcos abiertos de lectura se clonaron en el vector de expresion para P. pastoris
pPICZa. Durante la expresion de estas, solo la WiHFB6 se expresaba de manera
adecuada, mientras que la wiHFB1 y wiHFB3 tenian baja o nula expresion (Figura
7) (Perez-Llano, 2017). Después de este resultado re-secuenciaron las
construcciones y se encontraron que estas contenian la secuencia que codifica
para sus respectivos péptido sefal, sugieren que probablemente esto impidio la
expresion adecuada de wiHFB1 y wiHFB3 de forma heterdéloga. Aun hacen falta
mas estudios para poder realizar la caracterizacion biofisica de las hidrofobinas en
presencia de NaCl.

A 12 3 456 7 8 B 1 2345678
- 1 - PageRuler (Thermo) 1 - PageRuler (Thermo)
s0— @ & == 2- WiHFB3.1 T 2 - WiHFB1.1
EER S el Rl 3 - WiHFB3.2 0— ® 3 - WiHFB1.2
5 4 - WiHFB3.3 — 4 - WiHFB1.3
0—§ 5 - WiHFB3.5 5 - WiHFB1.S
. 6 - WIHFB3.6 =3 6 - WiHFB1.6
ol 7 - WiHFB3.7 7 - WiHFB1.7
» 8- WiHFB3.8 1:7’ N T PO 8 - WiHFB1.8
o i
C 123456728910 1 - PageRuler (Thermo) 1.2 3 .i 5
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Figura 7. Tamizado de colonias de P. pastoris que expresan W/HFB 1, WiHFB 3 y W/iHFB 6 de la
tesis de Pérez-Llano. En los geles de poliacrilamida, tefiidos con azul de Coomassie se observa
que WIHFB 1, WiHFB 3 (A y B) presentaron una baja o nula expresion de la proteina a diferencia de
WIHFB (C) y de las hidrofobinas AcHFB2 y AcHFB4 (D), también evaluadas en el proyecto, donde
se ve la presencia de las proteinas en las bandas del tamafo esperedo (Tesis de Maestria Yordanis
Pérez-Llano, 2017)

3.JUSTIFICACION

La busqueda de moléculas bioactivas que funcionen bajo estrés salié y altas
concentraciones de solutos, es fundamental para generar alternativas en los
procesos de la industria biotecnolégica haciendo que sean mas eficientes y
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amigables con el medio ambiente, es por ello que en esta investigacion se
pretende entender el funcionamiento de las hidrofobinas y su papel biolégico ya
que en estudios previos se ha observado una clara expresion diferencial de estas
proteinas a diferentes concentraciones de sal. Particularmente en W.
ichthyophaga, sin embargo aun se desconoce la funcidén especifica de estas en
relacion a la adaptacion a condiciones hipersalinas. Por ello es importante
caracterizar como la salinidad afecta la estructura secundaria y terciaria de estas
proteinas y si estos cambios tienen influencia en su papel biolégico. Como se
menciond en los antecedentes existen construcciones previas que contienen el
péptido senal nativo, que no han sido eficientes en la produccion de las
hidrofobinas, debido a esto dentro de este proyecto se planteara removerlo para
generar nuevas construcciones que sean adecuadas para ser expresadas en el
sistema de P. pastoris, y asi poder estudiar como se comportan estas proteinas,
biolégica y estructuralmente a diferentes concentraciones salinas, para en un
futuro poderlas utilizar como herramientas biotecnolégicas.

4. HIPOTESIS

El intercambio de péptido sefial en las construcciones de las hidrofobinas WiHFB1,
WIHFB3 y WiIHFB6 de W. ichthyophaga en el vector pPICZa permitira la expresiéon
adecuada de estas en P. pastoris.

5. OBJETIVOS
GENERAL

Expresar a las hidrofobinas WiHFB1, WiIHFB2 y WIHFB3 del haléfilo obligado W.
ichthyophaga, en el sistema de expresion heterdlogo P.pastoris.

ESPECIFICOS

1) Generar las construcciones que contengan las secuencias codificantes para
las hidrofobinas maduras WiHFB1, WiHFB2 y WiHFB3 de W. ichthyophaga,
en el vector de expresion pPICZ sin sus péptidos sefial nativos.

2) Obtener las transformantes de P. pastoris con las construcciones
pPICZa::WiHFB1, pPICZa::WiHFB2 y pPICZa:: WiHFB3.

3) Determinar el tiempo de induccién para la expresion de las hidrofobinas
arriba mencionadas.
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6. METODOLOGIA

EXPRESION HETEROLOGA DE LAS HIDROFOBINAS DE W. ICHTHYOPHAGA
e CORRECCION DE LAS HIDROFOBINAS

Como se menciond, las construcciones donadas por el laboratorio de la Doctora
Gunde Cimmerman: pPICZa::WiHFB1, pPICZa::WIiHFB3 y pPICZa::WiHFB6 de W.
ichthyophaga contenian a su péptido sefial nativo (PSN). Como se muestra en la
Figura 8 este fue el vector utilizado previamente en estudios realizados en el
Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos, para las construcciones. En la Tabla
2 se describen las caracteristicas del vector.

pPICZa A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @l

- AO*,
) > ]> ‘/BamH |

£ pPICZ 3
and g
W pPICZo
(8 A,B,C

&
BgIII/ pUCoﬁ /d(’\

* Frame-dependent variations

Figura 8. Vector pPICZ utilizado para la expresion heterologa en Pichia
pastoris
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Tabla 2. Caracteristicas del vector de expresion pPICZa

Caracteristica

Funcion

Promotor 5 AOX1

Un fragmento de 942 pb que contiene el promotor AOX1 que permite
la expresion inducible por metanol del gen clonado en Pichia pastoris.

Senal de secrecion del
factor a

Permite la secrecion eficiente de las proteinas en Pichia pastoris.

Sitio de clonaciéon multiple

Permite la insercion del gen de interés en el vector de expresion.

Epitope c-myc

(Glu-GIn-Lys-Leu-lle-Ser-
Glu-Glu-Asp-Leu)

Permite la deteccion de la proteina de fusion con el Anticuerpo Anti-
myc (Evans et al., 1985)

Etiqueta de polihistidina C-
terminal (6xHis)

Permite la purificacién de la proteina

Regién de terminacion de la
transcripcion AOX1 (TT)

Sefal nativa de terminacion de la transcripcion y poliadenilacion del
gen AOX1 (~ 260 pb) que permite un procesamiento eficaz del ARNm
3 ', incluida la poliadenilacion, para aumentar la estabilidad del
ARNm.

Promotor TEF1

Promotor del gen del factor de elongacién de la transcripcion 1 de
Saccharomyces cerevisiae que dirige la expresion del gen de
resistencia a Zeocina ™ en Pichia pastoris.

Promotor EM7

Promotor procarionte sintético que induce la expresidn constitutiva
del gen de resistencia Zeocina ™ en E. coli.

Gen de resistencia a
Zeocina ™

Permite la seleccion de transformantes en E. coli y Pichia pastoris.

Region de terminacién de la
transcripcion CYC1

Extremo 3" del gen CYC1 de Saccharomyces cerevisiae que permite
un procesamiento eficaz del ARNm 3” del gen de resistencia Zeocina
™ para aumentar la estabilidad.

Origen pUC

Permite la replicacién y el mantenimiento del plasmido en E. coli.
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En la Figura 9 se muestra el esquema de la construccion del cDNA de las
hidrofobinas, que contenia el PSN, para poder omitirlo se siguidé la siguiente
metodologia;Se disefiaron Oligonucledtidos especificos cortos o OEC-WIHFBX,
que permitieron amplificar la secuencia posterior al PSN en el 5y en el 3a partir
del codén de paro, que contenia ademas la secuencia de reconocimiento para
Xbal de tal manera que se obtuvo solo la secuencia de la hidrofobina madura. La
secuencia de los oligonucledétidos se muestran en la Tabla 3.

| aVF [Teg S

Hidrofobina con péptido sefal nativo

Figura 9. Esquema de las construcciones originales de las
hidrofobinas dadas por el laboratorio de la Dra. Nina Gunde
Cimmerman

Tabla 3. Oligonucledétidos utilizados para obtener el fragmento sin el Péptido Sefial
Nativo de las hidrofobinas, esto se nombraron como: Oligonucleétidos especificos
Cortos (OEC).

Clave Secuencia 5’ -3’
wHFB1 Fw_short GGCTGGGAGCCAAAGACTGG
wWHFB1 Rv GCTCTAGATTAGATGATTGGGAGAGCGTCA
wHFB3 Fw short GGCTGGGAATCCAAGACCGG
wHFB3 Rv GCTCTAGACTAGACGATTGGGAGAGCGTCA
wHFB6 Fw short GGCTGGGAAGACAAGAGCGAG
wHFB6 Rv GCTCTAGTTAGACGATTGGGAGAGGGGTA

También se disefid un segundo par de oligonucleétidos; Oligonucledtidos
Especificos Largos o OEL, cuyas caracteristicas se explicaran mas adelante.
Estos oligonucledtidos especificos, OEC y OEL, se utilizaron para dos PCR’s
consecutivas (las condiciones que se detallan en la Tabla 4); el primer par de
cebadores permitieron amplificar la secuencia que codifica para la hidrofobina
madura sin el PSN. Este producto se utiliz6 como templado una segunda reaccién
que permite adicionar en el lado 5" la secuencia de corte para EcoRIl y las
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secuencias codificantes para el epitope de Myc y del factor Xa, (las condiciones
especificas se mencionan en la Tabla 5).

Tabla 4. Mezclas y condiciones utilizadas para la reacciones de PCR para amplificar los segmentos de
hidrofobinas sin PS y para el segmento que contiene las secuencias de myc y XFaenel 5’

Componentes del PCR Cantidad por reaccion Condiciones del PCR
Buffer (10x) 2.5ul (1x)
Taq pol (5U/ul) 0.2ul (1U)

. .. 950C_3OI'
Oligo Fw especifico (10uM) | 1ul (0.4uM) e Ca” 35 ciclos
Oligo Rv especifico (10uM) | 1ul (0.4uM) A )

72°C-1min

dNTP (2mM) 1ul (0.08mM)
DNA molde 2ul (~10ng)
Hz0 15.7ul
Total 25ul

Tabla 5. Oligonucleédtidos utilizados para la amplificacién de los fragmentos Diseflados para adicionar los
sitios de restriccion, una etiqueta Myc y un sitio de corte Factor Xa.

Clave Secuencia 5 -3’ Caracteristicas
wHFB1Fw+ |CTGAATTC Sitio EcoRI
TAG GCTGGGAGCCAAAGACTGGCTCTT Etiqueta Myc
GCAACACTGGCTCTATTCAA... Sitio de corte Factor Xa
Region complementariaa
WHFB1
WHFB1Rv | NOIBGAT TAGATGAT TGGGAGAGCGTCACAGCCAAGAC Sitio Xbal
CGATTGCAGACT... Region complementariaa
WHFB1
wHFB3Fw+ | CTGAATTC Sitio EcoRI
TAG GCTGGGAATCCAAGACCGGCTCCT Etiqueta Myc
GTAACACTGGCTCT... Sitio de corte Factor Xa
Region complementariaa
WHFB3
wHFB3 Ry ACGATTGGGAGAGCGTCACAGCCCAAACCG Sitio Xbal
CTGGCGGACTCATCGT... Region complementariaa
wHFB3
wHFB6Fw+ |CTGAATTC Sitio EcoRI
TAG GCTGGGAAGACAAGAGCGAGACTG Etiqueta Myc
GCTCATGCAACACCGGCAAAG. .. Sitio de corte Factor Xa
Regién complementariaa
wHFB6
WHFB6Rv | HOABAT TAGACGATTGGGAGAGGGGTACAACCCAAAC Sitio Xbal
CAATAGGCCGTCTGA... Region complementariaa
WHFB6
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En la Figura 10 se esquematiza el templado que se corrigid y el resultado del primer PCR cuyas
condiciones que se mencionan en la Tabla 4.

aMF Tag PS HFB

Hidrofobina con péptido sefial nativo

—_—
L o\VF | Tag PSS | HFB
PCR -—
U

I 7S

Figura 10. Esquema de la amplificacion con los Oligonucledtidos
especificos cortos y la hidrofobina Primera sin el PS.

En la figura 11 se esquematiza el resultado obtenido a partir de la segunda
amplificacion y el amplicon resultante que contiene la etiqueta de myc y el sitio de
corte para el factor Xa del lado 5°. Se decidi6 anadir este epitope en la region
amino de la proteina debido a que se ha observado mediante analisis de
alineamiento de distintas hidrofobinas que después de la ultima cisteina hasta el
codon de paro se presentan en promedio 10 aminoacidos variables. Esto sugiere
que posiblemente sea necesario tener el lado carboxilo corto por alguna razén
estructural o de ensamble de la proteina. Ademas, se anadio la secuencia de corte
para la proteasa denominada Factor Xa, con el fin de remover la etiqueta Myc de
ser necesario.

6‘
CO,?/
’G%“ x
%
2do HFB
E—
PCR Xbal

Figura 11. Esquema de la segunda amplificacion donde se le adicionan a la
secuencia de hidrofobina los sitios de restriccion, una etiqueta Myc y un
sitio de corte Factor Xa.
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Posterior a este procedimiento, se enviaron a secuenciar los resultados analizados
por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%. Con el objetivo de verificar la
presencia de las caracteristicas afiadidas en la secuencia. En la Figura 12, se
esquematizan las construcciones esperadas para expresar hidrofobinas una vez
terminado este proceso.

Myc FacXa HFB

EcoRI . ' ' Xbal
Hidrofobina sin

PSn

Figura 12. Representacion grafica de como deberian estar las hidrofobinas
ahora que se le han insertado las caracteristicas disefiadas.

Los productos de PCR se clonaron con el vector de expresion heterdloga pPICZa
para P. pastoris (Figura 8 y Tabla 2). Tanto el vector como el inserto fueron
digeridos con las enzimas EcoRI y Xbal y se ligaron con el kit Thermo Scientific T4
DNA Ligase, para generar células transformadas en E. coli cepa DMS1116,
mediante electroporacion. Las células transformadas se cultivaron en medio LB
bajo en sales con Zeocina (25ul/ml) como antibiético de seleccion.

Posteriormente, se ajusté la metodologia donde, se mandaron a sintetizar las
construcciones después de un re-analisis de los datos del transcriptoma para
determinar la expresion diferencial de las HFBs, sin el PSN. A partir de esto la
metodologia fue hecha con las hidrofobinas WiHFB1, WiHFB2 y WiHFB3.

e TRANSFORMACION DE E. coli DMS 1116
Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

El producto de ligacion de cada secuencia de hidrofobinas y el vector, se llevaron
a electroporacién en el siguiente orden: se tomd una concentracion de 100ng
totales de las construcciones, se adicionaron 30ul de células electrocompetentes y
posteriormente la mezcla se incubd en hielo por 30 min. Una vez pasado este
tiempo se transfirieron a cubetas para electroporar y se les dio un choque eléctrico

Tabla 6. Oligos utilizados durante las reacciones de PCR

Oligos Secuencia Tm °C
Fw-a-Factor | TACTATTGCCAGCATTGCTGC |59.0
Rv-3"AOX GCAAATGGCATTCTGACATCC |59.2
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de 2000V por 5ms. Finalmente resuspendieron en medio LB (1ml) y se incubardn
por 1hr a 37°C. Posteriormente las células se plaquearén en medio LB sdélido con
Zeocina (25ug/ml) y se dejaron incubando durante toda la noche a 37°C.

Para verificar que colonias obtenidas contenian el inserto se realizé una PCR de
colonia con los oligonucleétidos Fw-alfa Factor Rv- 3 AOX. Las condiciones de
reaccion se describen en la Tabla 6 y los flaqueantes de PCR se pueden observar
en la Figura 13. Este PCR se llevé a cabo de la siguiente manera; se tomaron

542pb
M ]

| l EcoRI 264pb Xbal
F

-o-factor

+

pAOX1 | a-factor Myc Factor x

306pb

pPICZa::WIiHFB1

Ori ZeoR

549pb
[ )

EcoRI 264pb Xbal
| Fy-a-factor

+

pAOX1 | a-factor messss  Myc Factor x

[

J
306pb J
Rv-3'AOX

pPICZa::WiHFB2

Ori ZeoR

542pb
[ 1

\L EcoRI 255ph Xbal
| Fw-a-factofr

+

pAOX1 | a-factor wesss  Myc Factor x

|

J
297pb J
Rv-3’AOX

pPICZa::WiHFB3

Ori ZeoR

Figura 13: Representacién de las construcciones de los vectores de expresién en P.
pastoris para las hidrofobinas. (A) pPICZa::W/HFB1, (B) pPICZa::W/HFB2 y (C)
pPICZa:: W/HFB3. Donde vemos con las flechas a los oligonucledtidos Fw-alfa Factor y
Rv- 3’ AOX utilizados para el PCR de colonia

32



células de las colonias crecidas previamente con una micropipeta y fueron
resuspendidas en 5ul de agua, se incubaron a 95°C por 30 min para liberar el
ADN de la célula, y los productos obtenidos se visualizaron en un gel de agarosa
al 1%, tefido con bromuro de etidio.

Una vez elegidas las colonias, se purificaron las construcciones a partir de un
cultivo liquido de 50 ml de LB bajo en sales, adicionado con Zeocina, utilizando
dos meétodos diferentes; el kit GeneJET Plasmid Miniprep (ThermoFisher
Scientific), GeneElute Plasmid Midiprep Kit de Sigma-Aldrich o en su defecto el
método de Fenol/Cloroformo de “Molecular Cloning: A laboratory manual” (Cold
Spring Harbor Laboratory Presss. 2001), que se describe a continuacion.

. EXTRACCION POR METODO DE FENOL/CLOROFORMO
Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

Se llevo a cabo la inoculacion de una colonia de bacteria transformada, en 50 ml
de medio rico (LB) adicionado con antibiético (Zeocina) y se incub6 durante toda la
noche a 37°C con agitacion constante a 150 rpm. Posteriormente se trasfirio el
cultivo a un tubo de 50 ml y se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos. Se
retir6 el sobrenadante, y se obtuvo una pastilla de células. Estas se
resuspendieron en 200 ul de solucion de lisis alcalina |, con vortex y se trasfirié a
un tubo de microcentrifuga. Se afiadieron 400 ul de solucion de lisis alcalina Il y se
respuspendio el contenido invirtiendo el tubo suavemente. Después se anadieron
300 pl de solucion de lisis alcalina lll, invirtiendo el tubo varias veces. Se
Centrifugdé a velocidad maxima durante 5 minutos en una microcentrifuga y se
transfirié el sobrenadante a tubos Eppendorf de 2ml. Posteriormente se agregd un
volumen igual de fenol:cloroformo y se mezclaron las dos fases (organica y
acuosa) mediante agitacién con vortex, en seguida se centrifugd a velocidad
maxima durante 2 minutos. Después se trasnfirid la fase acuosa, a tubos
Eppendorf limpios y se realizé la precipitacion de acidos nucleicos afadiendo un
volumen de isopropanol, se mezcld con vortex y se dejo reposar la mezcla durante
2 minutos a temperatura ambiente. Se recogio el precipitado por centrifugacion a
maxima velocidad durante 5 minutos y se retird el sobrenadante. Para los lavados
de la muestra obtenida se anadi6 1 ml de etanol al 70% al precipitado y se
centrifugé a maxima velocidad durante 2 minutos, se retird el sobrenadante y se
permitio la evaporacion del etanol restante. Finalmente, se resuspendio el ADN en
100 ul de agua libre de nucleasas, y se guardo a -20 °C hasta su utilizacion.

33



e ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Las muestras de ADN de las diferentes etapas (purificacion, digestion y
amplificacion) se visualizaron en geles de agarosa al 1% de agarosa en buffer
TAE 1x, para confirmar la integridad del ADN. La corrida del gel se llevé a cabo en
una camara de electroforesis a 100v durante 40 min.

e TRANSFORMACION DE P. pastoris KM71H

Para la obtencion de células electrocompetentes se utilizd la cepa de P. pastoris —
KM71H-. Estas células se prepararon a partir de un cultivo en YPD que se crecio
durante toda la noche hasta alcanzar la fase exponencial o una O.D entre 1.2 y
1.4. Estas células se lavaron de la siguiente manera; se incubaron durante 20
minutos 3con una soluciéon de sorbitol estéril, y se centrifugaron a 5000 rpm
durante 5 min. Esto se realizé para poder almacenarlas a —80°C manteniendo su
integridad y eficiencia de trasnformacion hasta su utilizacion. El sobrenadante se
descart6 y el pellet se lavd 3 veces con sorbitol a 1M, finalmente se
resuspendieron las células en 1ml de sorbitol 1M.

Por otro lado, se linearizaron entre 11 a 18ug de plasmido con Sacl (Thermo
Scientific), y el producto se precipitd con etanol, de la siguiente manera: se afadi6
0.1 volumen de acetato de sodio 3M (pH 7) y 2.5 volumenes de etanol frio al
100%, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min y se descarto el sobrenadante;
se lavo con etanol al 70% y se centrifugd a 13,000 rpm por 5 min, se volvio a
descartar el sobrenadante y se dejo que el etanol se evaporara a temperatura
ambiente.

La electroporacion se realizé afiadiendo 10ug de plasmido lineal a 30ul de células
electrocompetentes. Se incubaron por 30 min en hielo y posteriormente se
trasfirieron a cubetas de electroporacién y se les dio un choque eléctrico de 2000
V. Se resuspendieron en YPD con Zeocina (100ug/ml), y se esparcieron en placas
de medio solido YPD +Zeocina. Finalmente se dejaron en una incubadora por 2
dias a 30°.

e SELECCION DE CELULAS TRANSFORMANTES de P. pastoris
Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

Se realiz6 una PCR de colonia de P. pastoris, para verificar la presencia del
inserto. Para esta PCR se tomaron células de cada colonia con un palillo estéril.
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Estas, se resuspendieron en 10ul de agua y se incubaron a 95°C por 10 min para
que el ADN sea liberado de la célula. Para esta PCR se volvieron a utilizar los
oligonucledtidos Fw-alfa Factor y Rv- 3° AOX (descritos en la Tabla 6 y Figura 13,
antes presentadas) y se verificaron los productos en un gel de agarosa al 1%
tefido con bromuro de etidio.
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Figura 14. Patron en rejilla utilizado en la siembra de colonias para elegir la que
expresa mejor la proteina y el tiempo estimado de induccion. C- es el control
negativo, C+ el control positivo y la numeracion (1 a 8) corresponde para cada
colonia de las diferentes construcciones

e COLONY BLOT - SELECCION DE COLONIAS QUE EXPRESAN A LAS
HIDROFOBINAS

Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos
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Se sembraron las colonias en placas con medio BMM (BMMY) en un patron de
rejilla (Figura 14) y se dejaron creciendo por 2 dias a 28°C. Se crecieron 4
repeticiones y se midieron a diferentes tiempos; 24, 48, 72 y 96 hrs, adicionando
metanol cada dia para probar la expresiéon de las colonias en medio solido con el
metanol como inductor. El metanol se colocé en la tapa de la caja petri y las cajas
se colocaron de cabeza en la incubadora de 28°C.

Posteriormente se colocé una membrana de nitrocelulosa (de 0.45mm) sobre los
parches celulares y se dejo incubando a temperatura ambiente durante 2hrs. La
membrana se lavd 3 veces con agua estéril por 10 min en agitacion a T.A., para
eliminar los desechos celulares. Después se lavaron con TBST 3 veces por 5 min,
y se dejaron incubando por 1hr 30min con agitacion. Se transfirid6 inmediatamente
después a Buffer de bloqueo adicionado con anticuerpo primario (Anti-Cmyc de
ratén) en una dilucién 1:3,500 y se dejo incubando de 2 hrs. 30 min a 16hrs en
agitacién a temperatura ambiente.

Para la deteccion colorimétrica transcurrido el tiempo de incubacién, se lavaron
con TBST 3 veces por 10 min y se incubaron nuevamente con el ab secundario,
diluido en buffer de bloqueo (anti-mouse IgG- Fosfatasa alcalina marca Sigma
Aldrich #A3562) y el aanti-mouse 1IgG HRP (Cell Signaling Technology #7076).
Para la prueba quimioluminiscente se realizd6 usando una dilucion de 1:4,000
durante 1hr 30min en agitacion se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con
TBST y se adicioné el sustrato que generd la reaccion para visualizar los
resultados, en el caso de la prueba colorimetrica fue el sustrato de TR/Naphtho
siguiendo las indicaciones del fabricante y para la prueba quimioluminicente se
utilizé Chemiluminescent Western Blot Reagents siguiendo las indicaciones del
fabricante para su uso.

. DETERMINACION DEL TIEMPO DE INDUCCION DE LAS
HIDROFOBINAS

Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

Para determinar el tiempo ideal de induccién para producir hidrofobinas, se
realizardn cultivos de P. pastoris en medio BMG. Cuando se alcanz6 una OD=2-6,
las células se centrifugaron a maxima velocidad por 5 min para separar a las
células. Después se pasaron a 5-10mL de medio BMM y se adicioné 1% de
metanol cada dia, durante 5, dias para compensar la pérdida por evaporacion.

El cultivo se realizdé a 28°C con agitacion de 250 rpm y se tomé una muestra del
sobrenadante a las: Ohrs, a las 24hrs (1 dia), 48hrs (2 dias), 72hrs (3 dias) y 120
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hrs (5 dias) del medio BMM. La muestra de los cultivos de analizé mediante SDS-
PAGE (al 15%) el cual se tifi6 con el azul de Coomassie, para verificar la induccion
proteica. Los tamanos esperados de las hidrofobinas con y sin el marcador Myc y
el factor Xa se muestran a continuacion:

Tabla 7. Tamainos esperados de las hidrofobinas con y sin el marcador Myc y el factor Xa

Hidrofobina Tamaio del gen | Tamafo de la PM PM con Myc y
(pb) proteina (KDa) Fx
(aa) (KDa)
wHFB1 264 88 9.2 11.5
wHFB2 264 88 9.3 11.6
wHFB3 255 85 9 11.3

J ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA Y TINCION
DE COOMASSIE.

Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

Los geles se preparan en vidrios para electroforesis vertical. Una vez que los
vidrios se colocaron en el soporte de la camara, se vertid la solucion de gel
separador entre las placas de vidrio y se dejo reposar en posicion vertical hasta
que solidifico (10 a 15 min). Posteriormente se vierto la solucion del gel
concentrador y se col6 el peine para formar los pozos, se dejo solidificar entre 10 a
15 min, para poder retirar el peine.

Las muestras fueron preparadas afadiendo buffer 6X, llevandolas a una
concentracion final de 2X, se calentaron a 95°C por 5 min y se centrifugaron.
Posteriormente se cargaron en los pozos y se llevaron electroforesis, en una
camara vertical a 80 V hasta que la muestra migré casi por completo. Una vez
terminada la electroforesis el gel se sacé de los vidrios para su tincién por
coomassie, plata o W. B.

La tincion por Coomassie se llevo a cabo de la siguiente manera; se sumergio el
gel en un recipiente con solucion de tincion y se dejo en agitacion constante de
1hr a 16 hrs. Pasado este tiempo se retird la solucion de tincion y se destifo el gel
con agua o solucion destenidora, a temperatura ambiente en agitacion suave. La
distincion se completé cuando el color de fondo se tornd claro y las bandas de las
proteinas contrastaban con el fondo del gel.
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e PURIFICACION DE LAS HIDROFOBINAS
Todos los medios y soluciones utilizados se encuentran en la seccion de Anexos

Una vez identificadas las colonias que expresaban mayor proporcion de proteinas,
se realizé una fermentaciéon en 100 ml en medio BMG (o BMGY) durante 24 hrs,
para generar suficiente masa celular. Posteriormente se indusio la expresiéon de la
proteina. Las levaduras se recuperaron por centrifugacion y se resuspendieron en
10 ml de medio BMM (o BMMY) a y se incubaron a 28°C a 250 rpm.

La purificacion se realizé tomando 25 ml del sobrenadante del medio en tubos
Falcon de 50 ml, recolectando la espuma del matraz tras una agitacién manual
vigorosa durante 4 min. Estos tubos, con la espuma, se almacenaron por 2hr en
refrigeracion, la espuma estable se recolecto y se lavo dos veces con 5ml de agua
destilada. (Lohrasbi et al., 2016). Las hidrofobinas podrian ser separadas por
columna de 35 kDa, al ser de un tamafo aproximado a 13 kDa. Este resultado
sera pasado por una segunda columna de poro mas pequefo, 5kDa, asi tendria
que quedar un concentrado de las proteinas. Se comprobara mediante un gel
SDS-PAGE (15%) tefiido con azul de Coomassie para verificar la presencia de las
hidrofobinas.

7. RESU LTADOS
Generacion de fragmentos de las hidrofobinas sin el péptido sefal

Para comprobar la construccion del plasmido con las hidrofobinas; WiHFBA1,
WIHFB3 y WIHFBG6, se realizdé una digestion de los mismos con las enzimas de
restriccion EcoRI y Xbal. Los fragmentos obtenidos se observaron en un gel de
agarosa tenido con bromuro de etidio que se muestra en la Fig. 15.

Tabla 8. Tamafo de las seuencias que codifican para las hidrofobinas de interés
con y sin el peptido seial nativo.

Clave Tamano Tamano Tamano Tamano
del Vector | del Inserto | con PSN sin PSN
con vector
WiHFB1 3527pb 3845pb 318pb 267pb
WIHFB3 2527pb 3845pb 318pb 267pb
WiHFB6 3527pb 3851pb 324pb 273pb
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En la Tabla 8, se muestran los tamafos del vector utilizado (pares de bases), y se
indica el tamano del fragmento de las hidrofobinas con PSN y sin el PSN que se
esperaba obtener después de la primera y segunda amplificacion.

En la Figura 15 se observan las bandas obtenidas de la digestion de las
construcciones pPicZ::WIiHFB1, pPicZ::WIHFB 3 y pPicZ::WiHFBG6, donde se
observa que no hubo digestion de ninguno de los plasmidos. Dentro del laboratorio
de investigacion se comprobd el correcto funcionamiento de las enzimas con otras
construcciones en otros proyectos, sin embargo no se logré obtener una digestion
adecuada.

Figura 15. Patron de digestion de las construcciones pPICZ::W/iHFB1,
pPICZ:: WiHFB3 y pPICZ::WiHFB6. Hechas con las enzimas de
restriccion EcoRIl y Xbal. Donde no se observa ninguna banda en el
tamano esperado En gel de agarosa al 1% en buffer TAE. Con marcador
de peso molecular Thermo Scientific 1 kb (300 ng)

Posteriormente, se realizd6 una PCR para obtener el primer amplicon esperado
para WIHFB1 y WIHFB3, sin la presencia del PSN, donde se observaron los
fragmentos correspondientes a los amplicones (267pb) en el gel de electroforesis,
es decir se obtuvo una amplificacion esperada. Por otro lado, para la PCR de la
WiHFB6 no se obtuvo ningun resultado, como se puede ver en la Figura 16.

Debido a que la WiHFB6 no presento amplificacion, se mandaron a secuenciar las
tres construcciones WiHFB1, WIHFB 3 y WIHFB6. Las secuencias obtenidas se
compararon con las secuencias esperadas para cada construccion.
Después de este analisis se llego a la conclusion de que la hidrofobina WiHFB6 en
las muestras correspondia a WiHFB3, esto sugiere que esta muestra se etiqueto
erroneamente. En la Figura 17 se puede observar la secuencia obtenida y su
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comparacion con las tres hidrofobinas antes mencionadas, esto se realizd por
medio de un alineamiento multiple (realizado en la plataforma de internet T-coffee).

D oD oo
NSRS

4000pb
3000pb
1000pb

500pb
250pb

Figura 16: Amplificacion de WiHFB1 , WiHFB3 y W/HFB6 con los
oligonucleotidos especificos cortos (OEC). Los amplicones
observados estan en el rango del tamafo (267pb) para W/HFB1 y
WiHFB3; pero en el carril de WiHFB6 no vemos presencia de banda .
En gel de agarosa al 1% en buffer TAE. Con marcador de peso
molecular Thermo Scientific 1 kb (300 ng)

De manera simultanea
se realiz6 la segunda
amplificacion con los
oligonucledtidos  OEL.
En la Figura 18, se

observan los fragmentos 4000pb
obtenidos con el tamafio 3000pb
esperado (314  pb). 1000pb
Estos fragmentos 500pb

corresponden a WiHFB1 250pb
y WIHFB3 sin el PSN,
que se utilizarian para la
transformacién en el
vector Ppicz.

Figura 18. Amplificacion de WiHFB1, WIHFB 3 y WHFB6 con los oli-
gonucleotidos Especificos Largos (OEL). Carril 1: Marcador de peso
Molecular, Carril 2 y 3: Ampliaciones esperados de WIHFB1 y WH-
FB3 (314pb). Gel de Agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
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MSA

T-COFFEE, Version_11.60 (Version_11.00)
Cedric Notredame

SCORE=978

-

BAD AVG GOOD
-

w1HFB1 : 98
w1HFB3 : 98
w1HFB6 : 97
cons 97
w1HFB1 ATGATCGCTCAAACTGTCTTCACCGTTGGTATTATCGCTGCTGCCTCTGCTGGCTGGGAGC -CAA- - - - - AG
w1HFB3 ATGATCGCTCAAACTGTCTTCGCCACCGCCCTCATCGCCTCTGTTTCAGCCGGCTGGGAAT -CCA- - - - - AG

W1HFB6  ATGATCGCTCAAACTCTCTTCACTGTTGGTATTATCGCTGCTGCCTCTGCTGGCTGGGAAGACAAGAGCGAG

cons EEEEEEEERE KK ERE RXExE X - ® EEkEE L R Kk KRRk mEs * = .

W1HFBl  ACTGGCTCTTGCAACACTGGCTCTATTCAATGCTGCAACCTTGATGAAAAGAAGCAAGTCAGCACCGGCAAG
W1HFB3  ACCGGCTCCTGTAACACTGGCTCTATCCAGTGCTGCGACCTCAACAAGAAGGCTCAATCCAGCACCGGCAAG
W1HFBS6  ACTGGCTCATGCAACACCGGCAAAGTCTCATGCTGTGACTTGAACAAAAAGGCTCAAACCAGCACCGGCAAG

cons EE EEEEE MK KERER Eew - R % & * *x k% ] AR R

w1HFBl  AACGATGCTCTCATCTCCACCGGCGACATTGCATCCCAAATCGGTGTACAATGTGACCAAGTCCCACTCTTG
wlHFB3  AACGACGCCCTCATCTCCACCGGTGACATTGCATCCCAAGTCGGTGTTCAATGTGATCAGGTTCCACTCTTA
w1HFB6  GATGACTCCCTCATCTCCACCGGCGACATTGCGTCCCAAGTCGGTGTTCAATGTGATCAGGTCCCACTCTTG

cons FORE R AARRARAAEAEEEAE RRERAREAR AAAAEE EEEEREE KAAREEEE EE RR RREEREER

wl1HFB1  ATCGGAGTTGCTATCGAGGACGAGTGCAAGAACACCCCAGTCTGTTGCGAGGACTACGACGGCGAGTCTGCA
W1HFB3 ATCGGAATTGCAGTTGAGGACGAGTGCAAGAACACCCCAGTCTGCTGCGAGGGCTTCGACGATGAGTCCGCC
wlHFB6  ATCGGAGTTGCTTTGCAAGATGAGTGTAAGAACACCCCGGTCTGTTGCGAGGGCATGGAATCAGACGGLCTC

cons EEERE R RN - ¥ OEE EEEEN EREEEEMAKKE EEEEE ERREERE X s -

w1lHFB1  ATCGGTCTTGGCTGTGACGCTCTCCCAATCATCTAA
W1HFB3  ATCGGTTTGGGCTGTGACGCTCTCCCAATCGTCTAG
wlHFB6  ATTGGTTTGGGTTGTACCCCTCTCCCAATCGTCTAA

cons EE EEE X XX XXX X EEEXEERERRE RERX

Figura 17: Alineacion multiple hechas con las construcciones de W/HFB1,
WIHFB3 y WIHFB6. Se comparan las secuencias de las tres hidrofobinas
cedidas por el laboratorio de la Dra. Gunde Cimmerman. Realizado en la
plataforma de internet T-cofee

Debido a la emergencia Sanitaria
de la pandemia de Covid-19 en marzo del 2020, el trabajo experimental se re-inci
hasta octubre del 2021. Durante este periodo se re-analizd la expresion de las
hidrofobinas a partir del transcriptoma de W. ichthyophaga. En funciéon de este
analisis se llegd a la conclusion de que las hidrofobinas elegidas previamente no
tenian un nivel de transcritos adecuado (mas de un millén de transcritos por kb)
que pudiera sustentar su papel. Se tomo la expresion de 10 HFBs, cuyo numero
de transcritos por kb es por arriba del corte.. A partir de ello se seleccionaron tres
hidrofobinas para ser nuevamente clonadas, la HFB1, que se expresa en mayor
proporcion en presencia de 30% NaCl, la HFB2 que se sobreexpresa en la
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condicion de 10% de NaCl y la HFB3 cuya expresién es similar en ambas
condiciones (Figura 19).
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Figura 19: Mapas de las construcciones pPICZ::WiHFB1, pPICZ::W/HBF2 y
pPICZ::WIHFB3, con sus tamanos en el vector. 3848 pb, 3648 pb y 3839
respectivamente. Estas fueron las construcciones que se decidieron utilizar en lugar
de las que las que se habian estado trabajando. Las flechas sefalan la ubicacion de
las hidrofobinas, A) para HFB1, B) para HFB2 y C) para HFB3

Estas construcciones se enviaron a sintetizar en la comparia coreana Macrogen, y
se obtuvieron las construcciones pPICZ::WIHFB1, pPICZ::WIHBF2 vy

pPICZ::WIHFB3 (Figura 20).
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Gene ID Log2 Ratio | RPKM RPKM
(30%/10%) |(10%NaCl) | (30%NaCl)

GME4356_g 5.19195496 wHFB1
GMEI777 g 1.01137245 wHFB2
GME1242_g -5.8413533 wHFB3

RPKM
\ — 1

¥

W RPIM (10% NacCl) B RPKM (30% NaCl

Figura 20. Perfil de expresion diferencial de los transcritos las HFBs de W. ichthyophaga en
dos distintas concentraciones de sal.

Transformaciéon de las construcciones en E. coli DMS1116

Las construcciones que fueron sintetizadas se transformaron en E. coli DMS1116.
Se realizé una PCR de colonia para verificar la presencia del vector con el inserto,
donde se utilizaron los oligos Fw_a_Factor y Rv_3"'AOX, que flanquean al gen de
interés Figura 21. En la Tabla 9 se pueden observar los tamaifos esperados.

Tabla 9. Tamafios de las secuencias que codifican para las hidrofobinas de interés. Y el tamaiio del producto de PCR con los
oligos Fw-alpha-factor y Rv-3-A0X

Tamaho del Tamafho del vector Tamafho del Tamaho del
amplicon vacio inserto con el inserto
vector

pPICZaA::EAS 543 pb 3527 pb 3837 pb 310 pb

pPICZaA::RodA 708 pb 3527 pb 4002 pb 475 pb
pPICZaA::WiHFB1 542 pb 3527 pb 3791 pb 264
pPICZaA::WiHFB2 549 pb 3527 pb 3791 pb 264
pPICZaA::WiHFB3 542 pb 3527 pb 3782 pb 255
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Figura 21: Amplificacion de las construcciones de WiHFB1,WiHFB2 y WiHFB3, de N. crassa (EAS)y de A. fumigatus
(RodA). Las bandas observadas corresponden a los amplicones, de los tamafios esperados siendo el de EAS el de
menor tamano. Carril 1: Marcador de peso Molecular, Carril 2 y 3: Ampliaciones esperados de EAS y RodA, Carril 7:
WiHFB1 y Carril 2y 3 (del segundo gel) de WiIHFB2 y WIHFB3. Gel de Agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Figura 22: Analisis de la integridad de los plasmidos purificados por el
método de Fenol/Cloroformo. Carril 1: Marcador de peso Molecular, Carril
7 y 8:Ampliaciones esperados de WIHFB2 y WHFB3, Carril 6:para WiHFB1
aunque no se ve la banda los resultados de la concentracion arrojaron

que si teniamos presencia de la construccion. Gel de Agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio.

Se obtuvieron las siguientes concentraciones: pPICZ::WiHFB1 con 7.59 ng/ul ,
pPICZ::WIHBF2 con 8.67 ng/ul y pPICZ::WI/HFB3 con 4.86 ng/ul, por lo que se re
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seleccionaron colonias que se tenian anteriormente y se re-sembraron en LB +
Zeo.

Después de confirmar que las células contenian las construcciones, se realizd una
extraccion de DNA plasmidico (Midipred) por fenol/cloroformo usando el protocolo
de Cold Spring Harbor Laboratory Presss, 2001 y se llevd a cabo una
electroforesis en gel de agarosa para verificar la integridad de los plasmidos
(Figura 22). Debido a que en el gel se observa presencia de RNA, las muestras se
trataron con RNAsa (Thermo Scientific) (Figura 23).

Figura 23: Purificacion de los plasmidos tras tratamiento con
RNAsas. Tratados con RNAsa a 37°C por 15 min, se ve como el ARN
fue eliminado. Carril 1: Marcador de peso Molecular, Carril 2, 3 y 4:
Purifiacion de WiHFB1, WiHFB2 y WiHFB3 (314pb). Gel de Agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio.

Posteriormente se realizé una segunda extraccion del plasmido y se obtuvieron las
siguientes concentraciones: WiHFB1 con 3.72 ug/ul, WiHFB2 con 3.6ug/ul y
WIHFB3 con 2.38ug/ul. Dado que obteniamos muy poca concentracion se
realizaron midipreps usando el GeneElute Plasmid Midiprep Kit de Sigma-Aldrich
(Cdédigo del producto PLD 35y PLD 140).

En la tabla 10, se muestran las concentraciones del plasmido obtenidas en las
purificaciones. Para obtener la cantidad necesaria para la transformacion de la
levadura P. pastoris, se juntaron las purificaciones de cada plasmido y se procedio
a la linearizacién del mismo.
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Tabla 10: Concentraciones obtenidas de las purificaciones de plasmido

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Geles de elctroforesis

de WiHFB1 de WiHFB2 de WIHFB3
Fenol/ Cloroformo (2da 238.67 ng/ul | 226.97 ng/ul | 546.96 ng/ul
extraccion) (30ul)
Sigma-Aldrich (500ul) 76.37 ng/ul 106.64 ng/ul | 209.19 ng/ul

4000pb
3000pb

1000pb
500pb
250pb

A si mismo se verificd la presencia del inserto en las construcciones realizando
una digestién de los plasmidos con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal (Figura
24) Se puede observar la presencia de dos bandas, una de aproximadamente
3500pb que corresponde al vector vacio y una banda inferior en el rango de los
250pb a 500pb, que corresponde a los insertos del cDNA de las hidrofobinas

Figura 24. Patron de restriccion de la digestion con las enzimas EcoRl y Xbal. Se obtuvo el
patron de digestion esperado. Como control se utilizé 251 ng del plasmido de la construccion
pPICZaA::SIH1sin digerir. Gel de Agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio.

47



Por otra parte se llevé a cabo una digestion piloto utilizando la enzima, Sacl, por
4hrs a 37°C y se obtuvo una digestion completa, como se observa en la Figura 25.
Después de esta prueba se juntaron las muestras de las extracciones previas
(Fenol/Cloroformo y por columna) y se realizé una digestion con Sacl de todas las
muestras en un volumen de 100 pl. La reaccion se llevé a cabo durante toda una
noche y se observd una digestion parcial. Para obtener una mejor digestion se
afadieron 50U de enzima nueva a las muestras y se dejoé incubando por 1hora
mas a 37°antes de la electroporacion.

Transformacion de las construcciones en P. pastoris

Figura 25: Analisis de restriccion de la digestion de los plasmidos de las HFBs,
digeridos con Sacl. Las bandas que se alcanzan a ver son las correspondientes al
tamafo esperado, solo que en lugar de ser una digestion completa luce mas como una
digestion parcial, se utilizé un control de la W/HFB1 sin digerir.Carril 1: Marcador de
peso Molecular, Carril 2, 3 y 4: Digestiones de WiHFB1, WIHFB2 y WiHFB3 (314pb). Gel
de Agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Los plasmidos digeridos se transformaron en la cepa KM71H de P. pastoris y se
sembraron en placas con YPD + Zeocina (100ug/ml), se incubaron por 48hrs a
28°C. En la Figura 26 se pueden observar las colonias viables correspondientes
de cada construccion.
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Figura 26: Colonias de Pichia Pastoris con la construccion. En medio YPD +Zeo,
estas colonias debieron internalizar la construccion de pPICZ::W/HFB1,
pPICZ::WiHFB2 y pPICZ::W/HFB3 (C,D y E), en esta ocasion también se ve las
colonias de nuestras construcciones control pPICZ::EAS y pPICZ::RodA

Para comprobar la correcta transformacion de las células de P. pastoris, se llevé a
cabo un PCR de colonia. En la Figura 27, se observan los amplicones obtenidos
de las hidrofobinas de W. ichthyopaga, como del control EAS. Para la
amplificacion se usaron los oligonucleétidos Fw-alpha-factor y Rv-3-AOX. Los
fragmentos esperados fueron de 542 para WiHFB1, 549 para WiHFB2 y 542 para
WIHFB3 y 530pb para la hidrofobina control positivo (EAS).
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Figura 27: Tamizado de las colonias de Pichia transformadas con las construcciones
pPICZ:: WiHFB1, pPICZ::WiHBF2 y PpPICZ::WiHFB3. A) tiene las 6 colonias de
pPPICZ:: WiHFB1 y el control EAS, en B estan las 6 colonias de pPICZ::W/HBF2 y las dos
colonias de pPICZ:: WiHBF3. La amplificacion se realizo con los oligonucleétidos Fw-alpha-
factor y Rv-3-AOX. Gel de agarosa al 1% en un buffer TAE 1X. Marcador de peso molecular
(MPM) Thermo Scientific 1 kb (300 ng)

Pruebas preliminares de expresion de las proteinas en colonias con metanol

Para la seleccion de clonas con mayor expresion de proteinas recombinantes se
llevé a cabo la técnica de Dot blot, donde se probaron diferentes concentraciones
de metanol a 72hrs de induccion. En la Figura 28, se puede visualizar la
presencia de los halos a diferentes concentraciones de metanol, donde la
condicion 6ptima de expresion se observa a 1x de metanol (10%).
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Figura 28: Analisis de expresion de las HFBs en colonia por el método Dot blot. Se utiliz6 como anticuerpo primario a
Anti-Cmyc, y en esta prueba como anticuerpo secundario a Anti-mouse IgG- Fosfatasa alcalina, que generé una
reaccion colorimétrica con el sustrato de TR/Naphtho. En las tres podemos observar que el control (C) es la Gnica
colonia que expreso en las tres concentraciones (10%, 20% y 30%). Se eligié la concentracién de 10% de metanol
debido a que se observaron un mayor nimero de manchas de expresion.

En la Figura 29, se muestra la expresion de las hidrofobinas de W. ichthyophaga
después de la induccidén con metanol al 10%, los controles de expresion EAS y
RodA y la proteina BaEstB que contiene la etiqueta de myc (donada por la
Maestra Maria Guadalupe Morales), utilizada como el control positivo del ensayo
En esta prueba se utilizo alsustrato de la HRP que genera quimioluminiscencia y
se analizaron los resultados obtenidos a las 24, 48, 72 y 96 hrs, para determinarel
tiempo optimo de expresion.

-
Figura 29: Analisis de expresion de las HFBs en colonia por el método de Dot blot a 72hrs. En ambas figuras se
ve el control positivo (C) en A observamos levemente la presencia de manchas en la zona correspondiente a las
colonias de WiHFB1 (azul), en cambio no se ve nada en la zona de WiHFB2 y WIiHFB3 (rojo). En B estamos
observando las manchas de expresion de las hidrofobinas Sih1, Sih2 y Sih4. Tanto para A y B se observan EAS y
RodA (verde), hidrofobinas provenientes de un hongo no haldfilo.
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A partir de estos resultados se selecciond la colonia con mejor rendimiento para
continuar con la expresion en medio BMM.Las colonias numeradas como 5 tanto
de WIHFB1 como de WIHFB2 se seleccionaron para su expresion en medio liquido
(BMM), en cuanto a la WIFHB3 se seleccionaron las colonias 2y 5.

Figura 302er;2||$|3 de expresion de las HFBs I’LES colonia por el método de Dot blot a
diferentes horas. Utilizando el anticuerpo primario a Anti-Cmyc, y de anticuerpo secundario
a Anti-mouse IgG HRP, de respuesta quimio luminiscente. Se observan los halos de
expresion de las hidrofobinas a diferentes horas (A)24,B) 48, C)72 y D)96 hrs) Las primeras
manchas (azul) son las construcciones de una companera de Laboratorio, cedidas como
control. En rojo esta WiHFB1, en verde WiHFB2 y en amarillo WiHFB3.

Debido que no se observo expresion de la WIFHB3 en las pruebas anteriormente
mencionadas, se secuencio esta construccion (IBT, UNAM). Como se observa en
la Figura 31, el alineamiento de la secuenciaciéon comparado con la secuencia de
la construccion es idéntica (Figura 17), es decir, que no existen cambios entre la
secuencia original y la construccion
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ID de secuencia: Query_20771 Longitud: 368 Numero de coincidencias: 1

Rango 1: 1 a 368 Graficos

Puntaje NW identidades Brechas Hebra
436 311/371(84%) 3/371(0%) mas/mas

Consulta 1 GAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGATAGAAGGCAGGACTGAGAAGGTGGGCGA 59

UL L CEEEEEEEEEEEEE TEEEE L LELEELEL LT
Sbjct 1 CGAGCAGAAACTCATCTCTGAAGAGGATCTGATCGAAGGTCGTACTGAGAAGGTGGGCGA 60

Consulta 60 CTGTGCTGTAGAAAACGTAAAGTGTTGCAACGAAATCAAGGATGTGAAAGATTTGGACGA 119

COLLEEEE CELEEEEr L FE e L L L L TEEEL 1L LT
Sbjct 61 CTGTGCTGTTGAAAACGTGAAGTGCTGTAATGAGATAAAAGATGTAAAAGACTTAGACGA 120

Consulta 120 AGGCACAGCAAGTCTAATTGACATCCCCGAATTATTAGGACAAGTTGGATTGCAGTGCTC 179

COLEE L PE e e LR L L T L
Sbjct 121 GGGCACTGCTTCACTGATAGATATTCCTGAATTACTAGGCCAGGTTGGTTTGCAGTGCAG 180

Consulta 188 TCAGGTACCAGTCCTATCCGTGGCAATTCAAGATATGTGCAAGACGACAACCAGTTGTTG 239

CELLUE L L R PR L LEREEEEr Peeer te 1r 1l
Sbjct 181 TCAGGTGCCTGTGCTATCTGTGGCCATCCAGGATATGTGTAAGACTACGACGTCCTGTTG 240

Consulta 248 TGAGGGCACCACCCAGAATGGCCTAATAAACATAAATTGTTCACCTATACCTCTTGTTTA 299

COLLLE L L DO PEeee pr ee P Ereee e el
Sbjct 241 TGAGGGTACTACCCAAAATGGTCTAATCAATATCAATTGTTCACCTATACCTCTTGTTTA 300

Consulta 300 GTGATCTAGAACAAAAACTCATCCAGAAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATC 359

i |I|II|||||II|IIIIII|I|I||II|I|I|I|I|||II||I|IIIIIII [II1]
Sbjct 301 GT---CTA TCATCTCAGAAGAGGATC TGAATAGCGCCGTCGACCATCATC 357

Consulta 36@ ATCATCATCAT 370

| [I1]
Sbjct 358 ATCATCATCAT 368

Figura 31:Alineacion de comparacion de W3. Se comparan los resultados obtenidos del IBT y la
secuencia que nosotros ya teniamos. Alineamiento hecho con el portal de internet de BLAST de
NCBI.
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8. DISCUSION

Inicialmente, se seleccion6é a los transcritos WiHFB1,W/HFB3 y WIHFBG6 para
generar las construcciones en el vector pPICZ y poder ser expresadas en el
sistema heterdlogo P. pastoris, basados en la expresion diferencial de estos en
condiciones de 10 o 30% de NaCl. Después de un re-analisis de los transcritos
expresados en el transcriptoma de W. ichthyophaga se decidi6 mantener a
WIHFB1, y tomar a las hidrofobinas WiHFB2 y WiHFB3 debido no solo a su
expresion diferencial sino también al numero de transcritos expresados. Esta
eleccidon se debe a la diferencia de expresion entre las condiciones de 10 y 30%
de NaCl (ver figura 20) ya que aunque los resultados de la expresion diferencial
eran notorios, el numero de transcritos en las condiciones 30% y 10% de NaCl no
era contundente. Se cambiaron a WiIHFB3 y WiHFB6, por WiIHFB2, ya que la
diferencia de proporcién de transcritos en ambas condiciones fue despreciable y
por WIHFB3 que tenia un mayor numero de transcritos en la condicion de 10% de
NaCl. Estas fueron mandadas a sintetizar a la compariia coreana Macrogene.

Con estas tres construcciones sintetizadas se obtuvieron colonias en P. pastoris de
las cuales seleccionamos a la colonia 5 de cada construccion WiHFB1 y WiHFB2,
y las colonias 2 y 5 de WIHFB3. Esto se decidié ya que comparando con los
resultados de la tesis de Maestria de Pérez Llano donde se observé que la
expresion de las diferentes hidrofobinas de Wallemia podia variar en tiempo y en el
medio de induccidon se llevaron a cabo las pruebas en medio solido de BMM
utilizando al metanol como inductor a diferentes tiempos y concentracién de
metanol.

Aunque se probaron a las 24, 48, 72 y 96 hrs, podemos decir que no fueron
resultados concluyentes en cuanto a la hora especifica de mayor expresion, ya
que la contaminacion del anticuerpo primario (Anti-Myc) impidi6 que se
visualizaran los resultados. Una vez con las muestras recolectadas de las
diferentes horas en los diferentes medios de induccion, podremos determinar
cuando es el tiempo 6ptimo de expresion de hidrofobinas al ver los resultados de
los geles de poliacrilamida que se haran a continuacion. Analisando la literatura se
ha decidido que a futuro se realizara la tincidon con plata, ya que se ha reportado
que las hidrofobinas resultan dificles de observar con la tincion de commasie, ya
propuesto.

9.CONCLUSIONES

Se elimind el Péptido sehal nativo de las construcciones pPICZ::WiHFB1 vy
pPICZ::WIHFB3 . A través de secuenciacion llegamos a la conclusion de que la
construccion etiquetada como pPICZ::WiHFB6 con PSN es la construccion de
WIHFB3.

Se obtuvieron las construcciones pPICZ::WiHFB1, pPICZ::WiHFB2, vy
pPICZ::WIHFB3 y estas fueron transformadas en P. pastoris

Las colonias identificadas como numero 5 de las construcciones pPICZ::WiHFB1 y
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pPICZ::WIHFB2, asi como las colonias 2 y 5 de pPICZ::WIHFB3 son las que mejor
expresan a las hidofobinas, usando 0.5% de metanol y 24 horas para la induccion,
datos obtenidos usando la metodologia de colony blot.

10. PERSPECTIVAS
A corto plazo:

1) Expresar y purificar las hidrofobinas WiHFB1, WIHFB2 y WiHFB3 de W.
ichthyophaga.

A mediano plazo:
2) Caracterizacion biofisica de las hidrofobinas:

e Determinar cambios en la hidrofobicidad — hidrofilicidad de las peliculas
formadas por las hidrofobinas WiHFB1, WiHFB2 y WIHFB3 de W.
ichthyophaga a distintas concentraciones de sal con la tecnica Water
Contact Angle.

e Determinar cambios en la estructura secundaria y/o terciaria de las
hidrofobinas WiHFB1, WiHFB2 y WIHFB3 de W. ichthyophaga a distintas
concentraciones de sal con las tecnicas de Dicroismo Circular.
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12. ANEXOS

Anexo A : Transformacién De E. Coli

Medio LB (bajo en sales)

e 1L agua destilada

e 10g Bacto-triptona

e 5g extracto de levadura

e 5gNaC

e 15 grde agar (NOTA: medio solido)

Se ajusta el pH a 7 con NaOH y se esteriliza en autoclave por 20 minutos a 121°C.

Anexo B: Extraccion Por Metodo De Fenol/cloroformo

Solucién I-De resuspension

e Glucosa 50 mM
e Tris-Cl 25 mM (pH 8.0)
e EDTA 10 mM (pH 8.0

Se prepara a partir de soluciones madre estandar, se esteriliza en autoclave
durante 20 minutos a 121°C.
Solucion lI- De lisis

e NaOH 0.2 N (recién diluido de un stock 10 N)
e SDS al1 % (p/v).

Se debe preparar fresca y utilizarla a temperatura ambiente.

Solucidn llI- De neutralizacion

e Acetato de potasio 5 M
e Acido acético glacial
e Agua destilada

La solucién deberia ser guardada a 4°C y transfiérala a un cubo de hielo justo
antes de usarla.

Anexo C: Geles de agarosa

Buffer TAE

Stock al 50x

e 2429 de Tris base en 750mL de agua desionizada
e 57.1g de acido acético

e 100mL (.5M) de EDTA
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Ajustar el volumen a 1 L agregando agua destilada. El pH final del tampon TAE
50x debe ser de aproximadamente 8,5.

Buffer de trabajo TAE 1x, se agrego 49 partes de agua desionizada a 1 parte de
tampon 50x TAE.

Bromuro de etidio
Stock- 5 miligramos/mililitro y se ocupa en 0.5 microgramo/mililitro

Anexo D: Transformacién De P. pastoris

Medio YPD

5 g de extracto de levadura
12 g de peptona
e 540 ml de agua

Para preparar 600 ml de medio YPD (Medio de dextrosa de peptona de extracto
de levadura). Se meti6 a la autoclave por 20 minutos a 121°C. Se preparé 70 mL
de dextrosa al 20% vy esterilizo por filtracion una vez esterilizadas se agregaron 60
ml de dextrosa al 20 % esterilizada por filtracion. Para placas se disolvié 10 gr de
agar y revolvié con una barra de agitacion para asegurar la homogenizacion de los
compuestos + Zeocin ™ (100ug/ml).

Solucion de sorbitol

e Acetato de litio 200mM

e Sorbitol 0.6 M

e Tris-HCL 10mM ( pH 7.5)

Anexo E: Colony Blot

BMM (BMMY) Medio con metanol tamponado (suplementado con extracto de
levadura y peptona)

YNB 0.34%

Sulfato de amonio 1%

Metanol 1%

Biotina 4x10-50%

Tampon fosfatos 0.1M.

Para suplementarlo se adicioné 1% de extracto de levadura y 2% de peptona al
medio
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Se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 121°, solamente el agua con 1%
de agar (para solido) cada componente tiene su propio proceso de esterilizacion
descritos posteriormente en el texto.

TBST 1x

24 g de Tris (200mM)
88 g de NaCl (1500mM)
e 900 ml de agua

Para preparar 1 litro de solucién madre de TBS 10X. Se ajista el pH a 7,6 y el
volumen final a 1 litro. Con esta solucién stock ya hecha ahora para hacer 1 L de
tampdn de lavado TBST:

e 100 mL de 10X TBS
e 1 mL de detergente Tween (1%)
e 900 mL de agua

Buffer de Bloqueo

e TBST 1x
e Leche 3% de leche en polvo svelty

Mezclar muy bien los ingredientes y utilizar en el momento.

Anexo F: Expresion De Las Hidrofobinas

BMG (BMGY) Medio con glicerol tamponado (suplementado con extracto de
levadura y peptona)

YNB 0.34%

Sulfato de amonio 1%

Glicerol 1%

Biotina 4x10-50%

Tampon fosfatos 0.1M

Para suplementarlo se adicioné 1% de extracto de levadura y 2% de peptona

Se esterilizd en autoclave durante 20 minutos a 121°, solamente el agua, cada
componente tiene su propio proceso de esterilizacion.

BMM (BMMY) Medio con metanol tamponado (suplementado con extracto de
levadura y peptona)

e YNB0.34%
e Sulfato de amonio 1%
e Metanol 1%
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Biotina 4x10-50%
e Tampén fosfatos 0.1M
e Para suplementarlo se adiciond 1% de extracto de levadura y 2% de peptona

Se esterilizd6 en autoclave durante 20 minutos a 121°, solamente el agua, cada
componente tiene su propio proceso de esterilizacion.

Tampon de fosfato de potasio 1 M, pH 6.0

24 mL de K:HPO4 1M
e 156 mL de K;HPO4 1M

Confirmar que el pH = 6.0 Se debe esterilizar por filtracion y almacenar a
temperatura ambiente. La vida util de esta solucién es superior a un afo.

10X YNB

e 13.4% base de nitrogeno de levadura con sulfato de amonio sin aminoacidos
Se van a disolver 26.8 g de base nitrogenada de levadura (YNB) con sulfato de
amonio y sin aminoacidos en 200 mL de agua y esterilizar por filtracion; se debe
calentar la solucién para disolver YNB completamente. Conservar a 4°C. La vida
util de esta solucion es de aproximadamente un afo.

500X Biotina

e 0.02% biotina

Se debe disolver 10 mg de biotina en 50 ml de agua vy esterilizar por
filtracidn. Conservar a 4°C. La vida util de esta solucion es de aproximadamente
un ano.

10X Metanol

¢ 5 mL de metanol
e 95 mL de agua

Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C. La vida util de esta solucion es de
aproximadamente dos meses.

10X Glicerol

e 10 mL de glicerol
e 90 mL de agua
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Filtrar y esterilizar. Almacenar a temperatura ambiente. La vida util de esta
solucién es superior a un ano.

Anexo G: Electroforesis En Geles De Poliacrilamida Y Tincién De Coomassie.

Gel Concentrador

Tris-HCI (0.5M, pH6.8) a una concentracién final de 0.125M
SDS (10%) a concentracion final de 0.1%

PSA 10% a una concentracion final de 0.1%

TEMED 0.1%

A partir de una solucion de acrilamida 29%.Bisacrilamida 0.9% se realizara un gel
de poliacrilamida de 5% y 0.13%. Completar con agua Mili-q al volumen deseado.

Gel Separador

Tris-HCI (1.5M, pH8.8) a una concentracién final de 0.75M
SDS (10%) a concentracion final de 0.1%

PSA 10% a una concentracion final de 0.1%
TEMED 0.05%

Acrilamida 29% vy Bisacrilamida 0.9% a una concentracion de 15% y 0.4%
respectivamente; y completar con agua Mili-q al volumen deseado.

Buffer de corrida

Tris 25 mM, pH 8.3
Glicina 190 mM

SDS 0.1%
Beta-mercaptoetanol 5%
Azul de bromofenol 0.1%

La electroforesis se comienza a 80 V hasta que la muestra penetra en el gel
separador, entonces se eleva el voltaje a 180 V

Solucion de tincion

Azul brillante de Coomassie R-250 (0.25%) para 1L de solucion: 2.50g de azul
brillante de Coomassie R-250

e 100ml de acido acético concentrado
400ml de metanol
e Agua destilada se completara a 1L
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Se recomienda disolver el colorante en un poco de metanol, se filtrara la solucion
antes de utilizar.

Solucion desteiidora

400ml de metanol
100ml de acido acético concentrado
e Completar 1L con agua destilada.
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