INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Coordinacién de Programas Educativos
ESTADO DE MORELOS
- c) sklulo de ) Posgrado en Ciencias
Investigacién en ' % foa o)
(DQ(‘) o - G B @
Aplicadas

DR. Jean Michel Grévy Macquart
COORDINADOR DEL POSGRADO EN CIENCIAS
PRESENTE

Atendiendo a la solicitud para emitir DICTAMEN sobre la revisién de la TESIS
titulada Herramientas moleculares para el estudio de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4
del hongo halodfilo Aspergillus sydowii, que presenta la alumna Wendy Méndez Ortega
(10024369) para obtener el titulo de Maestro en Ciencias.

Nos permitimos informarle que nuestro voto es:

| NOMBRE || DICTAMEN | FIRMA

Dra. Carmen Nina Pastor Colén
CIDC-UAEM APROBADO

Dr. Ramén Alberto Batista Garcia
CIDC-UAEM APROBADO

Dr. Ayixon Sanchez Reyes
IBT-UNAM APROBADO

Dra. Verdnica Mercedes Narvaez Padilla
CIDC-UAEM APROBADO

Dra. Maria del Rayo Sanchez Carbente
CEIB-UAEM APROBADO

UA

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 6011 posgradoenciencias@uaem.mx EM

dvsl*




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2020-11-30 17:58:37 | Firmante
RERB9MpinN4DQVZpE+NRVO/N/ApSYM4hAuEutSIYAEIL5BnJdocAlUzgyRFEXUFRChYGS8EH]GatbOnsc2nrztY 1sEEI9sgMunYf2TadNMz4loJBjtG78/g4kYuVZ1Q10WckaOEL
myciWitcTt23jIPUmCbebBU+aCfMLnhxfSKcNkQx2J6BIG4UKOSJdnv7EMgRsLXUSDLMy/hsTnazYsvWIxSsIhJoP5g0ibAjKgZgF3wTWFjrVSF8tquAQdVgBZ1h8uPT3kwOqgxWtz
U+dt/K3UKSLh/2gZA0DQLQXCOWIKTObMKLTzgPVjruefX4MJ+Ab4SYIYUASmMghO3AAVBMQ==

CARMEN NINA PASTOR COLON | Fecha:2020-11-30 18:31:58 | Firmante
aSRWZoeOTmT/IBWXRYmvk9k5/00CYk205VJIkjnvr7igC8G2w0IX9Mo3k+kqVNC+ZLBY 2xxgrRxGeZ5GFeFbSIH10a4Z0VNT7rlIHj770XSMUpSi7FXycbNntsQz5Y0A6pohTvxBiG+
5Kr5uobPflfyk+nAtFLINSg7CPtddgNOAaDiSN/OIW/im3sqCzDnw8iSpVa3LUulOxaFODkAqeDfGxIOzqaSTSPIbGFC5DZXUyeld12hApO20j+EDzIZY q+FNN6sWgFZInUjQOES8|S
dEO7LzzIWWtHTgdON/YWaaQrXjDZZKM30Dj9W834I1Vx9r/jR3+i7C8RBchTffJ9IAvg==

AYIXON SANCHEZ REYES | Fecha:2020-11-30 19:48:12 | Firmante
TOjPyegVTmcMFS|E/KzDVNOGQAsAPgs44zSB/cU5+QSST1F7WoQmve9buO7UIcz5gNnfohvw28ayblc/INNE26JjrNOC5/g/U2Y +12B5SPW5y23ijiNIJfYiE34nvFt50X8NeZa2SVvg
YVsTvZifWUst6bUx9QmmZwib08c1tiBEMTvI7U7FSsKPHrrskFmkI2NJg5TGZX2+5Z0QI0OmZhV6rz4+VAOsi8v+kNzGew63wgu///DVFSGHJII9sOuAUhs7nQwDsSWCSRAGCN80S
VygMz1/3SELPcfWsgPfEgUdRcgPINVRS/VYjc4QD90FihKxpl7rzQ6WobxwzuYuLXbwOKw==

RAMON ALBERTO BATISTA GARCIA | Fecha:2020-11-30 20:22:56 | Firmante
BPtaw75PogpytWk5F5AcV+3xcyl64M7gEmmzQPoRa4mLzZ3npf5+QXHRAUu32PVMwaSY2p4VIUmHz790FpXI2/Xg9iNskuy7gFInRLeDGQdoNdXDoVNPdP8DVWstXqJpxo5t
UTGhPvDhpsGs+a2vu3/kR57M37tRHUdHSaLg5CrUXzvHhCrrOxcLMNY Tz61Utk/nMi5EfmD8xzNAOpfcVCp/Zjo70pniJHt+AC3NLIIeSQHHL8VINYgOyRNzvwewL5XuXuzvyyly
XS1TCcwsunmgD2SpH/eXQHtKiUYZdpELUPyYvyzjNgO7kCwxATNVgZ2RBoPzMIOZtDz/KL7nXg==

MARIA DEL RAYO SANCHEZ CARBENTE | Fecha:2020-11-30 20:31:50 | Firmante
fcABXEzcgXZ2aHLG50kKyYPgHQMUQzdlu4Dvdw+uN9GezuRnl47Rm3r6Lnvd62Ah4tl+g8r/R7a6T4sPRaiROZOQLKj5CIK+FYfWKIKOIBYQLd2BRGOO0e9XBoYe3aWe/cTk+Lb
8eJ4XYnriciSbko5ZkKuYilbFS14yN+D/6FBxi99A54jghc5zXGep60PE/ulwkLmpFBPgQQUQ47sJBej3rEC7Qjx6RqyJrMiMbgDB0aTgiXKCYsbxJecOnmzxiDiXiuzgsElu5ILrkUpjeqc
gliBEZcTVRhE7DOuayYJyUINAE9VCcMO/1IWZuNihRoijksav21Z7FHQUO+5MPenw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

YzlaoU

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lme5jikTZsPp0OBvg TkiIhLwMVMgEURF3q

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lme5jikTZsPp0BvgTklhLwMVMgEuRF3q

DOz 5. =«
=203 AIe7n

gl?c‘“ Conatlii

SRESGEGEYD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS
CENTRO DE INVESTIGACION EN BIOTECNOLOGIA

Herramientas moleculares para el estudio de las hidrofobinas SIH1, SIH2
y SIH4 del hongo halofilo Aspergillus sydowii

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Lic. WENDY MENDEZ ORTEGA

DIRECTORA DE TESIS
Dra. MARIA DEL RAYO SANCHEZ CARBENTE

CUERNAVACA, MORELOS Enero/2021



Jurado

e Dra. Maria del Rayo Sanchez Carbente

Dra. Verdnica Mercedes Narvaez Padilla

Dr. Ramdn Alberto Batista Garcia

Dra. Carmen Nina Pastor Colén

Dr. Ayixon Sanchez Reyes



Agradecimientos

Al Dr. Jorge Luis Folch Mallol, por aceptarme en el Laboratorio de Biologia Molecular de
Hongos del CEIB.

A mi asesora la Dra. Maria del Rayo Sanchez Carbente, por todo el conocimiento que me
ha transmitido, por su apoyo y su consuelo en innumerables ocasiones. Mil gracias Dra.

A los miembros del comité tutoral y miembros del comité revisor de tesis.

A La Beca Nacional otorgada por el CONACYT, que me permitio realizar mis estudios de
Maestria en México.

A mis nuevos amigos, a los ya conocidos y a los que se quedan para siempre. En
especial a Irina, gracias por tus analisis de Microbiologia, de Psicologia y de la vida en
general.

A todos los que contribuyeron de una forma u otra con la realizacion de esta tesis.

A Yoandy por arriesgarse conmigo en esta aventura.

A mi mama y mi papé por confiar siempre en mi y ser las personas mas maravillosas del
mundo, por ser mi mundo.

A los que siempre me guian y acompafian, mis abuelitos.

Dedicatoria

Esta victoria es mas de ustedes que mia.

A mi mama y mi papa



indice

RESUMEN euuiiiiiisieier e era s s s s s s s sassasarasasa s e s s anansasasssssnsanansnsarnsnnnrnsnnnnn 6
N = 2 1 7 X O PP 8
1- INTRODUGCCION ...ttt ee ettt sttt ettt e saeee e 10
00 R 0 o o RS g = 1o 10
1.2- Mecanismos de halofilia ....o.eeveeierreerrere e r e rr e e rrm s s en s nn e e e aannes 11
1.3- Caracteristicas de las hidrofobinas ........ccoioviiiiiii e 17
1.4- Funciones bioldgicas de las hidrofobinas .........coeveiiiriiiiiiiiii e 20
1.5- Morfologia de las colonias de hongos halofilos .......ccveveiiiiiiiiiiii e, 22
2- ANTECEDENTES ..o ettt e e e e e e et e e e e e taa e e e e raaeaeeees 23
2.1- Caracteristicas de la cepa haldfila moderada Aspergillus Sydowii «....vveeenenaianns. 23
2.2- Analisis transcriptomico de A. SYAOWII vuuevuiurererariririnrerararasisrrarissrsnrasarasarnssnsnn. 24
2.3- Analisis in vitro de hidrofobinas en presencia de Sal ......c.cceeviririrreieieirrneceeenenen. 26
G 110 L0 (S PR 28
4- ODJELIVO GENEIAI ...eeiiiiiiii ittt e bbb e e e e e e ae e e e e e 28
5- ODbjetivos @SPECITICOS v 28
B- MaterialeS Y MELOUOS ..ooviviiiiiiiieeee e ——— 29
6.1- Modelacién in silico de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii ............... 30
6.2- Generacion de las construcciones pPICZ::SIH1, pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 para la
expresion en el sistema heterdlogo Pichia pastoris ....cvvcvericviieiicrieicircrreer e e eeeae, 31
6.2.1- Cepas fangicas y condiciones de CUIVO .....cceiiiiiierircciericrieic v e rrer e e e e e 31
6.2.2- Amplificacion y clonacion de los genes de hidrofobinas .......c.cvcveeviiicviiicievceniinans 31
6.2.3- Transformacion de P. PaStOriS ...ucvcviiieiiiiiiccirere s rirr s s s en s rr s e e e n e 33

6.3- Analisis de la influencia de la salinidad en el crecimiento de las colonias de A. sydowii
=T ol g [=To [ToTR=To] To [0 I3V [ To VT o [ T PP 34

6.4- Generacién de las construcciones mediante el sistema CRISPR/Cas9 de los genes de

las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. SYdOWii «..vviveiiiiiieiciier i rcevree v eeeen e e e e 35
7-Resultados ¥ AiISCUSION ...uivieiiiiiiiecce e 37
7.1- Modelado de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydOwii «c.ccvcveeiiiiiiniinnnnns 37
7.2- Generacion de las construcciones pPICZ::SIH1, pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 para la
expresion en el sistema heterdlogo P. Pastoris ..uiiiiiiiiie i e ea 42

7.3- Analisis de la influencia de la salinidad en el crecimiento de las colonias de A. sydowii

(=Tl g aT=To [T JE=To] T [0 TR YN 1o [ U] (o [o R PR 48



7.4- Generacion de las construcciones mediante el sistema CRISPR/Cas9 de los genes de

las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. SYJOWii c.ueeieiuieiiiiiriirrsessnsssa s s 53
G T 0] o Lo 11 =7 Ko Y =1 55
L0 T =Y o] o =T o2 Y- TP 56

10- Referencias bibliografiCas ....oueveiiiririiiiiiiiriie e e 57



Resumen

Los haldfilos son aquellos organismos que crecen de manera 6ptima en presencia de NaCl
(2200mM), mientras que los halotolerantes son aquellos que pueden crecer en condiciones
de alta salinidad, pero su crecimiento Optimo es en su ausencia. Ambos grupos de
organismos son relevantes porque pueden servir como fuente de biomoléculas tales como
enzimas estables en alta fuerza idnica, biopolimeros y solutos compatibles, ademas de ser
Utiles para procesos de biofermentacion, y algunos son candidatos potenciales para la
biorremediacion. La mayor parte de los organismos halofilos caracterizados hasta la fecha
son procariontes, aunque se han descrito algunas algas y hongos con la potencialidad de
crecer en condiciones de altas concentraciones de NaCl (>1.0M). Dentro de los
mecanismos de halofilia observados en hongos estan: el aumento de transportadores de
membrana, la acumulacién de solutos compatibles y el engrosamiento de la pared celular.
Un nuevo mecanismo propuesto es la expresion diferencial de hidrofobinas respecto a la
salinidad del medio, lo que se ha visto en el hal6filo extremo Wallemia ichthyophaga (Zajc
etal., 2013). En el andlisis transcriptomico del hongo Aspergillus sydowii BHH004, realizado
en nuestro laboratorio, se observo la expresion diferencial de tres hidrofobinas, SIH1 y SIH2
en presencia de 2 M de NaCl y SIH4 en la condicion sin sal (Pérez-Llano et al., 2020). Dado
gue existen pocos estudios que aborden el papel de las hidrofobinas en la halofilia, resulta
relevante el analisis de las hidrofobinas en varios niveles: in silico, in vitro e in vivo. Por
tanto, el objetivo del presente trabajo fue generar herramientas para el estudio de las
hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 del hongo haldfilo Aspergillus sydowii. Los resultados in
silico mediante la generacion de modelos tridimensionales nos indican que estas proteinas
tienen una carga electrostatica negativa, que se encuentra localizada en una de sus caras,
aunque SIH4 tiene mayor homogeneidad de cargas negativas que las otras dos. Para
estudiar las hidrofobinas in vitro, hemos generado las construcciones pPICZ::SHI1,
pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 para la posterior expresién en el sistema heterdlogo Pichia
pastoris y purificacion; para hacer estudios biofisicos de su comportamiento a distintas
concentraciones de sal. Para los estudios in vivo se realizaron las construcciones para el
uso del sistema CRISP/Cas, sin embargo, los RNA guias no fueron introducidos de manera
eficiente en el vector, por lo que generamos nuevos oligonucleétidos para hacer las
construcciones de manera tradicional por recombinacion homoéloga. A manera de
conclusion, los analisis in silico mostraron que las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de
manera general son proteinas acidas. Se generaron las construcciones para la expresion

heterdloga de las hidrofobinas en Pichia pastoris. No se obtuvieron las construcciones



adecuadas para generar a las cepas mutantes de estas proteinas. En estudios a mediano
y largo plazo se generaran las cepas mutantes a través del sistema de recombinacion

homdéloga, y se expresaran y purificaran las hidrofobinas para su posterior andlisis biofisico.



Abstract

Halophiles are organisms that grow optimally in the presence of NaCl (2200mM), while
halotolerants can grow in hypersaline conditions, but their optimal growth is in the absence
of salt. Both groups are relevant because they can serve as a source of biomolecules such
as stable enzymes in high ion strength, biopolymers, and compatible solutes, as well as
being useful for biofermentation processes, and some are potential candidates for
bioremediation. Most of the halophilic organisms characterized to date are prokaryotes,
although some algae and fungi have been described with the potential to grow in hypersaline
conditions (NaCl >1.0M). Among the halophile mechanisms observed in fungi we can find
increased number of membrane transporters, accumulation of compatible solutes, and
thickening of the cell wall. A new mechanism proposed is the differential expression of
hydrophobins regarding the salinity of the medium, which has been seen in the extreme
halophile Wallemia ichthyophaga (Zajc et al., 2013). In the transcriptomic analysis of the
fungus Aspergillus sydowii BHH004, carried out in our laboratory, the differential expression
of three hydrophobins, SIH1 and SIH2 were observed in the presence of 2M of NaCl and
SIH4 in the condition without salt (Pérez-Llano et al., 2020). Since there are few studies
addressing the role of hydrophobins in halophilia, the analysis of hydrophobins at various
levels is relevant: in silico, in vitro, and in vivo. Therefore, the objective of this work was to
generate tools for the study of SIH1, SIH2, and SIH4 hydrophobins of the halophilic fungus
Aspergillus sydowii. The results at the in-silico level by generating three-dimensional models
indicate that these proteins have a negative electrostatic charge, that is located on one of
their faces, although SIH4 has greater homogeneity of negative charges than the other two.
To study hydrophobins in vitro, we have generated the constructions pPICZ::SHI1,
pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 for further expression in the Pichia pastoris heterologous
system and purification, to do biophysical studies of their behavior at different salt
concentrations. For in vivo studies, constructions were carried out for the use of the system
CRISP/Cas, however, the guide RNAs were not efficiently introduced into the vector, so we
generated new oligonucleotides to make the constructions in a traditional way by
homologous recombination. To summarize, in silico analyses showed that SIH1, SIH2, and
SIH4 hydrophobins are generally acidic proteins. Constructions were generated for the
heterologous expression of hydrophobins in Pichia pastoris. The right constructions were
not obtained to generate the mutant strains of these proteins. In medium and long-term

studies, the mutant strains will be generated through the homologous recombination system,



and the hydrophobins will be expressed and purified for their subsequent biophysical
analysis.



1- Introduccion

1.1 Hongos haldfilos

La vida en ambientes extremos esta dominada por los microorganismos. Estos son
considerados organismos extremofilos (Gostinc€ar et al., 2010; N. Gunde-Cimerman et al.,
2003). Particularmente, en los ambientes hipersalinos naturales predominan diferentes
especies de levaduras negras y hongos melanizados del género Cladosporium, algunas
especies anamorfas de Aspergillus y Penicillium, teleomorfos de Emericella y Eurotium,
algunas especies de levaduras no melanizadas y Wallemia spp. (Nina Gunde-Cimerman &
Zalar, 2014). Estos microorganismos son halofilos o halotolerantes, o halotolerantes
extremos. Los haléfilos crecen en condiciones de alta salinidad y requieren determinada
concentracion de sal para su crecimiento 6ptimo (2200mM) (Plemenitas et al., 2014). Son
filogenéticamente diversos, con reportes de organismos pertenecientes a los tres dominios:
Archaea, Bacterias y Eukarya (Tafer et al., 2019). Los halotolerantes tienen su crecimiento
Optimo sin sal, pero pueden tolerar concentraciones de hasta 30% (equivalente a 5.13 M)
de sal (Plemenita$ et al., 2014). Tanto los haléfilos como los halotolerantes son capaces de
contender con dos condiciones nocivas para la célula: el estrés osmotico y el estrés iénico,
estimulos ambientales provocados por la sal circundante. Como consecuencia del estrés
osmoético sale el agua del interior de la célula provocando la deshidratacion del citosol. Por
otra parte, bajo condiciones de estrés idnico aumenta la entrada de iones a la célula, lo que
provoca dafos en las membranas y en los sistemas citosoélicos (Plemenitas et al., 2014). A
pesar de esto, se ha aislado un gran nimero de microorganismos de sitios hipersalinos
(Gostincar et al., 2010). En los ambientes hipersalinos existe poca disponibilidad de agua
para el crecimiento bacteriano, esto se conoce como baja actividad de agua (aw), los
organismos que crecen en esta condicién se clasifican como xerofilos (Gostincar et al.,
2011). En el Mar Muerto uno de los ambientes mas extremos y hostil del planeta, por su
alta salinidad y baja actividad de agua, se han aislado varias halobacterias (Archaea), una
especie de alga verde (Dunaliella parva Lerche) y varios taxones flngicos, incluidos hongos
filamentosos (Kis-Papo et al., 2014). Del género Aspergillus se han aislado los haléfilos
Aspergillus versicolor, Aspergillus sydowii y Aspergillus ruber (Batista-Garcia et al., 2014;
DasSarma & DasSarma, 2015; Kis-Papo et al., 2014). Entre los hongos basidiomicetos
haldéfilos aislados se encuentran algunos como Wallemia ichthyophaga, Wallemia muriae y
Wallemia sebi, del orden de los Wallemiales. Los miembros de este orden se caracterizan
por ser xeréfilos/haléfilos o xerotolerantes (Nina Gunde-Cimerman et al.,, 2009). Se

consideran xerofilos los microorganismos con crecimiento Optimo en a. de 0.85, que



corresponde a 17% (2.90 M) de NaCl o 50% (2.77 M) de glucosa en el medio de cultivo
(Nina Gunde-Cimerman et al., 2009), mientras que los xerofilos extremos pueden crecer
hasta en 0.75 de aw, lo cual es equivalente al punto de saturacion de NaCl (Grant et al.,
2004; N. Gunde-Cimerman et al., 2003). Wallemia ichthyophaga es un haléfilo obligado que
requiere, para crecer, al menos 1.5 M de NaCl, o el equivalente de aw para otro osmolito, y
soporta hasta 5 M de NaCl al igual que el halotolerante extremo Hortaea werneckii. Ambos
son modelos para el estudio de las estrategias de halofilia en hongos (Gostin¢ar et al., 2011;
Plemenita$ et al., 2014).

1.2- Mecanismos de halofilia

La capacidad de sobrevivir al estrés salino requiere de varias adaptaciones en los
organismos, tanto morfolégicas como funcionales entre los dominios. Por ejemplo, las
arqueas halofilas mantienen el balance idnico mediante la acumulacion de una cantidad de
KCI en el citosol equivalente a la concentracién de NaCl del exterior, mecanismo conocido
como ““saltin”". Esto implica que las proteinas intracelulares son funcionales en medios de
alta fuerza ionica (DasSarma & DasSarma, 2015). En contraste, las eubacterias y los
eucariontes haléfilos usan la estrategia ““salt out™ que consiste en sacar el sodio del interior
de la célula y a la vez acumular solutos organicos osméticamente activos para evitar la
pérdida de agua (DasSarma & DasSarma, 2015). Los solutos osméticamente activos o
“solutos compatibles” pueden ser sintetizados por la célula o transportados del espacio
extracelular. Son compuestos polares y eléctricamente neutros, de distinta naturaleza
guimica: azlcares (sacarosa, trehalosa), aminoacidos (prolina, glicina betaina, glutamina)
y polialcoholes (manitol, arabitol, glicerol, eritritol). Los polialcoholes o polioles son los mas
usados por los eucariontes, particularmente en los hongos se han identificado: eritritol,
manitol, arabitol y glicerol (Plemenitas et al., 2014).

La via de alta osmolaridad de glicerol, conocida como HOG (por sus siglas en inglés High
Osmolarity Glycerol), es la principal via en hongos de respuesta a estrés osmotico y ha sido
ampliamente estudiada en la levadura halotolerante Saccharomyces cerevisiae (Saito &
Posas, 2012). La via de HOG descrita en S. cerevisiae estd constituida por dos ramas
funcionalmente redundantes, pero estructuralmente distintas, una que involucra a la
proteina SHO1 y la otra a SLN1, y ambas convergen en la MAP quinasa Pbs2, activador de
la MAP quinasa Hogl (Plemenita$ et al., 2014). En W. ichthyophaga y H. werneckii se
encontraron homologos de SHO1 y SLN1 (Plemenita$ et al.,, 2014). Tras un choque

osmotico, ocurre pérdida de agua en la célula, se activa la via de HOG donde una fraccion



sustancial de la MAPK Hogl que se encuentra fosforilada (proteina central de la via) es
transportada al nucleo. Consecuentemente hay regulacion en la transcripcion y el ciclo
celular, y se activan las vias de sintesis de glicerol, entre otras. Una vez que el equilibrio
osmotico se ha restablecido, la actividad de la MAP quinasa Hog1l vuelve a niveles basales
y se exporta de vuelta al citoplasma (Plemenita$ et al., 2014; Saito & Posas, 2012). Aunque
en Aureobasidum pullulans, Aspergillus ruber, W. ichthyophaga y H. werneckii el glicerol es
el principal soluto compatible utilizado, también se han cuantificado otros polioles como
arabitol, eritritol y manitol, pero en menor concentracion (Nina Gunde-Cimerman & Zalar,
2014; Plemenita$ et al., 2014). En el transcriptoma de A. ruber en condiciones de alta
salinidad se sobreexpresaron transcritos para la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
relacionada con la sintesis de glicerol (Kis-Papo et al., 2014).

Para lidiar con el estrés iénico generado por la alta salinidad es necesario mantener una
concentracion intracelular 6ptima de iones de potasio, ademas la relacién K*/Na* debe ser
alta y estable. Bajo estrés iénico S. cerevisiae utiliza tres estrategias generales para evitar
la entrada de sodio a la célula: (i) discriminacion estricta entre cationes metalicos a nivel de
la afluencia (transportadores que muestran una mayor afinidad por el potasio que por el
sodio), (ii) el eflujo eficiente del excedente de cationes de células y (iii) secuestro selectivo
(compartimentacién) de cationes en organelos (Arifio et al., 2010). Esto incluye a seis
sistemas de transporte a través de la membrana plasmatica, Trk1 y Trk2 para la absorcién
de K7, el canal de K* Tokl, el simportador Pho89 de Pi-Na*, el sistema de eflujo Ena Na-
ATPasas y el antiportador Nhal de Na‘'/H*. Junto con estos, se ha descrito que los
transportadores proteicos no especificos (Pm3, Qdr2) estan involucrados en el flujo K*/Na*
(Arifio et al., 2010).

Por otra parte, H. werneckii cultivado en un medio sin NaCl, acumula mayor cantidad de K*
gue de Na*, en una proporcién de 2.24 (K*/Na*). Sin embargo, con 25% (4.28 M) de NaCl
en el medio la concentracion de K* disminuye y aumenta la de Na*, por lo que la proporcién
K*/Na* disminuye a 0.42 (Kogej et al., 2005). El analisis del genoma de H. werneckii muestra
una considerable expansion en la familia de genes que codifican para transportadores de
cationes metalicos en la membrana plasmatica, especialmente los homélogos a Trk1, Trk2,
Tokl, Nhal and Pho89 de S. cerevisiae (Lenassi et al., 2013). En H. werneckii se
identificaron ocho homadlogos de Trk1 y Trk2 (Plemenita$ et al., 2014).

Igualmente, en el interior de las células de W. ichthyophaga en condiciones de alta salinidad
la proporcién K*/Na*® disminuye. Sin embargo, en este hongo esa relacion intracelular es

mayor y menos pronunciada en toda la gama de salinidad (de 0% a 25% de NaCl, que seria



lo mismo que de 0 M a 4.28 M) en comparacion con H. werneckii, como se muestra en la
figura 1 (Plemenitas et al., 2014). Los datos del genoma de W. ichthyophaga muestran que
s6lo hay un numero bajo de transportadores catiénicos, a excepcion del enriquecimiento de
la familia de las sodio ATPasas tipo P (Plemenitas et al., 2014; Zajc et al., 2013).

También el genoma de Aspergillus salisburgensis contiene la mayoria de los
transportadores que estan involucrados en el trafico i6nico que se informo en S. cerevisiae
y H. werneckii durante el estrés osmotico, con excepcion del transportador Tokl. Sin
embargo, si se encontré Tokl en el halotolerante Aspergillus sclerotialis, pero la regulacion
de su expresion fue cuatro veces menor en la condicién de 20% (3.42 M) que en 5 %
(0.85M) de NacCl, mientras que la regulacién de Nahl, el antiportador de Na*/H*, fue seis
veces mayor, en 20% que en 5% (Tafer et al., 2019). El transcriptoma de A. salisburgensis
en 20% (3.42 M) de NaCl muestra una sobreexpresiéon de los genes que codifican para los
transportadores de la superfamilia facilitadora principal MFS (del inglés Major Facilitator
Superfamily), que transportan moléculas pequefias dependiendo de los gradientes de iones
guimiosmaticos; la presencia de estos podria ser una respuesta al estrés osmoético (Tafer
et al., 2019). En el caso de A. ruber en medios hipersalinos hay mayor regulaciéon de los
genes para las permeasas zinc/hierro, los canales de calcio dependientes de voltaje y una
ATPasa que transporta metales pesados. Ademas, hay induccion de los miembros de MFS,
muchos de ellos conocidos como "transportadores de solutos activos secundarios” (Kis-
Papo et al., 2014).

Se considera que la membrana citoplasmatica y la pared celular son la principal defensa de
los microorganismos en condiciones de estrés salino. En hongos filamentosos se ha
observado el engrosamiento de la pared celular y modificaciones en la fluidez de la
membrana plasmatica en ambientes hipersalinos (Turk et al., 2007; Zajc et al., 2013). En la
levadura halotolerante A. pullulans, aumenta la fluidez de la membrana con el aumento de
la concentracién de sal en el medio (Turk et al., 2007). Es posible que el hal6filo A. sydowii
tenga un comportamiento similar, porque en su transcriptoma hay sobreexpresion de
transcritos para enzimas relacionadas con la insaturacion de los &cidos grasos de la
membrana en la condicién de 2 M de NaCl. (Pérez-Llano et al., 2020).

La pared celular de los hongos se compone de diferentes polisacaridos. Generalmente esta
formada por un nucleo fibrilar de ramificaciones de B-(1,3)-glucano, con algunos puntos de
ramificacion B-(1,6)-, al que se unen covalentemente, de quitina/quitosano, de B-(1,3)-/p-
(1,4)-glucano y de pB-(1,5)-galacto-a-(1,2)-/a-(1,6)-manano (GM) (Free, 2013). La

concentracion y localizacion de estos polisacaridos difiere entre los conidios y las hifas.



Ademas, los conidios estan cubiertos por capa proteica (de hidrofobinas) superficial seguida
de una capa de melanina, que le confiere hidrofobicidad y los hace inertes para el sistema
inmunologico del hospedero, en el caso de algunos patégenos como Aspergillus nidulans
(Beauvais et al., 2014).

En W. ichthyophaga la pared celular se engrosa en un factor de 2.6 al aumentar de 15%
(2.57 M) a 25% (4.28 M) la concentracion de NaCl en el medio (Kunci€ et al., 2010). Esto
fue similar a lo observado en el hal6filo Aspergillus sydowii, en la condicion de 2.0 M de
NaCl donde hay un engrosamiento significativo de la pared celular comparado con las
condiciones de 0.5 M de NaCl y sin sal, ademas de que la pared adopta una estructura
lamelar (Pérez-Llano et al., 2020).

Por otra parte, el transcriptoma del hal6filo A. salisburgensis en alta salinidad muestra un
aumento de los transcritos que codifican para proteinas que se localizan en la region
extracelular, algunos de ellos relacionados con la reparacién de la pared celular como la D-
alanina-D-alanina ligasa y la manosa-6-fosfato isomerasa. Este resultado podria indicar que
estan ocurriendo dafios en la pared celular cuando crece en 20% (3.42 M) de NacCl (Tafer
et al., 2019). Ademas, el transcriptoma de A. ruber crecido en tres diluciones de agua del
Mar Muerto (5, 30 y 50%, esto equivale a 0.85 M, 5.13 M y 8.55 M) mostré que en la
condicion de hipersalinidad hay enriquecimiento de los transcritos relacionados con
procesos biosintéticos de beta-glucanos y de unién a quitina. Esto sugiere que las
propiedades biofisicas de la pared celular se reajustaron en esta condicion (Kis-Papo et al.,
2014).

Otra adaptacion observada en condiciones hipersalinas es el fortalecimiento de la pared
celular con un recubrimiento proteico, disminuyendo la permeabilidad y evitando la entrada
excesiva de sodio a la célula. Esta funcion podria atribuirse a las hidrofobinas, las cuales
se ubican en la superficie externa de la pared celular de los hongos filamentosos. En
distintos reportes se ha mostrado la expresién diferencial de las hidrofobinas bajo distintas
condiciones de la salinidad en el medio. En el 2013, Zajc y colaboradores, reportaron que
W. ichthyophaga tiene un genoma de 9.6 Mb, mientras que la mayoria de los genomas de
los basidiomicetos haléfilos son el doble de grandes. Este solo tiene 1.67% de secuencias
repetidas y casi las tres cuartas partes consiste en secuencias de ADN codificante. Sin
embargo, es significativo que se haya identificado la presencia de 26 genes para
hidrofobinas, en comparacién con W. sebi en el cual se han estimado 15 genes para

hidrofobinas, lo que consiste en una expansion de esta familia de proteinas. En el género



Aspergillus se ha estimado que el numero de hidrofobinas por especie esta entre seis y
diez, con un promedio de nueve (Pérez-Llano et al., 2020).

Ademas, en el transcriptoma de W. ichthyophaga se observa expresion diferencial de al
menos 12 genes que codifican para las hidrofobinas que depende de la salinidad del medio.
De estos, ocho se sobreexpresan en 10% (1.71 M) de NaCl y cuatro en 30% (5.13 M) de
NaCl (Zajc et al., 2013), por lo que estos autores sugirieron que la regulacion en la expresion
de estas proteinas podria ser un mecanismo de halofilia aliin no descrito y que adn no se

ha validado experimentalmente (Plemenitas et al., 2014; Zajc et al., 2013).
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Figura 1: Expresion diferencial de transcritos para hidrofobinas en W. ichthyophaga en

distintas concentraciones de sal en el medio (Zajc et al., 2013).

De manera interesante el analisis transcriptomico del halotolerante Aspergillus sclerotialis
y del haléfilo moderado A. sydowii crecidos en diferentes concentraciones de sal (5% (0.85
M) y 20% (3.42 M), y sin sal, 0.5 y 2 M de NacCl, respectivamente), muestran la expresion
de hidrofobinas, una para el primer hongo y tres transcritos para el segundo, dos de las
cudles se expresan en la salinidad maxima (2 M de NaCl) (Pérez-Llano et al., 2020; Tafer
et al., 2019). Curiosamente en A. salisburgensis no hay expresién de genes relacionados a
estas (Tafer et al., 2019), por lo que la regulacién de la expresién de estas hidrofobinas
podria estar relacionada con la resistencia del hongo a la alta salinidad, como previamente
se ha sugerido para W. ichthyophaga (Zajc et al., 2013).

A pesar de tener informacion de mecanismos moleculares que les permiten a hongos
haléfilos y halotolerantes crecer en ambientes hipersalinos, aln existen muchas incégnitas
en muchos hongos. Por ejemplo, de Aspergillus versicolor y A. sydowii no se conocen en
detalle las vias de sefializacion y los factores de transcripcién que intervienen en las
modificaciones de la pared celular, ni tampoco como se lleva a cabo la regulacién de la

expresion de hidrofobinas cuando crecen en ambientes con alta salinidad.
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Figura 2: Representacion esquematica de las adaptaciones a la halofilia en los organismos
modelos H. werneckii y W. ichthyophaga (Plemenitas et al., 2014).

1.3- Caracteristicas de las hidrofobinas

Las hidrofobinas son un grupo de proteinas pequefias (~20 kDa) producidas por los hongos
filamentosos. Son anfipaticas, es decir tienen una parte hidrofilica y otra hidrofébica, por lo
que tienen alta actividad superficial (Linder et al., 2005). El término de ““hidrofobina™ habia
sido acufiado anteriormente para compuestos hidrofébicos presentes en la pared celular de
microorganismos procariontes y eucariontes. A principios del afio 1991 se identifico en el
hongo ascomiceto Aspergillus nidulans un gen denominado rodA que codifica para un
polipéptido pequefio, moderadamente hidrofébico que recubre la superficie de la pared
celular de las esporas, pero no fue hasta mediados de 1991 que se le dio el término de
hidrofobinas a una familia de proteinas hidrofébicas ricas en cisteinas en el hongo
basidiomiceto Schizophyllum commune (Wessels et al., 1991). Una vez que el término fue
reajustado, la proteina RodA producto del gen rodA, también se clasificé como hidrofobina
(Stringer et al., 1991). Las hidrofobinas tienen ocho residuos de cisteinas altamente
conservados, que forman puentes disulfuros entre si, con patrones de hidrofobicidad
caracteristicos de proteinas hidrofébicas y un péptido sefial (Linder et al., 2005; Wessels,
1997). La formacion de los puentes disulfuros generan un patron caracteristico (C1-C6, C2-
C5, C3-C4, C7-C8) que se ha observado en muchas hidrofobinas (Valsecchi et al., 2019).
Independientemente de los residuos de cisteinas en posiciones conservadas se ha visto
gue las hidrofobinas tienen poca homologia entre el resto de sus aminoacidos, incluso entre
las de una misma especie (Wessels, 1997).

Inicialmente se clasificaron en clase | y clase I, basdndose en la interaccion con el solvente,
perfiles de hidrofobicidad y por la separacién entre los residuos de cisteinas conservados.
Recientemente se propuso una tercera clase, intermedia entre la | y la Il, llamada clase Il
(Sunde et al., 2008; Valsecchi et al., 2019). Las de clase | presentan este patron de
cisteinas: X —C = Xs5.7—=C - C — X1939—C = Xg23—C—-Xs —C—-C — X 6.18— C — = X 213,
son altamente estables y solo se solubilizan con &cido férmico o acido tricloroacético.
Forman una monocapa en forma de bastones conocida como rodlets (ver figura 3), y tienen
forma de fibras amiloide funcionales, ya que tienen entrecruzamiento de estructuras de
hojas B, ademas de la capacidad de formar monocapas anfipaticas en un interface
hidrofébica/hidrofilica (ver figura 3) (Morris et al., 2013). Por lo general las de clase | se

encuentran recubriendo la superficie de muchos conidios (Ball, Kwan, et al., 2020).



Las secuencias peptidicas de las hidrofobinas de clase Il son generalmente mas cortas que
las de la clase | y presentan el siguiente patrén: X, —C =X g.10—C-C—-X 11— C—-X13—-C
— X g9— C—-C—X10— C—— X7 Estas se pueden solubilizar en mezclas de etanol y SDS
(Ball, Kwan, et al., 2020). Por otro lado, la clase Il tienen el patrén de cisteinas: X, —C — X
81114— C—C —C =X 517,4042— C — X 38,2341— C — X4;690 — C— C = X 4;5,21.35 — C — — X14.457,
y también difieren en el perfil de hidropatia respecto a las otras dos clases (Valsecchi et al.,
2019). Se ha visto que la separaciéon entre los ocho residuos de cisteinas conservados
muestra mayor variacion en las de clase | que en las de clase Il (Przylucka et al., 2017).

Figura 3: Autoensamblaje tipo rodlets formado por la hidrofobina DewA de clase |, de A.
nidulans (Morris et al., 2013).

Todavia hay muchas hidrofobinas que no pueden ser clasificadas, porque no cumplen con
los parametros de las clases existentes. A pesar de esto, todas tienen la capacidad de
autoensamblarse en interfaces hidrofilicas/hidrofébicas, formando una pelicula entre la
pared celular y el ambiente, y le dan un caracter hidrofébico a la estructura recubierta. Esto
ultimo se comprobd mediante la generacién de mutantes de T. reesie que carecian de la
expresion de hfbl que codifica para la hidrofobina HFB |, como consecuencia disminuyé la
hidrofobicidad de las hifas, en comparacion con la cepa silvestre (Askolin et al., 2005).
Dentro de sus rasgos estructurales estd la formacion de un barril beta central, compuesto
por cuatro hojas betas antiparalelas que se entrelazan mediante bucles (L1, L2 y L3), los
cuales tienen una longitud variable en dependencia de la hidrofobina y en algunos casos

hay estructuras secundarias en los bucles (ver figura 4) (Gandier et al., 2017).
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Figura 4: Representacion de las estructuras secundarias de varias hidrofobinas. Las cuatro
hojas B estdn numeradas (del 1 al 4) y los bucles representados como L1, L2 y L3. Las de
clase I: SC16 de S. commune, EAS de Neurospora crassa, DewA de A. nidulans y MPG1
de Magnaporthe grisea y las de clase Il: HFB | y HFB 1l de Trichoderma reesei y NC2 de
Neurospora crassa (Gandier et al., 2017).
El primer reporte con la estructura tridimensional de hidrofobinas fue hecho en el 2004, por
Hakanpaa y colaboradores. Mediante técnicas de cristalografia se pudo resolver la
estructura de HFB Il de T. reesei, de clase II, con 1 Angstrém de resolucién (PDBID IR2M).
Tiene una estructura beta central, formada por un motivo de horquillas § (hebras S1 y S2;
S de strands) unido a un segundo motivo de horquillas B (hebras S3 y S4, por strands)
mediante una hélice a. La estructura terciaria adopta una forma de barril dada por las cuatro
hojas B antiparalelas (Hakanpéaa et al., 2004). Este barril B esta estrechamente ligado por
la presencia de los cuatro puentes de disulfuro y tiene dos bucles cortos (L1 y L2) y otro un
poco mas largo (L3) (ver figura 5), con una hélice a en L2 hacia la periferia del barril § (Ball,
Kwan, et al., 2020).
Por otra parte, la primera estructura monomérica de clase | se determiné por espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), revelando que EAS de N. crassa tenia un barril
B central similar al de HFB I, pero significativamente diferente en las regiones de los bucles
(Kwan et al., 2006). L2 en EAS contiene una hoja B, mientras que L1 y L3 carecen de
elementos de estructura secundaria y son flexibles (Ball, Kwan, et al., 2020).

Class |

1mm? 3 — 4 — Smmp 7 ommmes §

Class I

1 —) 3 —— b, m—— G 7 —

Figura 5: Representacion de la distribucion de los bucles (L1, L2 y L3) entre laclase | y la
clase Il. En cuadros amarillo y representado con nimeros se muestran los ocho residuos
de cisteinas (Ball, Kwan, et al., 2020).

También la estructura de DewA de A. nidulans, clase |, fue resuelta mediante
espectroscopia de RMN, y consiste en una pequefia hoja B curvada, rodeada por tres
hélices a, dos hojas B mas y otras regiones bien ordenadas que carecen de una estructura
secundaria regular. El centro esta formado por cuatro hojas 8 antiparalelas, hay dos bucles
de unién entre las hojas 3 centrales que contienen pequefas estructuras secundarias. Al

igual que otras hidrofobinas, la estructura de DewA muestra una sorprendente separacion


https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.ncbi_scientific_name:Neurospora%20crassa

de los residuos cargados y los no cargados, ubicados en lados opuestos de la proteina
(Morris et al., 2013).

Otra estructura resuelta recientemente por espectroscopia de RMN fue la hidrofobina RodA
de A. fumigatus, de clase |, que forma rodlets en la superficie de los conidios. Esta
estructura se organiza alrededor de los cuatro puentes de disulfuros y consiste en un barril
central B compuesto por cuatro hojas 8 antiparalelas curvadas, dos hélices a relativamente
largas (H1: 49-56; H2: 79-90), una hélice a corta (H4: 123-126) y dos hélices 310 (H3: 96-
98; H5: 155-157). Dos puentes disulfuros conectan las hojas B en el barril y los otros dos
conectan la cara externa del barril con las regiones de las hélices H1 y H4. A pesar de que
las estructuras mostraron buena convergencia dentro de las regiones con estructura
secundaria, hay mas variabilidad en los residuos localizados hacia el extremo N-terminal y
en las regiones entre las cisteinas 4-5 y 7-8. En cuanto a la distribucién de cargas y la
hidrofobicidad de la estructura, el mondémero de RodA en solucion tiene un caracter
anfipatico, mostrando una cara hidrofobica con cargas compensadas, y en la cara opuesta,
una superficie mas hidrofilica con parches negativos y cargas positivas aisladas (Valsecchi
et al., 2019).

Hasta la fecha (15/11/2020), hay resueltas 24 estructuras de hidrofobinas, depositadas en

la base de datos Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), de las cuales una mitad

se obtuvo por espectroscopia de RMN y la otra por cristalografia de difraccién de rayos X.
Estas estructuras se mencionan en la tabla 1, acompafiado de los organismos que las
producen. Evidentemente la resolucion de estructuras de hidrofobinas sigue siendo un reto
en el estudio de estas proteinas y la adicion de nuevas estructuras podrian dar indicios de
las distintas funciones que estas pudieran tener en los hongos.

Tabla 1: Hidrofobinas con estructuras resueltas, organismos que las producen, técnica

usada y clasificacion.

Microorganismo Cddigo Técnica Resolucion Clase
(hidrofobina) PDB

T. reesei (HFB II) 2PL6 Difraccion de 2.2 A Clase Il

(cristal monoclinico, en Rayos X
presencia de detergente)

T. reesei (HFB I) 2GVM Difraccion de 2.3A Clase Il
(en presencia de detergente) Rayos X

T. reesei (HFB I) 2FZ6 Difraccion de 2.1A Clase Il
Rayos X

T. reesei (HFB II) 2PL7 Difraccion de 1A Clase I
(cristal ortorrombitico, en Rayos X

presencia de detergente)


https://www.rcsb.org/

T. reesei (HFB 1) 3QQT Difraccion de 1.9A Clase Il

(nanotubos anfifilicos en la Rayos X
estructura cristalina)
T. reesei (HFB 1) 2B97 Difraccion de 0.75A Clase Il
(estructura con ultra-alta Rayos X
resolucion)
T. reesei (HFB II) 1R2M Difraccion de 1A Clase Il
Rayos X
N. crassa (hidrofobina 4BWH RMN - -
quimérica NChi2)
N. crassa OR74A (NC2) 4A0G RMN - Clase Il
N. crassa OR74A (EAS) 2LFN RMN - Clase |
N. crassa (EAS D15 mutante) 2K6A RMN - -
N. crassa (EAS) 2FMC RMN - Clase |
S. commune H4-8 (HYD1) 2NBH RMN - Clase |
5W0Y RMN - Clase |
Serpula lacrymans
6E98 RMN - Clase |
Phanerochaete carnosa
Aspergillus nidulans FGSC 2LSH RMN - Clase |
A4 (DewA)
2N40 RMN - Cl I
Magnaporthe oryzae (MPG1) ase
W. ichthyophaga EXF-994 6EOM RMN - Clase |
Aspergillus fumigatus A1163 6GCJ RMN - Clase |
(RodA)
Bacillus subtilis (BslA) 4BHU Difraccion de 1.91 A -
Rayos X
Bacillus subtilis (Ywea) 5MKD Difraccion de 2.51 A -
Rayos X
S. cerevisiae S288C (Flol11) 4UYR Difraccion de | 0.89 A, 1.05 -
Rayos X A, 1.03A

1.4- Funciones bioldgicas de las hidrofobinas

Las funciones biologicas de las hidrofobinas estan relacionadas con su capacidad de
autoensamblaje, su caracter anfipatico y su alta estabilidad. Conociendo estas propiedades
es facil suponer que las hidrofobinas participan en el recubrimiento de estructuras y
brindando proteccion de las condiciones ambientales. Es sabido que los conidios de los
Ascomicetos y los Basidiomicetos estan recubiertos con una capa de proteinas hidrofébicas
organizadas en estructuras fibrilares conocidas como rodlets, formada precisamente por
hidrofobinas (Valsecchi et al., 2019), aunque no todas las hidrofobinas pueden formar

rodlets, esto es un rasgo particular de las de clase I. Los rodlets tienen aproximadamente


https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Bacillus%20subtilis%20subsp.%20subtilis%20NCIB%203610%20=%20ATCC%206051
https://www.rcsb.org/search?q=rcsb_entity_source_organism.taxonomy_lineage.name:Bacillus%20subtilis%20subsp.%20subtilis%20NCIB%203610%20=%20ATCC%206051
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10 nm de didmetro, cientos de nandémetros de largo y se organizan en fasciculos,
recubriendo los polisacéridos de la pared celular y asi le dan resistencia a las esporas ante
la humedad y a la desecacion (Ball, Pham, et al., 2020). Muchos patégenos humanos como
Coccidioides immitis, A. fumigatus y dermatofitos tienen capas tipo rodlets en la superficie
de sus conidios. La hidrofobicidad de esta superficie facilita su dispersion en el aire, la
adhesion al hospedero y ademdas podria estar vinculada en la proteccién frente a
compuestos antimicrobianos (Ebbole, 1997).

Estas proteinas se han encontrado tanto en los conidios como en las hifas. Estudios con
cepas mutantes de T. reesei para los genes hfbl y hfb2, que codifican para HFB | y HFB Il
respectivamente, sugieren que HFB | esta involucrada en el desarrollo de las hifas, mientras
HFB Il participa en la esporulacién. Las colonias mutantes para hfb2 tenian una apariencia
hameda y la esporulacion se redujo al 50%, en comparacion con la cepa silvestre, mientras
que las mutantes para hfbl mostraron un fenotipo himedo y esponjoso, sin afectacion
significativa en la esporulacién (Askolin et al., 2005). Otro de sus roles biolégicos es la
capacidad de disminuir la tensién superficial entre la superficie de la célula y el agua, lo cual
permite el crecimiento de las estructuras aéreas (Linder et al., 2005), ademas de facilitar el
intercambio gaseoso (Wosten, 2001).

En algunos casos estan reguladas por el ciclo de vida de los organismos. Por ejemplo, la
expresion de las hidrofobinas SC1 y SC4 de S. commune esta regulada por los genes
relacionados con el apareamiento y por los reguladores esenciales en la formacion del
basidiocarpo (Wessels, 1992). También se han visto reguladas por la escasez de nutrientes,
como es el caso del gen ssgA, del patégeno de insectos, Metarhizium anisopliae que
codifica para la hidrofobina SSGA, que se expresa tanto en condiciones de baja
disponibilidad de nutrientes como durante procesos de infeccién, creando un recubrimiento
hidrofobico en la superficie tipo rodlets (St. Leger et al., 1992). Igualmente, el gen hfb2 que
codifica para HFB Il de T. reesei se sobreexpresa en condiciones de inanicién de nitrégeno
y carbono (Nakari-Setéla et al., 1996).

Por otra parte, las hidrofobinas del hongo haléfilo W. ichthyophaga tienen mayor porcentaje
de aminoacidos 4cidos respecto a sus homadlogos en hongos no haléfilos (Zajc et al., 2013),
similar a lo reportado en proteinas de arqueas haléfilas (Madern et al., 2000). Esto podria
resultar en una adaptacién para su crecimiento en ambientes con alta concentracion de sal.
Al exponer los residuos acidos en la superficie, estos pueden unir iones salinos evitando

asi su entrada a la célula (Plemenita$ et al., 2014).



Varias funciones de las hidrofobinas se han comprobado mediante la generacion de cepas
mutantes, donde se elimina la expresion del gen y por tanto la sintesis de la proteina.
Beauveria bassiana, un patégeno de insertos de distintas especies, produce las
hidrofobinas Hyd1 y Hyd2 de clase |, las cuales recubren la pared celular de los conidios.
Se observd que tanto las mutantes simples como en las dobles disminuy6 la tasa de
crecimiento y la conidiacion, en comparacion con la cepa silvestre, pero no hubo diferencias
significativas entre las cepas mutantes. Conociendo que este hongo puede formar
asociaciones intimas con algunas plantas, los autores sugieren que Hyd1 esta involucrada
en la asociacién del hongo con la planta, mientras que Hyd2 tiene mayor influencia en la
adhesion a los insectos (Moonjely et al., 2018).

Ademas, en el ascomiceto Magnaporthe grisea, agente causal de la enfermedad de
“explosion del arroz”, se determin6 como el gen Mpgl que codifica para la hidrofobina
MPG1, esté involucrado en la patogénesis del hongo. Las mutaciones nulas del gen Mpg1l
producen un fenotipo de patogenicidad reducida, con baja frecuencia de desarrollo de
apresorios, estructuras que son claves en el inicio del ciclo de infeccién (Talbot et al., 1993).
Todavia queda por demostrar experimentalmente muchas de las funciones en las que se
relacionan estas proteinas, pero es evidente que las hidrofobinas tienen un papel

fundamental en el ciclo de vida de los hongos.

1.5- Morfologia de las colonias de hongos haléfilos

La morfologia de las colonias es un rasgo caracteristico de cada especie de hongo y esta
influenciado por las condiciones del cultivo. Particularmente en los hongos haléfilos y
halotolerantes se ha visto como la presencia de sal en el medio afecta el fenotipo de la
colonia (Kundi¢ et al., 2010; Pérez-Llano et al., 2020). Como se analizé anteriormente, la
pared celular es esencial para mantener el equilibrio osmaético de la célula, ya que protege
contra dafios mecanicos, asi como de las altas concentraciones de sales. Su red de
peptidoglicanos le confiere dureza, pero también es altamente flexible. Este equilibrio entre
estructura rigida y estructura dinamica influye en la forma de las células, en el crecimiento
y la ramificacién de las hifas (Kundi¢ et al., 2010). Sin embargo la capa de hidrofobinas hace
gue aumente su rigidez (Plemenitas et al., 2014).

Un ejemplo de cémo la salinidad influye en la morfologia de la colonia se evidencia en la
cepa perteneciente al género Exophiala denominada BMH1013, aislada de un sitio

contaminado con petréleo. Esta cepa muestra un dimorfismo, manifestando un desarrollo



caracteristico de hongo filamentoso en la condicién sin sal, mientras que en 0.5M su
crecimiento es levaduriforme (Ide-Pérez et al., 2020).

También, el crecimiento tipo sarcina visto en W. ichthyophaga se considera una de sus
principales estrategias de haloadaptacion que podria involucrar a las hidrofobinas
(Gostincar et al., 2010; Plemenitas et al., 2014). Cuando se cultiva en medio liquido W.
ichthyophaga forma agregados multicelulares, lo cual difiere de lo observado en W. muriae
y W. sebi. Este crecimiento micelial denso se debe a la compactacion de las hifas
ramificadas y entrelazadas en pellets miceliales (Kungi€ et al., 2010). Las hidrofobinas
podrian estar facilitando este empaquetamiento denso del micelio debido al aumento de la
hidrofobicidad (Pérez-Llano et al., 2020).

Por otra parte, la melanizacion es una caracteristica de los hongos con crecimiento
meristematico tipo levadura que habitan en ambientes estresantes. Cabe sefialar que la
salinidad del medio también afecta la sintesis de melanina. El andlisis del crecimiento en
medio solido del hal6filo Trimmatostroma salinum y el xeréfilo Trimmatostroma abietis a
distintas concentraciones de NaCl, 0%, 4%, 10% y 20% (0, 0.68, 1.71 y 3.42 M) para el
haléfilo y 0%, 6% y 10% (0, 1.03 y 1.71 M) para el xerdfilo, demostré que la sal afecta el
tamano, el color y la estructura de la colonia (Kogej et al., 2006). El haléfilo T. salinum
responde al aumento de la salinidad modificando su pared celular, aumentando la
estratificacion, y también se observan invaginaciones irregulares en la membrana
plasméatica; ademas el patron de melanizacién se hace mas denso y compacto, en forma
de una capa uniforme. En ambos caso, en la condicién de mayor concentracién de sal se
redujo el &rea de la colonia y se pronuncié el crecimiento en sentido contrario al sustrato
(Kogej et al., 2006).

2- Antecedentes

Después de mostrar varias de las adaptaciones morfolégicas y moleculares observadas en
hongo que crecen en condiciones salinas, enfocaremos este acapite en dos estudios que
se complementan para analisis de la influencia de la salinidad tanto a nivel de organismo
como a nivel de proteinas. El primer estudio muestra como un organismo haléfilo modifica
su morfologia y expresa diferencialmente transcritos para proteinas (hidrofobinas), las
cuales segun el segundo estudio pueden autoensamblarse y formar peliculas estables bajo
condiciones de fuerza i6nica generada por NacCl.

2.1- Caracteristicas de la cepa hal6fila moderada Aspergillus sydowii



En estudios previos en el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del CEIB, se aislé
la cepa haldfila Aspergillus sydowii, a partir de una fermentacion de un lote de bagazo de
cafia de azucar, con medio mineral suplementado con 2 M de NacCl (Batista-Garcia et al.
2014). Los experimentos de crecimiento de esta cepa con carboximetilcelulosa (2%) como
fuente de carbono y con concentraciones desde 0.5 M hasta 2 M de NaCl, mostraron que
la velocidad de crecimiento es mayor en 0.5y 1.0 M de NaCl, por lo que se clasific6 como
un haldfilo moderado; de ahi que, nos resulto relevante continuar con la descripcién de los
mecanismos de halofilia de esta cepa. Este interés se debe a que hasta la fecha no hay
suficiente informacién acerca de los mecanismos de haloadaptacion de hongos
ascomicetos, por lo que se requiere de una caracterizacion profunda de las estrategias que
le permiten controlar la presién osmética e idnica causadas por las altas concentraciones

de NaCl en el medio circundante.

2.2- Andlisis transcriptomico de Aspergillus sydowii

Pérez-Llano y colaboradores, (2020), reportaron el andlisis transcriptémico de A. sydowii
crecido en paja de trigo y con distintas concentraciones de NaCl. Los resultados obtenidos
en este estudio constituyen el antecedente directo para este trabajo y muestran que el
hongo expresa genes relacionados a la respuesta a estrés.

Los datos de los niveles de expresion muestran que los transcriptomas de A. sydowii crecido
sin sal y 2.0 M de NaCl (condiciones extremas) son mas parecidos entre ellos, respecto a
0.5 M (condicién 6ptima de salinidad). Esto sugiere que la expresion en las condiciones
extremas (sin sal y 2.0 M de NaCl) estd mediada por mecanismos de respuestas a estrés.
En relaciébn con la respuesta a estrés osmaotico, se observa expresion de los genes
relacionados con la sintesis de trehalosa, pero la cuantificacion de este osmolito muestra
gue solamente se produjo en la condicidn sin sal. También hay expresién de los transcritos
involucrados en la sintesis y acumulacion de glicerol en la condicion hiperosmatica, siendo
estadisticamente significativa la expresion de los genes de acumulacion, dentro de los que
se encuentran genes para transportadores de glicerol. La acumulacion de glicerol solo se
produjo en la condicion de 2.0 M. En A. sydowii al igual que en otros hongos, la acumulacién
de glicerol es una respuesta caracteristica de estrés osmotico (Pérez-Llano et al., 2020).
También hay regulacién en la expresion de genes relacionados con transportadores de
membrana. Es interesante que la mayoria de los transcritos para transportadores que se
expresan estan relacionados con la internalizaciéon de azlcares, aminoacidos y otros

solutos resultantes de la degradacion de la paja de trigo, y no con el mantenimiento del



balance de cationes metalicos. Solo tres transcritos relacionados con transportadores de
cationes metélicos tienen expresion diferencial inducida por la salinidad. Uno de ellos es
Ena2, una sodio ATPasa, que igualmente fue identificada en W. ichthyophaga y H.
werneckii, con expresion diferencial en la condicion de mayor salinidad (Pérez-Llano et al.,
2020).

En cuanto a las modificaciones de la pared celular, los resultados indicaron que en la
condicion de hipersalinidad el contenido de quitina se reduce, mientras que aumenta el
contenido de B-glucanos o se reorganizan, generando una reduccion de la elasticidad de la
pared celular que brinda resistencia en los ambientes extremos. Por otra parte, no hubo
cambios significativos en los transcritos de los genes involucrados en las modificaciones de
la membrana plasmatica, pero se sobreexpresé una D12-acido graso desaturasa a 2.0 M
de NaCly una metil-esterol monooxigenasa a 0.5 de NaCl. La sobreexpresion de la primera
implicaria un aumento en la insaturacién de los lipidos, mientras que la segunda un aumento
en la via de sintesis de ergosterol (Pérez-Llano et al., 2020). La accién de ambas pudiera
aumentar la fluidez de la membrana, fendmeno reportado en la levadura negra halotolerante
A. pullulans (Turk et al., 2007).

Otro punto importante es el recubrimiento de la pared celular con hidrofobinas. En el
transcriptoma de A. sydowii se identificaron transcritos para cuatro hidrofobinas (sih1, sih2,
sih3 y sih4), pero solo los genes que codifican para sihl, sih2 y sih3 se encuentran
completos en el genoma de referencia secuenciado (Aspergillus sydowii CBS 593.65 v1.0
(de Vries et al., 2017)). En el locus genémico correspondiente al transcrito sih4 hay una
versidn truncada del gen, que codifica para un producto proteico con solo cuatro residuos
de cisteinas. Sin embargo, en la cepa A. sydowii BHHOO04 el transcrito esta completo y la
secuencia de sih4 se clond a partir del cDNA y se confirmé que correspondia a un gen
completo de hidrofobina. Algunas de las caracteristicas de las hidrofobinas de la cepa A.
sydowii BHH004 se muestran en la Tabla 2. La expresion de los genes que codifican para
hidrofobinas tuvo el siguiente comportamiento: sih4 se expresé en ausencia de sal, mientras
gue sihl y sih2 se expresaron en 2.0 M de NaCl, y en 0.5 M los niveles de transcritos fueron
muy bajos, mientras que los niveles de expresion de sih3 fueron cercanos a cero (figura 6).
Esta expresion diferencial relacionada con la salinidad del medio, sugiere que las
hidrofobinas podrian funcionar como efectores en la respuesta a estrés salino (Pérez-Llano

et al., 2020), funcién que también se vio en W. ichthyophaga (Zajc et al., 2013).



= 60004
o
o 40004
>
E #*
20004
g ) i
‘B 000 -
w
Q *
g 5004
>
w
O

sih1 sih2 sih3 sih4
mm No Nacl mm 0.5M NacCl mm 2.0M NacCl

Figura 6: Expresion diferencial de los transcritos de las hidrofobinas identificados en A.
sydowii (Pérez-Llano et al., 2020).

Tabla 2: Caracteristicas de las hidrofobinas de A. sydowiii.

Gen Tamafio de la proteina (aa) | Clasificacion
sih 1 129 sin clasificar
sih 2 137 Clase |

sih 3 110 sin clasificar
sih 4 117 sin clasificar

En este estudio se pueden observar los diferentes comportamientos del hal6filo A. sydowii
bajo distintas situaciones de estrés salino. Algunas adaptaciones son similares a las
reportadas en otros hongos, sin embargo, algunas modificaciones no coinciden con lo
informado anteriormente. Particularmente en el caso de las hidrofobinas, no se entiende
completamente su funcién en la adaptacién a la salinidad del medio, ni la selectividad en su
expresion.

2.3- Andlisis in vitro de hidrofobinas en presencia de sal

Es posible que la regulacion en la expresion de hidrofobinas, observada en A. sydowii se
relacione con las caracteristicas particulares de las peliculas que forma cada hidrofobina
por lo que es importante estudiar los factores intrinsecos que influyen en la formacién de la
monocapa. Recientemente Hahl y colaboradores usaron las hidrofobinas HFB | y HFB |l de

T. reesei como modelo de estudio para entender la influencia de la carga de la proteina y



de las fuerzas coulombianas intermoleculares en la cinética de adsorcion; evaluaron
comparativamente la cinética de la formacion de la monocapa variando la fuerza iénica en
el medio. La adsorcién de la proteina en la interface aire-agua se obtuvo mediante
mediciones elipsométricas de la pelicula y la cinética de absorcién se hizo con una
concentracion de proteina de 0.2 uM, en diferentes condiciones de fuerza ionica (6 mM,
100 mM, 500 mM y 1000 mM de NaCl). Resulté que el valor de saturacion, es decir la
cantidad absorbida, no se vio afectada por la fuerza ionica, fue la misma en todos los casos.
Sin embargo, la tasa de adsorcion aumentdé con mayor fuerza idnica ocurriendo la

saturacion de la interfaz en un menor tiempo, como se muestra en la figura 7.
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Figura 7: Cinética de adsorcién para HFB Il (0.2 uM) en diferentes condiciones de fuerza

iGnica, 6 mM (gris), 100 mM (rojo), 500 mM (azul) y and 1000 mM. (negro).

Ademds, mediante Microscopia de Fuerza Atébmica (AFM) se observé el proceso de
ensamblaje en la interfaz para la hidrofobina HFB | (ver figura 8). Para este experimento se
establecieron dos condiciones con diferente fuerza i6nica (6 uM y 500 uM de NacCl), pero
con igual concentracion de proteina (0.2 uM), y se midio el tiempo de cobertura para la
misma superficie. Resultdé que en la condicibn de mayor fuerza i6nica hay menos
agrupaciones de proteinas, pero son de mayor tamafio, en comparacion con la condicién
de menor fuerza i6nica donde las agrupaciones de proteinas son mas abundantes y
pequefias. Las imagenes obtenidas mediante AFM mostraron que las proteinas forman
agrupaciones en la interfaz, que pueden crecer hasta alcanzar los bordes de las

agrupaciones vecinas, pero no se fusionan. (Hahl et al., 2019).
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Figura 8: Agrupaciones de la hidrofobina HFB | con diferentes fuerzas ionicas (Hahl et al.,
2019).

Estos resultados nos llevan a pensar gue el mecanismo de ensamblaje de las hidrofobinas
no es igual en todas, lo cual pudiera influir a nivel fisiol6gico en la adaptacion de los hongos
en ambientes hipersalinos y por eso su expresion selectiva dependiendo de las condiciones
del medio. En este estudio se examinaran los modelos generados in silico de las
hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4, para las que hubo expresién diferencial de transcritos en
A. sydowii. Ademas, se expondran los pasos de la construccién de vectores para el estudio
de estas tanto in vitro como in vivo. Y también se analizaran las caracteristicas de los
cultivos de A. sydowii con distintas concentraciones de sal, las cuales podrian estar dadas

por la expresion de las hidrofobinas antes mencionadas.

3- Hipotesis
La expresion diferencial de las hidrofobinas en el hal6filo moderado Aspergillus sydowii es
un mecanismo de respuesta a estrés salino que se relaciona a sus caracteristicas

estructurales.

4- Objetivo general
Generar las herramientas para el estudio de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 del hongo

halofilo Aspergillus sydowiii.



5- Objetivos especificos

1- Modelar in silico la estructura tridimensional de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4.

2- Generar las construcciones de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii en el
vector pPICZ del sistema heterdlogo Pichia pastoris, para su posterior estudio biofisico.

3- Analizar la influencia de la salinidad en el crecimiento de las colonias de A. sydowii en
medio sélido y liquido.

4- Generar las construcciones por el sistema CRISP/Cas para mutar los genes de las
hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowiii.

6- Materiales y Métodos

Medios de cultivo y soluciones stock

Medio LB

Para la preparacién de medio LB (Medio Luria-Bertani) se utilizaron los siguientes reactivos
a las concentraciones indicadas para 1 L de agua destilada: 10g de bacto-triptona, 5g de
extracto de levadura y 10g de NaCl. Para la preparacion de LB bajo en sal se afiadio la
mitad de NaCl en el mismo volumen. Se ajust6 el pH a 7 con NaOH y se adicion6 agar al
1.5% cuando se requirié preparar medio de cultivo sdlido. Se esterilizdé en autoclave por 20
minutos a 121°C a una presion de 15 Ib/sg.

Medio PDA

Para preparacion de medio PDA (Agar Papa-Dextrosa) su disolvié 39g de PDA de BD
Bioxon en 1 L de agua destilada y se esteriliz6 en autoclave por 20 minutos a 121°C a una
presién de 15 Ib/sq.

Medio Minimo

Para la preparacibn de medio minimo se utilizaron los siguientes reactivos a las
concentraciones indicadas para 1 L de agua destilada: 7.8 mg de CuSO4 x 5H-0, 18 mg de
FeSO,4 x 7H20, 500 mg de MgSO4 x 7H,0, 10 mg de ZnS0O4, 50 mg de KCI, 1 g de K;HPO4
y 2 g de NHsNOs. Luego se ajustd el pH a 6 con 4cido fosférico — KOH al 0.25 N y se
esterilizé en autoclave por 20 minutos a 121°C a una presion de 15 Ib/sq. Se adicion6 agar
(1.5% en molaridades menores de 2 M de NaCl y 2% para molaridades mayores) cuando
se requirié preparar medio de cultivo sélido.

Medio YPD

Para la preparacion de medio YPD se utilizaron los siguientes reactivos a las
concentraciones indicadas para 900 mL de agua destilada: 10 g de extracto de levadura,

20 g de peptona. Se adicion6 agar al 1.5% cuando se requirié preparar medio de cultivo



solido. Se esterilizé en autoclave por 20 minutos a 121°C a una presion de 15 Ib/sg. Se le
adiciond 100 ml de 10X D para completar 1000 mL de medio.

Medio YPDS

Para la preparacion de medio YPDS se utilizaron los siguientes reactivos a las
concentraciones indicadas para 900 mL de agua destilada: 10 g de extracto de levadura,
182.2 g de sorbitol, 20 g de peptona. Se adicion6 agar al 1.5% cuando se requirio preparar
medio de cultivo sélido. Se esteriliz6 en autoclave por 20 minutos a 121°C a una presién de
15 Ib/sq. Se le adicion6 100 ml de 10X D para completar 1000 mL de medio.

Solucion de dextrosa 10X D (Dextrosa al 20%)

Se disolvié 200 g de dextrosa (de la linea Bioxon) en 1000 mL de agua. se esterilizd en
autoclave por 15 minutos a 121°C a una presion de 15 Ib/sq.

Metodologia
6.1- Modelacién in silico de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii.
Las secuencias de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii, sin el péptido sefal,

se introdujeron en la base de datos SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) en

formato FASTA. La biblioteca de modelos SWISS-MODEL cuenta con una amplia base de
datos estructural de estructuras proteicas determinadas experimentalmente derivadas de

Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/). La busqueda de templados se basa en el

valor de GMQE (Global Model Quality Estimation), una estimacion de calidad que combina
los datos de alineamiento entre la proteina de interés-templado y la estructura del templado.
Es un valor numérico que va de 0 a 1, mientras mas alto sera mejor la prediccién del modelo.
También se reportan otros parametros como: la cobertura de alineamiento y el rango, la
identidad entre la proteina de interés y el templado, entre otros datos. Una vez generados
los templados, se selecciond el que tenia mayor valor de GMQE y se construy6 un modelo.
Los modelos de las tres hidrofobinas tuvieron indicadores de calidad estructural deficientes,
debido a la baja identidad de secuencia (apenas cercanas al 30%) con el templado, con
residuos en regiones no permitidas en el mapa de Ramachandran y varios angulos de
torsion de enlaces peptidicos prohibidos. Por estos motivos fue necesario hacerle una
minimizacion de energias a las estructuras usando el programa CHARMM-GUI

(http://charmm-gui.org/) para agregar atomos de hidrégeno y establecer puentes disulfuro,

seguido de la miminizacién de energia con CHARMMA45. De esta forma se mejoraron los
angulos de enlace, el valor de la energia total, el empacamiento y la electrostatica de las

estructuras. Después se calcul6 el pKa de cada aminoacido y el punto isoeléctrico de las
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proteinas a pH 6, usando el programa APBS (http:/server.poissonboltzmann.org/).

Ademads, se analizo la distribucion de cargas en la superficie de van der Waals y la superficie
de accesibilidad al solvente, para cada hidrofobina. Finalmente, las proteinas se
visualizaron con el programa VMD (del inglés Visual Molecular Dynamics)
(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

6.2- Generacion de las construcciones pPICZ::SIH1, pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 para
la expresion en el sistema heter6logo Pichia pastoris, para su posterior estudio

biofisico.

6.2.1- Cepas fungicas y condiciones de cultivo

A. sydowii se cultivd en una fermentacion semisélida en paja de trigo y diferentes
concentraciones de NaCl (Sin NaCl, 0.5 M NaCly 2.0 M NaCl). El medio de cultivo consistio
de 3g de paja de trigo, pretratada mediante esterilizacion en autoclave, y distintas
concentraciones de NaCl a la que se afiadieron 30 ml de Medio Mineral suplementado con
distintas concentraciones de NaCl en cajas Petri (d=25 cm) (Pérez-Llano et al., 2020). El
hongo se incub6 a 28°C sin agitacion durante 7 dias. Para la separacion del micelio, la
biomasa se lavo tres veces con agua destilada agitando mediante vortex. La suspensién
recuperada de cada lavado se centrifugd a 4000g durante 10 minutos, y se colecté el
precipitado para la extraccion de ARN.

6.2.2- Amplificacion y clonacion de los genes de hidrofobinas

La amplificacion de los genes que codifican para las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 se
realizé a partir del cDNA generado de la purificacién del RNA total de A. sydowii cultivado
en diferentes concentraciones de NaCl. Los cebadores utilizados fueron disefiados para la
insercion directa del producto de PCR en el vector pPICZa con sitios de reconocimiento
para las enzimas de restriccion EcoRIly Xbal (Tabla 3). En el extremo 5’ del cebador directo
(Fw) se afiadié un sitio de corte para la endonucleasa EcoRlI, seguido de la secuencia que
codifica para la etiqgueta myc y el sitio de corte de la proteasa Factor Xa. El cebador reverso
(Rv) contiene el coddn de paro y en su extremo 5’ un sitio de corte para la endonucleasa
Xbal. Se decidié colocar la etiqueta de myc en el extremo amino de la hidrofobina, porque
un analisis de alineamiento mdultiple de secuencias mostr6 que la mayoria de las
hidrofobinas analizadas tenian alrededor de diez aminoacidos después del ultimo residuo
de cisteina. Al parecer es una caracteristica estructural de estas proteinas y para evitar
posibles problemas en el plegamiento se mantuvo la cantidad original de aminoacidos hacia

el extremo carboxilo. Dado que el vector comercial pPICZa, como se muestra en la figura


http://server.poissonboltzmann.org/
https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/

9, tiene la etiqueta myc hacia el extremo carboxilo de cualquier proteina clonada, y para
evitar que se afladiera esta etiqueta se mantuvo el codén de paro de cada hidrofobina.
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-
-

|

Figura 9: pPICZa, vector de expresion para P. pastoris. SMC, sitio de mdltiple clonacion.

Tabla 3: Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de los genes
de las hidrofobinas SIH 1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii (Tesis de Maestria Pérez-Llano, 2017).
Clave Secuencia (5’-3’) Caracteristicas

ATAGAATTCGAGCAGAAACTCATCTCTGA @ Sitio EcoRl
AGAGGATCTGATCGAAGGTCGTATCCCC @ Etigueta c-myc
AACGGCCCTGGCTA Sitio de digestion Factor Xa
Regién complementaria a SIH1
RvVHFB1 GCTCTAGACTAGAGAACCTTGACGGGAA | Sitio Xbal
TGCAAGG Region complementaria a SIH1
ATAGAATTCGAGCAGAAACTCATCTCTGA @ Sitio EcoRl
AGAGGATCTGATCGAAGGTCGTGCTCCC @ Etigueta c-myc
CCCGGCCAGGCC Sitio de digestion Factor Xa
Regién complementaria SIH2
RvHFB2 GCTCTAGATTAGAGAAGAGAACCAAGAG | Sitio Xbal
CAACGCAAGGAAG Regién complementaria a SIH2
ATAGAATTCGAGCAGAAACTCATCTCTGA  Sitio EcoRl
AGAGGATCTGATCGAAGGTCGTATGCCTT @ Etiqueta c-myc
CCTCCGAGCAGGCC Sitio de digestion Factor Xa
Regién complementaria a SIH4
RvHFB4 ATTCTAGATTACTCCTCGGCCTCCTCGGT | Sitio Xbal
CT Regién complementaria a SIH4

FwHFB1

FwHFB2

FWHFB4

Los productos de PCR se clonaron en el vector de expresion heteréloga pPICZa para Pichia
pastoris, el cual contiene un gen de seleccion para Zeocina, un promotor inducible por
metanol, y etiquetas que facilitan la purificacion posterior de las proteinas. Previamente el
vector y el inserto fueron digeridos con las endonucleasas EcoRIl y Xbal, ambos se ligaron
usando el kit Thermo Scientific T4 DNA Ligase y se transformaron estas construcciones en

células Escherichia coli cepa XL-1 Blue, mediante electroporacion. Las células



transformadas se cultivaron en medio LB bajo en sales con Zeocina a 25 pg/ml como
antibiotico de seleccion. Se tamizaron las colonias obtenidas mediante PCR de colonia para
determinar la presencia del inserto. Brevemente, se tomaron células de cada colonia, se
resuspendieron en 5 ul de agua, incubandose por 30 minutos a 95°C para liberar el ADN.
Para la reaccion de PCR se utilizaron los cebadores 5’A0X1 y 3’AOX1 que hibridan sobre
regiones externas del sitio multiple de clonaje (MCS) del vector pPICZa, incluyendo la
etiqueta myc y los seis codones de histidina. Los productos de PCR se evaluaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Se purifico el plasmido de las colonias que resultaron positivas a la presencia del inserto.
Para ello se tomé una muestra de la colonia y se inocularon 5 ml de LB bajo en sales con
Zeocina a 25 pg/ml toda la noche, en agitacion y a 37°C. La purificacion fue segun el
protocolo para la purificacion de plasmidos del kit comercial GeneJET Plasmid Miniprep
(ThermoFisher Scientific). Se cuantificé la concentracion de plasmido y se corroboro la
presencia del inserto mediante una reaccion de PCR similar a la realizada con el ADN de
las colonias.

6.2.3- Transformacion de Pichia pastoris

Se siguieron las instrucciones del kit de transformacion de P. pastoris de Invitrogen. De
forma breve, las células electrocompetentes de P. pastoris (cepa KM71H) se crecieron toda
la noche en medio YPD sin antibi6tico. Cuando el cultivo llegé a la fase de crecimiento
exponencial (DOsoo= 1.3-1.5) se procedié a los pasos de centrifugacién para la obtencion
de las células. Las células se centrifugaron cuatro veces por 5 minutos a 1500 g, y se
resuspendieron en 100 mL, 50 mL, 20 mL y 1 mL de sorbitol 1M, respectivamente. Las
células electrocompetentes se pueden almacenar a -80°C durante varios meses sin una
pérdida considerable en la eficiencia de transformacion.

Para la transformacion los plasmidos se linealizaron mediante digestion con la
endonucleasa Sacl y se purificaron a partir de un gel de agarosa al 1% utilizando el kit
GeneJET Gel Extraction (ThermoFisher Scientific). Se mezclaron 80 uL de células con
7.424 ug del plasmido pPICZ::SIH4 linealizado y se incubaron en hielo por 5 minutos,
posteriormente se les dio un pulso de 2000 V. Inmediatamente se adiciond 1 mL de sorbitol
1M a la cubeta y todo el volumen se transfirié a un tubo estéril de 15 mL y se puso a 30°C,
por 2 horas sin agitacién. Una vez recuperadas las células se esparcieron volimenes de
10, 25, 50, 100 y 200 uL en placas de YPDS con Zeocina a 100 ug/mL. Las placas se
incubaron por 3 dias a 30°C. Se comprobé la presencia del plasmido mediante PCR de

colonia usando los oligonucleétidos 5’A0X1 y 3’AOX1.



6.3- Analisis de la influencia de la salinidad en el crecimiento de las colonias de A.
sydowii en medio sdlido y liquido.

Se partié de una colonia de A. sydowii crecida en PDA (se hizo un raspado para obtener
las esporas y se prepararon cuatro diluciones en glicerol al 0.05% (1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000)), de las cuales se tomaron 50 uL y se esparcieron en placas de PDA. A las 24
horas de crecimiento a 28°C se tomaron colonias independientes de la Gltima dilucion para
hacer un cultivo monospdérico en placas de PDA. A partir de una colonia monosporica se
tomaron 3 plugs con un diametro de 0.6 cm para inocular en 100 mL de medio minimo
suplementado con glucosa al 2%, y después de 72 horas de crecimiento se tomaron las
germinulas y se pusieron de forma individual en placas de medio minimo suplementado con
glucosa al 2%, con 0.5 My 1.0 M de NacCl, ya que es el rango de crecimiento éptimo. A
partir de una colonia crecida a 0.5 M de NacCl se diluyeron las esporas en agua destilada
estéril y se contaron en la camara de Neubauer para calcular un volumen de inoculacion de
1x10° esporas en matraces con 50 mL de medio minimo suplementado con glucosa al 2%,
como Unica fuente de carbono, y a distintas concentraciones (sin sal, 0.5 M, 2.0 My 4.0 M).
El cultivo se mantuvo en agitacion (150 rpm) a 28°C, y se midié el tamafio de las
agrupaciones celulares (pellets) al 3°, 5° y 7™ dia de crecimiento. En el caso de 4 M se
realizé una Unica medicion al dia 24 debido a la baja tasa de crecimiento. Se pusieron tres
réplicas para cada condicién por dia, y de cada réplica se midieron 30 agrupaciones
celulares (n=90). En cada dia de medicion se sacrificaron los matraces, es decir se

desecharon una vez que se hizo la medicién. El tamafio de los pellets se midié con el

programa Image J (https://imagej.nih.goV/ij/), los analisis estadisticos y los graficos se

realizaron en el programa GraphPad (https://www.graphpad.com/scientificsoftware/prism/).

Se comprobd la normalidad de los datos mediante los test Anderson-Darling, D"Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Los datos presentaron una distribucién
normal por lo que se realiz6 el test paramétrico Two-way ANOVA (p<0.05), las diferencias
significativas entre los tratamientos se determinaron mediante el test de comparacion
multiple Tukey (post hoc). Estas diferencias estan reportadas con un intervalo de confianza
de 95%.

También se sembraron placas de medio minimo suplementadas con glucosa al 2% con
diferente salinidad (sin sal, 0.5 M, 2.0 M y 4.0 M de NaCl), a partir de las germinulas
anteriormente mencionadas, a 28°C. Se midi6 el diAmetro de la colonia al 3%, 5 y 7™ dia
de crecimiento. Se usaron siete réplicas en cada condicién y el didmetro se promedi6 a

partir de mediciones en varias direcciones del crecimiento de la colonia.
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6.4- Generacion de las construcciones mediante el sistema CRISPR/Cas9 de los
genes de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de Aspergillus sydowii.

Nodvig y colaboradores en el 2015 realizaron la adaptacion de sistemas CRISPR-Cas9 para
su uso en hongos filamentosos para la introduccién de mutaciones especificas (Ngdvig et
al., 2015). Este sistema consiste en dos componentes, la nucleasa Cas9 y el RNA guia
(sgRNA, single chimeric guide RNA). La orientacion precisa en la secuencia de DNA de la
nucleasa Cas9, guiada por el sgRNA, se logra mediante la secuencia del protoespaciador
gue forma parte del sgRNA. El protoespaciador es un fragmento de 20 nucleétidos, del RNA
guia, que reconoce una region especifica en el DNA mediante apareamiento de bases. El
RNA guia se obtiene como producto de fusion de dos ribozimas que se autoescinden una
vez que se ha transcrito el RNA para generar el sgRNA maduro. Conociendo la secuencia
del gen se disefiaron los oligonucle6tidos, mediante el programa E-CRISP (www.e-

crisp.org/E-CRISP/index.html), para generar el RNA guia con el protoespaciador especifico

para el gen de interés. Se usaron los vectores comerciales pFC332 y pFC334. El pFC332
se us6 como vector de clonacion. Este contiene la secuencia que codifica para la enzima
Cas9, los elementos para la replicacion tanto en bacteria como en hongos, un gen de
resistencia a Higromicina B y otro gen de resistencia a Ampicilina, para la seleccién. El RNA
guia se genero a partir del pFC334 usando oligonucleétidos especificos por la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Se necesitan dos juegos de oligonucledtidos, un par para
amplificar la regién del RNA guia que contiene al protoespaciador y el otro par para
amplificar un fragmento que complementa con una parte del protoespaciador y es necesario
para el correcto autocorte por las ribozimas. En la figura 10 se muestra el mecanismo
general desarrollado por Ngdvig y colaboradores en 2015 para la construccion de los
vectores para mutagénesis dirigida en hongos filamentosos. Los fragmentos se purificaron
en gel siguiendo el protocolo de Thermo Scientific GeneJetGel Extraction Kit #K0692 y se

cuantificaron.
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Figura 10: Construccion de los vectores para mutagénesis dirigida en hongos filamentosos
mediante el sistema CRISP/Cas9. Del lado izquierdo se muestran los sitios de corte en el
vector donde se insertara el RNA guia. Del lado derecho, en verde oscuro se representa el
fragmento del RNA guia, en verde claro la secuencia de 20 nucledtidos que pertenece al
protoespaciador y en azul claro la secuencia de seis nucle6tidos que complementan con el
protoespaciador. Ambas secuencias se obtienen a partir del vector pFC334, mediante PCR
con oligonucleétidos especificos para cada gen. En el cuadro de la izquierda se muestran

los genes de seleccion correspondiente a cada vector de expresién (Ngdvig et al., 2015).

Posteriormente se digirié el plasmido pFC332 con la enzima Bgl I, durante 3 horas a 37°C,
segun el protocolo de Thermo Scientific Bgl Il # ER008L1. El vector linealizado se purificé en
gel siguiendo el protocolo de Thermo Scientific GeneJetGel Extraction Kit #K0692, se
cuantific6 y se recombinaron los fragmentos (protoespaciador y secuencia que
complementa con el protoespaciador) con el pFC332, usando el sistema NEBuilder HiFi
DNA Assembly Master Mix E2621S. Después, se hizo la transformacion mediante
electroporacion de las células de E. coli XL-1 Blue y se esparcieron en placas de LB con
Ampicilina a 60ug/L, a 37°C, por 24 horas. Las colonias que se seleccionaron, se
comprobaron por tamizado de colonias mediante PCR de colonia usando los
oligonucledtidos 5'sgRNA y 3'sgRNA que hibridan con las regiones que flanquean al
inserto, en este caso el RNA guia, y se secuenciaron en la Unidad de Sintesis y

Secuenciacioén del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

-,



7- Resultados y Discusion

El estudio de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii se intenté realizar en tres
niveles: in silico, in vitro e in vivo. En muchas ocasiones es necesario partir de los analisis
in silico para obtener la mayor informacion respecto a la conformacion, distribucién de
cargas y sitios potenciales de interaccion con otras moléculas de las proteinas de interés,

con el propdsito de orientar los estudios in vitro y facilitar la comprensién de su rol in vivo.

7.1- Modelado de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii.
Los modelos de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 se generaron a partir de los templados
propuestos por la base de datos SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). En todos

los casos los templados sugeridos fueron estructuras de hidrofobinas de clase I, resueltas
por RMN vy pertenecientes a hongos del género Aspergillus. Para SIH1 el templado
seleccionado fue RodA de A. fumigatus (Valsecchi et al., 2019), y este modelo tuvo un valor
de GMQE de 0.48, con una cobertura de secuencia de 0.91 y 27.35% de identidad. Para
SIH2 también se selecciond RodA, en este caso present6 0.74 de GMQE, 0.98 de cobertura
de secuencia y 66.92% de identidad. Sin embargo, para SIH4 se seleccion6 DewA de
Aspergillus nidulans (Morris et al., 2013), con 0.43 de GMQE, 0.82 de cobertura de
secuencia y 25.26% de identidad de secuencia. En los tres casos se refinaron los modelos
obtenidos en SWISS-MODEL mediante una breve minimizacion de energia con el programa
CHARMMA45 después de preparar las estructuras (adicion de atomos de hidrogeno y

formacion de puentes disulfuro) con CHARMM-GUI (http://charmm-qui.org/). Después de

mejorar los parametros de calidad de los modelos, se utilizé el programa APBS

(http://server.poissonboltzmann.org/) para analizar las propiedades electrostaticas de las

proteinas. Con el programa propka (https://anaconda.org/insilichem/propka) se obtuvo el

pKa local de cada uno de los residuos potencialmente ionizables y se gener6 el archivo pgr
en el que se asigné la carga y el radio a cada uno de los &tomos de la proteina, para poder
calcular el potencial electrostatico. Los analisis arrojaron que a pH 6 SIH1, SIH2 y SIH4
tienen un punto isoeléctrico de 2.97, 3.11 y 4.14, respectivamente. Llama la atencién en
SIH4 una histidina con pK de 20, a pesar de estar expuesta en la superficie y tener cerca
un aspartato y una serina. Este comportamiento anémalo debe ser examinado con mas
detalle como una perspectiva del proyecto. En los tres casos las cisteinas tienen un pK de
99, lo que significa que estan formando puentes disulfuros entre ellas. La figura 11y la 12
muestran la  superficie de las  hidrofobinas  visualizadas en  VMD

(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) a partir de los archivos pgr y pot obtenidos en
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APBS (http://server.poissonboltzmann.org/). En la figura 11 esta resaltado en rojo el

potencial electrostatico negativo y en azul el positivo. Esta representacion es similar a la
superficie de Van der Waals generada por el programa APBS, que simula las interacciones
de Van der Waals de la superficie de las proteinas con una molécula de agua. En la figura
12 se observan los residuos con cargas negativas y positivas en rojo y azul,
respectivamente, ademas en verde los residuos polares y en blanco los apolares.

Como era de esperar se observan diferencias entre las estructuras de las tres hidrofobinas.
En el caso de SIH1 y SIH2, los modelos muestran una alta exposicion de cargas negativas
en la superficie de las proteinas, las cuales estan distribuidas hacia un lado de estas,
mientras que en el otro predominan las cargas neutras y positivas. Sin embargo, SIH4 tiene
una distribucién de cargas negativas distribuidas en toda la molécula. De acuerdo al valor
del punto isoeléctrico (pl), las tres hidrofobinas son altamente acidas, pero a nivel de la
estructura primaria no tienen mayor proporcion de residuos acidos (Pérez-Llano et al., 2020)
como sus ortélogos en W. ichthyophaga y W. sebi (Zajc et al., 2013). Una de las hipétesis
propuesta para explicar la presencia de proteinas acidas en la superficie de la pared celular,
es que podrian interactuar con los iones salinos, evitando su entrada a la célula y los
posibles dafios que estos podrian causar (Plemenitas et al., 2014).

Muchos estudios sugieren que la haloadaptacién se correlaciona con un aumento de
aminodcidos acidos en la composicién proteica (Fukuchi et al., 2003). Por ejemplo, en las
archaeas haldfilas se ha observado la presencia de proteinas con mayor proporcion de
aminodacidos acidos como un mecanismo de halofilia (Madern et al., 2000). También, en el
transcriptoma del hal6filo Eurotium rubrum se observé que algunos transcritos codifican
para proteinas con mayor proporcién de aminoacidos acidos (Kis-Papo et al., 2014).

La exposicion de residuos cargados negativamente en las superficies proteicas es una de
las caracteristicas mas destacadas de los organismos hal6filos (Paul et al., 2008). Estos
residuos de aminoacidos cargados negativamente pueden formar una red de iones de sal
hidratados que contribuye cooperativamente a la estabilidad de la proteina. Este
mecanismo fue propuesto para el tetramero de la malato deshidrogenasa (MalDH) de
Haloarcula marismortui, la estructura de la proteina revelé una superficie acida, asi como
redes de hidratacién pertenecientes a los iones de sal hidratados que se unen a la proteina
(Fukuchi et al., 2003). Precisamente, la capacidad de las proteinas hal6filas para unir sales
depende en gran medida del numero de aminoacidos acidos en la superficie proteica
(Siglioccolo et al., 2011).
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Esto nos hace pensar que las hidrofobinas de A. sydowii, particularmente las que se
expresan a 2M de NaCl podrian estar uniendo cationes Na* como posible mecanismo de

halofilia.

Figura 11: Modelos tridimensionales generados con el programa VMD
(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) de las hidrofobinas SIH1 (A), SIH2 (B) y SIH4 (C)

de A. sydowii. En color rojo se representan el potencial electrostatico negativo, en azul el

positivo y en blanco el neutro.
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En la figura 12 se muestran en color blanco los residuos hidrofobicos, estos aparecen
formando parches en la superficie de las tres hidrofobinas, predominando en la cara
opuesta a la de cargas negativas. Estos parches hidrofobicos quizés estan involucrados en
la formacion de estructuras cuaternarias como dimeros y tetrdmeros en solucién. Por
ejemplo, las hidrofobinas HFB | y HFB Il en solucién se encuentran formando dimeros,
donde el parche hidrofébico queda parcialmente oculto en la interface del dimero, y con la
menor exposicion al solvente (Hakanpaa, 2006). Ocultar una parte del parche hidrofébico
mediante la formacién de dimeros o tetrAmeros es energéticamente mas favorable que

dejarlo totalmente expuesto al solvente (Hakanpaa, 2006).




Figura 12: Representacion de la distribucion de cargas e hidrofobicidad de las hidrofobinas
SIH1 (A), SIH2 (B) y SIH4 (C) de A. sydowii, generada mediante el programa VMD

(https://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/). En color rojo los residuos de aminoécidos con

carga negativa, en azul los residuos con carga positiva, en verde los residuos polares y en

blanco los residuos apolares.

En el estudio realizado por Hahl y colaboradores en el 2019, donde se analiz6 la influencia
de la fuerza ionica en el ensamblaje de hidrofobinas, también se observé el papel de los
residuos alrededor del parche hidrofébico. Se comparé el autoensamble interfacial de las
hidrofobinas HFB | y HFB 1l de T. reesei respecto a las mutantes: HFBI-dCBM (dos dominios
de celulosa), HFBI-D30N-K32Q, y FpHYD5 (hidrofobina glicosilada derivada de Fusarium
graminearum), las cuales fueron producidas usando una cepa recombinante de T. reesei.
HFBI-D30N-K32Q es una variante de HFBI, pero dos residuos de aminoacidos cargados
(Asp30 y Lys32) cerca del parche hidréfobo fueron sustituidos por asparagina y glutamina,
respectivamente. La cinética de las proteinas HFB | y HFB |l present6 una tasa de absorcion
constante en el tiempo hasta que se alcanz6 la saturacion de la interfaz. Al llegar al valor
de saturacion, la tasa de adsorcién bajo rapidamente a cero y permanecio sin cambios, pero
con 0.1 uM no se alcanzé el valor de saturacién durante el periodo de las medidas. Por otra
parte, las cinéticas de adsorcion de las proteinas modificadas, FpHYD5 y HFBI-dCBM,
también mostraron valores de saturacion constantes para las concentraciones de proteinas
<1 uM. Solamente para experimentos con una concentracion proteica de 5 uM se
registraron valores de saturacién. Sin embargo, la cinética de HFBI-dCBM no exhibié una
tasa de adsorcion constante con una parada abrupta. En el caso de HFBI-D30N-K32Q la
saturacion se alcanzé en menor tiempo que con HFB | y HFB I, en todas las
concentraciones estudiadas, esto podria ser por el intercambio de los residuos
aminoacidicos. Segun lo observado, los autores concluyeron que el mecanismo de
adsorcion depende de las interacciones electrostaticas entre las proteinas, si estas son
repulsivas pueden desacelerar el ensamblaje en la interfase. Particularmente los residuos
gue colindan a los parches hidrofébicos tienen un papel crucial en el ensamblaje, aunque
todavia no esta totalmente detallado claro el mecanismo de ensamblaje (Hahl et al., 2019).
En otro estudio se examind el efecto de la sal en la estabilidad de proteinas mesdfilas,
termofilas e hiperterméfilas de Bacillus subtilis, B. caldolyticus y Thermotoga maritima,
respectivamente. Los resultados fueron que en presencia de sal la proteina mesofila se

estabiliza, mientas que la termdfila y la hipertermofila se desestabilizan. Estos autores
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proponen que la sal aumenta la tension superficial en el medio acuoso, lo cual incrementa
las fuerzas hidrofébicas en el nucleo de la proteina y por tanto aumenta su estabilidad
(Dominy et al., 2002). Esto puede explicar el comportamiento de las proteinas de hongos
hald6filos, particularmente las hidrofobinas que son estables en altas concentraciones de sal.
Por otra parte, las diferencias observadas entre las hidrofobinas de A. sydowii podrian
explicar su expresion diferencial que se observé anteriormente. Después de estos analisis,
seria interesante estudiar el comportamiento de hidrofobinas provenientes de organismos
haldfilos, incluso entre las de un mismo organismo pero que se expresan en distintas

condiciones de salinidad.

7.2- Generacion de las construcciones pPICZ::SIH1, pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 para
la expresion en el sistema heter6logo Pichia pastoris, para su posterior estudio
biofisico.

Un primer acercamiento para comprender el posible papel fisiol6gico de las hidrofobinas
SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii es el estudio in vitro de algunas de sus caracteristicas
estructurales. Por lo tanto, es necesario clonarlas en el sistema de expresion heterdloga P.
pastoris para expresarlas y purificarlas para posteriormente realizar estudios biofisicos que
permitan determinar la influencia de la sal en su estructura secundaria, su oligomerizacion
y en la hidrofobicidad/hidrofilicidad de las peliculas que forman.

Las construcciones de los ORFs de las hidrofobinas se habian realizado con anterioridad,
en el vector de expresion pPICZa. A continuacion, se describen los avances en la
verificacién de las construcciones de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4. Las cepas de P.
pastoris con las construcciones se mantenian en glicerol guardadas a -70°C (ver figura 13).
Para recuperar a las células, se tom6 una muestra a partir de los gliceroles y se sembraron
en placas de YPD con Zeocina a 100 ug/mL. Las colonias que crecieron con la construccién
pPICZ::SIH4 tenian caracteristicas bacterianas, lo que indicaba que el tubo del que
partimos tenia células de E. coli y no de P. pastoris. Por otro lado, las células en la placa
con pPICZ::SIH2, crecieron como levadura. Para corroborar las construcciones, a partir de
las clonas obtenidas de los gliceroles con las construcciones de pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4
en E. coli, se realiz6 la purificacion de los plasmidos con las construcciones y el pPICZ
vacio. Para verificar que contenian los insertos, las construcciones se digirieron con las

enzimas EcoRI y Xbal.
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Figura 13: Representacion esquematica de las construcciones de los vectores de expresion
en P. pastoris para las hidrofobinas. (A) pPICZ::SIH1, (B) pPICZ::SIH2 y (C) pPICZ::SIHA4.

En la figura 14 (A) se muestra la digestion de las construcciones pPICZ::SIH2 y del pPICZ
vacio. La banda que aparece en el primer carril a la altura de 3600 pb pertenece al pPICZ
vacio linealizado que tiene un tamafio de 3593 pb, el segundo carril muestra el vector sin
digerir. En el tercer carril estd pPICZ::SIH2 digerido, se observa una banda

aproximadamente a la misma altura que la del vector vacio digerido (3528 pb) y otra cercana



a los 500 pb, esta ultima tiene un tamafio de 463 pb y contiene al fragmento de la
hidrofobina. Este resultado muestra que la construccion contiene al vector pPICZ y al inserto
de SIH2.

A
4000 pb
3000 pb
1000 pb
500 pb
250 pb
B

Figura 14: Patrén de digestion de las construcciones pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 con las
enzimas de restriccion EcoRIl y Xbal. (A) pPICZ::SIH2, los fragmentos esperados tienen un
tamafo de: 463 pb el inserto y 3528 pb el vector. (B) pPICZ::SIH4, los fragmentos

esperados tienen un tamafio de: 403 pb el inserto y 3526 pb el vector.

La figura 14 (B) muestra el patron de digestion obtenido para pPICZ::SIH4. En la digestién
de pPICZ::SIH4 debia aparecer una banda a la altura de 403 pb y otra a 3526 pb, sin
embargo solo est4 una banda cercana a 3600 pb. Esto indica que el vector no tiene el

inserto de SIH4, es decir es el vector vacio con un tamafio de 3593 pb.



Con este resultado negativo, se buscaron preparaciones de plasmido purificado que
tedricamente era de la construccion pPICZ::SIH4 para volver a transformar en E. coli cepa
XL-B y tener cantidad suficiente de ADN para posteriormente transformar en P. pastoris. Se
verifico la integridad del ADN mediante un gel de agarosa y se cuantificd. Se seleccioné la
purificacién con la mayor concentracion (164 ng/uL), esta se digiri6 con EcoRI y Xbal y se
obtuvo el patrén de digestion esperado, ademas se amplificé con los oligonucle6tidos
especificos para SIH4 y se obtuvo el fragmento esperado. Una vez verificado, la
construccion fue utilizada para transformar células competentes. Las colonias obtenidas se
comprobaron por PCR de colonia utilizando los oligonucle6tidos AOX1, que flanquean la
region del inserto. Finalmente se secuenciaron nuevamente las construcciones
pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 con el oligonucledtido AOX1 5°. El resultado de este andlisis
mostré que ambas construcciones tienen los insertos adecuados. Entonces, el plasmido
pPICZ::SIH2 fue ya incorporado por la levadura, listo para ser inducido y producir la
hidrofobina. Por otro lado, ya se cuenta con la clona de E. coli que tiene al pPICZ::SIH4
pero aun se requiere digerir a este para después transformar a P. pastoris, y posteriormente
expresar la hidrofobina.

En el caso de la hidrofobina SIH1, los primeros oligonucleétidos que se disefiaron ponian
un codon de paro errébneamente en la mitad de la secuencia, por lo que fue necesario
corregirlos y sintetizar nuevos oligonucleétidos. La SIH1 se amplificd con oligonucledétidos
especificos a partir del cDNA y se clond en el vector pJet usando el kit comercial CloneJET
PCR Cloning Kit de Thermo Fisher Scientific, se transformaron células competentes y se
comprobdé la presencia de la construccion mediante PCR de colonia usando
oligonucledtidos del kit que amplifican a partir de regiones que colindan al inserto. También
se comprobé la insercion del fragmento con los oligonucleétidos especificos para esta
hidrofobina, amplificando solamente una colonia como se muestra en la figura 15, la banda
obtenida en el segundo carril cercana a los 500 pb es del inserto SIH1, la cual tiene un
tamafo de 441 pb. La colonia que fue verificada por PCR fue cultivada para realizar una
purificacién del plasmido pJet::SIH1 mediante el kit de purificacién y se obtuvo una
preparacion con 3498 ng/uL. Este se digiri6 con EcoRIl y Xbal, se purificé y se cuantifica,
obteniendo 96 ng/uL del inserto. Luego se ligd con el vector pPICZ, que también fue
previamente digerido con las mismas enzimas, y se transformaron células E. coli cepa XL-
B competentes, se hizo un tamiz de las colonias obtenidas de la transformacion con PCR
de colonia usando los oligonucleétidos AOX1 y se obtuvo una banda entre 500 pb y 750 pb

como muestra la figura 15. Esta banda tiene un tamafio de 589 pb, lo cual indica que en las



colonias seleccionadas se transformé el plasmido vacio, es decir no se transformé la
construccion pPICZ::SIH1. Es posible que en algun paso se haya arrastrado al vector
superenrrollado, o que una de las enzimas de restriccion utilizadas no haya cortado al vector
y este se ligb nuevamente sin el inserto. También cabe mencionar que la ligasa utilizada
estaba caduca por mas de un afio por lo que es posible que no esté funcionando
eficientemente.

Por tanto, hasta el momento tenemos la construccion SIH2 en P. pastoris y la SIH4 lista

para ser transformada en P. pastoris. Se intentara volver a clonar a la SIH1.

1KB DNA plet::SIH1 plet::SIH1 plet::SIH1 plet::SIH1 pPICZ vacio

1000 pb
500 pb
250 pb

Figura 15: Tamizado de las colonias con pJet::SIH1, usando los oligonucleétidos del kit

comercial pJet.

1KB DNA pPICZ::SIH1 pPICZ::SIH1 pPICZ::SIH1 pPICZ::SIH1 pPICZ::SIH1  pPICZ::SIH1
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Figura 16: Tamizado de las colonias con pPICZ::SIH1 usando los oligonucle6tidos AOX1,
fragmento esperado de 961 pb, y se obtuvo un fragmento de 589 pb, lo que significa que
no hay inserto en el vector.

Debido a que no se obtuvo adecuadamente la construccion pPICZ::SIH1 se mando a
sintetizar. Por otra parte, se intentd transformar P. pastoris con las construcciones
pPICZ::SIH2 y pPICZ::SIH4 pero no se obtuvieron colonias transformantes (figura 17) por

lo que es necesario repetir este procedimiento.

A pPICZ::SIH2 pPICZ::SIH2 pPICZ::SIH2 pPICZ::SIH2 ?\c’

pPICZ::SIH4 pPICZ::SIH4 pPICZ::SIH4 pPICZ::SIH4

Figura 17: Tamizado de colonias de P. pastoris transformadas con (A) pPICZ::SIH2 y (B)
pPICZ::SIH4, usando los oligonucleétidos AOX1.

El hecho de no haber obtenido colonias de células transformantes se debe a que no se
integré en el genoma de P. pastoris el vector lineal. Es posible que la enzima Sacl no haya
cortado al vector y por tanto este no se linealizg, o quizas las células competentes no tenian
la eficiencia necesaria y por tanto no se obtienen colonias. Por esto, para futuros
experimentos es necesario utilizar otra enzima Sacl, que esté fresca, y verificar la eficiencia

de las células competentes antes de usarlas para transformar con las construcciones.



7.3- Analisis de la influencia de la salinidad en el crecimiento de las colonias de A.
sydowii en medio sdlido y liquido.

Las hidrofobinas se ubican en la superficie de la pared celular de los hongos formando
monocapas que recubren a la célula, y podrian estar involucradas en la tolerancia a la sal
de los hongos haldéfilos promoviendo la formacion de racimos de células, como se ha
observado en W. ichthyophaga en presencia de altas concentraciones de sal (Kunéi¢ et al.,
2010). Conociendo que de manera similar en A. sydowii hay expresion de hidrofobinas,
decidimos investigar como A. sydowii cambia el tamafio de las colonias tanto en medios
s6lidos como liquidos en dependencia de la salinidad. La influencia de la salinidad en el
crecimiento de A. sydowii se estudi6 en medio liquido y en medio sélido. Se midi6 el
diametro de las colonias creciendo en medio sélido (Tabla 4 y figura 18), el cual consiste
de medio minimo suplementado con glucosa al 2% como fuente de carbono y con distintas
concentraciones de sal (sin sal, 0.5 My 2 M). En la condicién de 0.5 M fue donde hubo
mayor crecimiento durante todo el tiempo del experimento, con un promedio a los 7 dias de
2.58 cm, mientras que en 0 My 2 M se alcanz6 2.21 cm y 1.45 cm respectivamente.

Tabla 4: Didmetro promedio de las colonias en cada dia de medicion. Los valores de DS

corresponde a los valores de desviacion estandar de las réplicas.

NaCl (M) Dia 3 Dia5 Dia7
Diametro DS Diametro DS Diametro DS
(cm) (cm) (cm)
0 1.0 0 1.73 0.052 2.21 0.075
0.5 1.28 0.041 2.08 0.041 2.58 0.075
2 0.63 0.052 1.15 0.055 15 0.063

Al igual que los datos reportados del crecimiento de esta cepa por Batista y colaboradores
en 2014, se obtuvo que la condicién de mayor crecimiento fue 0.5 M de NaCl. Sin embargo,
con carboximetilcelulosa como fuente de carbono tiene mayor crecimiento que con glucosa,
ya que el diametro de la colonia en el dia 7, en el mismo medio de cultivo y con igual

temperatura, mide alrededor de 4 cm (Batista et al., 2014).
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Figura 18: Influencia de la salinidad en el crecimiento de A. sydowii en medio minimo
suplementado con glucosa al 2%, a distintas concentraciones de NaCl (sin sal, 0.5 My 2
M).



También se analizo la influencia de la salinidad en el crecimiento de la colonia en medio
liguido, mediante la medicién de los aglomerados celulares en cada condicion. Al igual que
en medio sélido, en medio liquido se monitoreo a los 3, 5y 7 dias para las condiciones: sin
sal, 0.5 My 2 M, pero para la condicién de 4 M se midié el dia 24 de crecimiento. Las
mediciones del tamafio y la cantidad de agrupaciones celulares (pellets) varié dependiendo
de la concentracion de sal en el medio. En la condicién optima de crecimiento (0.5 M) en el
dia 3 hubo menor cantidad de agregados celulares, pero tenian mayor tamafio que en las
otras condiciones. En cambio, en las condiciones extremas (sin sal y 2 M de NaCl) se
observé mas abundancia de agregados celulares, pero con menor diametro que los de la
condicion 6ptima. A partir del dia 5 se observd que en la condicion de 0.5 M, las
agrupaciones celulares eran de menor tamafio y mas abundantes, en comparacion con el
dia 3. Igualmente ocurrié en la condicién de 2 M. Es posible que esta disminucién del
diametro se deba a la desagregaciébn de las agrupaciones multicelulares, y
consecuentemente hay mayor cantidad en el medio. En la condicién de 4 M de NaCl
también se formaron agrupaciones celulares, pero se pudieron medir en el dia 24 de
crecimiento. Es evidente que esta cepa puede crecer a 4 M de NaCl en un periodo de
tiempo mayor, ya que es una concentracién de sal muy alta cercana a la concentracion mas
extrema reportada que es 5 M de NaCl. La diferencia en la cantidad de agrupaciones

celulares entre cada molaridad se muestra en la figura 19.
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Figura 19: Cantidad promedio de agrupaciones celulares en cada concentracién de NaCl,

por dia.



Se encontraron diferencias significativas entre las distintas condiciones de salinidad en
todos los dias evaluados (ANOVA p<0.05). Los pellets de la condicion de 0.5 M tuvieron un
diametro mayor (4.09 mm) que, en las otras condiciones, en 0 M (3.19 mm) yen 2 M (1.08
mm) en el dia 5. A. sydowii es un haléfilo moderado, con crecimiento 6ptimo entre 0.5 My
1 M de NacCl, por lo que es consecuente obtener el mayor crecimiento en la condicion de
0.5 M. En el andlisis transcriptomico realizado anteriormente mostré la expresion diferencial
de las hidrofobinas SIH2 y SIH4 en la concentracion de 2 M, y teniendo en cuenta que las
hidrofobinas se han visto involucradas en la formacién de las agrupaciones multicelulares
formadas en medio liquido de hongos haléfilos (Gostincar et al., 2010), es posible que en
el caso de A. sydowii también estén envueltas en la formacion de los pellets en las
concentraciones de alta salinidad.

Como se menciond arriba las agrupaciones fueron mayores en la condiciéon éptima (0.5 M)
en los dias 3y 5, pero no en el dia 7 donde se observa una disminucion en el diametro de
las agrupaciones celulares, este fenémeno se observé en 0.5 My 2 M, como se muestra
en la figura 20. Es posible que esta disminucion se deba a la desagregacion de las
agrupaciones celulares, debido a que alcanzaron un crecimiento maximo y comenzaron a
separarse en racimos mas pequefios. El diametro de las agrupaciones en 4 M Unicamente
se midi6 el dia 24 porque hasta este dia que las agrupaciones tenian tamafo suficiente
para ser medidas. A pesar de esto los pellets de 4 M son mas pequefios que los de 2 M en
eldia7.
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Figura 20: Influencia de la salinidad en el tamafio de las agrupaciones celulares de A.

sydowii.




7.4- Generacion de las construcciones mediante el sistema CRISPR/Cas9 de los
genes de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de Aspergillus sydowii.

Para estudiar el papel biolégico de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 es necesario hacer
lineas mutantes para estas hidrofobinas en A. sydowii, y primero se deben generar las
construcciones utilizando la tecnologia CRISPR-Cas9. Se obtuvieron dos fragmentos para
cada hidrofobina (SIH1, SIH2 y SIH4), uno que contiene el protoespaciador y otro con la
secuencia que complementa con el protoespaciador, la unién de ambos da lugar al RNA
guia. Estos fragmentos se comprobaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
figura 21, las bandas obtenidas corresponden a un fragmento mayor de aproximadamente
545pb que contiene la secuencia que complementa con el protoespaciador, especifico para
cada hidrofobina, y un fragmento menor de alrededor de 424pb que contiene la secuencia
del protoespaciador de la hidrofobina. Estas secuencias son generadas con distintas
combinaciones de oligonucleétidos a partir del plasmido pFC334, como se muestra en la

figura 10.

750 pb
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250 pb

Figura 21: Secuencias para la generacion de los RNA guias de cada hidrofobina, c.p-

secuencia que complementa con el protoespaciador, p- secuencia del protoespaciador.

Una vez obtenido el fragmento de tamafio adecuado, este se purifica a partir del gel y se
cuantifica, las concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 5. El vector pFC332
abierto también se purificé y se cuantific, obteniéndose 118.83 ng/uL. Se ensamblaron
todos los fragmentos y se transformaron células XL-Blue. Se seleccionaron nueve colonias
con la construccién para la SIH1, dos para SIH2 y una para SIH4, debido a que hubo mas
colonias para la primera construccién y menos colonias para las otras dos construcciones,

las colonias seleccionadas se comprobaron mediante PCR de colonia amplificando el RNA



guia con los oligonucleétidos 3"RNA guia y 5"RNA que flanquean la regién del inserto (figura
22).

Tabla 5: Cuantificacion de las secuencias que complementan con el protoespaciador y del
protoespaciador, para cada hidrofobina.

Complemento del protoespaciador Protoespaciador
SIH1 55.76 ng/uL 95.81 ng/uL
SIH2 58.03 ng/uL 64.28 ng/uL
SIH4 65.74 ng/uL 38.84 ng/uL

RNA guia de SIH1

Figura 22: Tamizado de colonias seleccionadas, que contienen el vector pFC332 con el

inserto del RNA guia para la SIH1, SIH2 y SIH4, peso molecular aproximado a 940 pb.

A partir de estas colonias se hicieron Miniprep de cada construccién y se enviaron a
secuenciar. Los resultados de la secuenciacion se vieron a través del programa SnapGene
y se comprobd que los fragmentos no se insertaron exitosamente. En la figura 23 se
muestra, circulado en color rojo, que no coincide la region secuenciada del protoespaciador
para SIH1. Igualmente ocurrié en las otras dos construcciones. La secuencia para el

protoespaciador que se obtuvo pertenece a la original del pFC334.
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Figura 23: Secuencia obtenida para pFC332::RNA guia de SIH1.

Este resultado sugiere una posible contaminacién con el vector original superenrollado
(pFC334) y como es de esperar los plasmidos superenrollados tienen una eficiencia de
transformacion mucho mayor. Por lo tanto, es probable que se haya transformado el
plasmido pFC334 y no el vector con el inserto deseado.

Debido a que no se obtuvieron los vectores adecuados para generar cepas mutantes para
las hidrofobinas de A. sydowii mediante el sistema CRISP/Cas9 se disefaron
oligonucledtidos para usar la metodologia tradicional de recombinacion homéloga que se
ha empleado ampliamente para la generacion de mutantes en hongos del género
Aspergillus (Mizutani et al., 2012; Zhuang et al., 2016). Ademas de que se realizard una
nueva amplificacién y ensamble de los fragmentos para ser clonados en el vector pFC332.
Es necesario generar estas lineas mutantes para poder estudiar el papel de las hidrofobinas

en condiciones tanto de hiposalinidad e hipersalinidad.



8- Conclusiones

- Segun los modelos obtenidos, las hidrofobinas SIH1 y SIH2 que se expresan en alta
salinidad, son estructuralmente similares y ambas presentan un lado cargado
negativamente y otro lado donde predominan las cargas positivas y neutras. Sin embargo,
la SIH4, que se expresa en la condicién sin sal, tiene en ambos lados regiones cargadas
con pequefios parches neutros. Estas caracteristicas observadas en los monémeros de las
hidrofobinas estudiadas podrian influenciar sus estructuras cuaternarias y en la formacion
de las peliculas.

-Los vectores para la expresion heterdloga en P. pastoris de las hidrofobinas SIH1, SIH2 y
SIH4 estan listos para ser inducidos y purificar las proteinas.

-Los agregados celulares formados por A. sydowii en la condicién de crecimiento 6ptimo
(0.5 M) son mayores que los de las condiciones de estrés hiper- e hiposalino en los dias 3
y 5. Sin embargo, entre el dia 5 y 7 ocurre una desagregacion resultando en agrupaciones
mas pequefias.

-No se obtuvieron los vectores adecuados para la generacion de las mutantes para las
hidrofobinas SIH1, SIH2 y SIH4 de A. sydowii, pero se disefiaron los oligonucleétidos para

la generacion de las mutantes mediante la metodologia de recombinacién homéloga.



9- Perspectivas

Las hidrofobinas estdn involucradas en muchas funciones vitales para los hongos
filamentosos, sin embargo, aun no se ha comprobado su funcién en la adaptacién a la
salinidad del medio. Por esta razén, nos proponemos la evaluacion de las funciones de las
hidrofobinas de A. sydowii en respuesta a la salinidad. Para esto se desarrollaran las
siguientes tareas:

1- Andlisis bioinformético: Analizar los promotores transcripcionales y elementos

reguladores de los genes que codifican para las hidrofobinas de A. sydowiii.
In silico: Generar posibles modelos de oligomerizacion de estas hidrofobinas. Identificar
sitios potenciales de unién a metales y a carbohidratos.

2- Analisis in vitro: Caracterizar las principales propiedades biofisicas de las hidrofobinas

de A. sydowii y los cambios de estas propiedades en presencia de NaCl. Se estudiara la
estructura secundaria mediante Dicroismo Circular, la oligomerizacion a través de la
Dispersion Dinamica de la Luz (del inglés DLS) e hidrofobicidad/hidrofilicidad de las
peliculas por Angulo de Contacto de Agua (del inglés WCA). Se realizara un analisis
comparativo con hidrofobinas de otros hongos hal6filos y no hal6filos para determinar la
relevancia funcional de los cambios en estas propiedades y finalmente estudiar la formacién
de la pelicula de hidrofobinas en diferentes condiciones de salinidad mediante Microscopia
de Fuerza Atdmica.

3- Andlisis in vivo: Construir mutantes de hidrofobinas de la cepa de A. sydowii, caracterizar

el crecimiento y tolerancia a salinidad, asi como la respuesta a otros factores de estrés
como temperatura, estrés oxidativo, entre otros. Las construcciones se realizaran mediante
recombinacion homdéloga, posteriormente se generaran cepas de A. sydowii simples y
dobles mutantes para las hidrofobinas mediante la técnica de protoplastos. Ademas,
analizar el crecimiento y morfologia de la colonia en medio sélido y liquido en distintas
condiciones de salinidad de las cepas silvestres y mutantes, y finalmente caracterizar los
cambios morfolégicos de la pared celular a distintas concentraciones de sal, mediante
microscopia electrénica de transmisién (TEM), de las cepas mutantes. Se analizara el
grosor de la pared y la superficie de la pared celular, tanto en la cepa silvestre como en las

mutantes.
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