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RESUMEN

La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de sintetizar toxinas. Esto es
por medio de una coinfeccion viral mediada por el virus satélite M1 y el virus
ayudante L-A de la familia Totiviridae. Existen en la naturaleza varios tipos de
toxinas K1, K2, K28, Klus, siendo K1 una de las méas estudiadas. El fenomeno
denominado como Killer, es la consecuencia de la inhibicién del crecimiento.de
cepas de levadura sensibles a la toxina. Hasta el momento no se conoce el
mecanismo de accion de la toxina K1, pero, si se sabe que esta mediado por dos
pasos: 1) la union de la toxina al 1,6 B-glucano de la pared de levaduras
sensibles, su translocacion a la membrana plasmatica, en donde 2) la toxina
interacciona con Krelp, una proteina anclada a GPI, que esta encargada de la
sintesis y arreglo estructural de proteinas de la pared celular. Una vez en este
punto, se considera que podria tener dos -objetivos diferentes; incrustarse
directamente formando poros en la membrana, causando desbalance osmotico
y matando a las células o unirse a un sitio desconocido del canal de potasio
Tokl, generando la salida de potasio hasta matar a las células por el mismo
desbalance osmadtico. En el laboratorio se ha logrado determinar, por
experimentos modificados de Kirby & Bauer, que la toxina es capaz de matar no
solo a levaduras Saccharomyces sensibles, sino también a otros
microorganismos _patdogenos de importancia biomédica como Klebsiella
pneumoniae. En el presente trabajo y por medio de mutagénesis dirigida in silico,
se planea determinar el posible sitio de union de la toxina K1 en el canal de
potasio Tok1l. Con base en los resultados obtenidos, se propone a las cisteinas

y a las tirosinas como el lugar de interaccion toxina-canal.
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ABSTRACT

The yeast Saccharomyces cerevisiae is capable of synthesizing toxins. This is
through a viral co-infection mediated by the satellite virus M1 and the helper virus
L-A of the Totiviridae family. Several types of toxins K1, K2, K28, Klus exist in
nature, K1 being one of the most studied. The phenomenon known as Killer is
the consequence of the inhibition of the growth of yeast strains sensitive to the
toxin. So far, the mechanism of action of K1 toxin is not known, but:it is known to
be mediated by two steps: 1) binding of the toxin to the 1,6 B-glucan of the
sensitive yeast wall, its translocation to the plasma membrane, where 2) the toxin
interacts with Krelp, a GPIl-anchored protein, which is in charge of the synthesis
and structural arrangement of cell wall proteins. Once at this point, itis considered
that it could have two different objectives; to embed. itself directly forming pores
in the membrane, causing osmotic imbalance and killing the cells or to bind to an
unknown site of the Tok1l potassium channel, generating the exit of potassium
until killing the cells by the same osmotic imbalance. In the laboratory it has been
possible to determine, by modified Kirby & Bauer experiments, that the toxin is
capable of killing sensitive. Saccharomyces yeasts and other pathogenic
microorganisms of biomedical importance such as Klebsiella pneumoniae. In the
present work and employing in silico targeted mutagenesis, we plan to determine
the possible binding site of the K1 toxin in the Tok1l potassium channel. Based
on the results obtained, cysteine and tyrosine are proposed as the site of toxin-

channel interaction.

KEYWORDS

Yeast, TOK1, biomedicine, antimicrobial, toxins.



INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming, las
estadisticas de muerte en la poblacién a causa de enfermedades infecciosas se
redujeron considerablemente (Aguilar 2015). En la actualidad, ya existen
medicamentos dedicados a eliminar muchos de estos padecimientos. Sin
embargo, debido a la poca variedad de moléculas existentes y a su uso
indiscriminado, poco a poco los agentes infecciosos han expresado resistencia
a estos farmacos (RDU-UNAM 2019). Ahora, los microorganismos resistentes
son una de las principales causas de muerte en la poblacion, incluso superan las
estadisticas de otras causas de mortalidad, como enfermedades congénitas,
degenerativas, entre otras. Esto es de gran importancia, porque incluso las
moléculas mas agresivas disponibles en la actualidad ya no son eficientes (Karp
y Patton 2013). Es vital encontrar nuevas moléculas que sean capaces de
combatir este tipo de infecciones, por ello, ahora, se han estado estudiando
diversos compuestos que muestren actividad antimicrobiana. Dentro de este tipo
de moléculas antimicrobianas, podemos mencionar a las toxinas. Algunas de
ellas, son producidas por levaduras y su efecto letal se extiende a una amplia
variedad de microorganismos (de la Pefa et al. 1981; Woods y Bevan 1968;
Magliani et al. 1997).

Saccharomyces cerevisiae, es una de las levaduras que tiene la capacidad de
producir toxinas. Las mas estudiadas hasta el momento son conocidas como
Killer (K): K1, K2, K28 y Klus. Algo que caracteriza a estas toxinas, es que tienen
efectos letales sobre levaduras patdégenas como Candida albicans (Bussey
1991; de la Pefa et al. 1980; Woods y Bevan 1968; Bradshaw 1990). Se ha
probado que la toxina Killer (K1), es capaz de matar a microorganismos
patogenos tales como: Salmonella thipymurium y Klebsiella pneumoniae, entre
otros (Villarreal J 2018). Sin embargo, hasta el momento se desconoce gran
parte del mecanismo de accion de la toxina, dentro de estos eventos, la
interaccion de K1 y Tokl. El presente trabajo, estudia a la toxina Killer K1, a su
blanco molecular el canal de potasio Tok1 y propone a las cisteinas como el sitio

de unién toxina-canal.
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ANTECEDENTES
Microorganismos y toxinas

En los ultimos afios, han sido descritas una gran variedad de moléculas, con
efectos antimicrobianos (Sakkas y Papadopoulou 2017). Este hallazgo no es
sorprendente, debido a que de la naturaleza se han logrado extraer una gran
variedad de compuestos, que con el tiempo se han utilizado para combatir
enfermedades. Esto tiene sentido, porque los seres vivos como plantas,
insectos, microorganismos y algunos animales tienen la capacidad de producir
sustancias que, a la larga, favorecen su colonizacién en el ambiente o en su
caso, les funcionan como mecanismos de defensa ante depredadores. En el
caso de los microorganismos, las levaduras que se encuentran en un ambiente
muy competido por la disponibilidad de nutrientes o la cantidad de espacio, con
el tiempo pueden expresar algin mecanismo de defensa como la produccion de
toxinas (Boynton 2019; Kumar et al. 2019).

Este tipo de levaduras productoras de toxinas, se han podido aislar de una
amplia variedad de lugares, mayormente en frutas en descomposicion y mosto
de bebidas fermentadas (Bevan y Makower 1963). Las toxinas, son sustancias
interesantes, porque pueden ser capaces de tolerar una gran cantidad de
cambios fisicos y - quimicos, estas propiedades son adaptaciones a las
caracteristicas fisicas y quimicas del entorno en el que el microorganismo habita
(Magliani etal. 1997). Ademas, cada microorganismo presenta variaciones
importantes en las toxinas que produce, como la tolerancia a altas salinidades,
tolerancia a diversos rangos de pH y temperatura involucrados en su sintesis
(Mannazzu et al. 2019; Magliani et al. 1997). Hasta el momento, se han podido
identificar alrededor de 100 toxinas, las cuales pertenecen a 46 géneros
diferentes de microorganismos que han sido considerados como productores,
estos géneros estan representados mayormente, por especies de levaduras
(Mannazzu et al. 2019). Algunos ejemplos de levaduras productoras de toxinas
ampliamente estudiados son Pichia, Ustilago, Candida, Debaryomyces vy

Saccharomyces (Magliani et al. 1997).
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Las levaduras y sus toxinas ya estan siendo utilizadas fuera de los laboratorios,
como en el caso de Debaryomyces, que ya ha sido aprobada para su uso en la
industria alimentaria (Banjara et al. 2016). Por su parte, los géneros Pichia y
Ustilago, son estudiados por su capacidad de producir toxinas monoméricas o
triméricas y ademas por su potencial como posibles toxinas recombinantes
(Magliani et al. 1997). Las toxinas asesinas nativas de Pichia, Ustilago, Candida,
entre otras, por lo general son pequefias, funcionan a un rango de pH acido y en
su mayoria el mecanismo letal que presentan es el arresto del ciclo celular, la
produccion de quitinasas que degradan la pared celular o inducen-el bloqueo de
la sintesis de la pared en las células (Magliani et al. 1997; Callliez et al. 1994).
Sin embargo, su efecto letal no presenta un amplio espectro de microorganismos
blanco y este tipo de péptidos tienden a perder su estabilidad y letalidad en
medios de cultivo sintéticos, lo que dificulta su estudio en laboratorio (Mannazzu
et al. 2019; Magliani et al. 1997).

La adquisicién de compuestos de defensa como las toxinas, se ha estudiado que
puede ocurrir por medio de la incorporacion de plasmidos lineales de ADN de
cadena doble extracelulares, igualmente pueden integrar a sSu genoma
fragmentos de ADN libres, puede ser también una caracteristica propia
codificada en sus cromosomas y en algunos casos, pueden ser obtenidos por la
infeccion de ciertos tipos de particulas virales o particulas similares a los virus
(VLPs) mayormente constituidos con ARN de cadena doble (Schmitt y Breinig
2006). En general las toxinas pueden clasificarse en dos grandes grupos: las
exotoxinas y endotoxinas, dentro de estos grupos nos concentraremos en

Saccharomyces cerevisiae y las exotoxinas del tipo Killer (Wickner 1976).

La levadura S. cerevisiae, secreta toxinas Killer y puede llegar a expresar tres
posibles fenotipos: levaduras neutrales, es decir que no tienen sensibilidad a la
toxina, levaduras sensibles denominadas como Kill-, las cuales si tienen
sensibilidad a las toxinas, pero no producen este tipo de péptidos y finalmente
las levaduras Kill+, quienes son productoras de toxinas y ademas expresan
autoinmunidad (Sesti et al. 2001; Woods y Bevan 1968).
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Las toxinas Killer se caracterizan por el hecho de que su sintesis, solo se puede
obtener por medio de una coinfeccion viral, ademas, pueden existir muchas
combinaciones de virus de ARN en el citoplasma, lo que puede resultar en
toxinas estructural y funcionalmente distintas (Bevan, Herring, y Mitchell 1973;
Schmitt y Breinig 2006; Rodriguez-Cousifio 2017).

La toxina Killer (K1) de Saccharomyces cerevisiae

La produccion de toxinas en la levadura de panaderia S. cerevisiae fue un evento
estudiado y reportado inicialmente en 1963 por Bevan y Makower. Estos
investigadores observaron en el mosto de la cerveza a un microorganismo
contaminante, el cual, eliminaba a la levadura utilizada para el proceso de
fermentacién, dando como resultado un producto no deseado debido a su mal
sabor, lo que representaba un problema serio en la industria (Woods y Bevan
1968). Después de aislar la cepa contaminante, descubrieron que la levadura S.
cerevisiae estaba involucrada y que producia un “factor” que provocaba la
inhibicion del crecimiento de otras levaduras. Con el tiempo este fenémeno fue
investigado con mas detalle adquiriendo asi el nombre que tiene en la actualidad:
toxina Killer o toxina K1 (Pfeiffer et al. 1988; de la Pefia et al. 1981; Kagan 1983;
Bussey 1991).

Las toxinas que desde entonces y a la fecha son ampliamente estudiadas son la
toxina K1, K2y K28, las cuales son normalmente toxinas heterodiméricas,
estabilizadas por dos o tres puentes disulfuro (Schmitt y Breinig 2002). Una de
las ventajas en su estudio, es que presentan una mayor estabilidad para su
manejo.en el laboratorio y tienen un gran potencial de uso en la industria médica,
agricola y alimentaria (Magliani et al. 1997; Liu etal. 2015). Las levaduras
pueden producir toxinas Killer porque adquieren una infeccion de dos virus de
ARN de cadena doble, ambos de la familia Totiviridae. La presencia e infeccion
de estas dos particulas virales en la levadura, tiene como resultado la sintesis
del péptido inmaduro o preprotoxina (pptox). La infeccion es heredada a las
células hijas, durante el proceso de gemacion (Pefa, 1981; Bussey, 1991;
Bevan, Herring, y Mitchell 1973; Schmitt y Breinig 2006).

13



Los virus M y L-A que estan involucrados en la coinfeccidon son por lo general de
la misma familia, pero diferentes entre si. Los virus satélites M1, M2 y M28 estan
implicados en la sintesis de las toxinas K1, K2 y K28 respectivamente. Para la
produccion de la toxina K1, es necesaria la infeccién del virus satélite M1 o
ScvM1, el cual cuenta con un tamafio de genoma de 1.8 kb, con un Unico marco
de lectura abierto que codifica para la pptox, el cual es responsable de la
citotoxicidad de la toxina, asi como de la autoinmunidad en la levadura (Bevan,
Herring, y Mitchell 1973; Schmitt y Breinig 2002; Wickner 1976).

Por otro lado, también estan implicados los virus L-A que son de tipo ayudantes.
Estos virus presentan un tamafo de genoma de 4.6 kb y codifican para una ARN
polimerasa, que se encarga de la sintesis de los ARN que codifican proteinas
para su anclaje a las células blanco (Gag-pol) y en la sintesis de capside para
ambos componentes virales (Schmitt y Breinig 2002; Icho y Wickner 1989). Por
si solos los virus L-A no son letales, se ha visto que no son capaces de afectar
el crecimiento en cepas sensibles, tampoco son capaces de inducir letalidad en
su huésped (Schmitt y Breinig 2006). Las levaduras productoras a pesar de ser
autoinmunes si presentan total sensibilidad a otras toxinas Killer diferentes a la

propia (Magliani et al. 1997).

El péptido inmaduro (pptox), estd compuesto por cuatro subunidades delta (d),
alfa (a), gamma (y) y beta (B), es sintetizado en el citoplasma de la levadura,
para posteriormente por medio de la secuencia lider o péptido sefial ser dirigido
para modificaciones postraduccionales, primero, al reticulo endoplasmético en
donde se corta parte del péptido sefal en la subunidad & (regién pre) y es N-
glucosilado en la subunidad y (Schmitt y Breinig 2002; 2006). Posteriormente, se
dirige al aparato de Golgi en donde después de plegarse, por medio de enzimas
peptidasas y carboxilpeptidasas Kex1p y Kex2p respectivamente, sera escindida
la subunidad y y la region pro (8), acoplando paralelamente a las subunidades a
y B (Marquina 2002; Bostian et al. 1984). Finalmente, se incorporan tres puentes
disulfuro para estabilizar ambas subunidades (Figura 1). La toxina ya madura,
por medio de la via retrograda del Golgi, se dirige rumbo a la membrana

plasmatica, en donde se forma una vesicula que se fusiona con la pared y
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membrana celular, permitiendo que la toxina sea liberada al exterior (Bostian
1983; Pefia, 1981; Bussey, 1991).

Existe un proceso similar en humanos, como es el caso de la insulina, que inicia
con la sintesis de su precursor que es la proinsulina. Este Gltimo es un péptido
compuesto por tres cadenas A, B y C, el cual debe pasar por diversas
modificaciones hasta su maduracion a insulina (Hou & Pessin 2009; Vakilian
2019). Al igual que la toxina, esas modificaciones son realizadas por Ios mismos
organelos: aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico. Igualmente; la célula
hace uso de enzimas homoélogas a las Kex1p y Kex2p para eliminar la cadena
C. El péptido maduro, consta de dos cadenas, una corta Ay una larga B que son
estabilizadas por dos puentes disulfuro (Figura 2) (Vakilian 2019).

% )

Reticulo
endoplasmatico

Adicion de GERE0n
N - - -

e puentes disufuro
raduccion y P
! |
transcripcion 6) i

pre pro. a . ¥ g |

pptox

preprotoxina =Y Aparato
i de Golgi

S)

ORI secrecién

Modificaciones

7)
post-traduccionales

’)I w v
) X7}

Figura 1. Produccion de toxina. La infeccion de M1y L-A hace que se transcriba un preprotoxina, la cual
pasa por diversas modificaciones postraduccionales en reticulo endoplasmatico y Golgi para escindir las
subunidades & y y. Hasta obtener una toxina madura (subunidades a y B) estabilizada por tres puentes
disulfuro (Generado parcialmente con Biorender).
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Preprotoxina

Kex2p Kex2p Kex2p
I I 11 | i
I I 11 I I
I I 11 I |
ps Kexlp Kexlp

Preproinsulina

Kex2p Kex2p

Figura 2. Proceso de maduracion de latoxina K1y la insulina. Se muestran los sitios de corte (purpura)
al péptido pptox para la maduracion de la toxina, las peptidasas y carboxilpeptidasas Kex1p y Kex2p. Se
observa la composicion de la preproinsulina y el proceso de maduracion, la cual se realiza por medio de
proteasas homdélogas a las de la toxina, la posterior estabilizacién por puentes disulfuro y en ambos casos
la obtencion de un péptido a-B (toxina) o A-B (insulina), estabilizadas con puentes disulfuro (rojo).

La toxina madura esta conformada por dos subunidades: a compuesta
aproximadamente de 172 aminoécidos, la cual, por si sola se ha visto que es
capaz de matar esferoplastos y B compuesta por 140 aminoacidos, esencial para
la unién a la pared celular, ambas subunidades son unidas y estabilizadas por
tres puentes disulfuro (Bussey, 1990; Cartwright, 1992; Breinig, 2002; Magliani
et al. 1997). Recientemente, se hizo la propuesta, que la unién entre a 'y B podria
estar dada unicamente por dos puentes disulfuro (Gier, 2019). Todavia no se ha
estudiado con detalle, pero, se cree que la pptox esta relacionada con la
inmunidad de la levadura a su propia toxina. Esto podria deberse a la unién de
la-pptox en la cara interna de su blanco molecular, un canal de potasio, evitando
que éste se active por exposicion externa a la toxina (Valis et al. 2006; Sesti et al.
2001).

Transportadores ionicos en las levaduras y su importancia

El potasio es un ion que, debido a su relevancia en la actividad celular, tiende a
acumularse en mayor proporcion dentro de las células. Esto se debe a que esta

molécula es esencial para ciertos procesos quimicos Yy fisiolégicos; la
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concentracion de este ion dentro de la célula es alrededor de 155 mM, por el
contrario, el sodio, es una molécula considerada toxica en altas concentraciones
en el citoplasma, es por esto por lo que la concentracion intracelular de sodio es
de 12 mM. Por lo regular, las levaduras no suelen encontrarse en ambientes que
son ricos en sodio, sin embargo, puede haber ciertos ambientes en donde es
aun mas necesario el potasio para poder contrarrestar los efectos del sodio y en
contraste, también puede haber ciertas condiciones en las que sea necesario
movilizar potasio fuera de la célula para mantener el equilibrio osmético (Arifio
2019; 2010).

Debido a lo anterior, gran parte del gasto energético de las células se centra en
la acumulacion o movilizacibn de grandes cantidades de potasio y iones
esenciales. Entre las funciones fisiologicas que el potasio tiene se encuentran:
la regulacion del volumen celular, regulacion del pH intracelular, el
mantenimiento y regulacion del potencial de membrana, mantener el ambiente
citosolico ideal para la sintesis de proteinas y para las reacciones enzimaticas
(Alijo y Ramos 1993). Para mantener un correcto equilibrio de los iones, los
microorganismos cuentan con alguna de las siguientes estrategias: El uso de
transportadores especificos con afinidad al potasio o tienen un sistema de
“depuracion” de cationes toxicos, no necesarios, que son encerrados en
organulos en donde son procesados para su posterior eliminacion o secrecién
(Arifio 2010; Bafiuelos et al. 2002).

Los mecanismos de transporte selectivo en la levadura S. cerevisiae estan
regulados por una gran variedad de transportadores. Dentro de sus funciones,
podemos enlistar que ayudan a mantener la homeostasis de diversos iones,
entre ellos el potasio; eliminar iones téxicos, conservar el potencial de
membrana, balancear el pH intracelular y mantener la presion necesaria
(turgencia) que ayude a mantener la estructura y forma ideal en las células.
(Armstrong y Rothstein 1967). Los transportadores también ayudan a combatir

el estrés osmotico (Arifio 2010; de la Pefia et al. 1982).

Hasta el momento hay registro de 6 transportadores con un papel relevante en

las levaduras. Los sistemas de absorcion de potasio Trkl y Trk2; los
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simportadores fosfato-sodio, transportadores para salida de sodio y protones
Nhal y Enal, también transportadores de salida como Pmalp que bombea
H+/K+. Por ultimo, el canal Tokl, el cual es un canal especifico para la
movilizacion externa de potasio (Bertl et al. 2003; Bertl et al. 1998; Ketchum et al.
1995).

Canal de potasio con rectificacion saliente Tok1

El dnico canal de potasio con rectificacion saliente es el canal Tokl. Es una
proteina que consta de 691 aminoacidos. En la literatura se puede encontrar bajo
muchos nombres: YKC1, DUK1, YORK, YPK1, TOK1, o Tokl, siglas que
representan Tandem pore domain outwardly rectifying K+ channel (TOK1), lo
cual significa, canal de potasio con dos dominios de poro en tAndem (Ketchum
etal. 1995). Este canal es activado por despolarizacion de la membrana
plasmatica, es ligeramente sensible al pH y puede también ser modulado por la
concentracion de potasio al interior de las células (Ahmed et al. 1999; Ketchum
et al. 1995; Saldafia 2002).

Este canal forma parte de las familias de canales de potasio descritos hace
algunos afios, incluso fueron descubiertos afios después que la toxina (Ketchum
et al. 1995). Hasta el momento, se cree que pudieron surgir durante un proceso
en donde se fusionaron dos tipos diferentes de canales de potasio: Un canal
shaker, dependiente de voltaje que consta de 6 cruces transmembrana y una
region de poro y otro tipo de canal del tipo KcsA de origen bacteriano, compuesto
por dos ‘pasos transmembrana y una regién de poro (Saldafia et al. 2002;
Guerrero-Galan et al. 2018). También hay otras hipétesis que apuntan a que el
origen de Tokl esta en particulas virales o en procesos de splicing alternativo
(Thiel et al. 2013).
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Figura 3. Topografia de Tokl y funciones. Se muestra la estructura del canal de potasio con 8 cruces
transmembrana y dos dominios de poro en tAndem (mapa topografico) las flechas indican todas las posibles
funciones que presenta este tipo de canal en la levadura. (Modificada de Reid, 1996).

El papel fisiologico de Tokl aun no_ha sido especificado en la literatura. No
obstante, hay varios estudios que sugieren que tiene un papel importante en la
regulacion y regeneracion del potencial de membrana; ademas de jugar un rol
parecido al transportador Pmalp, cuando éste es inhibido o reduce su actividad,
como en la ausencia de glucosa, se cree que es capaz de mantener balanceado
el pH intracelular. en condiciones normales y estrés (Arifio 2010; 2019;
Zahumensky et al. 2017). Se ha visto que es capaz de movilizar potasio al interior
celular, en experimentos con mutantes de los transportadores de potasio Trk1ly
Trk2 (Zzahumensky et al. 2017). Ademas, se ha observado que su actividad es
ligeramente sensible al pH, también se ha determinado el papel de cada uno de
los dominios formadores de poro y su contribucion a la selectividad ionica.
Saldafa y colaboradores en 2002, realizaron la mutagénesis dirigida de Tokl
para separar los dos dominios de poro generando dos proteinas (biogénesis),
gue no existen en la naturaleza. El primer fragmento, genera un canal de 6
cruces transmembranales y un dominio formador de poro, al cual se le denominé
TOK1A, y la segunda de dos cruces transmembranales y un dominio formador
de poro, denominado TOK1B. Estas construcciones, permiten separar los dos

dominios formadores de poro generando dos canales de manera artificial que
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nos brindan la oportunidad de obtener méas informacion acerca de su funcion por
separado (TOK1A/TOK1B) y en conjunto (Tok1) (Saldafa, 2002).

El canal Tok1l como blanco molecular de K1

Mediante la expresion del canal de potasio Tokl en ovocitos de rana Xenopus
laevis, se pudo determinar que el blanco molecular de la toxina Killer, es Tok1
(Ahmed et al. 1999). EI mecanismo completo de accion de la toxina ain no ha
sido descrito ampliamente. Aunque, hay estudios que sugierenlos posibles
mecanismos de accion de la toxina (Bussey 1991; Ahmed et al. 1999). Después
de que la toxina interacciona en la pared celular, K1 se asocia con la proteina
Krelp, codificada por el gen KRE1 (Killer resistant), los cuales son encargados
del arreglo estructural y sintesis de proteinas de la pared celular, entre ellas el
1,6 B- glucano, en donde la toxina se une inicialmente en la pared celular (Breinig
2002; Brown et al. 1993).

Es importante mencionar, que este factor kre anclado a GPI, habia sido
considerado como un sistema de‘inmunidad a la toxina en células de levadura
sensibles, debido a que las mutantes de dicha proteina generan una disminucién
en la letalidad de la toxina, aunque no una total resistencia a K1 (Boone et al.
1990). También se ha sugerido que al ser una toxina heterodimérica, puede
romper sus enlaces disulfuro por efecto del pH extracelular acido proximo a 4.6,
permitiendo que alguna de las subunidades (posiblemente ) se una al glucano
de la pared y posteriormente, otra subunidad, (posiblemente a) interactle en el
canal de potasio Tokl (Figura 5). Es por esto, que la primera barrera en donde
se encuentra la pared celular y Krelp, no es suficiente para generar inmunidad
completa a la toxina (Schmitt 1995; Boone et al. 1990; Sesti et al. 2001).

La interaccidbn de una de las subunidades de K1 con Tokl, provoca la
despolarizacion de la membrana plasmatica, activando el canal de potasio que
en consecuencia cambia su probabilidad de apertura (Schmitt y Breinig 2002).
Posteriormente, libera iones potasio al medio extracelular de manera
descontrolada, hasta poco a poco matar a las células al perder su balance
osmoético (de la Pefa et al. 1981; Pfeiffer et al. 1988). Hay experimentos que

respaldan esta teoria, en donde se ha visto que las levaduras al sobre expresar
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Tokl, adquieren una mayor sensibilidad a la toxina. En el mismo sentido, la
delecidon del gen Tokl genera resistencia a la K1, por lo que los efectos de la

toxina requieren el producto de este gen (Ahmed 1999; Sesti 2001).
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Figura 4. Posible mecanismo de accidn de la toxina. Se muestra en el panel A) la estructura y las
proteinas involucradas en el arreglo de la pared celular de la levadura. B) Se muestra la separacién del
puente disulfuro debido al pH, la unién de la toxina a la pared celular y su posterior translocacion a la
membrana plasmatica, para interactuar con Krelp y las dos hip6tesis sobre su efecto: activadora de canales
Tok1 o formadora de poros. (Modificada de Schmitt 2002).
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Figura 5. Efecto letal de K1. Se muestra una caricatura de los efectos fisioldgicos descritos para la toxina
Killer en levaduras sensibles. 1) El primer paso es la despolarizacion de la membrana plasmatica, lo cual
lleva a 2) La activacion de canales de potasio Tokl, su cambio en la probabilidad de apertura y en
consecuencia 3) La salida desmesurada de potasio que descarga a la célula de este ion, induciendo la

muerte en células sensibles. 4) Se puede observar una caricatura de un experimento en placa Kirby Bauer,
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en donde es visible por medio de halos de inhibicion el area de muerte. 5) Se observan fotografias de
experimentos reales (Ahmed 1999 y Villarreal J 2018) y el area de inhibicién que induce la toxina en

levaduras y bacterias. (Generado con Biorender).

Importancia de la toxina Killer

Este fendmeno en la levadura es de gran interés en investigacion porque se
pueden estudiar diversos aspectos de la interaccidon toxina-canal, también
aspectos evolutivos y ademas puede llegar a tener diversas aplicaciones
(Cerikcioglu 2003; Liu et al. 2015). Dentro de lo més interesante que se ha
estudiado, es que estos canales de potasio que son el blanco molecular de la
toxina no estan presentes en humanos, por lo que la toxina no es toxica para

nosotros (Fakruddin, Hossain, y Ahmed 2017).

También podria tener uso en la industria alimenticia o en la industria de bebidas
como la cerveza, aplicando cepas de levadura productoras de K1 modificadas
genéticamente para ser utilizadas como cultivos iniciadores, que eviten la
presencia de microorganismos que afectan la calidad del producto, mejorando
asi procesos como la elaboracion del vino, cerveza o licores, e incluso ampliando
la vida de anaquel de diversos productos envasados, al ser la toxina utilizada

como un bioconservador.

Ademas, la toxina no-solamente es capaz de matar a levaduras sensibles del
mismo género, como se ha visto, sino que también puede presentar un
importante efecto en hongos y otras levaduras (Polonelli et al. 1983; Conti et al.
2002; Bracesco etal. 2006). También puede asesinar a patdgenos de
importancia biomédica, por lo que actualmente estd siendo estudiada a
profundidad contra: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphyloccocus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Proteus vulgaris, Yersinia enterocolitica y
Candida albicans, estos microorganismos ya fueron probados con una variedad
de la toxina K1 y debido al buen efecto que se observo en los estudios que se
realizaron, el compuesto fue propuesto como un potencial probidtico (Fakruddin,
Hossain, y Ahmed 2017).

Ademas, en el grupo de trabajo, se buscaron marcos de lectura abiertos similares

a Tokl en bacterias patégenas, encontrando posibles proteinas homadlogas aun
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no descritas en la literatura y que ademas presentan una estructura secundaria
(perfil de hidropatia) semejante a Tok1 (De Blas C 2016; Villarreal J 2018). Con
relacion a lo anterior, también se realizaron experimentos de laboratorio en los

cuales se probd la toxina en la bacteria Klebsiella pneumoniae (Villarreal J 2018).

Hay mas evidencias en la literatura sobre el efecto Killer en Candida albicans,
que ayudaron a confirmar que la presencia de marcos de lectura homologos a
Tok1, podrian corresponder a blancos moleculares homadlogos para la toxina en
otros microorganismos de importancia médica (Polonelli et al. 1983; Baev et al.
2003). De acuerdo con esto, se podria proponer como un péptido antimicrobiano,

diferente de los antibidticos actuales.

Para poder proponer a un péptido nuevo como un antibiético, es indispensable
gue esa nueva molécula cumpla con ciertas caracteristicas y que no sea toxica
para el ser humano. En el caso de la toxina, esto ya se ha estudiado con
resultados favorables (Fakruddin, Hossain, y Ahmed 2017). Aunque no es
suficiente, se tienen que conocer todos los detalles de su mecanismo de accién
y de su blanco molecular. Por ello, en el laboratorio se estudiara por minimizacion
de estructuras con programas como SWISS-MODEL, la posible conformacién
estructural del canal Tokl con canales “molde”: TREK1 el cual es un canal de
potasio en mamiferos con dos dominios de poro en tdndem y 4 cruces
transmembrana; TWIK1 que es un canal de potasio presente en mamiferos con
dos regiones de poro en tdndem y 4 cruces transmembrana. Estos canales
normalmente juegan un papel importante sobre las células que los expresan
como: neuronas, cardiomiocitos, células musculares y vasculares; ayudando en
la ‘regulacion de frecuencia cardiaca y el ritmo de contraccion en arterias
pulmonares (Ro6dstrom et al. 2020; NCBI structure 2021).

El canal de potasio Tokl, en su estructura contiene un namero mayor de
cisteinas en comparacion con otros canales de potasio. La funcion de estas
cisteinas en este tipo de canales hasta el momento se desconoce, por lo que, se
buscara por medio de analisis informaticos hacer una comparacion del numero
de cisteinas de Tok1 y sus homologos en otros microorganismos, asi mismo, se

desea plantear si su presencia esta implicada en el funcionamiento de la toxina.
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La propuesta en este proyecto es el estudio in silico de las cisteinas como blanco
de la toxina K1, buscando por medio de herramientas informaticas la presencia
y posible distribucién de las cisteinas en Tok1, la toxina y proteinas homadlogas.
El pH y los puentes disulfuro son de gran interés, debido a que sin estas
caracteristicas la toxina no podria tener un efecto letal sobre levaduras sensibles.
Esto es debido a que, la unién de la toxina a la pared celular y a esferoplastos
ya se ha comprobado que radica en las cisteinas 248 y 312, localizadas en la
subunidad beta (Gier 2019, 2020). De hecho, la inhibicion causada por la toxina
se incrementa a niveles bajos de pH 4.6 — 4.7 y la letalidad a través del tiempo

es irreversible.
IMPORTANCIA DE LAS CISTEINAS

Las cisteinas son de relevancia en la naturaleza, debido a que estabilizan
proteinas como canales iénicos en forma de puentes disulfuro, también pueden
estar involucradas en sitios cataliticos de proteinas enziméaticas, lo cual ayuda a
catalizar diversos sustratos de interés para la célula; son ademas sitios
funcionales de pequefias proteinas (Backus 2018). Asi mismo, son capaces de
proteger a las células de posibles dafios causados por especies reactivas de
oxigeno (ROS) y otros oxidantes celulares. Igualmente se sabe que trabajan en
proteinas que regulan el estado REDOX intracelular. Los residuos de cisteina
normalmente son conservados en las proteinas, se estima que la mayoria de las
proteinas existentes, al menos tienen una cisteina (Andersson, Hultberg, y
Lindgren 2000; Backus 2018).

Se habia descrito que las cisteinas, estan implicadas Unicamente en la
estabilidad de las proteinas al formar puentes disulfuro y que, estos enlaces a su
vez también son capaces de proteger a las proteinas de cambios extremos de
pH. En la actualidad, se esta estudiando el papel que tienen los puentes disulfuro
en la funcion de las proteinas. Actualmente la literatura, sefiala que existen dos
tipos de enlaces disulfuro: los estructurales y los reversibles (Schmidt 2006;
Wouters 2010; Nagahara 2011; Cremers 2013; Sun et al. 2017).

Existe evidencia que los enlaces disulfuro reversibles tienen aspectos

diferenciales entre si. Tal como el tamafo de las proteinas; la distancia entre sus
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cisteinas, la carga neta de las secuencias y se sabe que son proteinas altamente
hidrofébicas, normalmente, cuentan con la presencia de aminoacidos como la
serina, glicina y fenilalanina, caracteristicas que son de vital importancia para

determinar si una proteina potencialmente forma puentes disulfuro reversibles.

A pesar de que por el momento son dificiles de determinar in silico, ya hay
algunos ejemplos de este tipo de proteinas y sus funciones, como es el caso.de
la bacteria E. coli, que cuenta con un factor de transcripcion OxyR capaz de
detectar el peroxido de hidrégeno, la proteina es activada y funcional cuando
forma un puente disulfuro (Choi et al. 2001). Otro microorganismo, es Aspergillus
restrictus, que produce una proteina con 149 aminoacidos y en su secuencia
cuenta con 4 cisteinas, las cuales forman puentes disulfuro que estabilizan al
péptido y que ademas presentan una funcion de “switch” encendido/apagado de

la proteina (Nayak, Rathore, y Batra 1999).

Las cisteinas ademéas de formar y disociar sus puentes disulfuro para hacer
funcionales a las proteinas, también son sitios blanco de diversas moléculas.
Como en el caso del Virus de la hepatitis C, el cual presenta 19 cisteinas en las
secuencias de sus glicoproteinas de capside, las cuales ayudan al anclaje de los
viriones a sus receptores celulares CD18 (McCaffrey etal. 2012). En la
naturaleza hay interacciones cisteina-cisteina entre canales de potasio y toxinas.
Un ejemplo de esta interaccion es el caso de algunos escorpiones del género
Androctonus, productores de “potassium channel toxins” (KTxs). Este tipo de
toxinas tiene su blanco en canales de potasio, en regiones especificas cercanas
a la region de poro y en motivos ricos en cisteina: CKKX, CKXK,CXKKX, que
cuenten también con lisinas (K), argininas (K) o algan aminoacido de carga

positiva (X) (Martin-Eauclaire y Bougis 2012).
JUSTIFICACION

Lalevadura S. cerevisiae es un gran modelo experimental para estudiar aspectos
como las coinfecciones virales en levadura, la autoinmunidad, produccién de
toxinas, entre otros. Por lo que este microorganismo puede tener diversas
aplicaciones, por ejemplo, en la industria vitivinicola, evitando la contaminacién

del mosto durante el proceso de fermentacion de una gran variedad de bebidas.
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El desarrollo de nuevos péptidos antimicrobianos (K1), que serian de gran ayuda
en una crisis mundial sin antibi6ticos y estudiar a Tok1l como una potencial diana

para el disefio de nuevos farmacos.
HIPOTESIS

e Las cisteinas identificadas como 281, 411, 415, 418, presentes en el canal
Tok1 potencialmente se asocian con cisteinas de la toxina K1.

e Los puentes disulfuro de las subunidades que estabilizan a la toxina K1
se disocian por efecto del pH, permitiendo la interaccion con cisteinas del
canal de potasio Tokl1.

e Las cisteinas del canal Tokl1: 281, 411, 415 y 418 no estan implicadas en

la formacion de puentes disulfuro.
OBJETIVO GENERAL

Andlisis de la estructura-funcién de los modelos de la toxina K1 y el canal de

potasio Tokl para resolver los posibles sitios de union toxina-canal.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener las predicciones estructurales de la preprotoxina, las
subunidades alfa y beta de la toxina madura, el canal de potasio Tok1l y
las construcciones segmentadas tetraméricas de TOK1A y TOK1B.

e Medicion de distancias entre cisteinas de la toxina K1 y el canal Tok1.

¢ Modelamiento de la mutagénesis dirigida in silico de las cisteinas 281,
411, 415y 418.

METODOLOGIA
Procedimiento analisis computacional

Para poder averiguar si las cisteinas juegan algun rol importante en el
mecanismo de accion de la toxina, primero se realizara mutagénesis sitio dirigida
in silico, para poder descartar diversas zonas y cisteinas del canal que no
estuvieran relacionados con la interaccion de la toxina. Las mutantes a realizar

son las 13 cisteinas (una a una) por metionina, se eligié este aminoacido debido
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a su semejanza con las cisteinas en cuanto a su estructura, tamafio y la
presencia de un atomo de azufre, el cual por si solo no puede formar puentes
disulfuro. El programa medira los cambios en la energia libre del canal, energia
que es requerida para mantener la estructura funcional. También se planean
realizar estudios informaticos con SWISS MODEL y PYMOL como medicién de
distancias entre cisteinas, para determinar que cisteinas estan involucradas
directamente en la estructura del canal formando puentes disulfuro y cuales no
estan formando enlaces y debido a ello potencialmente podrian interactuar con

la toxina.

Para estos andlisis, se utilizé la secuencia de Tok1, la preprotoxina K1, Kreply
marcos de lectura abiertos homdlogos a Tokl. Las principales herramientas
bioinforméticas que se usaron fueron: NCBI como base de datos para obtener
todas las secuencias, I-TASSER y SWISS MODEL como programas para
modelar las probables estructuras de los canales o proteinas a analizar. Los
programas como CHIMERA, PYMOL y herramientas de Docking ayudaran a
determinar todo el andlisis estructural, medir distancias, valores de energia y
generar las mutantes cisteinas — metioninas. También se utilizaron herramientas
online como Smart BLAST, Protein BLAST y MUSCLE para realizar los diversos
alineamientos de secuencias, encontrar sitios conservados y localizacion de

cisteinas en las secuencias.
Determinar el modelo estructural de TOK1

Se realizaron diversos alineamientos en MUSCLE y Smart BLAST con la
secuencia de Tokl y la secuencia de canales de potasio con dos dominios de
poro.y que cuenten con estructura cristalogréafica publicada, estos alineamientos
fueron comparados con las regiones transmembrana S1 a S8 publicadas de
Tokl. De esta manera se puede hacer una seleccion mas certera sobre el canal
“‘molde” para la minimizacion estructural posterior. Los canales que fueron
verificados de este modo: TWIK1, TREK1y TASK1, seleccionando solo aquellos
gue abarcaran la mayor parte estructural de Tok1.Después por medio de SWISS-

MODEL se genera el modelo estructural probable de Tok1.
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Modelaje TOK1A y TOK1B tetramérico

Este tipo de modelaje se realiza en SWISS-MODEL, con las partes de la
secuencia correspondiente al canal de potasio Tokl segmentado con base a las
construcciones de Saldafia et al 2002. A su vez poder obtener con las partes
TOK1A y TOK1B el arreglo estructural tetramérico, ademas de esto la divisién
inducida de las cisteinas presentes en las regiones de poro P1 correspondiente
a TOK1A y P2 correspondiente a TOK1B, lo que nos dard una idea de los
posibles sitios de interaccién de la toxina K1 y los cambios estructurales que

puedan surgir.
Medicion de distancias en el modelo de TOK1, TOK1A y TOK1B

Una vez realizados los modelos, estos son analizados en PYMOL, herramienta
que permite realizar la medicion de las distancias entre cada una de las cisteinas
de interés desde un mismo punto que son-los atomos de azufre de cada cisteina
y poder obtener asi una relacion del promedio de las distancias (en Angstroms)
que tienen las cisteinas en los modelos y poder compararlas con los valores
tedricos promedio. Esto ayudara a descartar posibles cisteinas que estén

ayudando en la conformacion estructural del canal.
BUsqueda de cisteinas en proteinas homoélogas a Tok1

Por medio de herramientas de alineamiento, se pueden buscar secuencias con
alta similitud a Tok1 presentes en otros microorganismos. Una vez obtenida esta
basqueda, se procede a analizar las secuencias en busca de cisteinas
conservadas en todos los microorganismos 0 en su caso realizar un conteo de
cisteinas presentes en toda la secuencia. Para poder asi contrastar esa
informacion con informacién publicada sobre esos microorganismos y su
sensibilidad a la toxina K1. Ademas, se analizara la secuencia de Krelp, el cual
ha sido propuesto como un posible blanco molecular de la toxina; para asi,
suponer qué eventos suceden al interactuar la toxina en células sensibles y

finalmente, con estas secuencias se puede realizar un analisis filogenético.
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Modelar a Tok1segmentado para cbservar cambios en la estructura

Mutagénesis dirigida in sifico de las cisteinas 7. 9. 10y 11,
medir distancias

Modelar el canal TOKT1, la toxina y la pptox los
cuales no cuentan con una cristalografia
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Figura 6. Resumen de objetivos in silico. Se presenta en la figura el resumen de los objetivos in silico. 1)

H HN-C~H
'H CH

Sl CH;

s

Cisteina CH

Metionina

el modelaje de Tokl, 2) las construcciones de TOK1A y TOK1B, la mutagénesis dirigida in silico, 3) el

modelaje de la toxina, 4) medicion de distancias. (Mapa topogréafico de Saldafia 2002 y Reid 1996).

RESULTADOS
ESTRUCTURA DE TOK1 POR MINIMIZACION

En la figura 7 podemos observar los resultados del modelaje estructural que se
realizé en el laboratorio utilizando SWISS-MODEL. Esta herramienta utiliza la
secuencia de cualquier proteina (en este caso Tok1) y buscar en la base de datos
secuencias y estructuras similares para realizar un alineamiento, resultados con
los que se hard la minimizacion estructural y la obtencion final del modelo

predictivo de nuestra proteina de interés.

En el panel A, se observa la estructura de TREK1 canal de potasio de 4 cruces
transmembrana y dos regiones de poro en tAndem (semejante a Tok1) presente
en mamiferos. En B, podemos observar al canal de potasio igualmente de 4
cruces transmembrana TWIK1. En C, un transportador de potasio en levadura
TRKA y en D se puede apreciar el modelo de Tokl que consta de 8 cruces
transmembranay 2 regiones de poro en tandem. En la parte posterior de la figura

podemos observar las regiones de poro de cada una de las estructuras. Es
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evidente la semejanza estructural de las regiones de poro de los canales de

potasio, siempre conservan una caracteristica forma cuadrangular.

En el mismo sentido, los canales TREK1, TWIK1 y el transportador TRKA ya
cuentan con una estructura definida por cristalografia, por lo que las semejanzas
vistas en las regiones de poro al compararlas con el modelo de TOK nos hablan
de un buen modelaje, cercano a la estructura real. Este acercamiento estructural
también nos da idea de como se encuentran las zonas en las que posiblemente
la toxina interactia y nos da la oportunidad de medir distancias y observar la

localizacion de las cisteinas de interés.

Canales y transportador cristalizados Fuente: PDB

| N
Modelo TOK{ ~°
levadura ~)

Figura 7. Modelaje estructural TOK1. En A se muestra la estructura de TREK1 junto con su regién de
poro, en B, se muestra a TWIK1, ambos canales de potasio de cuatro cruces transmembrana y dos regiones
de poro en tandem. En C se observa la estructura del transportador de potasio TRKA para contrastar las
demas estructuras. Los tres, ya cuentan con una estructura cristalogréafica. Y en D, se muestra la prediccion

de estructura para Tok1.

El alineamiento triple realizado entre TOK1, TWIK1 y TREK1, muestra una
amplia regiéon en rojo, la cual es conservada en los tres canales vistos en la figura
8. Se puede inferir que ambos canales (TWIK1 y TREK1) son adecuados para

poder determinar la estructura Tokl. Sin embargo, al realizar un analisis mas
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detallado de los alineamientos, la secuencia de TREK abarca la mayor parte de
los aminoacidos que conforman a TOK, incluso abarca del cruce transmembrana
2 (S2) al cruce transmembrana 8 (S8) y las dos regiones de poro. Por lo tanto,
este canal de potasio fue elegido para realizar el modelaje estructural y de esta
manera se aseguro que el modelamiento fuera mas certero. Por otro lado, en el
caso de la secuencia de TWIK, se vieron comprometidas las secciones
transmembrana de la 1 a la 4 (S1-S4), lo que representaria la perdida de
informacion en el modelaje de la mitad de los cruces transmembrana del canal
Tok1.

TOR1 81 yfpvitaclgpvantisiacvvekwrslknnsvvtnprsndtdvlimngqvktWidppgifavniislvigftsniilmlhf 168
BHER] e e i aaia s anaa e A e S e e S e Sl s M e A A b A A S
MRERT: 00 s s o e e A 2 N N I e L e AR B L
TOK1 181 skkltylksglinitgwtiaggmlLVOVIVCSLNOMPS INSKELIGFWFACLISSGLYLVE LG------ 233
TWIK1 e MLQSLAGSSCA L VERHRSAWCFGFLYLGYLLYLVFG YEDLLRQELR S7
TREK1 1 ceeeeemmeeeeemememeaeee MKARGN - == == VATLS e mmmm e e LIVCTFTYLLVGAAVFDALESDHEMREEEKLK 42
TOK1 234 - ~-KYPPTFMLLPHNE -RS IMAYTVLRS LHLAWENGMF S - - - GLLHI TYGNAL Y LTS
TWIK1 58  KLKRRFLEEMECLSER--C 135
TREK1 43  AEEIRIKGKYMIS 11
TOK1 306 385
TWIKLl 136 189
TREK1 112 154
TOK1 386 IALFMAFWL LQALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLT IGYGDYAPRIGAG---~ ==~~~ RAFFVIWALGAVPLMGAILSTY 456
TWIK1 198 WINSCRFF IPAAVFSVLECOWMFLESFYFCFISLSTIGLGDYV -GYNQKFRELYKIGITCYLLLGLIAMLVVLETF 2867
TREK1 165 [ FSEM-GILCIGAAAFSQUEEWSFFHAYYYCFLITLTTIGFGDYVALQTKGALQK -KPLYVAFSFMYLILVGLTVIGAFLNLY 242
TOK1 457 GOLLFDISTSLDIKIGESFnnkvKSIVENGRQORALS MIGELFEESDTADGOLEENTTSSQSSQISEFNONN-SEEND 535
TWIK1 B R ELHELKKFAK == == =MF YV KDKDEDLVHIMEFDQL S e mmmm e e m e mm e mm e e e e e e e m m e e 3ee
TREK1 243 VLRFLTMNSEDERROAEE----- RASLAGNRNAMYIHIPEEPRPSRPRYKADVPOLQSVCSCTCYRSQDYGGRSVAPONS 317
TOR1 536 SGVISPP---ASLOESFSSLSKASSPEGLLPLEYWSSAEYALQOSGTCRLRNLQELLKAVKKIhricladkdytisfsdw 612
TWIK1 301 -------e- FSSVTEQVAGLKEEQKQSEPF - -\ YED-GSADH--- -~ mmrmr e e e - 338
TREK1 318 FSAKLAPhyFHSIS 374

Figura 8. Alineamiento triple: TOK1, TWIK1 y TREK1. Se muestra el analisis de secuencias realizado
para determinar el molde o posibles moldes para la construccion de la estructura TOK1. En rojo se pueden

observar las regiones de la secuencia que son conservadas entre los tres canales de potasio (MUSCLE).
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Modelo TOK1 Pl NALYFITVSLLTVGLGDIL

P2 NEIYFEFLELLTIGYGDYA

Figura 9. Estructura de Tok1l. Se muestra el modelo construido por minimizacién estructural del canal de
potasio por medio del programa SWISS-MODEL. A) Se muestra la conformacion estructural tetramérica de
Tok1, en naranja se pueden observar las cisteinas C281, C411, C415 y C418 (7,9,10 y 11) en linea
punteada el plano de la membrana plasmatica. B) Se presenta la region de poro, en naranja se resaltan las
cisteinas, en rojo se muestra el filtro de selectividad (GYG) y (GLG). (CHIMERA).

MODELAJE CANAL TOK1 SEGMENTADO (TOK1A Y TOK1B)

Se determiné la estructura de las construcciones TOK1A y TOK1B, para de esta
manera poder observar si el canal presentaba algun cambio en su conformacion
estructural, si cambiaban o no la distribucion de cisteinas de interés 281, 411,
415, 418. Ademas, una vez planteados los modelos, se puede realizar la
medicion de distancias entre ellas, para asi poder analizar y comparar, con
respecto al modelo original de Tok1, si las distancias cambiaron y si son capaces
de formar puentes disulfuro entre ellas. Si dichas cisteinas no forman puentes
disulfuro, probablemente estén disponibles para poder asociarse con la toxina
K1. Como se puede observar en la figura 9 y 10, no hay cambios fuertes en la
estructura con respecto al canal Tokl original, ademas la localizacion de las

cisteinas de interés sigue intacta para los tres casos analizados.
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Modelo TOK1A

C-score; -4.61
Generado: SWISS-MODEL

Modelo TOK1B

Cescore: -4.23
Generado: SWISS-MODEL

Figura 10. Modelaje TOK1A y TOK1B. Se muestra el modelo de TOK1A y TOK1B realizado in silico. En
amarillo podemos observar la localizacion de las cisteinas para cada una de las estructuras. En la parte
superior de izquierda a derecha podemos ver la estructura del canal completo, seguido de la rotacion de la
estructura en 90° para observar la regiéon de poro de TOK1A y en la parte posterior podemos apreciar a
TOK1B.

MODELAJE ESTRUCTURAL MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida tuvo que ser realizada in silico. La tabla que contiene los
valores de delta G con las mutantes de cisteinas por metioninas, fue realizada
por medio del programa CHIMERA. Programa que genera rotametros de los
aminoacidos de interés (mutagénesis) y medir el cambio de los valores de

energia libre de cada mutante con base en la energia total inicial.

Posteriormente, se realizd6 la misma mutagénesis dirigida en el programa
PYMOL, de igual manera cambiando las cisteinas por metioninas. En este caso
en particular anicamente se realizo el cambio de las cisteinas de interés, la
primera presente en TOK1A, identificada como la cisteina 281. Y en la seccién
TOK1B se trabajo con las cisteinas 411, 415y 418. El programa puede modificar
la rotacion del aminoacido que reemplazara al original. Se selecciono la region
mas adecuada para que el aminoacido nuevo tomara exactamente la posicion

del aminoacido original y no hubiese alteraciones en la estructura debido a esto.
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Tok1 mutagénesis
de cisteina 7

Generado: PYMOL -

N
Figura 11. Mutagénesis dirigida 7. A) Se puede apreciar el modelaje estructural de TOK1A, en verde la
cisteina nimero 7 (281) y en azul y gris el filtro de selectividad. En B) se puede observar el cambio de la
estructura para que muestre los grupos en los aminoacidos. La cisteina 281 (7) ser4 mutada por metionina
en la misma posicién. D) Se puede observar el cambio de cisteina por metionina en la posicion 281.

cisteinas 9, 10y 11

' -G G- 75 ’
Tok1 mutagénesis de ' ‘\\ } =
J TYR: 74
Generado: PYMOL

Figura 12. Mutagénesis dirigida 9, 10 y 11. En A) se muestra la estructura de TOK1B, en verde las
cisteinas 9, 10 y 11 (61, 65 y 68). Ademas de mostrar en negro y azul el filiro de selectividad. En B) un
acercamiento de la zona, C) la molécula completa con el esqueleto de los aminoacidos expuesto. D) Se

observa en las mismas posiciones 61, 65 y 68 el cambio de cisteina por metionina.
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Estabilidad Tokl Cysl Cys2 Cys3 Cys4 Cys5 Cysb

Energia 1443.59 | 2516.54 2938.92 2228.28 1353.83 2240.82
Estabilidad Cys7 Cys8 Cys9 Cys10 Cys11 Cys12 Cys13

272.29 |/1221.891] 2887.19 2233.46 2170.46 1154.08

Energia

Tabla 1. Valores de energia libre. Se muestra la tabla del registro de los cambios en el valor de energia
libre medida in silico en la mutagénesis dirigida una a una de las 13 cisteinas presentes en Tokl por
metionina, para la seleccion de cisteinas candidatas para:mutagénesis in silico con el programa PyMol.

Se hizo un registro (Tabla 1) en donde se muestra el valor total de energia libre
del canal de potasio Tok1 sin cambios y.un listado de las cisteinas presentes en
el canal y la diferencia de los valores de energia libre. Se observaron diversos
cambios al mutar una a una las cisteinas por metioninas. Los valores de energia
disminuian o incrementaban con respecto al valor original total del canal.
Aquellas cisteinas que tuvieran un papel clave en estabilizar al canal, es decir,
qgue mostraran valores altos de energia libre con respecto al valor inicial, fueron
descartadas. Aquellas cisteinas que tuvieran un cambio en el valor de energia,
pero, que no afectaran la estabilidad del canal debido a su ubicacién, fueron
seleccionadas. Las cisteinas 281, 411, 415 y 418 pueden ser utilizadas
potencialmente para mutagénesis dirigida in vitro y para realizar el analisis
bioinformético. La numero 281, se encuentra localizada en la region de poro 1
(P1) y las otras tres se encuentran localizadas a la misma distancia una de la

otra, dentro de la regién de poro 2 (P2).
MODELAJE ESTRUCTURAL DE LA TOXINA

Una vez realizados los modelos estructurales para el canal de potasio Tok1, es
mucho mas facil pensar en realizar el modelaje de la toxina Killer. Teniendo las

dos partes modeladas y al afinar dichos modelos con base a las secuenciasy a
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proteinas semejantes, se puede pensar en un posterior analisis y modelamiento
tipo docking, lo que nos permite hacer un acercamiento del mecanismo de accion
especifico, al modelar la interaccién directa entre el canal de potasio TOK1 y la

toxina K1.

Es importante mencionar que esta toxina tampoco tiene ninguna estructura
reportada en las bases de datos, ni hay proteinas similares que cuenten con
cristalografia, por lo que se tiene que realizar un modelaje totalmente de novo,
el cual no podra contar con estructuras de referencia que apoyen el correcto
modelamiento de la estructura. Sin embargo, algo que si nos puede ayudar a
determinar si el modelaje es correcto, son las cisteinas y su localizacion. Estas
cisteinas deben estar localizadas en zonas de facil acceso para generar los

puentes disulfuro con la otra subunidad.

Para este modelaje, se utilizé la secuencia de la toxina mostrada en la figura 13,
obteniendo asi la secuencia de la subunidad alfa, que consta de 103
aminoéacidos con 3 cisteinas y para beta la secuencia de 83 aminoacidos con 3
cisteinas. El proceso de modelaje se realizé con la herramienta I-TASSER y
PYMOL. Este tipo de herramienta es mucho mas eficiente y presenta una mayor
precisién con respecto a cada pieza que conforma el modelaje final, realiza una
cantidad mayor de alineamientos y busqueda de proteinas con similitud en
secuencias y es mucho mas detallada para moléculas y proteinas pequefias
como la toxina. Posterior al modelaje, se hizo la medicidén de distancias entre las

cisteinas de cada subunidad de la toxina.
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Subunidad alfa K1 Subunidad beta A1

C-score: -3.68 C-score: -3.09
EAPWYDKIWEVEDWLLORATDGNWGKSITWGSFV YVYPMCEHGIKASYCMALNDAMVSANGNLYGLAEK
ASDAGVVIFGINVCENCVGERKDDISTDCGKQTL LFSEDEGOQWETNYXYEKLYWSTGOWIMSMKFIEESID
ALLVSIFVAVTSGHHLIWGGNRPVSQSDENGATV NANNDFEGCDTGH B (83)

A a(l03)

Figura 13. Modelaje subunidades ay B de K1. En la parte izquierda de la figura se muestra el modelaje
de la subunidad alfa de la toxina, en cian se muestran las 3 cisteinas que forman puentes disulfuro con
beta, abajo se muestra su secuencia de 103 aminoacidos. En la parte derecha se puede observar la
estructura modelada para la subunidad beta de la toxina, en verde las cisteinas presentes y debajo la
secuencia de aminoacidos, 83 en total.

¢LAS CISTEINAS PUEDEN FORMAR PUENTES DISULFURO?

De acuerdo con el modelo estructural que se realizd para Tokl1 y sus variantes
TOK1A y TOK1B, se logré medir las distancias entre cada una de las cisteinas
(281, 411, 415, 418) por medio de la herramienta bioinforméatica PYMOL, la cual
tiene la opcion de medir distancias al hacer la seleccion de dos aminoéacidos.
Para obtener datos confiables, se realizé la medicion desde un mismo punto de
la_estructura del amino&cido cisteina, es decir, se midi6 la distancia desde los
atomos de azufre de cada cisteina. Con este método, se logré eliminar la
variacion que el programa puede llegar a tener, si se miden los aminoacidos
desde otros puntos. Posteriormente, se registraron en una tabla, junto con el
valor tedrico de la distancia entre puentes disulfuro (azufre - azufre) obtenida en
la literatura el cual es cercano a 2.05 Angstroms. Estos valores tienen un rango

que va de los 2 hasta los 6 Angstroms lo que nos ayuda a determinar con un
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rango definido, si las cisteinas de interés en el canal forman o no puentes

disulfuro.

Tabla de distancias entre cisteinas en el canal de potasio

Cisteina Modelo Distancia (angstroms)
Puentes disulfuro Teorico 2.05 - 3.05
281 418 TOKA1 15.2
418 415 TOKA1 7.9
415 411 TOKA1 6.9
281 411 TOKA1 24
281 415 TOKA1 21.5
281 418 TOKA1 20.3
281 281" TOKA1 30.9 o
418 411! TOKA1 28.6
418 415" TOKA1 25.2
418 418' TOKA1 19.1
418 281" TOKA1 22.2
415 411" TOKA1 35.4
415 415! TOKA1 32.1
415 418' TOKA 25.3
415 281" TOKA1 24.2
411 411! TOKA1 37.6
411 415" TOK1 35.3
411 418' TOKA 28.6
411 281" TOK1 26.2

Tabla 2. Distancias entre cisteinas. En la columna cisteina se muestran 1 valor teérico y 2 valores reales

de distancias entre cisteinas medidas en estructuras con cristalografia. Posteriormente se numeran las

cisteinas de interés en la cadena A de Tok1 con su identificador de secuencia: 281, 411, 415y 418 0 281,

411, 415’ y 418’ refiriéndose a la cadena B de Tok1. Y finalmente, la columna distancia que muestra todos

los valores en angstroms.
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Figura 14. Medicién de distancias a y B. Se observan del lado izquierdo las figuras de las subunidades a
y B en gris, en cian se localizan las 3 cisteinas que estabilizan a la toxina K1. A la derecha, podemos
observar la estructura de las cisteinas en sticks de las dos subunidades, en color azul y parpura, se muestra
el atomo de SH desde donde se midieron las distancias entre cada cisteina (linea punteada amarilla).

Subunidad alfa K12/~ Subunidad beta A1
Cisteinas Distancias Cistelnas Distancias
95 92* 10.6 67* 76 4.9
95* 107* 9.9 76* 140* 13.4
92 107 11 140 67 17.9
Wnidad Unién

Tabla 3. Distancias entre cisteinas de a'y B. Valores de distancias entre los grupos SH en las cisteinas
de las subunidades de la toxina, todos los valores se han registrado en angstroms. Los asteriscos azules
indican su funcién en la inmunidad/union y por otro lado el asterisco rojo, indica que su posible funcién es
la formacién de puentes disulfuro con la otra subunidad de la toxina.

SEPARACION DE PUENTES DISULFURO

De acuerdo con los datos obtenidos por Sun 'y colaboradores en el 2017, se logro
realizar un acercamiento de dichos resultados obtenidos al modelo de la toxina.
Es decir, los parametros publicados por Sun indican que son capaces de

predecir puentes disulfuro reversibles son: la carga neta de la proteina, la
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longitud del puente disulfuro entre dichas proteinas, el tamafio de la proteina, la
hidrofobicidad y la presencia de ciertos aminoacidos como la serina, glicina y

fenilalanina cercanas a las cisteinas formadoras de puentes disulfuro.

Para determinar si la toxina cuenta con este tipo de enlaces reversibles, se hizo
un analisis manual de algunos de esos parametros, seleccionados debido a la
disponibilidad de datos o herramientas para determinarlos. Por ello se seleccion6
a la hidrofobicidad, la presencia de aminoacidos serina, glicina y fenilalanina en
ambas proteinas y su proximidad a las cisteinas. No se pudo utilizar el servidor
propuesto por el grupo de investigacion debido a que solo puede predecir dichos
enlaces en proteinas registradas en el PBD que cuenten con cristalografia.
Ademas de realizar este analisis con la toxina, también se realizé una pequefa
prueba con 2 toxinas de Saccharomyces del tipo Killer: K2 y K28. Las cuales
presentaron caracteristicas similares a las de la toxina K1. (Datos aqui no

mostrados).

4

thoh I Kyte & Foo||{tle

Subunidad alfa A1
|EAPWYDKIWEVKDWLLORATDGNWGKS I TWGSEV
AsDAGVVIFGINVEKNEVEERKDDIST DEGKOTL
{ALLVSIFVAVTSGHHLIWGGNRPVSQSDPNGATY
A «(103)

||l Subunidad beta A1

17V YPMBEHGTKASYBMALNDAMVSANGNT YGLA
| | EKLESEDEGOWETNY YKLYWSTGOW TMSMKE TR
ESTDNANNDEEGEDTGH B (83)

50 100 150 200 250 300
Position

Figura 15. Perfil de hidropatia de a y B. Se muestra el perfil de hidropatia para toda la preprotoxina, se
pueden observar en la seccion de a, dos picos hidrofobicos y en la seccion de beta un pico hidrofilico. En
la parte derecha de la figura se pueden observar las secuencias de aminoacidos para a y 3, con los

aminoacidos serina, glicina y fenilalanina en amarillo, junto con las cisteinas en rosa.
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BUSQUEDA DE CISTEINAS EN CANALES TOK DE OTROS HONGOS

Las regiones de poro en los canales de potasio con dos regiones en poro en
tandem son de gran importancia e interés en investigacion. Esto debido a que,
dentro del mismo canal, las dos regiones de poro pueden llegar a tener funciones
diferentes y secuencias diferentes, también es notoria la asimetria que presentan
estos canales. Esto ha llevado a la observacién de que las regiones de poro son

punto clave como blanco de otras moléculas.

El fenomeno Killer, se sabe tiene un amplio espectro de efectividad en levaduras,
esto debido a la presencia del blanco molecular Tok1 como en el caso del género
Candida. Hasta el momento se ha determinado la presencia de cisteinas en Tok1l
de Saccharomyces cerevisiae junto con su sensibilidad a la toxina. Pero, no se
ha estudiado si la presencia de cisteinas esta conservada en los canales Tok1

de otras levaduras.

Se realizé un alineamiento con la herramienta BLASTp usando como secuencia
clave al canal de Saccharomyces, para determinar aquellas levaduras que tienen
identificado un canal Tokl. Posteriormente, se realizé un alineamiento multiple
con las secuencias obtenidas. Los alineamientos fueron analizados,

determinando la presencia de cisteinas y los filtros de selectividad.
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Scer 231  KLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL  HITYGNALYECTVSLITVGLGDYLPK-SVGAKIMVLI 306
=
Spar 227  KLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSVWLIWGAGMFSALL  HITYGNALYFCTVSL GDYLPK-SVGAKIMVLI 302
e
Klma 199  LKKKYAATFNLLENERLLMSFTFVFSIWFLWGSALFSRLL  HLTYGNSLYFCVVSV]TIGLGDYJYPD-TTASEIMILT 274
=
Cota 188  HARHYAEDFQLTTAQRTLMLOTILFLLYLLLGALVESTVE  GWTYLDAVYWADVTLETVGFGDYAAA-SPLGRALLIP 263
Fuox 190  SVGHYPNDFNLTPSQRTLMLQTIMFLLYLLVGAVVFSNIE  NWNYLOTVYWADVTLJTVGFGDHTAQ-TNLGRALMMP 265
Zygm 185  YLGKYPPKFNLMKNERTLMVFTLFFSVLLIWGGGMFSRIL  HVTFGAALYFSTVSI|TVGLGDYTPN-DVATKILIMV 260
Vern 203  HTRRYPKDFQLTASQRTLMLQTIAYLFYLLIGALVEAEIE  GWVYLDAVYWANTTLTIGYGDYSPS-STLARALLIP 278
Aspu 197  FLGHYPQNFVLTSDQRTLILQTTSSVVWLAIGGVIFSHV-[1]DISYANAVYFSDITI|TVGFGDYTPT-TALGRGLVFP 272
Aslu 187  VLGHYPQYFALTDGORTLILQT TAFVVWLLIGAAIFHAV-[2]DISFADALYFSDVTI|TLGYGDYTPP-SSVGKGLVFE 263
Kaex 192  RLGKYPATFNLFTNERSIILFTVFLSLWLIWGSAMFSGLT ~ NISYGNALYYCTVSL|TVGFGDYLPP-SIAAKIMALI 267
——
Lasu 189  WKDYYPKEFQLTMPQRTLMLOT ISFLTYLIAGAAVFGHIE  GWALLDALYWADVT LY TVGLGDHSPS- THTGRALLEF 264
Cagl 208  KLQKYPAQFNLLPNERSIMVFTVILSIWLIWGAGMFSRLL — HISYGNALYFCTVSL TIGLGDYLPK-STARKCHALY 283
] — e =
Asfu 201  TLGHYPQYFALTDGQRTLILQTLSFVIWLLIGAVIFSRV-[1]DISFADALYFSDVTI|TVGFGDJAPT-RAIGRGILFP 276
Last 221  WRGHYPQTFTLTESQRTLILQTMMFFVWLAGGGGIFSRIE[6 |NWTFANALYFCOVTI| TVGFGDVPS-NDVSRGLVFP 382
e
Sugl 33@  RLKRSVVPLSITHMQSRLMFLNVIFIVWIGFGGGIFTAMI[1]GLTFGDAMYECMGVC)TVAAGDREPK: THLSRTIIIF 406
Decg 5 FLGHYPENFALSASQRTLILQTMTFF IWLGGGAAAF SKLE [ 6 ]SWGFADALYFCOVTI| TUGHGOMYPS - TDATRGIVFP 86
=y
Smyl 177  FKNFYPPEFNLTDNERAVMVYTFCLSIWFIWGAGMFSGLL  DISYGVALYYETASV| TVE¥GDHVPH-NVAGKIMCLF 252
. — L ]
Piku 326 LKKKYKPVENIDHVEETLVIQTTLMGVWLIIGAAVFTRVL  NLRLSDAYLYFUTSVIRIGMOGIVPMANVAGETLTST 402
Tria 195  CAGHYPKDFILSLSQRTLMLQTILVMIYLHVGATVFAAIE  DWGYLEAVYWABVEL | TIGFGDHAPQ-TNLGOALVIP 270
e
Hano 233 KKGKYKATFNLSHDERAVMLYTFGFQLWLLWGAWLYSKCL] 2 JDVSYEVSLY SBRCCAR TVGFGDYFSH-KTSGRLISMF 310
—— e . ST
Hanu 233 RRGKYKATFNLSHDERAVMLYTFGFSLWLMWGAWLYSKCL [ 2]DYSYGVSUYAL LCGA) TVGFGDYYST-KTSGRITSMY 310
. —————
Trap 213  -PDFARRGSGLTRKOQRGLMIMVIVLLVYIAFGALVNSILL [2]-SSFINGLYFSWSIFTIGFGDRVPK-TTGARWWTCY 287
e
Pens 76 KVSPVSAADRRKIECTSIVFRVVTFIILLLGGAAVYSTTE, GWSLMDALYFTDYTL|TIGLGNJAPQ-THLGRSLLFP 151
eme——a
Neuc 187  QQGHYAKDFMLTPSQRTLMLOTISFLIYLLIGALTESNTE, = GWNYLDGVYWAAVTLTVGFGDYYPT-STLGRALLFP 262

Figura 16. Alineamiento de la vecindad de laregion formadora de poro 1 de proteinas homoélogas al
canal TOK1. Se muestra el alineamiento multiple de canales de potasio (region P1) de rectificacion saliente
en: Scer (Saccharomyces cerevisiae), Spar (Saccharomyces paradoxus), Kmar (Kluyveromyces
marxianus), Colta (Colletotrichum tanaceti), Fuox (Fusarium oxysporym), Zygm (Zigosaccharomyces
mellis), Vern (Verticillium nonalfalfae), Aspu (Aspergillus puulaauensis), Aslu (Aspergillus luchuensis), Kaex
(Kazachstania exigua), Lasu (Lachnellula suecica), Cagl (Candida glabrata), Asfu (Aspergillus fumigatus),
Last (Lasiodiplodia theobromae), Sugl (Sugiyamaella lignohabitans), Decg (Decorospora gaudefroyi), Smyl
(Saccharomycodes ludwigii), Piku (Pichia kudriavzevii), Tria (Trichoderma asperellum), Hano
(Hanseniaspora opuntiae), Hanu (Hanseniaspora uvarum), Trap (Trametes pubescens), Pens (Penicillium
subrubescens), Neuc (Neurospora crassa). Y cisteinas en azul, filtro selectividad en purpura. (Secuencias:
ver anexo #1).
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Scer 414 (FCFL-C) (TTGVC) DYAPRTGAGRAF FVINWAL GAVPLHGATL STVGDLLFDISTSLDTKIGES - - FN- -NKVKSTVF 434
Spar 410 | FcFL-c)4TIGYG |DFAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGATL STVGDLLFDISTSLDTRIGES --LN--NKVKSTVF 480
Klma 383 | FCIL-SHTIGYGINLCPITGCGRA YVLWC IGAVPLMTVL ISTVGDSLYRCSRTIDRRIRRYIYFEKPSEAQTLSFKNI 460
Cota 403 S s ITIGYG JDRTPVSNAGKAFFVFWSL LALPTMTVMISNAGDTVIKAVRDATLELGNITILPGE RGFHEDLM 477
Fuox 408 FCFV-SEITIGYGDVTPISNAGKSFFVFWSL LALPTMTVLISNAGDTVKLIRDGTLRLGNVTILPG

Zygm 368 CFL-CRITIGYGDFAPKTGAGRAFFVCWSLAAVPLMSAILSTVGDSLFDLAKSAGLPISKE

vVern 416 & TIGYG|DLSLVSHAGRVF LPTTTVMISNAGDTVVLAVKNAVLE

Aspu 418 | FCFT-SE4TIGYG|DITPTTI /WSLLAVPTMTSLISKMSDTLVDGYQRVTNG

Aslu 407 | FGFC-SATIGYG|DITPTTNAARPEFIVWSLLSVPTMTVLISEMSDTIVVAFKHAT SV

Kaex 375 | FerL-cl4TIGYGYDFAF YDTASKIDSSFAKK--FG--FAMKY

Lasu 399 el | TIGYG |DFYPTSNSGKPFFVLWSLLAT TVKEVEDLTLWIANITILPGE

Cagl 391 FL-CJYTIGYG |DYAPETGAGRAF FVLWS TGAVF LYASSESLDVK NSVIETVLE 461
Asfu 436 FGFC-SEITVGYGRDFTP VVAWFKNATDK 513
Last 512 | FCYV-SE{TVGYG|DLAPKS TVISGFKNATSKLADVTVL PKDX 589
Sugl 516 | FCGL-L{YANSFG |DF TFTFITEEGDRFTRRE-VATIGFIGNLSVENK 592
DGCCJ 262 YV-SEETIGYG|DLAPK I TVVAKFKKWSDEFRDEEVIPKEGTWRAF L DKHF 339
Smyl 370 | FCFL-CP]TIGYG|DFAAKSSAGRAFWVIWALAAVPLMTALTSTVGDFLFDIGTPV#=>--£_4 TKEC 427
Piku 511 FY TLGQG | SOSPSTPGGKTFF TANALAATPVMTILISTSSDFVFSKLIQIBKIPFFE IVFEYCNSHSSLRRFGE 588
Tria 407 | FoFI-alT16Y6 |OLAPVSNAGRAFFVFWSLMALPTITVLISHAGS TWIKIVRDS FIRLGNVTILPGE---DAYLSSLK 481
Hano 456 AFLACIATIGYG |DFILTTGSSRAFFVLFALAAIPLMTSL INATIGDSLS TEGWSF 517
Hanu 456 | FAFLAC)ATIGYG |OFILTTGSSRAFFVLFALAATPLMTSL INATGDSLSSLGWSF VKYAVIA 517
Trap 639 \FCFL-AJYTTGYG |DFAPVTPAGRSVFVVIWALF IVVSVWIAEAGSSRYKSA 692
Pens 279  FTYT-SLYTIGYG|DYFPTSHLGKVFFIFWSLLAZPTRANLVIATGHALHIWLVECSGWIWRHVLHRGRP - -~EEHHDHD 353
Neuc 399 V-SLALLIGYG) DITPVSNAGKSFWVFIWALIEL P THI VIFSNAGDT IVKGIKDATDKVATVTILPSE- FK 473

Figura 17. Alineamiento de la vecindad dela region formadora de poro 2 de proteinas homdlogas al
canal TOK1. Se muestra el alineamiento multiple de canales de potasio (region P2) de rectificacion saliente
en: Scer (Saccharomyces cerevisiae), Spar (Saccharomyces paradoxus), Kmar (Kluyveromyces
marxianus), Colta (Colletotrichum tanaceti), Fuox (Fusarium oxysporym), Zygm (Zigosaccharomyces
mellis), Vern (Verticillium nonalfalfae), Aspu (Aspergillus puulaauensis), Aslu (Aspergillus luchuensis), Kaex
(Kazachstania exigua), Lasu (Lachnellula suecica), Cagl (Candida glabrata), Asfu (Aspergillus fumigatus),
Last (Lasiodiplodia theobromae), Sugl (Sugiyamaella lignohabitans), Decg (Decorospora gaudefroyi), Smyl
(Saccharomycodes ludwigii), Piku (Pichia kudriavzevii), Tria (Trichoderma asperellum), Hano
(Hanseniaspora opuntiae), Hanu (Hanseniaspora uvarum), Trap (Trametes pubescens), Pens (Penicillium
subrubescens), Neuc (Neurospora crassa). Y cisteinas en azul, filtro selectividad en rosa, cisteinas

ausentes en gris. (secuencias: ver anexo #1).

BUSQUEDA DE CISTEINAS EN ORF’S

Después de realizar el alineamiento se hizo un conteo de cisteinas en marcos
de lectura abiertos semejantes a TOK1, ademas este nimero de cisteinas se
comparé con canales de potasio Tokl ya identificados. Se hizo el conteo de
cisteinas en secuencias pertenecientes a bacterias: Listeria, Klebsiella,
Salmonella, Escherichia, de las cuales ya hay evidencias de sensibilidad a la

toxina. El nimero de cisteinas es reducido en procariontes.
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Presencia de cisteinas en canales de potasio homélogos de diferentes microorganismos

aa Organismo/canal potasio Ndmero cisteinas Secuencia GenBank
1-691 TOK1 - Saccharomyces cerevisiae 13 NP_O12442
1-741 TOK1 - Candiaa albicans 8 XM_707536.2
1-741 ORF TOK - Candida glabrata 8 XP_449528
1-353 ORF TOK - Ustilago maydis 5 KIS70213
1-714 TOK1 - Pseudogymnoascus destructans 5 XM_024465761
1-821 TOK1 - Griptoccocus neoformans 5 ACD13149
1-628 TOK1 - Aluyveromyces factis 13 QEU62531
1-639 TOK1 - Kluyveromyces marxianus 12 XM_022818658
1-684 TOK1 - Colletotrichum aenigma 6 XM_037318861
1-375 ORF TOK - Klebsiella pneumoniae 1 WP_016528883
1-381 ORF TOK - Salmonelia entérica 1 MEV19890
1-289 ORF TOK - Listeria monocytogenes 0 GAT38857
1-362 ORF TOK - Escherichia colf 0 NP_415449
1-351 ORF TOK - Shigella flexneri 0 WP-000749868

Tabla 4. Recuento de cisteinas en proteinas homadlogas. Se presenta el tamafio de las secuencias en
(aa), el organismo se muestra el microorganismo en donde fue encontrada esa proteina y ademas si es un
ORF o una secuencia ya clasificada como homologa del.canal de potasio TOK1. En la siguiente columna
se muestra el nimero de cisteinas presentes en la secuencia y en la columna secuencia, se muestra el

numero de referencia para cada secuencia probada.

La informacién nueva que brinda esta busqueda es muy interesante. Al proponer
a las cisteinas como sitio de union se esperaria que todas las secuencias
contaran con al menos una cisteina en su estructura, que fuese capaz de
interactuar con la toxina. Para el caso de bacterias como Escherichia coli y
Listeria monocytogenes, ya hay evidencia en el laboratorio de que la toxina es
capaz de mantener su letalidad. Sin embargo, aqui podemos observar que no
hay cisteinas presentes en su secuencia. En el mismo sentido, Klebsiella
pneumoniae y Salmonella entérica (otra variedad) igualmente presentan
experimentos que respaldan su sensibilidad a la toxina y en sus secuencias al
menos contienen a una cisteina. Para el caso de Candida albicans, Ustilago
maydis y otros géneros de hongos, también se cuenta con mas de una cisteina
en su estructura y la mayor parte de dichos hongos son sensibles a K1. Por lo

tanto, el efecto Killer no solo precisa de la presencia de cisteinas para actuar.

ANALISIS DE KREL1: ¢IMPLICADO EN EL EFECTO KILLER?
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Una vez obtenidos los resultados anteriores, una pregunta que siempre se tiene
es si la toxina podria estar interactuando en otros sitios, como por ejemplo la
proteina Krelp, que como sabemos esta involucrada en la sintesis y arreglo
estructural de proteinas en la pared celular de las levaduras (Roemer 1995;
Breinig, 2004). Para descartar una vez mas esta idea, se hizo el analisis de la
secuencia de dicha proteina. Lo cual determiné que Krelp: 1) No tiene cisteinas
entre sus aminoécidos, lo cual implica que la interaccion que media con la toxina
(quizd alfa) es momentanea y no es permanente, como se habia llegado a
plantear en la literatura. Por medio de una busqueda en BLASTp de KRE1 y
Tok1, se pudo encontrar la filogenia de dichas proteinas. Posteriormente con el
programa MUSCLE se realiz6 un alineamiento mdultiple con las coincidencias del
primer alineamiento con BLASTp.

Posteriormente, Gblocks, se encarga de- “curar” el alineamiento multiple,
asegurandose que las secuencias no_tengan regiones “gap” y quitando las
secuencias no adecuadas. Por medio de la ayuda de PhyML, se pudo hacer el
analisis filogenético y finalmente obtener el arbol filogenético por medio de
TreeDyn. Los resultados mostraron que ambas proteinas estan presentes en los
mismos grupos de levaduras y hongos, con excepcion de la familia
Haseniaspora, la cual no aparece para Tokl, sin embargo, en otros analisis
realizados en este mismo proyecto, estas levaduras si cuentan con la proteina.
Algunos de estos grupos, se ha determinado que son sensibles a la toxina o
sintetizan sus propias toxinas. Ademas, se podra pensar que la coexistencia de
dichas proteinas esta implicada en el mecanismo de accion de la toxina, una de
ellas como mediadora en la membrana plasmatica y la segunda como el blanco

molecular final de la toxina.

KRE1
MMRRTLLHSFATLLLSLSLWSAAVMAAVTTQVIVVINVAGALVTETTIWDPATAAAAAT
TTAQTGEFFTTVFTTTNDVGTTVILTQTVNRATMLPTTTTSTSSTGKTTTTVPTATSSLS
SGLYLSTVTTTNDLGTTVTLTQTEFTHSSTSATSSASSSVSSSVSSSGSSSSVKTTTSTG
SAVAETGTRPDPSTDFTEPPVSAVTSLSIDSYITITEGTTSTYTTTRAPTSMWVTVVRQ
GNTITVQTTEVQREFSSQYVTVASPSVGSIGMGTLTGTVGVIKSAIKKTVSHNEAQHLGM
SSEFTSILGGLLTVLIWEL
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Figura 18. Andlisis Krelp. Se muestra la secuencia de Krelp, la cual no contiene cisteinas. Ademas, se

puede observar el analisis filogenético de la proteina y su presencia en hongos levaduriformes.
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Figura 19. Andlisis de Tok1. Andlisis filogenético de la proteina Tok1, se muestra su presencia en hongos

levaduriformes.
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HIPOTESIS ALTERNA

En la secuencia de Krelp no hay cisteinas, pero si hay interaccion con la
subunidad alfa. Ademas, no tienen cisteinas todas las secuencias de
microorganismos sensibles a la toxina o con marcos de lectura similares a TOK1,
como se observé para el caso de Listeria y Klebsiella. Si no hay cisteinas,
entonces las cisteinas en la toxina tienen algun otro aminoacido de anclaje para

el efecto Killer.

Las cisteinas no solo pueden formar puentes disulfuro con otras cisteinas,
también pueden formar puentes de hidrégeno con aminoacidos como la tirosina
o el triptofano perteneciente al grupo de aminoacidos aromaticos. Esta
interaccidn se da por medio del grupo OH presente en su estructura y a
ambientes oxido-reductivos. Por lo que se hizo el analisis de la presencia de
tirosinas en la region de poro y se observé que tanta cercania tenian a las

cisteinas.

? Hipotesis alterna

8_/# P1 NALYFETVSLLTVGLGDIL
ad’

/ P2 NEIYFEFLELLTIGYGDYA
o S il
A__{_ _l_)i ________ ufd‘ , Lé?. <

Cisteina - tirosina Cisteina - triptéfano

L

C @ Cisteina-tirosina

TYR€ TS
Hidrégeno: blanco, Oxigeno: rojo, Azufre: amarillo
CY$281

Figura 20. Andlisis de aminoacidos aromaticos en Tok1. Andlisis de la presencia de tirosina y triptéfano
en la region de poro de TOK1 y su proximidad con las cisteinas de la zona. Podemos ver los amino4cidos
cisteina en color verde, las tirosinas en morado y los triptéfanos en cian, las vistas es el canal completo y
la region de poro. También se muestra la secuencia de las regiones P1y P2 del canal. Junto con las posibles

interacciones de la cisteina con estos aminoacidos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Hasta el momento no se ha determinado la estructura del canal de potasio Tok1
y solo los perfiles de hidropatia habian sido utilizados para tratar de entender su
estructura. En este proyecto se logréo obtener por modelaje una estructura
tentativa del canal Tokl de Saccharomyces cerevisiae, mediante el uso de
TREK1 como molde (figuras 7 y 9). Normalmente los canales de potasio de tipo
K2p (cuatro cruces transmembrana y dos regiones de poro en tAndem), tienen
bien conservados los dominios de poro. Es probable que canales como Tok1,
tengan también conservadas las regiones de poro, porque son canales de
potasio (Copley 2004; Jegla y Salkoff 1994; Thiel et al. 2013; Derst y Karschin
1998).

Por lo tanto, el utilizar proteinas que cuenten con cristalografia, como en el caso
de TREK1 en la minimizacion estructural, - dan como resultado una prediccion
acertada y mayormente aproximada de la region de poro, junto con el arreglo de
las hélices o cruces transmembrana. Por lo tanto, la localizacion de las cisteinas
en los modelos estructurales hechos es correcta debido a que estan basadas en
la secuencia proteica de Tokl obtenida del NCBI y semejante al mapa
topogréafico mostrado en la figura 3, el cual esta basado en la secuencia que fue
publicada por Ketchum en-1995. También se hizo un analisis superficial de Tok1,

Ver anexo #2.

A pesar de que Tokl, TREK1 y TWIK1 no pertenecen a la misma familia de
canales de potasio y ademas que los organismos a los que pertenecen son
diferentes entre si, podemos observar que los canales de potasio en general
presentan alto grado de identidad y similitud en su estructura como se mostro en
la figura 7 y 8. (Jegla y Salkoff 1994; Thiel et al. 2013; Derst y Karschin 1998).
La prediccion estructural para las construcciones segmentadas TOK1Ay TOK1B
nos ayudo a determinar visualmente si existen cambios en la localizacion de las
cisteinas que son de interés para el proyecto y si hay cambios en la estructura
en general. No se observaron dichos cambios en ninguno de los aspectos

anteriores de la figura 10.
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En cuanto a la mutagénesis dirigida in silico, se pudo determinar que las 4
cisteinas en la region de poro tienen cierta cercania con el filtro de selectividad,
lo cual podria también estar relacionado al efecto de la toxina en esos sitios. Sin
embargo, para llegar a una conclusion sobre esto, hacen falta mas estudios,
como determinar la distancia entre esos dos objetivos y hacer experimentos in
vitro. En las demas secciones de la figura 11 y 12 podemos observar las
mutantes de cisteina-metionina y que no hay cambios estructurales en ninguna
de las 4 mutantes, porque en ambas imagenes conservan las formas de otros
aminoacidos y de la proteina en general intactas. Lo cual podria deberse a
semejanzas en sus propiedades, como que las cisteinas tienen una masa molar
de 121.16 g/mol, y las metioninas de 149.21 g/mol; ambos aminoacidos son
solubles en agua y en acido acético, son polares y-no tienen carga (PubChem-
NCBI 2021). Lo que concuerda con la tabla 1 en donde se muestran los cambios

en la energia libre al realizar esta intervencion en el canal.

La prediccion estructural de las subunidades a y B de la toxina realizadas en la
figura 13, muestran la posible estructura real de este péptido. Debido a que no
hay estructuras de proteinas determinadas similares a la toxina, no se pueden
comparar estas estructuras con otras toxinas Killer, para determinar si tienen
caracteristicas semejantes entre si. Pero, se puede inferir por el sitio donde se
encuentran localizadas las cisteinas, que las estructuras podrian ser muy
cercanas a la estructura original, debido a que se encuentran en sitios accesibles
para formar puentes disulfuro entre subunidades y ademas estan accesibles
para su potencial interaccion con el canal Tokl (Gier, Schmitt, y Breinig 2020;
Ahmed et al. 1999).

El analisis de distancias de Tok1 y de las subunidades en la toxina vistos en la
figura 14 y tabla 3, apoyan esta idea, debido a que en el canal no se encontr6
evidencia que sugiera que las cisteinas 281, 411, 415, 418 (7 9, 10y 11) formen
puentes disulfuro entre si que ayuden a la estabilidad de la proteina. Por otro
lado, las distancias de alfa y beta tampoco muestran relaciéon con el tamafo
tedrico de los puentes disulfuro, el cual esta en 2.05 Angstroms, todas las
medidas obtenidas fueron mayores a este valor, lo que indica que no forman

puentes disulfuro entre ellas y potencialmente estan libres para interactuar K1-
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Tokl. Este mismo resultado se obtuvo al medir las distancias de las
conformaciones segmentadas del canal Tokl. Todo el proceso de medicion de

distancias fue documentado y se puede observar en el anexo #3.

El grupo de laboratorio proponia que la separacion de las subunidades ay B de
la toxina al momento de interactuar con cepas sensibles, disociaban sus puentes
disulfuro por efecto del pH extracelular acido de la levadura. La evidencia que
apoyaba esta hipétesis es que experimentos realizados por el grupo,
demostraron que, a pH neutro, el efecto de la toxina desaparecia a través del
tiempo, caso opuesto, en experimentos con pH de 4.6 0 4.7, el efecto de la toxina
se mantenia de manera irreversible. Estos eventos aun no han sido estudiados
con detalle y existe poca literatura al respecto, como el trabajo realizado por Sun
y colaboradores en el 2017, quienes estudiaron los enlaces disulfuro reversibles
en diversas proteinas, analisis que esta respaldado por literatura que habla sobre
el cambio en las teorias clasicas, que-indican que los puentes disulfuro son
enlaces inmoviles, carentes de ejercer alguna dinamica con los cambios en el
entorno (Sun et al. 2017; Schmidt 2006; Wouters 2010; Nagahara 2011; Cremers
2013; Yang 2007; Choi et al. 2001).

Se tuvo que hacer una seleccién de las caracteristicas para determinar este tipo
de enlaces determinadas por los investigadores. Esto limitado a la disponibilidad
de informacion acerca de la toxina y las herramientas disponibles para poder
hacer el andlisis. Por lo tanto, el analisis se acot6 a las siguientes caracteristicas:
La hidrofobicidad de los componentes de la toxina, la presencia de serina, glicina
y fenilalanina en la toxina, junto con su cercania a las cisteinas y la comparacion
de estos datos con otras toxinas Killer y toxinas bacterianas, resultados que no
se presentan en este proyecto. Sin embargo, se logré observar que, en ambos
componentes de la toxina, hay grandes cantidades de serina, glicina y
fenilalanina, ademas en el perfil de hidropatia de la preprotoxina, se puede
observar en la figura 15, la alta hidrofobia que tiene la seccion alfa con respecto
a la hidrofilia observada mayormente en beta. Los resultados preliminares del
analisis con otras toxinas indican que estas caracteristicas solo se encuentran
en toxinas Killer. Hasta el momento no se habia determinado porque se disocian

estos puentes. Sin embargo, la evidencia descrita en este proyecto sugiere que
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ambas subunidades son capaces de disociar sus puentes disulfuro como parte
de la accidn de la toxina, es decir, para ser letal, la toxina necesita activarse y
esto lo hace por medio de sus cisteinas y la separacion de los puentes disulfuro.
Este tipo de mecanismos también han sido estudiados en otros organismos en
la naturaleza (Nayak 1999; Choi et al. 2001).

Hasta este punto, el mecanismo de accion de la toxina tiene algunas semejanzas
con otros modelos de estudio en los cuales las cisteinas son de gran relevancia,
asi mismo, al igual que el caso de los posibles puentes disulfuro con funcion en
la toxina, también hay otras proteinas que requieren de este tipo de aminoacidos
y la versatilidad de sus enlaces (Choi et al. 2001; Martin-Eauclaire y Bougis 2012;
McCaffrey et al. 2012).

Los canales Tokl tienen la caracteristica de ser versétiles en funciéon y
estructura, esto debido a la presencia de 8 cruces transmembrana y dos regiones
de poro en tandem, que le brindan al canal asimetria al dividir las dos regiones
de poro; ademas de esta caracteristica, las secuencias del canal en sus regiones
de poro tienden a ser variables lo que brinda o no una mayor estabilidad a una u
otra region P. Ademas, se ha observado que la funcion del canal es variable
cuando es segmentado en TOK1A y TOK1B (Saldafia 2002, Roller 2008). Por lo
gue las regiones de poro son de gran relevancia para la funcion general del canal
y esta relacionado estrechamente a la localizacion de las cisteinas aqui
estudiadas, al analizar las secuencias de las regiones de poro P1y P2 en Tokl
de Saccharomyces y otros microorganismos con supuestos canales Tok1 (Canal
de potasio con dos cruces transmembrana y dos regiones de poro en tAndem)

se intentd determinar si las cisteinas estan conservadas en estas familias.

Lo que se observé en las figuras 16 y 17, es que, en algunos de los hongos
analizados, la secuencia del poro es variable. Asi mismo, los filtros de
selectividad se mantienen en todos los casos. Flanqueando estas secuencias,
se encontraron algunas cisteinas como se muestra en la figura 17 aunque su
presencia es insuficiente, al menos en la region de poro 2. En el primer dominio
de poro figura 16, podemos encontrar una cantidad alta de cisteinas cercanas al

filtro de selectividad, pero, no esta presente en todas las secuencias, esto podria
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deberse a que estos microorganismos potencialmente no son sensibles a la
toxina 0 a que existe otro sitio blanco en donde las cisteinas de la toxina
interactan en el canal. Por otro lado, se estableci6 que la region de poro nimero
2 que contiene a las cisteinas 411, 415 y 418 posiblemente sea el encargado de
la interaccion. Lo que concuerda con que Candida albicans, sensible a la toxina,
no cuenta con la cisteina numero 7 (Polonelli y Conti 2009). Todas las

secuencias utilizadas para el andlisis estan descritas en el anexo #1.

De hecho, al analizar el nUmero de cisteinas presentes en algunas de las
bacterias en la tabla 4, con las que se experimentd en el laboratorio con la toxina
y en donde se establecié que son sensibles a la toxina, se descubrié que solo
expresan proteinas con una o ninguna cisteina. Lo que sugiere con mayor fuerza
que las cisteinas en el canal requieren de algun otro elemento para que la toxina
pueda llevar a cabo su interaccion en las regiones de poro. Tras hacer un
andlisis, para determinar si Krelp tiene que ver con este hecho, se llegé a la
conclusién de que Krelp no tiene cisteinas para interactuar con alfa, a pesar de
gue se sabe que ambas proteinas (Tokl y Krelp) estan presentes en los mismos
grupos de microorganismos y gue si hay una interaccion toxina-Krelp, figuras 18
y 19. Aunque la interaccién con Krelp no es suficiente para que la toxina tenga
un efecto. Debido a que la ausencia de esta proteina solo permite el paso directo
de la subunidad alfa a la region de la membrana plasméatica, en donde se

encuentra su blanco molecular (Schmitt 2001).

En este punto surge la hipotesis alterna, que apunta a otros aminoacidos clave
en la interaccion Tok1-K1 ademas de las cisteinas, figura 20. Quimicamente, es
posible que las cisteinas puedan hacer nuevos enlaces con aminoacidos
pertenecientes al grupo de aminoacidos aroméaticos. Un ejemplo de esto es la
posible interaccion de la cisteina con el grupo OH de la tirosina en ambientes
oxido-reductores. De acuerdo con esto, se estudiod la presencia de este tipo de
aminoacidos en la regién de poro Tokl. Se descubrié que la presencia de
cisteinas en el poro esta acompafada de aminoacidos aromaticos como tirosina,
y triptofano (Mazmanian et al. 2016). Para el caso especifico de la tirosina, se
encontré que tiene una corta proximidad con las cisteinas en ambos dominios de

poro. Por lo que no se descarta la idea de una interaccidbn con oxigenos,
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hidrogenos y el azufre de la cisteina con estos nuevos aminoacidos, a pesar de

esto es necesario realizar los experimentos in vitro.
CONCLUSIONES

La toxina, las cisteinas y la presencia del canal Tokl en hongos y levaduras, es
un sistema altamente conservado. Las cisteinas en las regiones P1y P2 de Tok1
y en la toxina podrian tener interaccion en la region de poro debido a las pruebas
in silico y a la literatura, por medio de puentes de hidrégeno con aminoacidos
como la tirosina y el triptéfano o formando puentes disulfuro entre cisteinas. Es
posible que las cisteinas en la toxina puedan hacer enlaces disulfuro reversibles,

cuando la proteina necesite ese tipo de enlaces para cumplir su funcion.

El uso de herramientas informéticas tiene un amplio campo de trabajo y muchas
nuevas posibilidades como una excelente alternativa de trabajo a los ensayos in
vitro en casos de emergencia y ademas como un apoyo teérico a los datos
experimentales in vitro obtenidos, o en su caso como conocimientos previos
necesarios a los ensayos experimentales. Ademas, brinda una vision con
resolucibn que muchas veces los ensayos in vitro no tienen: la posible
conformacion estructural de los elementos con los que se esta trabajando y su

puntual localizacion.
PERSPECTIVAS

e Realizar experimentos in vitro para validar las observaciones realizadas
in.silico en este estudio.

e Determinar el mecanismo de accion de la toxina en microorganismos de
importancia biomédica y ver si los aminoacidos aromaticos reportados en
este proyecto tienen un papel importante K1-Tok1.

e Retomar el estudio del papel que tiene el pH y su importancia en la
inhibicion reversible/irreversible de cepas sensibles, que se ha visto en
experimentos realizados en el laboratorio.

e Realizar mas estudios sobre los puentes disulfuro reversibles en la toxina
Killer.
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ANEXO 1: Cuadro con identificadores de secuencias

La tabla muestra todas las secuencias que fueron utilizadas para realizar los

diversos analisis bioinforméticos de este proyecto. Se muestra el nombre del

microorganismo y su numero de identificacion perteneciente al NCBI. Ninguna

de esas secuencias esta registrada en el PBD.

TWIK1 ID PBD: 3UKM

TREK1 ID PBD: 4TWK

Secuencias utilizadas en los anélisis mJ
V-1

# |dentificador

Nombre microorganismo

GFP67548.1 Saccharomyces cerevisiae
XP_033767193 Saccharomyces paradoxus
QGN15173.1 Kluveromyces marxianus
TKW56775.1 Colletotrichum tanaceti
TVY71741 1 Fusariam oxysporum
GCE98460.1 Zygosaccharomyces mellis

XP_028499303.1

Verticillium nonalfalfae

XP_041559213.1

Aspergillus puulaauensis

XP_041542539.1

Aspergillus luchuensis

KAGO668029.1

Kazachstania exigua

TVY82823.1 Lachnellula suecica
KTB15013:1 Candiaa glabrata
ACD13145.1 Aspergillus fumigatus

KAB2578057.1

Lasiodijplodia theobromae

XP_018737332.1

Suguyamaella lignohabitans

KAF1836450.1 Decorospora gau
SSD62166.1 Saccharomycodes
ONH77793.1 Pichia kudriavzevii
GFP58861 .1 Trichoderma asperellum
OEJ89837 1 Hanseniaspora opuntiae
OBJ87040.1 Hanseniaspora uvarum
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OJT03447 1 Trametes pubescens
OKO97306 Penicillium subrubescens
CAD53325.1 Neurospora crassa
Andlisis filogenético TOK
XP_455718 Kluveromyces lactis
QEU62531 K. lactis
CDO96061 K. dobzhanskii
XP_022675303 K marxianus
BAP70955 K marxianus
KAGO676407 K. marxianus
QGN151731 K marxianus
SCW0O0738 Lachancea fermentat/
SCV03397 L. mirantina
XP_002552876 L. thermotolerans
CUs20727 L. guebecensis
SCU83140 L. gasiensis
SCU90359 L. nothofagi
SCU78726 L. meyersi
SCU77681 L. sp
XP_022629835 L. lanzarotensis
XP_001383990 Scheffersomyces stipitis
KAG2733363 S. stipitis
KHC78002 Candiaga metapsilosis
XP_ 002419744 Candlida albicans
SSD60948 Candida dubliniensis
SSD62166.1 Saccharomyces ludwigii
XP_003678560 S. luawigii
QLQ81757 lorulaspora delbrueckii
XP_037140827 /. sp
AQZ16665 /. globosa
SIM84376 Zygosaccharomyces paraballii
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AQZ12437 Z. parabailii
CDH17700 Z ballii
XP_002498643 Z. parabailii
GAV51211 Z. parabailii
GAV56007 Z. rouxii
GCE98460 Z. rouxi
XP_004179615 Z. rouxi
XP_003687034 Z mellis

XP_001643315

letrapisispora blattae

XP_003954717

1. phaffii

XP_003980208

Vanderwaltozyma polyspora

XP_003673884

Kazachstania africana

CAB4256956 Naumovozyma aainensis
SMN21721 N. castelli
KAGO668029 K. barnettii
KAGO662997 K. saulgeensis
XP_022462869 K. exigua

OXB41059 K. unispora

KTB15013 K. naganishii
QNG16466 Candida glabrata
XP_448924 C. glabrata

QID86025 C glabrata
XP_018221235 C. glabrata

EHNO1757 Saccharomyces pastorianus
EIT42201 S. eubayanus

EIS43141 S. kudriavzevii
XP_033767193 S. kudriavzevii
AIR55835 S. arbicola

PTN14395 S. paradoxus
CAD6630477 S. cerevisiae
CAD6632508 S. cerevisiae
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AIR55197 S. cerevisiae

Analisis filogenético KRE
OBIB1776 Hanseniaspora uvarum
KAFO278331 H. uvarum
KAFO270859 H. uvarum
OBA21764 H. valbyensis
SGZ41518 H. guillermondi
OBJ85881 H. opuntiae
XP_002555031 Lachancea thermotolerans
CUS24990 L. guebecensis
SCV00682 L. miratina
SCU99085 L. nothotagi
SCU84310 L. meyersi
SCU84227 L. dasiensis
XP_022630958 L. lanzarotensis
SCU81035 L. sp
SCW03804 L. fermentati
SSD59255 Saccharomyces ludwigii
CDR43423 Cyberlindnera fabianii

XP_019040140

Wickerhamyces anomalus

XP_019040229

W. anomalus

ODV86885 Candida arabinofermentans
XP_038778908 Brettanomyces nanus
OB81816 Hanseniaspora osmophila
KAGO672234 Kazachstala saulgeensis
SMN19492 letrapisispora blattae

XP_004182232

1. phaffii

XP_003683553

Naumovozyma castellii

XP_003676562

Zygotorulaspora mrakii

XP_037145404

lorulaspora delcruecki

XP_003678580

1. globosa

58



XP_037139802

/. sp

QLQRO686 /. globosa
XP_003955424 K. africana

GCE99900 Zygosaccharomyces mellis
XP_002495798 Z. rouxiy

GAV52855 Z. rouxi

AQZ17279 Z sp

AQZ11755 Zygosaccharomyces bailii
CDF87358 Zygosaccharomyces bailii

XP_003955425

K africana

XP_001643167

Vanderwaltozyma polyspora

XP_003955426 V! polyspora
XP_022466863 V. polyspora
KAGO663296 V. polyspora
KAGO681915 Kluveromyees marxianus
BAP74076 K- marxianus
XP_022678438 K. marxianus

CD0O95049 K. dobzhanskii
QEU61326 K lactis

XP_454902 K lactis

XP_449528 Candida glabrata
KTB12841 C glabrata

KTBO4456 C. glabrata

QNG16888 C glabrata

OXB40378 C glabrata
XP_003671168 N. dgairensis

QID87481 Saccharomyces pastorianus
XP_018219578 Saccharomyces eubayanus
EJT43163 S. kudriavzevii
EHNOO659 S. cerevisiae

AITO9669 S. pastorianus
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QID81834 S. cerevisiae
AIT17972 S. cerevisiae
AIT23900 S. cerevisiae
CAD6640662 S. paradoxus

ANEXO 2: Andlisis superficial del Canal TOK1

Estructura TOK1. Representacién que detalla los aspectos volumétricos y la hidrofobicidad de la superficie
del canal de potasio TOK1. Mostrando que en la regién superior del poro hay una mayor proporcion de
regiones hidrofilicas (azul) y en el interior se localizan algunas regiones hidrofébicas (rojo).

- —

Estructura Subunidad a (K1). Representacion que detalla los aspectos volumétricos y la hidrofobicidad

de la superficie de la toxina K1 en su subunidad a. Mostrando que en la regién superior del poro hay una
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mayor proporcién de regiones hidrofilicas (azul) y en el interior se localizan algunas regiones hidrofobicas
(rojo).

ANEXO 3: Medicién de distancias entre cisteinas de Tok1
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Proceso de medicidn de distancias Tok1l. Se muestran las cisteinas presentes en Tok1 (7,9, 10y 11) en
color cian, en color purpura se localizan las regiones SH de cada cisteina. En lineas punteadas amarillas

las distancias obtenidas. En el centro se localiza el ion de potasio.
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