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RESUMEN

El creciente y rapido desarrollo de resistencia a agentes antimicrobianos por parte
de los microorganismos amenaza la salud e integridad de la poblacién mundial. Es
por eso que la OMS y diversas instituciones de investigacion apoyan el desarrollo
de nuevas estrategias antimicrobianas. Saccharomyces cerevisiae se ha convertido
en un modelo prometedor en la investigacion y desarrollo de estas nuevas
estrategias debido a la presencia del sistema Killer en distintas cepas. Este sistema
es el resultado de la simbiosis de dos virus de RNAds, Scv-L-A y Scv-M, que
interactdan con la levadura produciendo una toxina que afecta a cepas sensibles de
S. cerevisiae y otros microorganismos, varios de los cuales, representan una gran
relevancia biomédica. Actualmente han sido reconocidas cuatro tipos de estas
toxinas, K1, K2, K28 y Klus. EI mecanismo de accion de la toxina K1, integrante de
la familia de toxinas Killer, se da a través del canal de potasio TOK1, presente en la
membrana celular de las levaduras. Es posible que proteinas homdlogas a este
canal se encuentren presentes en las membranas celulares de los microorganismos
sensibles a la toxina. En este trabajo se probd el efecto Killer sobre Bacillus cereus
de la misma manera que previamente ha sido estudiado en Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans y Staphylococcus aureus. Ademas, se hizo una busqueda
detallada de secuencias homoélogas al canal TOK1 de S. cerevisiae en Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y
Candida albicans, sobre las cuales se ha observado un efecto de la toxina K1. Se
caracterizaron las secuencias encontradas a través de herramientas
bioinforméticas, analizando los residuos conservados, particularmente cisteinas,
triptéfanos, leucinas, fenilalaninas y tirosinas. Los resultados confirman la
importancia biomédica del sistema Killer, y plantean una propuesta como alternativa

a los farmacos actuales.

Palabras clave: Killer, bioinformatica, resistencia antimicrobiana, TOK1,

biomedicina.



SUMMARY.

The fast and rising development of new mechanisms of antimicrobial resistance
represents a severe threat to the world population health and integrity. Because of
this, the WHO and different research institutions support de investigation and
development of new antimicrobial strategies. Saccharomyces cerevisiae has
become an important and promising research model for the development of these
new strategies thanks to the Killer system in some of the strains of this species. This
system is the result from the symbiosis of two RNAdSs viruses, Scv-L-A and Scv-M,
which interact with yeasts to synthesize a toxin, which affects sensitive strains of S.
cerevisiae and microorganisms of high biomedical importance. Actually, four types
of this toxins have been discovered, K1, K2, K28 and Klus. The mechanism, by
which the K1 toxin, member of the Killer toxins family, attacks the sensitive yeasts,
is the disturbance in the functioning of a potassium channel in the cell membrane,
TOK1. The susceptibility of different microorganisms to the K1 toxin could be
explained by the presence of a homologous protein of TOK1 in their cell membrane.
In this project was tested the Killer effect on Bacillus sp in the same way it has been
done with other microorganisms such as Klebsiella pneumoniae, Candida albicans
and Staphylococcus aureus. In addition, a detailed search for homologous
sequences of the TOK1 channel of S. cerevisiae was made in Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus and
Candida albicans, also known to be sensitive to the Killer effect. These sequences
were analyzed through bioinformatic tools to distinguish the conserved residues,
mainly cysteines, tryptophans, leucines, phenylalanines and tyrosines. The obtained
results confirm the biomedical importance of the Killer system, and suggest a new

approach to the alternative for actual drugs.

Key words: Killer, bioinformatics, antimicrobial resistance, TOK1, biomedicine.
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INTRODUCCION
GENERALIDADES

Saccharomyces cerevisiae (Saccharo » azlUcar, myces » hongo y cerevisiae »
cerveza) representa uno de los microorganismos mas utilizados en la industria y en
la investigacion. Descrita por Meyen ex E.C. Hansen en 1882, es una especie
unicelular, de crecimiento rapido y facil. Es una levadura heterotrofa con una
importante capacidad fermentativa. A la fecha se han descrito diversas
caracteristicas de importancia en este organismo y una de las mas importantes es
el sistema Killer, el cual se basa en la produccion de péptidos antimicrobianos para
asegurar la supervivencia de la levadura en el ambiente (Suarez-Machin, et. al.,
2016).

LEVADURAS KILLER

Las interacciones virus-hospedero son muy comunes y, contrario a lo que
comunmente se piensa, no siempre son perjudiciales para el organismo receptor
(Ghabrial, S.A., etal., 2015). Un ejemplo es el caso de las cepas Killer de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, las cuales poseen un fenotipo productor de toxinas tipo
K1, K2, K28 y, la mas recientemente descubierta, Klus. Todas estas toxinas tienen
distintos mecanismos de accion, desde modificaciones en la apertura de canales
i6nicos hasta la inhibicién del proceso de sintesis de ADN. Los responsables del
efecto Killer en S. cerevisiae son en realidad dos virus: el virus helper ScV-L-A, que
utiliza a la levadura para su proceso replicativo, y alguno de los virus satélites, ScV-
M1, ScV-M2, ScV-M28 o ScV-Mlus, los cuales determinan al tipo de toxina
producida (Schmitt, et. al., 2006; Ghabrial S. A., 1998; Sahin, E., Akata, I., 2018).

Aln no se entiende muy bien como inici6 esta simbiosis virus-levadura, sin
embargo, esta claro que beneficia a ambas partes, brindando al virus un ambiente
propicio para su replicacion, y confiriendo a la levadura la capacidad de dominancia
sobre cepas sensibles en un ambiente dado (Ghabrial S. A., 1998; Sahin, E., Akata,
l., 2018).



Tanto el virus ScV-L-A helper como el virus ScV-M satélite pertenecen a la familia
Totiviridae y poseen genomas de ARN de doble cadena bicistronicos y
monosegmentados, de 4.6 y 1.8 kb respectivamente, que se acumulan en el
citoplasma fangico (Andrew M. Q., et. al., 2012). Este genoma tiene dos marcos
de lectura abierta (open reading frames, ORFs), donde el primero, ORF1, codifica a
la proteina Gag, responsable de la sintesis de capside y estructura de la particula
viral, asi como del proceso conocido como cap-snatching, el cual consiste en el robo
de la caperuza 5’ de los RNAm de la célula para ser utilizados por el ARN viral e
iniciar su proceso de traduccion. Mientras que la ORF2 codifica a la ARN polimerasa
dependiente de ARN, necesaria para el proceso de replicacion de genoma. Estas
dos proteinas sirven también para el ciclo de replicacion del virus satélite, que

codifica a la preprotoxina responsable del fenotipo Killer (Schmitt, et. al., 2006).

Cabe destacar que, al poseer el fenotipo Killer, la levadura se vuelve inmune a la
toxina, es decir, una levadura con el virus ScV-M1 serd inmune a las toxinas K1
presentes en el medio, ya sean sintetizadas por ella misma o por otras levaduras
alrededor. La inmunidad a la toxina se lleva a cabo en el citoplasma de la levadura
Killer y ocurre a través de la formacién de un complejo entre la toxina reinternalizada
y de la preprotoxina producida por el virus ScV-M1. Este complejo es ubiquitinizado
y degradado por medio del proteosoma, eliminando la forma activa de la toxina. Es
por eso que es necesaria una minima cantidad constante de la preprotoxina dentro

del citoplasma de la levadura. (Schmitt, et. al., 2006)

El sistema Killer ha demostrado ser eficaz contra otros microorganismos, algunos
de los cuales representan una amenaza en cuestion de salud publica. Sin embargo,
el mecanismo a través del cual ejerce efecto la toxina sobre ellos no se ha dilucidado

completamente.
CANAL TOK1, BLANCO MOLECULAR

Los canales de potasio han sido clasificados en distintos grupos de acuerdo a su
estructura. Los primeros en ser descritos fueron los canales Kv (voltage-gated

potassium channel), que son tetrameros de subunidades conformadas por seis



cruces transmembranales y una regién de poro (Dolly, J. O., & Parcej, D. N., 1996;
B. Rudy 1988). Posteriormente se describieron los canales Kir (inwardly rectifying
potassium channel), constituidos por subunidades de dos cruces transmembranales
y una region de poro, formando de igual manera tetrdmeros (B. Rudy 1988). En
1995, Ketchum, et. al., describieron al primer canal con dos dominios de poro en
tandem, TOK1, constituido por dimeros de subunidades de 8 cruces
transmembranales y dos dominios de poro. En 1996, el mismo grupo publicé el
descubrimiento del canal KCNK en Drosophila melanogaster (Goldstein, et. al.), el
cual presenta también dos regiones de poro, pero las subunidades de este dimero
presentan solo cuatro cruces transmembranales. A esta nueva familia de canales
de potasio con dos poros en tAndem se le conoce como Rectificadores Salientes de
Potasio (Outwardly rectifying Potassium channels), y su descubrimiento represento

un paso importante en el entendimiento del funcionamiento de los canales de K*

Uno de los blancos moleculares de la toxina K1 es un canal rectificador saliente de
potasio, sensible al potencial de membrana, nombrado TOK1. Este canal se
caracteriza por estar conformado por 8 cruces transmembranales y presentar dos
regiones de poro en tandem, ubicadas entre las subunidades S5 y S6 y las

subunidades S7 y S8 de la estructura protéica (Figura 1) (Ketchum K., et. al, 1995).

El efecto que tiene la toxina K1 sobre la célula es el desequilibrio idnico intracelular,
lo cual se cree que es logrado por la interaccion de la toxina con el canal TOK1.
Estudios para probar esta hip6tesis han incluido la deplecion del gen que codifica a
TOKL. Los analisis con estas clonas han demostrado que se obtiene una resistencia
en las cepas modificadas. De la misma manera, para poder observar el aumento en
el flujo ibnico provocado por las toxinas se ha demostrado que TOK1 debe estar

presente en la membrana celular (Ahmed A, et. al., 1999).
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Figura 1. Estructura Secundaria de TOK1. Representacion esquematica de la
estructura de una subunidad del canal TOK1, con 8 cruces transmembranales y
dos dominios de poro. El dominio de poro 1 se encuentra entre los cruces
transmembranales 5 y 6, mientras que el dominio de poro 2 se encuentra entre los
cruces transmembranales 7 y 8. TM: cruces transmembranales, P: dominio de

poro. Tomado y modificado de Saldafia, et. al., 2002.

La resistencia a antibiéticos se ha convertido en una emergencia mundial, dejando
consigo la necesidad de desarrollar nuevas alternativas a los antibioticos ya
existentes. Bacterias como Bacillus sp., han incrementado su incidencia con el paso
de los afios y han desarrollado mecanismos de resistencia contra los antibioticos

comunmente usados, principalmente hacia p-lactamicos.

El Sistema Killer ha demostrado ser efectivo como agente antimicrobiano sobre
distintos microorganismos y ha abierto una ventana de posibilidades para futuras
estrategias de control sobre organismos patdégenos. El mecanismo de accién de la
toxina K1 se da sobre el canal de potasio TOK1 presente en la membrana celular.
La busqueda y caracterizacién de blancos moleculares homologos a TOK1 en
células bacterianas es necesaria para poder desarrollar una estrategia de
tratamiento contra estos organismos y poder prever mecanismos de resistencia por

parte de la bacteria de manera que se puedan contrarrestar en un futuro. Asi mismo,
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es posible que las bacterias presenten nuevos blancos moleculares de la toxina K1,
siendo una nueva oportunidad de entender los mecanismos citotoxicos del sistema
Killer.

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

En 2013, la CDC (Centers for Disease Control) publicd el primer reporte sobre la
resistencia a antibiéticos, donde se estimo6 que aproximadamente 23,000 muertes
al afio fueron causadas por la resistencia a antibioticos en Estados Unidos, mientras
que en la Union Europea fue responsable de 25,000 muertes anuales (Centers for
Disease Control and Prevention, 2013). En 2019, se public6 un nuevo reporte
donde se demostré6 que en realidad cada afio hubo mas de 2.6 millones de
infecciones por organismos resistentes a antibioticos y casi 44,000 muertes debido
a ellas cuando se publicé el primer reporte en 2013, sin embargo, en los afios
siguientes, aunque las infecciones aumentaron a 2.8 millones por afo, las muertes
se redujeron un 18%, siendo aproximadamente 35,000 muertes al afio, lo que
demuestra que las medidas de prevencion tomadas por el sector salud fueron
efectivas (Antibiotic Resistance Threats in the United States, 2019). Ademas, en
Estados Unidos se calcula que hay una pérdida econémica de $55 mil millones de
dolares anuales debido a este mismo fendmeno (Smith R., Coast J., 2013). En
México, la ineficiencia de regulacion sobre el uso y venta de antibiéticos asi como
la automedicacién y prescripciones inadecuadas de los mismos, son los principales
factores que se deben de tomar en cuenta para manejar el creciente problema de
resistencia a antibidticos, el cual estd poco documentado. Segln un reporte
publicado por el Programa Universitario de Investigacién de la Salud (Ponce de
Ledn, S. et al. Plan Universitario De Control De La Resistencia Antimicrobiana,
PUCRA 2018) de la UNAM, se encontraron niveles importantes de resistencia
antimicrobiana en diferentes bacterias de relevancia meédica aisladas de distintos

hospitales de la Republica Mexicana (Tabla 1).



Tabla 1. Resistencia a Antibidticos en Bacterias. Se muestra el porcentaje de
colonias aisladas que presentan resistencia a antibioticos (PUCRA, UNAM 2018).
NA: no aplica. ND: informacién no disponible.

Antimicrobiano E.coli K.pneumoniae A.baumannii P. aeruginosa
Ampicilina 87% 99% 75% NA
Ceftriaxona 60% 62% ND ND
Amikacina 3% 13% 92% 15%
Metropenem 1.6% 15% 67% 33%

El mal manejo de los antibi6ticos, asi como la automedicacion que se llevaba a cabo
en afios pasados por la poblacion mundial, han provocado rapidos cambios en el
genoma de diversas bacterias, ocasionando la aparicidn de genes de resistencia y
adaptaciones nuevas que impiden el funcionamiento correcto de los farmacos
actuales. La resistencia antimicrobiana se puede deber a diversos factores como
mutaciones en el receptor al cual se adhiere el antibiético, presencia de enzimas
especificas que lo catalizan o modifican, presencia de bombas de expulsion,
disminucion de la permeabilidad de la membrana o modificaciones en el sitio de
accion del antibiotico. La diversidad de mecanismos de resistencia a antibioticos es
muy grande en las comunidades microbianas (Renwick, M., Brogan, D. & Mossialos,
E., 2016). Se han estudiado varios de los genes responsables, tanto en patdgenos
actuales, como en organismos colectados del permafrost (Rascovan N, et. al.,
2016). La prevalencia de dichos genes en el ambiente es enorme y han estado
presentes en los organismos desde mucho antes del descubrimiento de los
antibioticos. Debido a esto es necesario que se desarrollen nuevas tecnologias

antimicrobianas que no sean afectadas por estos mecanismos de resistencia.
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Figura 2. Microorganismos de importancia biomédica versus K1. A. Gréfica del
area de inhibicion provocada por K1 sobre organismos de importancia
biomédica. S.c. Saccharomyces cerevisiae, S.a Staphylococcus aureus, K.n
Klebsiella pneumoniae, S.t Salmonella typhimurium, L.m Lysteria
monocytogenes. Halo de inhibicibon de K1 sobre Klebsiella pneumoniae.
Representacion del crecimiento de halo de inhibicién provocado por la toxina K1
sobre la bacteria patégena K. pneumoniae. Ambas imagenes tomadas de
Ramirez Villareal J., 2018.

MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA BIOMEDICA Y ECONOMICA CON
SUSCEPTIBILIDAD A TOXINAS KILLER

En la actualidad existen diversos microorganismos que representan un reto en el
campo de la biomedicina y de la economia. Una de las caracteristicas mas
importantes de las bacterias es la estructura de su pared celular, lo cual nos ha
permitido clasificarlas en dos grupos, las gram positivas y las gram negativas. Las
bacterias mas resistentes a las condiciones ambientales son las gram positivas
debido a que presentan una pared de peptidoglucano mas gruesa y por lo general

son las mas problematicas en cuestion de virulencia.
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Las bacterias que frecuentemente son relacionadas con enfermedades y que han
presentado cierto nivel de susceptibilidad a las toxinas Killer (Figura 2) se describen
a continuacioén, asi como la levadura C. albicans vy el hongo fitopatégeno Ustilago

maydis, microorganismo de importancia econémica.
Bacillus cereus

Bacillus cereus es un bacilo gram positivo, anaerobio facultativo, frecuentemente
asociado a intoxicacion por alimentos. Se encuentra presente en el suelo,
superficies, comida, larvas e incluso en la piel de los humanos, lo que la hace
presente en varios ambientes, incluidos los hospitales. Debido a la posesion de
flagelos peritricos y a la formacién de esporas, es una bacteria muy resistente en
ambientes extremos ademas de ser persistente dentro del sistema gastrointestinal

de sus hospederos.

El éxito de esta bacteria se basa en su variedad de factores de virulencia, entre los
que destacan la produccion de varios tipos de toxinas, entre ellas las toxinas NHE
(non-hemolytic enterotoxin) y HBL (Hemolysin BL), asi como la toxina emética y la
citotoxina K, ademas de tener una resistencia natural a los B-lactdmicos (Glasset
B., et. al., 2018).

Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria gram positiva, que representa al grupo de patégenos
oportunistas que mas comunmente causan enfermedades nosocomiales.
Comunmente se encuentra en las narinas anteriores de los animales y humanos,
pero puede causar infecciones en la piel (ej. dermatitis exfoliativa), en las valvulas
cardiacas (ej. endocarditis) e incluso en los huesos (ej. osteomielitis), asi como un
cuadro clinico de neumonia, sepsis, fascitis necrotizante y sindrome estafilococal
de shock toxico. Tiene diversos factores de adhesion y receptores a las células
epiteliales, caracteristicas que fungen como algunos de sus principales factores de
virulencia junto con la produccion de toxinas (Mehraj J., et. al.,, 2016; Bush y
Vazquez-Pertejo, 2019).



Klebsiella pneumoniae

Este organismo es una bacteria gram negativa que, al igual que S. aureus,
representa al grupo de bacterias oportunistas que mas comUnmente causan
problemas a la poblacion humana. Generalmente se encuentra en la superficie de
las mucosas de animales, en el agua y en el suelo. En los humanos esta presente
principalmente en el tracto gastrointestinal pero también se puede encontrar en la
nasofaringe, a través de la cual puede entrar al torrente sanguineo y demas tejidos
del cuerpo. Es de las principales bacterias en causar enfermedades nosocomiales
y puede causar infecciones graves incluso en la comunidad joven, generando,
ademas de la neumonia, complicaciones como absceso hepatico, meningitis y
endoftalmitis. Presenta diversos factores de virulencia, entre los cuales destacan la
eficiencia de acarreadores de Fe?* y su capsula, ademas de los lipopolisacéaridos y
el pili (Alyssa S., et. al., 2013; Wang G., et. al., 2020). En 2018, Ramirez Villareal J.
observo el efecto Killer de las toxinas K1 de S. cerevisiae sobre cepas de K.

pneumoniae.
Salmonella typhimurium

Otra bacteria gram negativa de gran interés, no solo por su patogenicidad sino por
Su resistencia a antibiéticos, es S. typhimurium (Yang C., et. al., 2020)). El cuadro
clinico por el que se caracteriza es una salmonelosis no tifoidea (SNT) con
gastroenteritis localizada y, a diferencia de S. typhi, esta bacteria es generalista, con
un periodo menor de incubacion (6-24h) y se encuentra generalmente en el lumen
intestinal. Se ha observado que parte de los pacientes afectados por SNT se
vuelven portadores temporales (1 a 12 meses) del patégeno, incluso se ha
observado que, en casos extremos, algunos pacientes pueden ser portadores por
varios afos (Gal-Mor O. 2019).

Candida albicans

Otro microorganismo oportunista es el hongo ascomiceto C. albicans, perteneciente
a la misma familia que S. cerevisiae, Saccharomycetaceae. Este hongo comensal

se encuentra especificamente en el area vaginal, tracto digestivo y tracto



respiratorio de humanos y solo causa enfermedad en hospederos
iInmunosuprimidos. Puede causar infecciones superficiales de las mucosas, entre
los cuales se destacan las infecciones vaginales, que afectan a alrededor del 75%
de las mujeres por lo menos una vez en su vida. Sin embargo, este hongo también
puede desencadenar infecciones sistémicas que presentan una alta tasa de
mortalidad (Poulain D., 2015). El factor de virulencia que le permite convertirse a
patégeno es la transicion de levadura a hifa, la cual es controlada por diversas
cascadas reguladoras como la via de la adenosina monofosfato ciclica (AMPc) y la
proteina cinasa A (PKA). La adenilil ciclasa Cyrl de C. albicans cataliza la sintesis
de AMPc, por lo tanto, es uno de los principales componentes de la via AMPc/PKA
(Wang Y. 2015).

Ustilago maydis

Este hongo es patégeno especifico del maiz, afectando a toda la planta, desde las
semillas hasta las hojas. Caracterizado por un cambio de coloracion y por la
hipertrofia e hiperplasia de las células que terminan formado tumores en la planta,
el “huitlacoche”, nombre que se la da al maiz infectado, ha sido considerado como
riqueza gastronémica en México desde la época prehispanica. Sin embargo, en
otros lugares como Estados Unidos y Europa se considera una plaga de importancia

econdémica que requiere de alternativas no quimicas para su control biologico.

Se ha observado el efecto de inhibicion de las toxinas Killer de la levadura Williopsis
mrakii sobre Candida albicans (Hodgson, V. J., et. al., 1995) y es posible que las
toxinas Killer de S. cerevisiae también presenten este efecto tanto en C. albicans
como en U. maydis, ya que previamente se ha observado que afectan a otros
hongos patégenos como Phytophtora infestans y Rhizoctonia solani (G. M. Walker,
et. al., 1995).

GENES HOMOLOGOS Y ANALOGOS

Cuando hablamos de la evolucién se emplean muchos términos entre los cuales se
destacan dos principales para describir las similitudes en estructuras, genes o

funciones: ANALOGOS Y HOMOLOGOS. Los genes anéalogos son aquellos que no



provienen de un ancestro en comudn pero que presentan funciones o caracteristicas
similares, generadas a través de la convergencia evolutiva. En contraste, los genes
homélogos son aquellos que provienen de un mismo ancestro en comun y que
pueden o no presentar funciones y caracteristicas similares. A su vez, los genes
homologos se pueden dividir en dos categorias: Paralogos y Ortélogos. Los
ortélogos son genes homadlogos equivalentes en especies distintas, como seria el
caso de estructuras homologas que fungen como blancos moleculares de K1 en
diversas bacterias y hongos, mientras que los paralogos son genes homodlogos

dentro de una misma especie.
JUSTIFICACION

En del laboratorio de Biofisica de Membranas se ha observado un efecto
antimicrobiano importante de la toxina Killer (K1) sobre microorganismos tales como
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Staphylococcus aureus (Figura 2) y
algunos hongos como Ustilago maydis. Esto ha mostrado que la susceptibilidad a
esta toxina no es una caracteristica Unica de las levaduras, sino que también la
presencia de blancos moleculares a K1 se encuentra en otros tipos de células.
Como ya se explicé previamente en la introduccion, Bacillus cereus es una bacteria
patdgena, que también representa una amenaza biomédica debido a caracteristicas
gue la hacen resistente a diversas condiciones ambientales. Hasta el momento no
se encuentra en la literatura algun estudio donde se haya probado el efecto Killer
sobre esta bacteria, por lo que es importante determinar si presenta susceptibilidad
a la toxina K1, asi como los demas organismos que ya fueron estudiados en el

laboratorio.

Como se explico en la introduccién, el blanco molecular de la toxina K1 es un canal
de potasio, TOKL1. Este canal es un rectificador saliente de potasio de dos dominios
de poro en tandem, y desde su descubrimiento se han descrito mas integrantes de
esta familia, tanto en procariontes como eucariontes, ejemplos de ellos son los
canales TWIK-1 y TREK-1 presentes en mamiferos. Por lo tanto, es posible que la
susceptibilidad de los organismos enlistados en la introduccién del presente trabajo

se deba principalmente a dos potenciales alternativas: 1) a la presencia de estos



canales de potasio, o bien de otras familias de canales de potasio como Kir y Kv
que conserven estructuras o secuencias de aminoacidos esenciales para la
interaccion canal-toxina; 2) que la interaccion entre K1 y diversos microorganismos
se deba a la presencia de dominios estructurales que posean aminoacidos

aromaticos y cisteinas que permitan que la toxina pueda interactuar.

Creemos, sin lugar a duda, que cualquiera de estas dos alternativas que logremos
demostrar en el Laboratorio de Biofisica de Membranas, permitir4 dar un paso en el
conocimiento de los mecanismos de accion alternos que pudieran explicar la forma
en que se da la interaccidon canal-toxina (K1) en los diversos microorganismos.
Incluso, poder explicar el mecanismo bioldgico que permita entender porgue es tan

estable la existencia de la toxina Killer.



HIPOTESIS

Bacillus sp es vulnerable al efecto Killer ejercido por cepas productoras de

Saccharomyces cerevisiae.

Diversas bacterias patdgenas, entre las que se encuentran Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium y Bacillus
cereus, asi como las especies de hongos patdégenos, Candida albicans y Ustilago
maydis (huitlacoche), presentan proteinas homologas al canal TOK1, en las que se
conservan estructuras importantes, tales como el filtro de selectividad al i6bn potasio
TIGYGD y TVGLGD, asi como algunos aminoacidos importantes para la estructura
y conduccion del canal como las cisteinas, fenilalaninas, tirosinas y triptéfanos,
permitiendo de esta manera la actividad citotbxica de las toxinas Killer

(especificamente K1) sobre las células bacterianas y fungicas.



OBJETIVO GENERAL

Caracterizar in silico las interacciones entre la toxina K1 de Saccharomyces
cerevisiae y diversos organismos patdogenos (K. pneumoniae, S. aureus, S.
typhimurium, B. cereus (in vivo), C. albicans y U. maydis), asi como los mecanismos

de accién de K1 sobre la célula bacteriana o fangica.

Determinar la identidad y similitud como estimadores de homologias entre diversas
secuencias peptidicas de bacterias y hongos de importancia biomédica con el canal
TOK1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la citotoxicidad de la toxina K1 sobre diferentes cepas de Bacillus
sp.

2. Llevar a cabo un andlisis bioinformatico de posibles blancos moleculares
presentes en el genoma de Bacillus cereus, Candida albicans, Klebsiella
pneumoniae, Ustilago maydis, Staphylococcus aureus y Salmonella
typhimurium.

3. Determinar la proporcion de residuos conservados, especificamente de
fenilalaninas, cisteinas, triptéfanos y tirosinas.

4. Hacer un analisis teorico sobre las implicaciones que tienen dichas
homologias de secuencias de aminoacidos para la funcion del canal o
proteinas homélogas como blancos moleculares de la toxina K1 de S.

cerevisiae.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Los resultados de esta tesis se determinaron a partir de dos etapas. La etapa 1 se
basé en experimentos in vivo con Bacillus cereus. La etapa 2 se basé en
experimentos in silico, basandose en la busqueda bioinformatica de secuencias
homologas en los microorganismos previamente mencionados en la seccion de

objetivos.

La primera etapa consistio en determinar si Bacillus sp. es sensible o resistente a
la toxina Killer K1, de la misma manera en que se ha comprobado la sensibilidad de
otras bacterias y hongos patdogenos como Candida albicans, Klebsiella pneumoniae,
Ustilago maydis, Staphylococcus aureus y Salmonella typhimurium, organismos en
los cuales se centro la Etapa 2 del presente trabajo. Debido a que aun no se habia
probado el efecto antimicrobiano de la toxina sobre Bacillus cereus, bacteria que
posee caracteristicas similares a bacterias que han sido previamente determinadas
como sensibles a K1, se esperaba observar un efecto importante de la toxina contra

el crecimiento bacteriano.

Los primeros experimentos consistieron en la formacion de halos de inhibicién por
competencia, para observar el efecto Killer sobre las cepas sensibles de S.
cerevisiae y sobre las cepas de Bacillus sp. Esto con el propdésito de cuantificar el
nivel de inhibicién que ejerce la toxina K1 sobre las bacterias, y, como experimento
control, el efecto en las cepas sensibles de S. cerevisiae. Estos experimentos se
basan en los experimentos de Schmitt, M. J., & Tipper, D. J. 1990, donde probaron
el efecto Killer sobre cepas sensibles de S. cerevisiae y en el trabajo de Ramirez

Villareal J, 2018, donde se probo el efecto Killer sobre K. pneumoniae.

La segunda etapa consisti6 en el uso de herramientas bioinforméticas para la
identificacion de posibles blancos moleculares de K1 en microorganismos de
importancia biomédica y economica: Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida albicans y Ustilago
maydis. Esta busqueda de homologias se hizo a partir de la secuencia de TOK1

(U28005.1) completa, asi como por secciones de esta que se determinaron a partir



de la presencia del filtro de selectividad a potasio 1 (TVGLGD) y el filtro de
selectividad a potasio 2 (TLGYGD) y los cruces transmembranales dentro del canal.
Una vez obtenidas las secuencias homologas se hicieron andlisis de hidropatia y
modelamiento 3D de las estructuras, asi como un analisis tedrico de los dominios

de aminoacidos conservados a lo largo de las secuencias.

METODOLOGIA
ETAPA 1

Se prepararon varios tipos de medios para los diferentes organismos y en
condiciones especificas para el objetivo del experimento. Las recetas para la
preparacion de Medio YPD Agar, Medio YPD Caldo, Medio YPD inductor se
encuentran en el Apéndice A, Medios de Cultivo para Levaduras. Las recetas para
la preparacion de Medio TCA, Agar LB y Caldo LB se encuentran en el Apéndice B,

Medios de Cultivo para Bacillus sp (Hana Flegelova, et. al., 2002).
Cultivo

Para mantener la integridad de nuestras células se congelaron alicuotas de todas
las cepas utilizadas. Las cepas de Bacillus cereus fueron congeladas en medio LB
con glicerol, de manera que garantizamos que las cepas con las cuales se hizo el
experimento no se contaminen. El glicerol se utiliza para evitar que la congelacion
dafie a las células. Estas permaneceran guardadas como resguardo en caso de
contaminacion de las cepas utilizadas que seran guardadas en refrigeracion (Avila-
Portillo LM, et. al., 2006).

Cultivos de las mismas cepas a utilizar fueron guardados en refrigeracién a 4° C en
medio YPD para levaduras y medio LB para bacterias, de donde se estuvieron
tomando células para llevar a cabo los experimentos. Los medios utilizados se
basan en experimentos anteriores realizados por Gier, S., Schmitt, M. J., & Breinig,
F. 2017, asi como los métodos de cultivo, complementados con Schmitt, M. J., &
Tipper, D. J. 1990 y Hana Flegelova, et. al., 2002.



Saccharomyces cerevisiae.

Las cepas son mantenidas en medios YPD agar (2.5%) y guardadas a 4° C. Las
cepas de Saccharomyces cerevisiae (42300: productora de K1, 1085: productora
de Klus, 5x47: sensible) se cultivan 24 horas en medio YPD (1% peptona de
gelatina, 1% extracto de levadura, 2% glucosa/dextrosa, pH 4.7) a 28° C en

agitacion (150rpm) (Hana Flegelov4, et. al., 2002).

Posteriormente, las células de las cepas Killer (42300, 1085) se transfirieron a medio
inductor (YPD enriquecido (FeCls, MNSO4, MgSOa4, (NH4)2SOa4, KCI) pH 4.7) para
aumentar la produccién de toxina y se cultivaron en agitaciéon durante 24 horas

(Hana Flegelova, et. al., 2002).
Bacillus sp.

Para las cepas de Bacillus sp. se sembraron placas de Agar de Soya Tripticaseina
por medio del método de estriado por cada cepa (8 cajas/placas) y se mantuvieron
a 37° C. Una vez que hubo crecimiento se cultivaron en caldo LB en agitacion
durante 48 horas a 37° C. Este cultivo se hizo sincronizado con el de las cepas de
S. cerevisiae de manera que el dia del experimento tanto las cepas de S. cerevisiae
como las de Bacillus sp. tuvieran 48 horas de crecimiento en sus respectivos
medios. El experimento de inhibicion en Bacillus sp. esta basado en los
experimentos previamente hechos con S. cerevisiae (Schmitt, M. J., & Tipper, D. J.
1990, Hana Flegelova, et. al., 2002) y en el método de Kirby-Bauer (Aw, B., Ce, R.,
& Wm, K., 1959).

Ensayos de Formacion de Halos de Inhibicion-Método Kirby-Bauer

El disefio de estos experimentos se basa en el Método de Kirby-Bauer (Aw, B., Ce,
R., & Wm, K., 1959), con modificaciones de acuerdo a las caracteristicas especificas

de los microorganismos utilizados.

De los cultivos en caldo LB de Bacillus sp. homogeneizados, se tomaron alicuotas
de 1000 pl y se depositaron en tubos de microensayo previamente pesados y

marcados con el numero de la cepa. Estas alicuotas se centrifugaron a 20798.5 xg



durante 5 minutos para separar las células del sobrenadante, el cual se depositd en
nuevos tubos de microensayo previamente marcados con el nimero de la cepa,
evitando tomar células. El boton de células que quedd en los primeros tubos
utilizados se pesoé para determinar los miligramos obtenidos por cada 1000 pl de
medio. Una vez obtenido el peso de las células se agrego el volumen necesario de
agua destilada estéril para que por cada 50 pl hubiera 3 mg de células (Gier, S.,
Schmitt, M. J., & Breinig, F. 2017).

Este mismo proceso se repitidé con las células de la cepa sensible de S. cerevisiae
5x47.

En placas de Agar de Soya Tripticaseina y de Agar LB (caja Petri de 90x15 mm) se
sembro un césped de 3 mg de células de cada cepa de Bacillus sp, asegurandose
qgue las células se extendieran de manera uniforme en la placa. De esta manera
quedaron dos cajas para cada cepa (una de Agar Soya Tripticaseina y una de Agar
LB) (Gier, S., Schmitt, M. J., & Breinig, F. 2017). Este mismo proceso se repitié con
la cepa 5x47 de S. cerevisiae pero en una caja de medio YPD agar. Posteriormente
se colocaron circulos de papel filtro uniformemente en las placas. Por cada cepa de
Bacillus sp. se hicieron 2 cajas (2 réplicas). Debido a que en cada caja se hicieron
3 botones por cada cantidad de toxina (0.2 mg/0.5 mg) y células (1 pg/10 ug) se

obtuvieron 6 pseudoréplicas de cada variable (Figura 3).

Figura 3. Disposicion de filtros y
botones de células en prueba de
inhibiciébn. Azul: sobrenadante,

Rojo: células.
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Se repitio el proceso para las cepas Killer de Saccharomyces cerevisiae. Las células
fueron separadas del sobrenadante después de 24 horas en medio inductor por
medio de centrifugacién a 20798.5 xg. Se aislaron alicuotas de sobrenadante en
tubos de microensayo de 1.5 mly se desecharon los botones de células al fondo de
los tubos originales. En cada filtro se agregaron distintas cantidades de toxina
(0.2mg, 0.5mg) (Gier, S., Schmitt, M. J., & Breinig, F. 2017).

Los cultivos en Medio Inductor YPD enriguecido de S. cerevisiae (cepas 42300 y
1085) se homogenizaron y se tomaron alicuotas de 1000 ul las cuales se
depositaron en tubos de microensayo previamente pesados y marcados con el
nombre de la cepa. Estas alicuotas también se centrifugaron a 20798.5 xg por 5
minutos para separar las células del sobrenadante, el cual se depositd en nuevos
tubos de microensayo previamente marcados con el nombre de la cepa, evitando
tomar las células que se encuentran en el botén al fondo del tubo. El boton de
células que quedo en los primeros tubos utilizados fue pesado para determinar los
miligramos obtenidos en 1000ul. Una vez obtenido el peso de las células se
determind la cantidad de sobrenadante que se debia inocular para obtener 0.2mgy
0.5mg de toxina. Esto tomando en cuenta que 1mg de célula ~ 1mg de toxina
(Gier, S., Schmitt, M. J., & Breinig, F. 2017).

Formulas para Determinar Volumen Aproximado de Sobrenadante que Contiene

0.2mg y 0.5mg de Toxina Respectivamente:

X mg de células - 1000 pl ~ 0.2mg X 1000 pl
=X ul
0.2mg de toxina — X pl X mg
X'mg de células - 1000 pl ~ ~ 0.5mg X 1000 pl
=X ul
0.5mg de toxina — X pl Xmg

Una vez obtenido el volumen que se debe inocular para obtener 0.2 y 0.5mg

respectivamente se procedié a inocular los filtros colocados en las cajas Petri,



manteniendo constante la posicidon que se asigno a cada cantidad de toxina para
poder observar y comparar de manera facil los resultados por cada cepa. Las
células Killer que permanecieron en el botdén originalmente pesado en el tubo de
microensayo se prepararon de manera que quedd 1g/1lml de células en agua
destilada estéril. Esta mezcla homogeneizada se utilizO para poner botones de
células, y comparar el efecto de la toxina inducida y el de las células vivas. Se
colocaron botones de 1ul y de 10yl respectivamente para observar una curva de
crecimiento. El efecto de inhibicibn debe de aparecer entre las 8 y las 24 horas
después de las inoculaciones de toxina en los filtros. La medicion de reversibilidad
del efecto se midio previo a las 24 horas, a partir de la disminucion del halo de
inhibicién. La medicion del halo de inhibiciébn se realiz6 por medio del software
Image_J (NIH-USA), el cual permite obtener la medida exacta del area por cada
filtro (Suzuki, Y., Schwartz, S. L., Mueller, N. C., & Schmitt, M. J. 2017).

Los halos de inhibicion se midieron utilizando el software Image_J (NIH-USA) para
obtener el didmetro y &rea de cada halo a partir de su aparicion (8-10hrs) y a lo largo
de las 48 horas siguientes, para poder hacer un seguimiento del efecto de la toxina.

ETAPA 2

Busqueda De Secuencias Homologas

A partir de la secuencia de aminoéacidos arrojada por el gen TOK1 (U28005.1) del

NCBI Nucleotide DataBase (GenBank: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ ) se

hizo una busqueda de las secuencias homélogas en Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Candida albicans
y Ustilago maydis utilizando el programa Protein Blast del NCBI (blastp):
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK LOC=blasthome, de manera que se obtuvo un analisis mas certero de

dichas secuencias. (Ketchum, K. A., et. al., 1995).

Los parametros que se utilizaron como estandar dentro del algoritmo fueron:


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

e Maximo de secuencias blanco: 100
e Valore: 0.05
e Matrizz. BLOSUM62

e Longitud de secuencia iniciadora: 6

En vez de hacer una busqueda general, se hizo para cada organismo objetivo. De
esto se obtuvieron los alineamientos y los cddigos de GenBank de cada blanco

encontrado.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas que presentaron porcentajes de
identidad y cobertura contra TOK1 se utilizaron posteriormente para hacer los

andlisis de hidropatia y los modelos 3D de las proteinas obtenidas.
Criterios para Aceptar Homologias:

Ya que estamos buscando homologias entre filos distintos (Bacterias y Hongos) es
probable que los porcentajes de cobertura e identidad sean bajos, asi como la
longitud de las secuencias encontradas. Debido a que buscamos dominios de
aminoacidos especificos, el porcentaje de cobertura e identidad dentro de las
homologias no son tan importantes como encontrar los dominios conservados,
donde aparezcan los filtros de selectividad a potasio y los aminoacidos aromaticos

y cisteinas.
Las secuencias utilizadas para el BLAST fueron las siguientes:

TOK1 (U28005.1):

MTRFMNSFAKQTLGYGNMATVEQESSAQAVDSHSNNTPKQAKGVLAEELKDALRFRDERVS
IINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVANTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDT
DVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSNIILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGM
LLVDVIVCSLNDMPSIYSKTIGFWFACISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPN
ERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVL
IFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLM
KCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDY



APRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGESFNNKVKSIVENGRQ
RALSFMVNTGEIFEESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSPPASLQESF
SSLSKASSPEGILPLEYVSSAEYALQDSGTCNLRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSF'S
DWSYIHKLHLRNITDIEEYTRGPEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNLVED
EELYKVISKRKFLGEHRKTL

pTOK1-TM5:TM8 (contiene TM5, poro y filtro de selectividad 1, TM6, LC (Loop
citoplasmatico) 3, TM7, poro y filtro de selectividad 2 y TM8):

SIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIF
SLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKC
IRQTASRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAP
RTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILSTVGDLL

pTOK1-TM5:LC3 (contiene TM5, poro Yy filtro de selectividad 1, TM6y LC3 ):

SIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIF
SLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDS

pTOK1-LC3:TM8 (contiene LC3, TM7, poro y filtro de selectividad 2 y TM8):

SKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYF
CFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILSTVGDLL

En la figura 4 y 5 se encuentran representadas los fragmentos de cada secuencia,
en rojo la secuencia pTOK1-TM5:LC3 y en azul la secuencia pTOK1-LC3:TM8. La
figura 4 muestra la estructura de los cruces transmembranales y la figura 5 muestra
la secuencia de aminoacidos de TOK1 indicando los dominios estructurales de los

filtros de selectividad y las cisteinas y aminoacidos aromaticos.

Al probar todas estas secuencias con el algoritmo, aseguramos que se obtengan
todos los resultados posibles de homologias en nuestros diferentes organismos

probados.
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Figura 4. Representacion esquemaética de una subunidad de TOK1. Se
muestran 8 cruces transmembranales, dos regiones de poro y 3 loops
citoplasmaticos. En rojo se representa la zona que es codificada por la
secuencia pTOK1-TM5:LC3 utilizada para el BLAST, mientras que en azul se
muestra la zona codificada por la secuencia pTOK1-LC3:TM8 utilizada para el
BLAST. TM: cruces transmembranales, P: region de poro, LC: Loop

citoplasmatico. Tomado y modificado de Saldafia, et. al., 2002.

1 MTREMNSEAK OTLGEGNMAT VEQESSAQAV DSHSNNTPKQ AKGVLAEELK

TM1
51  DALRERDERV SIINAEPSST LEVEWEVVSC ¥EPVITACLG PVANTISIAC

TM2
101 VVEKWRSLKN NSVVTNPRSN DTDVLMNQVK TVEDPPGIEA VNIISLVLGE

TM3
151 TSNIILMLHI SKKLTILKSQ LINITGITIA GGMLLVDVIV CSLNDMPSII

TM4
201 SKTIGEWEAC ISSGLELVCT IILTIHEIGE KLGKEPPTEN LLPNERSIMA

TM5 Pl (Filtro de selectividad L)
251 MTVLLSLELI fGAGMESGLL HITEGNALEE CTVSLLTVGL GDILPKSVGA

TM6
301 KIMVLIESLS GVVLMGLIV[ MTRSIIQKSS GPIEEEHRVE KGRSKSHKHE

Loop citoplasmatico TM7
351 MDSSKNLSER EAEDLMKCIR QTASRKQH[ SLSVTIAIEM ABWLLGALVE
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Figura 5. Estructura primaria del canal

SIVENGRORA LSEMVNTGEI

SEENDSGVTS PPASLQESES

NLRNLQELLK AVKKLHRICL

RGPEEWISPD TPLKEPLNEP

RKELGEHRKT L

TOK1. Aminoacidos aromaticos

(verde), cisteinas (rojo), cruces transmembranales (subrayado simple), filtros de

selectividad a K* (doble subrayado), loop citoplasmatico de union de ambos

poros (resaltado en negritas). En rojo se representa la secuencia pTOK1-
TM5:LC3 y en azul la secuencia pTOK1-LC3:TM8 utilizadas para el BLAST.
Tomado y modificado de Ketchum K., et. al, 1995.

Prediccion de Estructura Secundaria

Una vez identificadas las secuencias homologas se realizaron los analisis de la

estructura secundaria obteniendo inicialmente los perfiles de hidropatia a través de

la plataforma de libre acceso PROTSCALE https://web.expasy.org/protscale/.

Dentro de la plataforma se utilizd6 el parametro para obtener las escalas de

hidrofobicidad en base al modelo de Kyte & Doolitle, 1982, el cual considera a las

cargas positivas como hidrofébicas, por lo que se puede determinar que regiones

de la secuencia son transmembranales (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de hidropatia de TOK1. Se utiliz6 el modelo de Kyte & Doolitle.
Cisteinas: naranja, Triptéfanos: morado, Tirosinas: azul, Fenilalaninas: verde.
Window: 20.

Modelamiento de Estructura Tridimensional

Para obtener los modelos 3D se utilizdé la plataforma de libre acceso SWISS

MODEL: https://swissmodel.expasy.org/, la cual obtiene los modelos en base a un

analisis comparativo de homologias de las estructuras protéicas y sus modelos
dentro de UniProtKB. Una vez obtenidos los modelos dentro de la plataforma, se

descargaron los archivos en formato PDB.

PyMol es una herramienta de visualizaciéon molecular de libre acceso. Con ayuda
de este software se edit6 la estructura 3D de las proteinas obtenidas a través de las
homologias con TOK1. Los aminoacidos aromaticos dentro de la secuencia, asi
como las cisteinas y los filtros de selectividad especificos: TXGLGD y TxGxGD

fueron marcados dentro del modelo para poder identificarlos facilmente.
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DISCUSION Y RESULTADOS.

Susceptibilidad in vivo de B. cereus a K1

TOK1 en S. cerevisiae presenta dos filtros de selectividad a potasio (K*), TVGLGD
y TIGYGD, asi como 13 cisteinas a lo largo de su secuencia, las cuales se han
hipotetizado como esenciales para la interaccion de la proteina Killer con el canal
de voltaje (Gier, S., Lermen, M., Schmitt, M.J. et al. 2019). Estas cisteinas
interaccionan con las propias cisteinas de la toxina K1 formando puentes disulfuro,
lo que permite la union toxina-canal. Los experimentos de inhibicion demostraron
gue existe un efecto inhibitorio por parte de la toxina K1 hacia las especies y cepas
de Bacillus sp. utilizadas (Figura 7A y 7B, Tabla 2). Sin embargo, el efecto no es
de la misma magnitud que el que se puede observar cuando se prueba la toxina
contra cepas sensibles de S. cerevisiae (Figura 7C, Tabla 2), ya que los halos de

inhibicion que presenta Bacillus sp. son de menor didmetro.

Figura 7. Inhibicion por K1 a B. cereus y S. cerevisiae. Se presenta el
resultado de un experimento de inhibicién basado en el método de Kirby-Bauer.
En las condiciones A, B se inocul6 un césped de Bacillus sp. (3mg/50ul) y se
colocaron filtros de papel a los cuales se les inoculé 0.2mg y 0.5mg del
sobrenadante con toxina K1 de la cepa de S. cerevisiae 1085 (A) y 42300 (B).
Efecto de inhibicion de la toxina K1 sobre 5x47 (S. cerevisiae) (C). Fotos

obtenidas a 19 horas posteriores de incubacion con la toxina.
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TABLA 2. Inhibicion de las Distintas Especies y Cepas de Bacillus sp. por K1.

N=1

Medicién a las 20 hrs (Klus) 1085
Bacillus thuringensis 0.0147
Bacillus subtilis 0.1567
Bacillus cereus (ATCC) 0.2
Bacillus cereus (K Cys/H) 0.3682
Bacillus cereus (A MMB) 0.239
Bacillus cereus (No I/M 0.236
165)

Bacillus cereus (No I/Ch) 0.287
Bacillus cereus (7K 0.205
Gys/M15)

Medicion a las 24 hrs 1085
Bacillus thuringensis 0.026
Bacillus subtilis 0.165
Bacillus cereus (ATCC) 0.246
Bacillus cereus (K Cys/H) 0.501
Bacillus cereus (A MMB) 0.231
Bacillus cereus (No I/M 0.273
165)

Bacillus cereus (No 1/Ch) 0.236
Bacillus cereus (7K 0.213
Gys/M15)

S. cerevisiae (5x47) 0.574

(K1) 42300
0.037
0.176
0.288
0.233
0.202
0.303

0.289
0.281

42300
0.050
0.136
0.206
0.345
0.145
0.297

0.205
0.312

0.579

N=2
(Klus) 1085 (K1) 42300
0.338 0.361
0.445 0.503
0.466 0.611
0.594 0.558
0.506 0.528

0.49 0.622

0.54 0.614

0.482 0.593

1085 42300
0.345 0.372
0.452 0.456
0.495 0.558
0.687 0.67
0.499 0.469
0.511 0.619
0.504 0.527
0.488 0.631

0.55 0.579

Se presentan los valores de la media geométrica de los datos obtenidos a las 20 y
24 horas, n=4 (filtros). En dos replicas distintas (N=1 y N=2). Se encuentran
sefialadas en escala de grises la cepa mas sensible (B. cereus K Cys/H) y la cepa
menos sensible (B. thuringensis). En negritas se indican los valores obtenidos a las
24 horas con K1 sobre la cepa 5x47 de S. cerevisiae.

Se pudo observar que durante las 24 horas post inoculaciéon de la toxina hay un

crecimiento exponencial del halo de inhibicion (Figura 8), sin embargo, después de

este periodo de tiempo empieza a haber un decrecimiento del diametro del halo, lo

gue podria indicar que el efecto inhibitorio no es tan eficaz debido a que las bacterias

presentan una afinidad menor a la toxina que la que presenta el canal TOK1 en S.

cerevisiae. Sin embargo, el efecto existe, y confirma una vez mas que el sistema



Killer es una interesante promesa para el futuro desarrollo de estrategias para

controlar brotes de bacterias patdégenas.

A B
B. cereus (7K Gys/M15) B. cereus (7K Gys/M15)
B. cereus (No I/Ch) B. cereus (No I/Ch)
B. cereus (No I/M 165) B. cereus (No I/M 165)
B. cereus (A MMB) B. cereus (A MMB)
B. cereus (K Cys/H) B. cereus (K Cys/H)
B. cereus (ATCC) B. cereus (ATCC)
B. subtilis B. subtilis

B. thuringensis B. thuringensis

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0 01 02 03 04 05 0.6
Didmetro (mm) Diametro (mm)

Figura 8. Inhibicion por K1 y Klus en Bacillus sp. Graficas de la media del
didmetro de inhibicién observada para cada cepa de Bacillus sp. a las 20 horas (A)
y las 24 horas (B). En gris oscuro se muestran los resultados con la toxina Klus y

en gris claro los resultados con la toxina K1.Unidades: milimetros (mm).

Obtencion de Homologias a TOK1 de S. cerevisiae

A partir de la basqueda bioinformatica para identificar marcos de lectura homologos
a TOK1 se encontraron 32 secuencias homodlogas, correspondientes tanto a
especies como cepas especificas de los organismos sometidos al estudio, tal como
muestra la Tabla 3 (Tabla E y F de la seccion APENDICE). Las proteinas obtenidas,
en su mayoria pertenecen a canales de potasio, entre los cuales se encuentra el
canal TOK1 de C. albicans, asi como diversos canales de dos dominios de poro de
K. pneumoniae y S. typhimurium. Otros en cambio son canales de un solo dominio
de poro y proteinas hipotéticas de organismos, como UMAG_ 05925, proteina
hipotética de Ustilago maydis que fue descrita en el trabajo de Kamper J. et. al.,
2006, en el que describen un cluster de proteinas secretadas sin ninguna funciéon
conocida. En ese trabajo, proponen que estas proteinas pueden tener un papel
importante en la virulencia de U. maydis. De acuerdo a la secuencia encontrada, no

se determina si se trata de un canal i6nico o el tipo de proteina que realmente sea.

0.7



Sin embargo, debido a la presencia de ambos filtros de selectividad, consideramos

que se trata de un canal de K*.

Las regiones alineadas presentan, en algunos casos, altos porcentajes de identidad
(Figura 9, Tabla E de la seccion APENDICE). Ademas de esto, podemos
considerarlas identidades significativas debido a que las estructuras conservadas

incluyen, en todos los casos, la secuencia del filtro de selectividad.

Tabla 3. Secuencias Peptidicas Homodlogas a TOK1

DESCRIPCION % ldentidad % Cobertura
Klebsiella pnumoniae

Transportador idnico 36.73% 7%
Familia de canales de K* de dos dominios de poro 39.13% 6%
Candida albicans

Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.84% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.99% 92%
Toklp 35.84% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.84% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.84% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.84% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.84% 92%
Proteina hipotética L150 03278 35.69% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.69% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.69% 92%
Proteina hipotética conservada 35.69% 92%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 35.05% 83%
Subfamilia de canales de K* otro eucariota 34.88% 83%
Bacillus cereus

Canal K* 22.43% 26%
Canal K* 35.63% 10%
Canal K* 35.63% 10%
Canal K* 32.56% 10%
Canal K* 32.56% 10%
Estudios de transporte i6nico en canales de K* 27.78% 7%
Estructura de una mutante NaK selectiva a K* 27.78% 7%
Estructura de canal i6nico selectivo a K* 30.43% 21%
MULTIESPECIE: Canal K* 31.25% 22%
Estructura cristalogréafica de canal NaKz2K mutante 28.26% 21%
Y55F

Staphylococcus aureus

Proteina hipotética 29.21% 12%

Ustilago maydis
Proteina hipotética UMAG_05925 49.35% 48%



Salmonella Typhimurium

Familia de canales de K* de dos dominios de poro 39.13% 6%
Familia de canales de K* de dos dominios de poro 41.30% 6%
Familia de canales de K* de dos dominios de poro 39.13% 6%
Familia de canales de K* de dos dominios de poro 39.13% 6%
Proteina de membrana 39.13% 6%

De acuerdo a los resultados de Roller, et. al. 2008, a través de comparacion de
secuencias dentro del grupo Ascomycetales, el segundo filtro de selectividad
(TIGYGD) es mas estable que el primero (TVGLGD), lo cual podemos confirmar con
los resultados presentados en la Tabla 4. Ademas, en este mismo trabajo
demostraron que al hacer mutaciones en la tirosina (Y424) y en la leucina (L290)
respectivas a cada filtro de selectividad de TOK1 en S. cerevisiae observaron que
al mutar inicamente la leucina del primer filtro de selectividad (L290) la apertura del
canal en respuesta a cambios en el voltaje de despolarizacién es tres veces mas
rapida que el genotipo original. En cambio, al mutar al mismo tiempo ambos filtros
de selectividad (dobles mutantes L290-P1y Y424-P2), es decir, intercambiar el orden
de los residuos, se reduce la conductancia del canal 20 veces mas que en cepas
wild type. En el caso de las secuencias obtenidas en nuestro estudio observamos
gue tanto L290 como Y424 se encuentran conservadas en la mayoria de péptidos.
Sin embargo, en algunos casos como K. pneumoniae (F en vez de Y424), U. maydis
(F en vez de L290) y S. typhimurium (F en vez de Y424) se observa la sustitucion
por una fenilalanina en los filtros de selectividad (Tabla F de la seccion APENDICE).
Estos resultados se encuentran dentro de lo esperado ya que la fenilalanina es un
aminoacido aromatico (benceno) al igual que la tirosina (fenol). Los compuestos
aromaticos presentan nubes electrénicas de tipo T, las cuales tienen el potencial de
formar interacciones no covalentes con cationes (K*), ademas de ser aceptoras de
puentes de hidrégeno (Rossell6 C. G., 2006). Por otro lado, tanto la fenilalanina
como la leucina son residuos apolares, mientras que la tirosina es ligeramente polar.
Todo esto les da la propiedad de atraer cargas positivas, fungiendo como filtro de
selectividad a K*. En el caso de otros canales salientes de potasio como Shaker, el

cambio de la tirosina por una fenilalanina o una valina en el filtro de selectividad 2



permite la conductancia de potasio, pero en voltajes reversibles biidnicos (biionic
reversal voltages) aumenta la permeabilidad a sodio (Na*) (Roller, et. al., 2008).

En el caso de B. cereus, el Unico filtro de selectividad que se encuentra conservado
es el segundo filtro, lo cual se debe a que las proteinas encontradas son canales de

un solo dominio de poro.
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Figura 9. Porcentaje de Identidad y Cobertura con ScTOK1 (TOK1 de S.
cerevisiae). En gris oscuro se muestra el porcentaje de identidad y en gris claro el

porcentaje de cobertura.

En S. aureus, la region alineada coincide con la regién de poro 1, sin embargo, en
el filtro de selectividad se observa que en vez de la L290 se encuentra una tirosina,
esto se puede atribuir a que la tirosina representa un aminoacido mas apto para la
correcta funcionalidad del filtro de selectividad, lo que ademas de ser propuesto por
las caracteristicas intrinsecas del aminoacido, se ha basado en el hecho de que
esta conformacion con tirosinas en el filtro de selectividad se encuentra mas
conservada en diferentes secuencias anteriormente analizadas por otros grupos de
investigacion (Roller, et. al. 2008). En levaduras, hongos y en células animales, la
tirosina y el aspartato de los poros que se intercalan en el canal ensamblado
parecen interactuar para estabilizar la estructura y la selectividad a K*. Se ha
propuesto que los aspartatos que se encuentran en la proximidad de los filtros de
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selectividad fungen como sensores de pH y contribuyen a la conductancia y cinética
del canal (Roller, et. al., 2005, Saldafa C., 2002).

De acuerdo con Roller, et. al.,, 2005, hay dos residuos de aspartato: Asp292 7
Asp426 que modulan la cinética y la conductancia del canal, ya que se encuentran
en el poro del canal ensamblado. A niveles altos de K* extracelular la activacion es
mas lenta (ta=90ms a 150mM) y la inactivaciéon del canal es débil durante una
despolarizacion constante. Esto se debe a que existe también la participacion de la
bomba H* ATPasa, la cual introduce K* al interior de acuerdo al voltaje de la
membrana y saca H* acidificando el medio extracelular, lo cual eventualmente es
detectado (aparentemente por los aspartatos presentes en las regiones de poro de
TOK1) y activa al canal, permitiendo su actividad saliente, de manera que empieza

a equilibrar la concentracion de K* intracelular (Saldafia C., Pefia A., 1999).

Tabla 4. Alineamiento de Regiones de Poro de ScTOK1 con las Secuencias
Peptidicas Obtenidas.

Regién de Poro 1 (aa247-aa353)
Candida albicans

SeToRL SIMAYTVLLILWLINGAGMESGLLE-ITY¥GHALY FCTVILLIVELED I LPRSVEARIMVLIFSLEGVVIMGLIVEMTR ST IQKS 5GP IEFFHRVERGRS RIS NEHYMDS
Canal K TIMLETILESTHTVIGAFTHES L IDDI S¥ESALY YO IVSFLTIGLED I LEET SGARVAVLVFSLEEVLIMGLIVATLRSVILS S22 PAIFRNDVERTRTALLAQLOKE
Canal E* TIMLETILESTHTVIGAFTHESLIDDI SYESALY YCIVSF LT IGLEDILPET SGARVAVLVESLEEVL IMGLIVATLRSVILSSA2PAT FRNDVERTRIALLAQLDKE
CaTORL TIMLETILESTHIVIGAFTHGILIDDI SYGSALY YCIVSFLIIGLEDILPET SGARVAVLVESLGEVLIMGLIVATIRSVILSSA2PAT EWNDVERTRIALLAQLDRE
Canal E° TIMLETILESTHTVIGAFTHEILIDDI S¥ESALY ¥ IVSFLI LD ILPET 3EARVAVLVESLGEVL IMELIVATIRSVIL8A2PAT FNNDVERTRIALLAQLDRE
Canal E* TIMLETILEF3TNTVIGAFTMGI LI DDI S G ALY YCIVEF LI IGLEDILPETSGARVAVLVESLCGVLIMGLIVATLRSVILISARPAIFWNNDVERTRIALLAQLDEE
Canal E* TIMLETILFSTNIVIGAF TMGI LI DDI S G ALY YCIVEF LI IGLEDILPETSGARVAVLVESLCGVLIMGLIVATLRSVILISARPAIFNNDVERTRIALLAQLDEE
Canal E* TIMLETILESTHTVIGAFTHEIL DD SYESALY YO IVSELIIGLEDILPET 3GARVAVLVESLEEVLINGLIVATLRSVILSSAAPAIENNDVERTRIALLAQLDRE
BH L150_02272 ¢y FTTLFSTWTVIGAFTMGILIDDI S¥GSALY YCIVSFLIIGLEOILPET SGARVAVLVESLGEVLIMELIVATIRSVILISA2 PRI FWNDVERTRIALLAQLOKE
Canal E* TIMLETILESTHTVIGAFTHEILIDDI S¥ESALY ¥ IVSFLI LD ILPET 3EARVAVLVESLGEVL IMELIVATIRSVIL8A2PAT FNNDVERTRIALLAQLDRE
Canal E* TIMLETILEF3TNTVIGAFTMGI LI DDI S G ALY YCIVEF LI IGLEDILPETSGARVAVLVESLCGVLIMGLIVATLRSVILISARPAIFWNNDVERTRIALLAQLDEE
PH conservada TIMLETILFSTWIVIGAFTMGILIDDISYGIALY ¥CIVSFLIIGLEDILPETSGARVAVLVESLEEVLIMELIVATLRSVILSSARPAI FWNDVERTRIALLAQLOKE
Canal E* TIMLETILESTHTVIGAFTHEIL DD SYESALY YO IVSELIIGLEDILPET 3GARVAVLVESLEEVLINGLIVATLRSVILSSAAPAIENNDVERTRIALLAQLDRE
Canal E* TIMLETILESTHIVIGAFTHGILIDDISYGSALY YCIVSELIIGLEDILPET 3GARVAVLVESLGEVLIMGLIVATIRSVILSSA2PATEWNDVERTRIALLAQLDRE
Canal iénicc YIGAFT-—-———-———- MEILIDD-IS¥E3ALY Y CIVEFLIICLEDI LS TSCARVAVIVESLEECLY
F IFTITI MoIT ¥l F 1 [ FEN Y 1w Loz
G ID w

Staphylococcus aureus

F=TOE1 SIMAYTVLLELWLI-WGAGHE 3G LLHEI-TY¥GHALYFCTVELLTVELED IL PR SVGARIMVLIFELIGVV IMELIVFMIR S I IQRS3CPIFFFHRVERGRERIWNEHYMD S
Canal E* GLMMALVFITVTITZL VPV VY LYVE PN IR TY GO ALNWAVV T TTIVEYGDLIPSTIVERVIGEILMISEIGVIGLL
PH GLMMALVEITVI ITELSVEVELVEFN IRTYGDALNNAVV I TTIVEYGDLIPST IVGRVIGEILMISGIGVIGLL
B FI WTI L ¥ EF LN TT ¥l a FLI vl

Ustilago maydis

2=TOR1 EFIMAY TV LLE LN LINGAGME G LLEI TYGHNALYFCTVELLTVGLGD ILPRSVGARIMVLIFSL3GVVIMGLIVEMIRSI IQRS3GPIFFFHRVERGRSEIWEHY
PH THMAG 05825 GLVLAGMELLLYLSLEILIEVEVIEIDEFITALYFSCATVLIVEEGIVIPASPEARVLVILYAETGET
& &l I¥I L I VI E s k| E W IYF

Region de Poro 2 (aa354-aa467)
Klebsiella pneumoniae

ScTORL FNLSEREAFDLMRCIRQTASREQHNESLIVT IA I FMAFNLLGALVEREAENNSYFNCIYFCELCLLTIGYSDYAPRT GAGRAFFV INALEAVFLMGATLSTVEILL
Transportader idnico SWHEGVERAVVINTIVEEGDATPRTHLGRALAVLNHNVEILVLY-SLLTT
Canal de E° de dos deminios de pora [¥YCSVVGSILGEGOLSEQTAFGRLETALWQIEVIVGLEGALMGEY
WH G |WAVVIMT (3 I |V | I
¥|Z VEE F L IT I [=

Candida albicans



F=TCELl SENLEERERFDIMECIRCT A SRR N S L SV A I FMA TR L LA LV ER P AEKN S Y FRC I Y PP LCLL T I GE D YA PR TCACRAFFVINALGAVPLMGAILETVEDLL

Canal E- HRHLTSEESFHEMRVLRRRVE S RHE RV LA LT AV NI PR LI GA L IF R I ERN S Y FRAMY PP LC LI T GE D YA PR TS LGRVEFVSRAVEAVPLMT I LV ZNVEDTL
Canal E- NRHLTSEESFHEMRVLRREVESRHERVSLA LT IAVFMI FRLIGALIF QR IERNSYFRAMY FCELC LI TIGE G0 YAPR TS LERVEFVSRAVEAVPLMT I LV SNVEDTL
CaTCEL NRHLTSEESFHEMRVLRREVESRHERVSLA LT IAVFMI FRLIGALIF QR IERNSYFRAMY FCELC LI TIGE G0 YAPR TS LERVEFVSRAVEAVPLMT I LV SNVEDTL
Canal E- NRHLTSEESFHEMRVLRREVESRHERVSLA LT IAVFMIFRLIGALIF QR IERNSYFRAMYFCELC LI TIGE G0 YAPR TS LERVEFVSRAVEAVPLMT I LV SNVEDTL
Canal E- NRHLTSEESFHEMRVLRREVESRHERVSLA LT IAVFMI FRLIGALIF QR IERNSYFRAMY FCELC LI TIGE G0 YAPR TS LERVEFVSRAVEAVPLMT I LV SNVEDTL
Canal E- NRHLTSEESFHEMRVLRREVESRHERVSLA LT IAVFMIFRLIGALIF QR IERNSYFRAMYFCELC LI TIGE G0 YAPR TS LERVEFVSRAVEAVPLMT I LV SNVEDTL
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Bacillus cereus
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Ustilago maydis
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Salmonella typhimurium
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PH: proteina hipotética, Canal K*: subfamilia K otro eucariota, CaTOKL1: canal
TOK1 de Candida albicans, ScTOK1: Canal TOK1 de S. cerevisiae, Canal idnico:
selectivo a K*. |:conservada, -: delecion.

de do= dominies de poro

do= dominics de pozo i

do= dominics de pozo
do= dominics de pozo

membrana

De acuerdo a nuestros resultados en el alineamiento de secuencias, podemos
observar que en todas las secuencias obtenidas los aspartatos (D) se encuentran
conservados, lo que nos permite inferir una importancia clave de este aminoacido
para el funcionamiento y estructura del canal.

Otro punto importante a destacar es el de las cisteinas. Debido a su capacidad de
formar puentes disulfuro, es posible que estos residuos jueguen un papel
fundamental en la interaccion canal-toxina. De acuerdo a los resultados obtenidos
con C. albicans, dentro de la primera region de poro, la Unica cisteina presente

(C281) esta conservada en todas las secuencias. En el caso de S. aureus es
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sustituida por una alanina y en U. maydis, la C281 es sustituida por una serina
(Tabla 5). Por lo tanto, es posible que esta cisteina no represente un papel

fundamental en la interaccion con la toxina y el canal.

Tabla 5. Cisteinas en la Primer Region de Poro
laregion de poro C. albicans S. aureus U. maydis
C281 Conservada Alanina Serina

En la segunda region de poro, en K. pneumoniae, solo se encuentra la C415
conservada en una secuencia correspondiente a un canal de dos dominios de poro.
En el caso de C. albicans, tanto la C415 y la C418 se encuentran conservadas. En
B. cereus ninguna cisteina esta conservada, sin embargo, en todas las secuencias
se observan cisteinas cercanas a la regiébn de poro, en sustitucion de otros
aminoéacidos como fenilalanina e isoleucina. En U. maydis la C415 esta conservada
al igual que en S. typhimurium, donde solo la C415 esti conservada. Estos
resultados sugieren que la C415 puede ser de los residuos mas importantes que
interactien con la toxina, ya que en todas las secuencias alineadas se encuentra

presente (Tabla 6).

Tabla 6. Cisteinas en la Segunda Region de Poro

2nda K. pneumoniae C. albicans  B. cereus U. maydis S. typhimurium
region de

poro

C368 - Valina - - -

C411 Transportador  Alanina Alanina Alanina -

i6nico: Glicina
Dos dominios
de poro: -
C415 Transportador  Conservada Treonina Conservada Conservada
i6nico: Alanina y Serina
Dos dominios
de poro:
conservada
C418 Transportador Conservada Treonina Alanina Valina
iénico:
Treonina
Dos dominios
de poro: Valina
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Figura 10. Perfiles de Hidropatia. Se marcan los amino4cidos aromaticos en las
regiones de poro. Verde: fenilalaninas. Azul: tirosinas. Morado: triptéfano.

Los perfiles de hidropatia analizados (Figura 10) demuestran que la estructura
secundaria de los segmentos homologos analizados comparados con S. cerevisiae
son muy similares en cuanto a topologia, y la posicion de los aminoacidos tanto
aromaticos como cisteinas se encuentran ubicados en regiones cercanas a los
dominios de poro y muchos se encuentran conservados en posiciones clave dentro
del mismo ScTOK1.

TOK1 Saccharomyces cerevisiae




Klebsiella pneumoniae WP_163602546.1

Candida albicans KGR09827.1




Candida albicans TOK1p XP_712629.2




Staphylococcus aureus WP MVL38240.1

Figura 11. Modelos 3D de Proteinas que Presentan Identidad con ScTOK1.
Se marcan en color los dominios importantes. Verde: aminoacidos aromaticos,
amarillo: cisteinas, primer filtro de selectividad: azul, segundo filtro de

selectividad: rojo, regiones ortélogas a ScTOK1: blanco.

Analizando en conjunto las secuencias obtenidas representadas en la Tabla 4, los
perfiles de hidropatia (Figura 10) y los modelos de estructura terciaria (Figura 11)

podemos resumir los siguientes resultados:

Ambos filtros de selectividad se encuentran conservados en U. maydis (TVGFGD y
TIGYGD) y C. albicans (TIGLGD y TIGYGD), lo que sugiere que la presencia de
ambos filtros en los dominios de poro es una propiedad emergente en eucariotas,

ya que ninguna de las bacterias analizadas conserva ambos. En el caso del primer



filtro de selectividad TVGLGD se conserva en S. aureus (TVGYGD) y en un canal
de dos dominios de poro de K. pneumoniae (WP_200850179.1) (TLGFGD) mientras
que el segundo filtro de selectividad TIGYGD se encuentra conservado en S.
typhimurium, B. cereus y en un transportador idénico de K. pneumoniae
(WP_163602546.1).

El hongo levaduriforme C. albicans tiene distintas proteinas que presentaron
porcentajes de identidad importantes con ScTOK1 (n=13), ademas de un canal
TOK1p propio de este organismo. En las diversas secuencias se conservan ambos
filtros de selectividad, TIGLGD y TIGYGD, 8 aminoacidos aromaticos conservados
en la primera region de poro y 16 en la segunda region de poro. Ademas, las

cisteinas C281, C415 y C418 se encuentran conservadas de acuerdo a ScTOKL1.

En el caso de S. aureus se encontraron dos secuencias homélogas, pertenecientes
a un canal de K* y a una proteina hipotética. En ellas se conserva principalmente la
region de poro 1 por porcentaje de identidad, sin embargo, el filtro de selectividad
presenta una tirosina (Y) en vez de la leucina (L) siendo TVGYGD en vez de
TVGLGD, 4 aminoacidos aromaticos conservados y ninguna citosina conservada o

presente en la region.

Para U. maydis se encontr6 una sola homologia con la proteina hipotética
UMAGO05925, la cual presenta una sustitucion de la leucina (L) por una fenilalanina
(F) en el filtro de selectividad de la primera region de poro, 6 aminoacidos aromaticos
conservados y presenta una insercién de serina (S) entre la fenilalanina F315 y la
cisteina C317, estando esta Ultima en una posicibn homologa a ScTOK1 (C281).
Asi mismo, en la segunda region de poro, se encuentran conservados el segundo

filtro de selectividad TIGYGD, 13 aminoacidos aromaticos y la citosina C415.

En K. pneumoniae se encontraron dos secuencias con distintos filtros de
selectividad, una homdéloga al filtro de selectividad 1 pero con la sustitucion de la
leucina (L) por fenilalanina (F), y una al filtro de selectividad 2. Sin embargo, ambas
secuencias tienen mayor porcentaje de identidad con la regién de poro 2, sin

importar el filtro de selectividad que presenten. El transportador ionico presenta 4



aminoacidos aromaticos conservados pero ninguna cisteina, y el canal de K* de dos
dominios de poro presenta 4 aminoacidos aromaticos conservados y la cisteina

C415 conservada.

B. cereus solo conserva el segundo filtro de selectividad TVGYGD (Sustitucion de
isoleucina (I) por una valina (V)) y por porcentaje de identidad es mas similar a la
segunda regidn de poro. Se encontraron dos grupos de secuencias similares entre
si, en el primer grupo podemos ver al segundo filtro de selectividad, 7 aminoacidos
aromaticos conservados, algunos siendo exactamente el mismo amino4cido o en
su caso siendo sustituido por otro aminoacido aromatico, y la sustituciéon de una
fenilalanina por una citosina, siendo esta ultima la Unica citosina encontrada en la
secuencia alineada. En el segundo grupo de secuencias se conserva de igual
manera el segundo filtro de selectividad y 6 amino&cidos aromaticos pero ninguna
citosina se encuentra presente. Se obtuvieron 10 secuencias con homologias en

este organismo, aunque solo fuera con un porcentaje de cobertura minimo.

Para S. typhimurium, se encontraron 5 secuencias homoélogas, de las cuales 4 son
canales de dos dominios de poro. Estas secuencias se alinearon con la segunda
region de poro, conservando el segundo filtro de selectividad pero sustituyendo a la
tirosina por una fenilalanina. Se encuentran conservados 6 aminoacidos aromaticos

y la citosina C415.

De acuerdo a los porcentajes de identidad y cobertura (Tabla 3, Figura 9) se
observa una relacion mas estrecha entre ScTOKL1 y las proteinas encontradas en
los eucariotas U. maydis y C. albicans. De acuerdo a los porcentajes obtenidos este
es el orden de identidades: C. albicans (92-83%), U. maydis (48%), B. cereus (10-
26%), S. aureus (12%), S. typhimurium (6%) y K. pneumoniae (6%). Esto tomando

en cuenta también los porcentajes de identidad.

Podemos observar que los aminoacidos aromaticos son esenciales en el filtro de
selectividad, siendo tirosinas o fenilalaninas las que dominan la cuarta posicién en
esta region. Las leucinas que también estan presentes en algunos filtros de

selectividad se han ido sustituyendo por fenilalaninas o por las mismas tirosinas a



lo largo de la evolucion. Esto lo podemos observar en U. maydis, K. pneumoniae y
S. aureus. En S. typhimurium se observa la sustitucion de una tirosina por una
fenilalanina, lo que apoya la hipotesis de la importancia de los aminoacidos
aromaticos en los filtros de selectividad a K*. También se observa que en diversas
secuencias hay leucinas sustituyendo a diversos aminoacidos aromaticos. Por lo
tanto, la relacion entre leucinas y aminoacidos aromaticos o su funcién sustituyente
surgen como un nuevo enfoque a estudiar para entender el efecto que tienen en la
cinética y funcionamiento normal de TOK1 y otros canales de potasio. Una similitud
es gue tanto los aminoacidos aromaticos como la leucina, que pertenece al grupo
de los aminoacidos alifaticos, se caracterizan por ser hidrofébicos ademéas de
presentar valores de pKi y pKz similares (Tabla 10), la tirosina es la Unica que se
puede considerar ligeramente hidrofilica debido al grupo OH dentro de su anillo fenol
(Rodwell, V. W., 2015).

Tabla 10. Valores de pK de la cisteina, leucina y aminoacidos aromaticos
(Rodwell, V. W., 2015).

Aminoécido pK1 pK2
Cisteina 1.9 10.8
Leucina 2.3 9.7
Tirosina 2.2 9.1
Fenilalanina 2.2 9.2
Triptéfano 2.4 9.4

Es posible que las leucinas tengan un impacto especifico en la conformacion
estructural del canal, pudiendo tener una interaccion similar a los puentes de
hidrogeno que se forman entre la tirosina Y424 y el triptofano W393 de la region
TM7-P2 de TOK1, los cuales dan estabilidad a la region del poro (Figura 12A)
(Doyle, D. A., et. al., 1998). Ademas, de acuerdo a Johansson, I., & Blatt, M. R.,
2006, la leucina (L270) presente en el primer filtro de selectividad (P1) tiene un papel
fundamental en la sensibilidad a K* del canal, ya que permite que se active de

manera correcta la corriente del canal, por lo que mutaciones en este residuo hacen



necesaria mayor concentracion de K* para poder activar el canal y la activacion es

mas lenta (Figura 12B).
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Figura 12. Importancia del Triptéfano y Leucina en los canales de K* A.

Interaccion entre la tirosina Y424 y el triptofano W393 formando puentes de

hidrogeno, confirmando la importancia de los aminoacidos arométicos en la

vecindad del poro. Tomada de Doyle, D. A., et. al., 1998. B. Corrientes obtenidas

de ovocitos de rana (Xenopus laevis) inyectados con cDNA de wt, L270Y, L270D,

L270A, L270F y L270W a diferentes concentracion de K* extracelular. Tomada

de Johansson, I., & Blatt, M. R., 2006.
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Debido al grupo sulfhidrilo en las cisteinas, estas pueden formar multiples enlaces,
entre los cuales estan los enlaces disulfuro entre dos cisteinas, caracteristica que
parece favorecer la union de la toxina K1 con el canal TOK1 en S. cerevisiae. Asi
mismo, el atomo de azufre (S) en las cisteinas interactua con los carbonos (C) en la
cara de los anillos aromaticos en los aminoacidos fenilalanina, triptéfano y tirosina
(Figura 13, Figura 14). El grupo sulfhidrilo forma puentes de hidrégeno con los
grupos carbonilo de los residuos aromaticos (Debnath Pal & Pinak Chakrabarti,
1998). De acuerdo a esta informacion podemos deducir que los aminoacidos
aromaticos que se encuentran altamente conservados en las secuencias
homologas a TOK1 representan un papel fundamental en la interaccion toxina-
canal, y que por lo tanto podrian estar compensando la ausencia de las diversas
cisteinas en las regiones de poro, siendo las cisteinas conservadas las que forman
enlaces disulfuro con las cisteinas de la toxina K1 y los aminoacidos aromaticos los
gue forman enlaces sulfhidrilo con las cisteinas presentes en la toxina K1. Es
probable que si se eliminaran tanto cisteinas como aminoécidos aromaticos se
inhibiria el efecto Killer. Inclusive, como se observa la sustitucién de diversas
cisteinas por aminoacidos aromaticos y viceversa en las secuencias obtenidas, se
puede corroborar la similitud que presentan en comportamiento hidrofobico estos
aminoacidos (estando las cisteinas en su conformacién SH- y sin formar puentes
disulfaro) (Nagano, N., Ota, M., & Nishikawa, K., 1999).
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Figura 14. Estructura quimica de L-cisteina.



CONCLUSIONES.

Bacillus cereus es efectivamente vulnerable al efecto Killer de la toxina K1, lo cual
representa un excelente resultado para este trabajo y mejora la perspectiva que se
tiene en cuanto al sistema Killer y su posible funcion como péptido antimicrobiano.
Sin embargo, el efecto que K1 tiene sobre este organismo es menor que el que
presenta sobre el mismo S. cerevisiae y se necesita de una mayor concentracion
de toxina para ver un efecto similar al que se observa en la levadura. En cuanto a
la busqueda de secuencias homoélogas, se puede determinar que en efecto, el canal
TOK1 presenta distintas proteinas ortdlogas en los microorganismos estudiados y
gue previamente han demostrado ser vulnerables a las toxinas K1. Estas similitudes
encontradas arrojaron datos muy interesantes sobre la funcion de algunos residuos
presentes en el canal. En los filtros de selectividad de las regiones de poro en los
canales de potasio, las glicinas parecen ser muy importantes como parte de la
estructura principal, pudiendo estar combinadas con una leucina, tirosina o0 una
fenilalanina. EI cambio entre la tirosina y la fenilalanina es probablemente poco
significativo, debido a que ambos poseen caracteristicas similares al ser parte del
grupo de los aminoacidos aromaticos, contrario al caso de la leucina. Junto con la
leucina poseen la capacidad de atraer cargas positivas, lo cual explicaria la afinidad
por el cation K* en esta region. Los aspartatos D292 y D426 se encuentran
conservados en todas las secuencias alineadas de todos los microorganismos, al
igual que la cisteina C415, lo cual sugiere que estos residuos son de fundamental
importancia para la interaccion entre el canal TOK1 y la toxina K1. Se puede deducir
una posible compensacion de la funcién de las cisteinas no conservadas por los
aminoécidos aromaticos debido a sus similitudes en cuanto a funciones e
interacciones, explicadas previamente en el apartado de DISCUSION Y
RESULTADOS. Al observar que los porcentajes de cobertura obtenidos entre el
canal TOK1 de S. cerevisiae y los microorganismos estudiados no presentan
valores altos, podemos concluir que la funcién del canal se basa en la conservacion
de dominios especificos y no en una secuencia completa determinada. Se observa
gue todas las regiones alineadas pertenecen a las regiones de poro, tanto P1 como

P2, por lo tanto, estas son las regiones que se pueden considerar fundamentales



para la interaccion canal-toxina y debido a que se encuentran diversos residuos
conservados, podemos inferir que la importancia de estos, en especial de los
aspartatos, cisteinas y glicinas, asi como los residuos arométicos, es debido a que
fungen como principales reguladores de la funcion del canal y de la interaccion
toxina-canal. Algunos, como los aspartatos D292 y D426, representan posiblemente
una funcion relacionada con el pH del medio, y otros como la C415 y los
aminoacidos aromaticos representan un punto de unién con la toxina K1 formando
enlaces, disulfuro o sulfhidrilo respectivamente, con las cisteinas presentas en la

toxina.

Los resultados obtenidos son de gran ayuda para esclarecer el funcionamiento de
los canales de potasio y la dinamica que se da entre la toxina K1 y sus blancos
moleculares. Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas estudios sobre los
residuos presentes en el canal, como mutaciones especificas y cambios de las
condiciones extracelulares para poder caracterizar de manera experimental como

se da la interaccion con la toxina, ademas de nuevas funciones del canal TOK1.
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APENDICE

A. Medios de cultivo para levaduras.
1. Medio YPD AGAR

1% peptona de gelatina

1% extracto de levadura

2% glucosa/dextrosa

2.5% agar

1.3% KH2PO4

Ajustar pH a 4.7 con &cido citrico.

2. Medio YPD CALDO

1% peptona de gelatina

1% extracto de levadura

2% glucosa/dextrosa

1.3% KH2PO4

Ajustar pH a 4.7 con &cido citrico.

3. Medio inductor (100ml)

0.75g Extracto de levadura
0.5g Peptona de gelatina
1g Glucosa

0.0005¢g FeCls

0.0005g MnSO4

0.05g MgSOa4

0.4g (NH4)2S0a4

0.08g KCI

0.03g CaClz

5.29g Glicerol

1.3% KH2PO4

Ajustar pH a 4.7 con acido citrico.

B. Medios de cultivo para Bacillus sp.

1- AGAR de soya tripticaseina



2-

3-

AGAR LB
e 1.5% agar
e 1% Triptona

e 1% NacCl
e 0.5% Extracto de levadura
Caldo LB

e 1% Triptona
e 1% NaCl

e 0.5% Extracto de levadura

C. Cepas de Saccharomyces cerevisiae.

1.

2.
3.

1085 SkiA L-AO L-A-lus+ Mlus+ [superproductora KLUS].

Cepa donada por la Dra. Rosa Esteban de la Universidad de Salamanca
Espania.

42300 MAT a Ade2/+Thrl/+sKi2-1/+ [KIL-K1].

5x47 MATa/MATalpha hisl/+ trpl/+ +/ura3 [KIL-0] ATCC 38527.

D. Especies y cepas utilizadas de Bacillus sp.

1. Bacillus thuringiensis [No. I/M 155].
2. Bacillus subtilis [PY79].
3. Bacillus cereus [ATCC].
4. Bacillus cereus [K Cys/H].
5. Bacillus cereus [A MMB]
6. Bacillus cereus [No. I/M 165].
7. Bacillus cereus [No. I/Ch].
8. Bacillus cereus [7K Gys/M 15].
E. Tabla de Resultados de Secuencias Peptidicas Homélogas.

Descripcion Especie Puntaje Max Puntaje Total % Cobertura Valor E % ldentidad Longitud # Acceso
lon transporter K. pneumoniae 40.8 40.8 7% 0.007 36.73% 87 WP_163602546.1
Two pore | K. pneumoniae 40.0 40.0 6% 0.013 39.13% 76 WP_200850179.1
domain
potassium
channel family
protein
K* channel | C.albicans 395 395 92% 5e-127 35.84% 741 KHC78002.1
subfamily K, | (SC5314)
other eukaryote
K* channel | C. albicans (12 | 395 395 92% 6e-127 35.99% 741 KGT68297.1
subfamily K, | C)
other eukaryote
Toklp C. albicans | 394 394 92% 7e-127 35.84% 741 XP_712629.2

(SC5314)



K* channel | C. albicans | 394 394 92% 7e-127 35.84% 741 KHC34938.1
subfamily K, | (P76055)
other eukaryote
K* channel | C. albicans | 394 394 92% 8e-127 35.84% 741 KGR07998.1
subfamily K, | (P57072)
other eukaryote
K* channel | C. albicans | 393 393 92% 2e-126 35.84% 741 KGR09827.1
subfamily K, | (P78048)
other eukaryote
K* channel | C. albicans | 393 393 92% 2e-126 35.84% 741 KGQ86323.1
subfamily K, | (P94015)
other eukaryote
Hypothetical C. albicas | 393 393 92% 3e-126 35.69% 741 RLP64529.1
protein (Ca529L)
L150_03278
K* channel | C. albicans | 393 393 92% 3e-126 35.69% 741 KHC51154.1
subfamily K, | (P60002)
other eukaryote
K* channel | C. albicans | 391 391 92% le-125 35.69% 741 KHC77368.1
subfamily K, | (P78042)
other eukaryote
Conserved C. albicans (WO- | 391 391 92% le-125 35.69% 741 EEQ45406.1
hypothetical 1)
protein
K* channel | C. albicans | 342 342 83% 3e-108 35.05% 607 KHC41533.1
subfamily K, | (Ca6)
other eukaryote
K* channel | C. albicans | 340 340 83% le-107 34.88% 607 KHC69089.1
subfamily K, | (P75016)
other eukaryote
Potassium B. cereus 51.6 51.6 26% 2e-05 22.43% 330 WP_000994008.1
channel protein
Potassium B. cereus 50.4 50.4 10% 5e-05 35.63% 334 PFS60334.1
channel protein
Potassium B.s cereus 50.4 50.4 10% 5e-05 35.63% 330 WP_142332080.1
channel protein
Potassium Bacillus cereus 49.3 49.3 10% le-04 32.56% 334 PFN28206.1
channel protein
Potassium Bacillus cereus 49.3 49.3 10% le-04 32.56% 330 WP_141537981.1
channel protein
Studies of lon | Bacillus cereus | 385 38.5 7% 0.041 27.78% 95 6DZ1_A
Transport in K* | (BDRC-Cer4)
channels
Structure of a | Bacillus cereus | 38.5 38.5 7% 0.049 27.78% 97 30UF_A
K* selective | (m1550)
NaK mutant
The structure of | Bacillus cereus 39.3 39.3 21% 0.006 30.43% 92 6UFE_A
a potassium
selective ion
channel at
atomic
resolution
MULTISPECIES Bacillus cereus 38.5 38.5 22% 0.014 31.25% 104 WP_016113126.1
potassium
channel family
protein
Crystal Bacillus cereus 37.7 37.7 21% 0.019 28.26% 97 3T4C_A
Structure of
NaK2K Channel
Y55F Mutant
Hypothetical Staphylococcus 42.4 42.4 12% 0.015 29.21% 232 MVL38240.1
protein aureus
Hypothetical Ustilago maydis | 92.0 242 48% le-19 49.35% 928 XP_011392261.1
protein (521)
UMAG_05925
Two pore | Salmonella 40.8 40.8 6% 0.011 39.13% 150 TQS54966.1
domain enterica subsp.
potassium enterica serovar
channel family | Typhimurium
protein (ATCC 13311
[[Salmonella
typhimurium]]
(taxid:90371))
Two pore | Salmonella 41.2 41.2 6% 0.025 41.30% 356 EBX2902346.1
domain enterica subsp.
potassium enterica serovar
channel family | Typhimurium
protein (ATCC 13311
[[Salmonella

64




Two pore
domain
potassium
channel family
protein

Two pore
domain
potassium
channel family
protein

Membrane
protein

F. Alineamiento de Secuencias Completas.

Descripcion

typhimurium]
(taxid:90371))
Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar
Typhimurium
(ATCC 13311
[[Salmonella
typhimurium]]
(taxid:90371))
Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar
Typhimurium
(ATCC 13311
[[Salmonella
typhimurium]]
(taxid:90371))
Salmonella
enterica subsp.
enterica serovar
Typhimurium
(ATCC 13311
[[Salmonella
typhimurium]]
(taxid:90371))

Especie

lon transporter = Klebsiella

Two
domain
potassium

pneumoniae

pore | Klebsiella

pneumoniae

channel family

protein

SYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILST
GRA V+W +G++ L+ ++L+T
SWHEGVYWAVVTMTTVGYGDKTPKTHLGRALAVLWMVGSLVLV-SLLTT

IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV
T+G+GD +P+T GR F
IYYCSVVGSTLGFGDLSPQTAPGRLFTALWQIPVSVGLFGALMGKV

356 EG01831246.1
275 TQS58859.1
308 KNB40205.1

Residuos y Dominios
conservador

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
homélogo.

Y, W, L conservadas
(mismo aa o misma
propiedad).

Mismo amino&cido
conservado:

Y: 2/4=0.5

C: 0/3=0

F: 0/5=0

L: 2/6=0.33

W: 1/1=1

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
homdlogo.

C, Y, F, W, L
conservadas (mismo
aa o] misma
propiedad).

Mismo aminoéacido
conservado:

Y: 1/3=0.33

C: 1/2=0.5

F: 1/4=0.25

L: 1/6=0.16

W: 1/1=1



K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

Candida
albicans
(SC5314)

Candida
albicans (12
<)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
sbict
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict

Query

36

74

134

154

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

702

36

74

94

134

154

177

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWEVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLES ILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK--—-—-—=—=———-~ -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V + + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDORQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSITQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL-----— SFMVNTGEIFE
++S VGD L+DIS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYDISNDISAWFSTWMFSTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
S D DL+ ++S + N +N E + + +P tHHt + o+t o+

RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNM

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
S 4E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+

RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI-———=-—=——=—-— DYLEKM

HLRNITDIEEYTRG---------- PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
I1E R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L

KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGEWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL

VEDE 672

V+ E

VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK----—=—===———-~ VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFARA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTENL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM
MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM

GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL: SFMVNTGEIFE
++S VGD L+DIS + F+ K + +++ L VN+  +
TILVSNVGDTLYDISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
S D DL+ ++S + N +N E  + + +P FH++ 45+

RSSELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVKDNDTCITNSSNSNM
ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
S 4E ++ S N 4+t + + KHHH + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ——————————— DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG-----===-== PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
IE R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFETEMMLRGL
VEDE 672
v+ E

66

93

133

153

176

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

618

641

668

701

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homoélogos.

L, W, Y, F C
conservadas (mismo
aa [¢] misma
propiedad).

Mismo aminoé&cido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO

UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homélogos.
L, W, Y, F C

conservadas (mismo
aa [o] misma
propiedad).

Mismo aminoacido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67



Tok1lp

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

Candida
albicans
(SC5314)

Candida
albicans
(P76055)

Candida
albicans
(P57072)

Sbict

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query

Sbict
Query

Sbjct
Query
sbict
Query
Sbjct
Query

Sbjct
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134
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236

VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGETSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK--—-—-—=—=———-= -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V + + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMEFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDOQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
ARPATFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG

S D DL+ ++S + N +N E + + +P ++++ + ++ +S+
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSSNSNM
ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL

S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ———=——==——~ DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG- -PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL

IE R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE+ +N P FV WEF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGEFTSN
N ISI +VE W+ D++ V DP+ 4N +SL LG N
NMISIVALVEHWK: -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + vV o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S

DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS
SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F

AAPATFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM
MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM

GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++5 VGD L++IS + Ft+ K + +++ L VN+ o+
TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV -~

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
DL+ ++S + N N E  + + +P FH++ + 45+
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSSNSNM

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL

E S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKONFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ——==—---=-— DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG-—-=======~ PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL

FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSTESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLTLKIYFETEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK----—-—=————-—-~ -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL

+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI
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BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homdlogos.

L, W, Y, F C
conservadas (mismo
aa o misma
propiedad).

Mismo aminoé&cido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homélogos.

L, W, Y, F C
conservadas (mismo
aa o] misma
propiedad).

Mismo aminoéacido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO

UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homoélogos.
L, W, Y, F, C

conservadas (mismo



K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

Candida
albicans
(P78048)

Candida
albicans
(P94015)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
Sbjct
Query

sbict

271
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450

476

503

534

561

594

619
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669

702
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H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL-—---— SFMVNTGEIFE
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
S D DL+ ++S5 4+ N N E  + + +P +EE + HE 4SE

RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSSNSNM

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
S 4E ++ S N 4 +++ + + K++H + + Y+ K+

RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERTRQKIASKKQVHEMLT -DYLEKM

HLRNITDIEEYTRG---------- PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
IE R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L

KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGEFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL

VEDE 672

v+ E

VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N P FV WE++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGEFTSN
N ISI +VE W+ D++ V DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK----—-========= -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + vV o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S

DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS
SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F

AAPATFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM
MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM

GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+  +
TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
DL+ ++S + N N E  + + +P FH++ 45+
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSSNSNM

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL

E S+E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ——========= DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG----=-=-===-. PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL

FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705

NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE + +N FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK----—=—===———-~ VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL-—--—-— SFMVNTGEIFE
++S VGD L+DIS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYDISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV-—
ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG

S D DL+ ++S + N +NE  + + 4P T R R
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVKDNDTCITNSGNSNM
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533

560

593

618

641

668

701

133

153

176

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

aa o misma

propiedad).

Mismo aminoé&cido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homdlogos.

L, W, Y, F C
conservadas (mismo
aa o] misma
propiedad).

Mismo amino&cido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homdlogos.

L, W, Y, F, C
conservadas (mismo
aa o] misma
propiedad).

Mismo aminoacido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67



Hypothetical
protein
L150_03278

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

Candida
albicans
(Ca529L)

Candida
albicans
(P60002)

Candida
albicans
(P78042)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct

561

594

619

642

669

702
36

74

94

134

154

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

702
36

74

94

134

154

177

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

702
36

74

94

134

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
E S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERTRQKIASKKQVHEMLI - ——========~ DYLEKM

HLRNITDIEEYTRG-

-PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGEFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL

VEDE 672

V+ E

VDME 705
NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT + L+ AL RE + +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGETSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK--—-—-—=—=———-~ -VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V + + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERS IMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
AAPATFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
DL+ +45 + N 4N E  + + +P FHbE o+ A+ 4
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNM

ILPLEYVSSAEYALODSGTCN--LRNLOELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSY IHKL
E S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKONFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ——==—--=-=-— DYLEKM

HLRNITDIEEYTRG---------- PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
I1E R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL

VEDE 672

V+ E

VDME 705
NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWEFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE+ +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA

NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK----—-—=—=———-~ VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAR

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++S5 VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+ o+

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMFSTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV--

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
S D DL+ +45 + N 4N E  + + +P HHEE R R 44
RSSELDEDLDLAKMEQEASLEARDNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNM

ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERTRQKIASKKQVHEMLI -DYLEKM

HLRNITDIEEYTRG---------— PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705
NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT + L+ AL RE + +N P FV WEF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA
NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGEFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK--————————————— VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

618

641

668

701

93

133

153

176

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

618

641

668

701

93

133

153

176

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

618

641

668

701

93

133

153

176

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos  filtros  de
selectividad
homdlogos.

L, W, Y, F C
conservadas (mismo
aa o misma
propiedad).

Mismo aminoacido
conservado:

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

F: 21/43=0.49

L: 33/74=0.45

W: 8/12=0.67

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de
selectividad
conservados.
L,F,W,CyY
conservadas.
L:32/74=0.43
F:21/44=0.48

W: 8/13=0.62

Y: 13/19=0.68
C:5/13=0.38

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de



Conserved
hypothetical
protein

K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

Candida
albicans

(WO-1)

Candida
albicans
(Cab)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct
Query

Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
Sbjct
Query
sbict
Query

Sbict

154

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

702
36

74

94

134

154

177

211

236

271

296

330

356

390

416

450

476

503

534

561

594

619

642

669

702
96

156

45

213

104

272

164

332

224

392

284

452

344

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V + + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDOQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
AAPAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+  +

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMESTKEEYRDLKWKKKKLOEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEG
S D DL+ ++S + N +N E + + +P ++++ + ++ + +

RSSELDEDLDLAKMEQEASLE. NSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNM
ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
S 4E ++ S N 4 +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI - ——————————— DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG---------- PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
I1E R FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGEFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705
NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLEVFWFVVSCYFPVITACLGPVA
NT KQ + L+ AL RE+ +N P FV WF++S YFP+I ACLGP+A
NTNKQDSSPMKSPVTLOHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA
NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGEFTSN
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
NMISIVALVEHWK--—-—-—=—=—=—-~ VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN

IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + vV o+ + P Y + GF+FA
ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA

ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL
+SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTFNL +R++M +T+L S W + GA L+
FTSGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLI

H-ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKS
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S
DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSS

SGPIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIF
+ P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+F
AAPATIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVE

MAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM
M FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

MIFWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLM
GAILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFE
++5 VGD L++IS + Ft+ K + +++ L VN+ o+

TILVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMFSTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV-—

ESDTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLOESFSSLSKASSPEG
DL+ ++5 + N +N E  + + +P b b b+

RSSELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVKDNDTCITNSGNSNM
ILPLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKL
E S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
RKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI-—-—-————-—-— DYLEKM
HLRNITDIEEYTRG---------— PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNL
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ L
KPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGL
VEDE 672
V+ E
VDME 705
ISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSNII
ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG NI
ISIVALVEHWK--—-—=———=————~ VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGNIS

LMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFACIS
L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V o+ + P Y + GF+FA +
LLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAAFT

SGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLH—-
SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTEFNL +R++M +T+L S W + GA L+
SGNYFVCMLILVINFMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLIDD

ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSG
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S+
ISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSSAA

PIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWESLSVTIAIFMA
P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+FM
PATFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVEMI

FWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGA
FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM

FWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFEVSWAVGAVPLMTI
ILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SFNNKVKSIVFNGRQRAL-—--—-— SFMVNTGEIFEES
++5 VGD L+DIS + F+ K + +++ L VN+  + s

LVSNVGDTLYDISNDISAWFSTWMFSTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV--RS

70

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

618

641

668

701

93

133

153

176

210

235

270

295

329

355

389

415

449

475

502

533

560

593

618

641

668

701

155

44

212

103

271

163

331

223

391

283

451

343

504

401

selectividad
conservados.
L,F,W,CyY
conservadas.
L:32/74=0.43
F:21/44=0.48
W: 8/13=0.62
Y: 13/19=0.68
C: 5/13=0.38

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de
selectividad
conservados.
L,F,W,CyY
conservadas.
L:32/74=0.43
F:21/44=0.48

W: 8/13=0.62

Y: 13/19=0.68

C: 5/13=0.38

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de
selectividad
conservados.

L, F,W,CyY
conservadas.

L: 30/69=0.43

F: 18/39=0.46

W: 7/12=0.58

Y: 12/18=0.67

C: 4/11=0.36



K* channel
subfamily K,
other
eukaryote

lon  channel
family protein

potassium
channel
protein

Candida
albicans
(P75016)

Candida
albicans

Bacillus
cereus
WP_000994
008.1

Query 505 DTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLQESFSSLSKASSPEGIL 562
DL+ ++S + N +N E  + + +P R E R+ 4
Sbjct 402 SELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNMRK 461
Query 563 PLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKLHL 620
E S +E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
Sbjct 462 DQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI----=-=-====— DYLEKMKP 509
Query 621 RNITDIEEYTRG----------— PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNLVE 670
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ LV+
Sbjct 510 LIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGLVD 569
Query 671 DE 672
E
Sbjct 570 ME 571
Query 96 ISIACVVEKWRSLKNN TNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSNII 155
ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG NI
Sbjct 2 ISIVALVEHWK--————————————-] VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGNIS 44
Query 156 LMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFACIS 212
L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L + V + + P Y + GF+FA +
Sbjct 45 LLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFARFT 103
Query 213 SGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTENLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLH- 271
SG Y VC +IL I+F+GY L KYPPTENL +R++M +T+L S W + GA L+
Sbjct 104 SGNYFVCMLILVINEMGYSLKKYPPTFNLDQRQRTLMLFTILFSTWTVIGAFTMGSLIDD 163
Query 272 ITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVEMTRSIIQKSSG 331
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL GV++MGLIV RS+I S+
Sbjct 164 ISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGVLIMGLIVATLRSVILSSAAR 223
Query 332 PIFFFHRVEKGRSKSWKHYMDSSKNLSEREAFDLMKCIRQTASRKQHWFSLSVTIAIFMA 391
P F++ VEK R +++L+ E+F M+ +R+ + SL++TIA+FM
Sbjct 224 PAIFWNDVEKTRIALLAQLDKENRHLTSEESFHEMRVLRRKVKSRHKKVSLALTIAVFMI 283
Query 392 FWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGA 451
FWL+GAL+F+ E WSYFN +YFCFLCL+TIGYGDYAP+T GR FFV WA+GAVPLM
Sbjct 284 FWLIGALIFQKIEKWSYFNAMYFCFLCLITIGYGDYAPKTSLGRVFFVSWAVGAVPLMTI 343
Query 452 ILSTVGDLLFDISTSLDIKIGE-SENNKVKSIVFNGRQRAL------ SFMVNTGEIFEES 504
++S VGD L++IS + F+ K + +++ L VN+ o+ S
Sbjct 344 LVSNVGDTLYEISNDISAWFSTWMFSTKEEYRDLKWKKKKLQEDQEDQLTVNSEAV--RS 401
Query 505 DTADGDLEENTTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSP--PASLOESFSSLSKASSPEGIL 562
DL+ ++S + N +N E + + +P tHHt + o+t o+
Sbjct 402 SELDEDLDLAKMEQEASLEAGGNSSNGEIGAASIDNPNEDVKVEDNDTCITNSGNSNMRK 461
Query 563 PLEYVSSAEYALQDSGTCN--LRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKLHL 620
E S+E ++ S N + +++ + + K++H + + Y+ K+
Sbjct 462 DQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIASKKQVHEMLI---------=--— DYLEKMKP 509
Query 621 RNITDIEEYTRG- PEFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNLVE 670
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ LV+
Sbjct 510 LIGDSIESPNRKYSYKQWKGAYDGFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKMYFEIEMMLRGLVD 569
Query 671 DE 672
E
Sbjct 570 ME 571
Query 36 NTPKQAKGVLAEE--LKDALRFRDERVSIINAEPSSTLFVFWFVVSCYFPVITACLGPVA 93
NT KQ + L+ AL RE+ +N P FV WEF++S YFP+I ACLGP+A
Sbjct 74 NTNKQDSSPMKSPVTLQHALNVRLESILSLNVRPGEPFFVLWFLISSYFPLIAACLGPLA 133
Query 94 NTISIACVVEKWRSLKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAVNIISLVLGFTSN 153
N ISI +VE W+ D++ KV DP+ +N +SL LG N
Sbjct 134 NMISIVALVEHWK------—-—=—--=- 'VDIITR--KNVPDIPKVVVMNAVSLALGLIGN 176
Query 154 IILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVIVCSLN---DMPSIYSKTIGFWFAC 210
I L+++FS+ + YL SQ ++I W A +L +V + + P Y + GF+FA
Sbjct 177 ISLLMNFSRSVKYLVSQSVSIIAWLCASALLAAALFVTNREFGGENPK-YVPSEGFYFAA 235
Query 211 ISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLL 270
+S I A+T M S +
Sbjct 236 FT. VIGAFT SLID 250
Query 271 HITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVL 314
I+YG+ALY+C VS LT+GLGDILP++ GAK+ VL+FSL G ++
Sbjct 251 DISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGCLV 294
Query 395 LGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILS 454
+G+L+ ++ SY + +Y+C + LTIGGD P T + ++++LG + + S
Sbjct 245 MGSLI----DDISYGSALYYCIVSFLTIGLGDILPETSGAKVAVLVFSLGGCLVSTWMFS 300
Query 455 TVGDLLFDISTSLDIKIGESFNNKVKSIVFNGRQRALSFMVNTGEIFEESDTADGDLEEN 514
T + L K + ++ + N S V+E+E+DA +E +
Sbjct 301 TKEEY-----! RDLKWKKKKLQEDQEDQLTVN-----— SEAVRSSELDEDLDLAKMEQEAS 349
Query 515 TTSSQSSQISEFNDNNSEENDSGVTSPPASLQ-ESFSSLSKASSPEGILPLEYVSSAEYA 573
+ 4+ + DN++  +5G ++ + S+ S S + +E + +
Sbjct 350 LEADNPNEDVKVKDNDTCITNSGNSNMRKDQENNSYSERSVCKSEKQNFDIERIRQKIAS 409
Query 574 LQODSGTCNLRNLQELLKAVKKLHRICLADKDYTLSFSDWSYIHKLHLRNITDIEEYTRGP 633
+ L+ L+ +K L + o+ S+ W+
Sbjct 410 KKQVHEM- LIDYLEKMKPLIGDSIESPNRKYSYKQWKGAY! 449
Query 634 EFWISPDTPLKFPLNEPHFAFMMLFKNIEELVGNLVEDE 672
FW+S +PL+ PL EP++ + ++ IE ++ LV+ E
Sbjct 450 GFWLSESSPLRLPLKEPNYLILKIYFEIEMMLRGLVDME 488
Query 374 SRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGA 433
+RKQ W + o+ + +LGAL F E  S+F + + +LT+GYGD P T A
Sbjct 3 ARKQLW----IAVICMTSVVILGALGFMTIEEISFFQAFWMTMITVLTVGYGDAVPLTHA 58
Query 434 GRAF---------- FVIWALGAVPLMGAILSTVGDLLFDI-STSLDIKIGESFNNKVK-- 480
G+ F V +A+G V A+ G+L + +D +I + N+ +
Sbjct 59 GKVFALLIIPVGVGIVTYAIGVV----AAMIVEGNLFHAMRRKKMDKQIAQLONHIIVCG 114
Query 481 ------ SIVFNGRQRALSFMVNTGE--IFEE------— SDTADGDLEENTTSSQSSQISE 525
+V 44+ + F+V  + IFE+ D + + ++  S+++ +
Sbjct 115 CGRVGLQVVHELQEKKIPFVVVDKDESIFEQGKLLYVHGDATEDQVLQHAGISKAAGLVA 174
Query 526 FNDNNSEENDSGVTSPPASLQESFSSLSKASSPE 559

N++E + +T L ++ +++A PE
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BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de
selectividad
conservados.
LF,W,CyY
conservadas.

L: 30/69=0.43

F: 18/39=0.46

W: 7/12=0.58

Y: 12/18=0.67

C: 4/11=0.36

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Ambos filtros de
selectividad
conservados.
L,F,W,CyY
conservadas.
Region 1:

L: 13/37=0.35

F: 7/16=0.44

W: 3/6=0.5

Y: 5/9=0.56

C: 2/7=0.29
Region 2:

L: 10/32=0.31

F: 1/20=0.05

W: 2/4=0.5

Y: 2/9=0.22

C: 1/5=0.2

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no se encuentran
conservadas, W, L, F
y Y conservadas.

W: 1/4=0.25

L: 5/17=0.3


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_000994008.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=B8JJZWFK013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_000994008.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=B8JJZWFK013

potassium
channel
protein

potassium
channel
protein

potassium
channel
protein

potassium
channel
protein

Studies of lon
Transport in K*
Channels

Structure of a
K*  selective
NaK mutant

The structure
of a potassium
selective ion
channel at
atomic
resolution

Bacillus
cereus
PFS60334.
1

Bacillus
cereus
WP_142332
080.1

Bacillus
cereus
PFN28206.
1

Bacillus
cereus
WP_141537
981.1

Bacillus
cereus
(BDRD-
Cer4)
6DZ1_A

Bacillus
cereus
(m1550)
30UF_A

Bacillus
cereus
6UFE_A

Sbjct

Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query
Sbjct
Query

Sbict

Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query
Sbjct
Query

Sbjct

Query

Sbijct

Query

Sbict

Query

Sbict

175

374

433

62

374

433

58

374

434

63

374

434

59

396

19

396

21

150

16

IVSNDAE--NVFITLTARGLNDAIKIVARAEKPE 206

SRKQHWFSLSVTIAIFMAFW-LLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTG

+RKQ W ++ IMF +LGLF E SF + + +LT+GYGD P T
ARKQLWIAV----- ICMTFVVILGTLGFMAIEEISLFQAFWMTMITVLTVGYGDVVPVTQ
AGRAF--- --FVIWALGAVPLM 449

AG+AF V +A+G V M
AGKAFALLIIPVGVGIVTYAIGVVAAM 88

SRKQHWFSLSVTIAIFMAFW-LLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTG

+RKQ W ++ IMF +LG L F E SF + + +LT+GYGD P T
ARKQLWIAV----— ICMTEFVVILGTLGFMAIEEISLFQAFWMTMITVLTVGYGDVVPVTQ
AGRAF----—-—--— FVIWALGAVPLM 449

AGHAF V +A+G V. M

AGKAFALLIIPVGVGIVTYAIGVVAAM 84

SRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGA

+RKQ L + + + +LGAL F E S+F + + +LT+GYGD P T A
ARKQ----LGIAVICMTSVVILGALGFMTIEEISFFQAFWMTMITVLTVGYGDAVPLTHA
GRAF---------- FVIWALGAVPLM 449

G+ F V +A+G V M

GKVFALLIIPVGVGIVTYAIGVVAAM 88

SRKQHWFSLSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGA

+RKQ L + + + +LGAL F E S+F + + +LT+GYGD P T A
ARKQ----LGIAVICMTSVVILGALGFMTIEEISFFQAFWMTMITVLTVGYGDAVPLTHA
GRAF-----—-—-— FVIWALGAVPLM 449

G+ F V +A+G V M

GKVFALLIIPVGVGIVTYAIGVVAAM 84

GALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM 449
G+ + E + +YF + L T+GYGD++P+T G+ F +++ + L+
GTIFYSTVEGLRPIDALYFSVVTLTTVGYGDFSPQTDFGKIFTILYIFIGIGLV 72

GALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLM 449
G++ E + +YF  + L THGYGD++P+T G+ F +++ + L+
TIFYSTVEGLRPIDALYE TLTTVGYGDFSPQTDFGKIFTILYIFIGIGLV 74

GALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 195
G+ + E + +YF + L T+GYGD++P+T G+ F +++
GTIFYSTVEGLRPIDALYFSVVTLTTVGYGDFSPQTDFGKIFTILY 61

72

432

432

57

433

62

433

58

F: 5/17=0.3
Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no conservadas.
W,F,LyY
conservadas:

W: 1/4=0.25

F: 4/10=0.4

L: 3/9=0.33

Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no conservadas.
W,F,LyY
conservadas:

W: 1/4=0.25

F: 4/10=0.4

L: 3/9=0.33

Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no conservadas.

F, Ly Y conservadas:
F: 3/10=0.3

L: 4/9=0.44

Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no conservadas.

F, Ly Y conservadas:
F: 3/10=0.3

L: 4/9=0.44

Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Cisteinas
no conservadas.

F, Ly Y conservadas:
F: 2/7=0.29

L: 2/6=0.33

Y: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Y,FyL
conservadas.
Cisteinas no
conservadas.

Y: 2/4=0.5

F: 2/7=0.29

L: 2/6=0.33

BLAST A LA
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Y, Fy L
conservadas.
Cisteinas no
conservadas.

Y: 2/4=0.5

F: 2/7=0.29

L: 1/4=0.25



MULTISPECI
ES: two pore
domain
potassium
channel family
protein

Crystal
Structure  of
Nak2K
Channel Y55F
Mutant

hypothetical
protein

hypothetical
protein
UMAG_05925

Bacillus
cereus
group
WP_016113
126.1

Bacillus
cereus
(ATCC
14579)
3T4D_A

Staphylococ
cus aureus

MVL38240.

1

Ustilago
maydis

Query 148 LLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 195
LG+ + E + +YF + L T+GYGD++P+T G+ F + +
Sbjct 26 LSGTIFYSTVEGLRTIDALYFSVVTLTTVGYGDFSPQTDFGKIFTIFY 73
Query 150 GALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 195
G++ E + ++F  + L T+GYGD++P+T G+ F +++
Sbjct 21 GTIFYSTVEGLRPIDALFFSVVTLTTVGYGDFSPQTDFGKIFTILY 66
Query 232 LGKYPPTFNLLPNERSIMAYTVLLSLWLI-WGAGMFSGLLHI-TYGNALYFCTVSLLTVG 289
L +Y PT +PN+ +M Vo +++ 4 ++ +I TYG+AL++ V+ TVG
Sbjct 95 LKRYTPTVLNIPNQHGLMNALVFITVTITSLSVPVYLVEPNIKTYGDALWWAVVTTTTVG 154
Query 290 LGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLI 318
GD+ P ++ +++ I +SG+ ++GL+
Sbjct 155 YGDLSPSTIVGRVIGFILMISGIGVIGLL 183
Query 249 MAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFS 308
+A +V WL+ GA F+ +YG A++FC ++++T+G GD P + + o+ +I+
Sbjct 535 LAASVTAGFWLL-GALAFTYAESWSYGGAMWFCFIAMITIGYGDYHPATQLGRAIFVIWG 593
Query 309 LSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSGPIFFFHRV 339
L GV ++ +++ +++Q + G I FHR+
Sbjct 594 LMGVAVLTILL----AVVQDAFGSI--FHRL 618
Query 382 LSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 441
L++ 4+ FWLLGAL F +AE+WSY ++FCF+ ++TIGYGDY P T GRA FVIW
Sbjct 533 LALAASVTAGFWLLGALAFTYAESWSYGGAMWFCFIAMITIGYGDYHPATQLGRAIFVIW 592
Query 442 ALGAVPLMGAILSTVGD 458
L V ++ +L+ V D
Sbjct 593 GLMGVAVLTILLAVVQOD 609
Query 83 PVITACLGPVANTISIACVVEKWRS-LKNNSVVTNPRSNDTDVLMNQVKTVFDPPGIFAV 141
P+ + + P++ + 4+ + KW + + N 4V + DPI V
Sbjct 130 PIFSGLVAPLSIVLEVPGLTSKWYAKIDONGIV--=-——========== ERFIDNPTILTV 174
Query 142 NI-ISLVLGFTSNIILMLHFSKKLTYLKSQLINITGWTIAGGMLLVDVI-VCSLNDMPSI 199
+ ISL N+ ++ F + L  +S ++ Gt +L D+I V +L I
Sbjct 175 GLAISLSAAVVGNVAIIFRFLEILRPROSIILAFAGF------| MLHDLINVVALATFGGI 228
Query 200 Y------- SKTIGFWFACISSGLYLVCTIILTIHFIGYKLGKYPPTFNLLPNERSIMAYT 252
Y S + +W C S+ + TI L ++ ++ + L +t+ o+t
Sbjct 229 YGPKHDGLSLSASYWMVCASTITSTLVTISLVADYVRTNDFRHAGS-GLTQLQKGLVLAG 287
Query 253 VLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGV 312
+ L L+L G+ +F ++ I + ALYF ++LTVG GD++P S GAK++V++++ +G+
Sbjct 288 MGLLLYLSLGSLIFVFVIKIDFITALYFSCATVLTVGFGDVVPASPGAKVLVILYAPTGI 347
Query 313 VLMGLIVFMTRSII 326
VL+ ++V R+ I
Sbjct 348 VLVAIVVSAARNAI 361
Query 399 VFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILSTVGD 458
+F F + +YF +LT+G+GD P + +  +++A + L+ ++S  +
Sbjct 300 IFVFVIKIDFITALYFSCATVLTVGFGDVVPASPGAKVLVILYAPTGIVLVAIVVSAARN 359
Query 459 LLFD 462
+ o+
Sbjct 360 AILE 363
Query 382 LSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 441
L++  ++ FWLLGAL F +AE+WSY ++FCF+ ++TIGYGDY P T GRA FVIW
Sbjct 533 LALAASVTAGFWLLGALAFTYAESWSYGGAMWECFIAMITIGYGDYHPATQLGRAIFVIW 592
Query 442 ALGAVPLMGAILSTVGD 458
L V ++ +L+ V D
Sbjct 593 GLMGVAVLTILLAVVQD 609
BLAST A LA REGION DE PORO UNICAMENTE:
Query 136 LSVTIAIFMAFWLLGALVFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIW 195

L++  ++ FWLLGAL F +AE+WSY ++FCF+ ++TIGYGDY P T GRA FVIW
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BLAST A LA
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Y, FyL
conservadas.
Cisteinas no
conservadas.

Y: 2/4=0.5

F: 2/7=0.29

L: 2/6=0.33

BLAST A LA
REGION DE PORO
UNICAMENTE
Segundo filtro de
selectividad
conservado. Y, FyL
conservadas.
Cisteinas no
conservadas.

Y: 1/4=0.25

F: 2/7=0.29

L: 1/4=0.25

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Primer filtro de
selectividad
semiconservado,
cambio enlaL porY,
similar a segundo
filtro de selectividad,
pero la regién es
similar a la cercana al
primer filtro. Cisteinas
no conservadas.

Ly Y conservadas:
L:3/18=0.17
Y:2/4=0.5

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1 Y
REHION DE PORO
UNICAMENTE
Segunda region de
selectividad
conservada. Primera
region de selectividad
con un cambio de la
leucina por una
fenilalanina.
Citosinas poco
conservadas.



two
domain
potassium
channel family
protein, partial

pore

two
domain
potassium
channel family
protein

pore

two
domain
potassium
channel family
protein

pore

two
domain
potassium
channel family
protein, partial

pore

Salmonella
enterica
subsp.
enterica
serovar
Typhimuriu

m
TQS54966.
1

Salmonella
enterica
subsp.
enterica
serovar
Typhimuriu

m
EBX290234
6.1

Salmonella
enterica
subsp.
enterica
serovar
Typhimuriu
m
EGO18312
46.1

Salmonella
enterica
subsp.
enterica
serovar
Typhimuriu

m
TQS58859.
1

Sbjct 533 LALAASVTAGFWLLGALAFTYAESWSYGGAMWECFIAMITIGYGDYHPATQLGRAIFVIW 592
Query 196 ALGAVPLMGAILSTVGD 212
L V ++ +L+ V D
Sbjct 593 GLMGVAVLTILLAVVQD 609
Query 19 MFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFSLSGVVLMGLIVFMTRS 78
+F ++ I + ALYF ++LTVG GD++P S GAK++V++++ +G+VL+ +4V R+
Sbjct 300 IFVFVIKIDFITALYFSCATVLTVGFGDVVPASPGAKVLVILYAPTGIVLVAIVVSAARN 359
Query 79 II 80
I
Sbjct 360 AI 361
Query 3 MAYTVLLSLWLIWGAGMFSGLLHITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPKSVGAKIMVLIFS 62
+A +V WL+ GA F+ +YG A++FC ++++T+G GD P + + + +I+
Sbjct 535 LAASVTAGFWLL-GALAFTYAESWSYGGAMWFCFIAMITIGYGDYHPATQLGRAIFVIWG 593
Query 63 LSGVVLMGLIVFMTRSIIQKSSGPIFFFHRV 93
L GV ++ +++ +4+Q0 + G I FHR+
Sbjct 594 LMGVAVLTILL----AVVQDAFGSI--FHRL 618
Query 153 VFKFAENWSYFNCIYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALGAVPLMGAILS 208
+F F +  4YF +LT+G+GD P + +  +++A  + L+ ++4S
Sbjct 300 IFVFVIKIDFITALYFSCATVLTVGFGDVVPASPGAKVLVILYAPTGIVLVAIVVS 355
Query 412 IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV 456
IY+C + T+G+GD +P+T GR F +W + +V L GA++ V
Sbjct 53 IYYCSVVGSTLGFGDLSPQTAPGRLFTALWQIPVSVGLFGALMGKV 98
Query 412 IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV 456
IY+C L T+G+GD +P+T GR F +W + +V L GA++ V
Sbjct 53 IYYCSLVGSTLGFGDLSPQTAPGRLFTALWQIPVSVGLFGALMGKV 98
Query 412 IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV 456
IY+C + T+G+GD +P+T GR F +W + +V L GA++ V
Sbjct 53 IYYCSVVGFTLGFGDLSPQTAPGRLFTALWQIPVSVGLFGALMGKV 98
Query 412 IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV 456
IY+C + T+G+GD +P+T GR F +W + +V L GA++ V
Sbjct 53 IYYCSVVGSTLGFGDLSPQTAPGRLFTALWQIPVSVGLFGALMGKV 98

74

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
semiconservado.
Cambio en la tirosina
por una fenilalanina. 1
cisteina conservada.
Y,F,WyL
conservadas.

Y: 1/3=0.33

F: 3/4=0.75

W: 1/1=1

L: 1/6=0.17

C: 1/2=0.5

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
semiconservado.
Cambio en la tirosina
por una fenilalanina. 1
cisteina conservada.
Y,F,WyL
conservadas.

Y: 1/3=0.33

F: 1/4=0.25

W: 1/1=1

L: 2/6=0.33

C: 1/2=0.5

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
semiconservado.
Cambio en la tirosina
por una fenilalanina. 1
cisteina conservada.
Y,F,WyL
conservadas.

Y: 1/3=0.33

F: 1/4=0.25

W: 1/1=1

L: 1/6=0.17

C: 1/2=0.5

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
semiconservado.
Cambio en la tirosina
por una fenilalanina. 1
cisteina conservada.
Y,F,WyL
conservadas.

Y: 1/3=0.33

F: 1/4=0.25

C: 1/2=0.5



membrane
protein, partial

Salmonella
enterica
subsp.
enterica
serovar
Typhimuriu

m
KNB40205.

1

Query

Sbjct

412

5

IYFCFLCLLTIGYGDYAPRTGAGRAFFVIWALG-AVPLMGAILSTV
IY+C + T+G+GD +P+T GR F +W + +V L GA++ V
IYYCSVVGSTLGFGDLSPQTAPGRLEFTALWQIPVSVGLFGALMGKV

75

456

50

BLAST A TODO EL
PEPTIDO TOK1
Segundo filtro de
selectividad
semiconservado.
Cambio en la tirosina
por una fenilalanina. 1
cisteina conservada.
Y,F,WyL
conservadas.

Y: 1/3=0.33

F: 1/4=0.25

W: 1/1=1

L: 1/6=0.17

C: 1/2=0.5
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“Y@%". UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO M-
‘N8 ®55 FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES y

Campus Juriquilla, Qro, noviembre 09, 2021.

DR. CARLOS SALDANA
GUTIERREZ PROFESOR
INVESTIGADOR FACULTAD DE
CIENCIAS NATURALES

Tesista: Jessica Gabriela Trujillo Barrientos

Nos permitimos hacer de su conocimiento que el Comité de Bioética de la Facultad
de Ciencias Naturales dio la siguiente resolucién del proyecto de Investigacion del
cualusted es responsable:

Titulo

Resolucién

“Proteinas homoélogas del canal TOK1 de APROBADO
Saccharomyces cerevisiae en microorganismos
patégenos: Su papel como posibles blancos
moleculares de las toxinas Killer (K1)”
(90FCN2021).

Observaciones: El protocolo que presentan vya inicié, como esta estipulado, el
comité no puede revisar ningun trabajo que ya ha iniciado.

Sin mas por el momento, quedamos a sus ordenes para cualquier aclaracion o duda.

&5/&/ K Garela

Atentamente,

Dr. Oscar Ricardo Garcia
RubioComité de Bioética
Facultad de Ciencias
Naturales

SOMOSUAQ

EDUCAR CRECER CONSOUDAR

Av. de las Ciencias s/n, Col. Juriquilla, Campus Juriquilla, Querétaro, Gro. México C.P. 76230
Tel. 01 (442) 1921200 Ext. 5309



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

Consejo Académico

Campus Juriquilla, Qro., 06 de septiembre del 2021.

C. Jessica Gabriela Trujillo Barrientos
(261827)

Alumna

Licenciatura en

Biologia

Presente

Para los efectos que tenga lugar, hacemos de su conocimiento que el H.
Consejo Académico de la Facultad de Ciencias Naturales en su Sesidn
Ordinaria del 03 de septiembre 2021 con apoyo en el dictamen emitido en el
Consejo de la Licenciatura en Biologia, autorizd una vez cubiertos los tramites
académicos y administrativos que para ello se requieran, obtenga su Titulo de
Licenciado en Biologia, por la opcidn de: Tesis Individual.

Sin otro particular, quedamos de usted.

Atentamente
“Educo en la Verdad y en el Honor”

l

f
Dra. Andrea Mi}garita Olvera

RamirezSecretaria Académica

cc.

UAQ Av. de las Ciencios s/n, Col. Juriquilla, Campus Juriquilla, Querétaro, Qro. México C.P. 76230

EDUCAR CRECER CONSOLIDAR Tel. O1 (442) 1921200 Ext. 5309
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