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construcciones pcnp-kz144+pJET1.2 y pcnp-kz144+pColdl secuenciadas en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y
MacroGen. En color rojo se presenta la citosina que sufrio delecion en estas

CONSTTUCCIONES. . eeee e et 56

INDICE DE TABLAS

Tabla |. Mezcla de reaccion y programa de PCR para la amplificacion del gen pcnp-
kz144 con la ADN polimerasa Phusion Flash-High-Fidelity (Thermo Scientific).... 27
Tabla Il. Mezcla de reaccién para la reaccion de ligacion del gen pcnp-kz144 en el
VECLOr PIETL.2/BIUNL. .o 28
Tabla lll. Mezcla de reaccién y programa de PCR para la amplificacion del gen pcnp-
kz144 con ADN POIMEIrASA TaAG. .. .uuuuuuuuunniniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieebbeneneeenaenaeaes 30
Tabla IV. Mezcla de reaccion para la digestion del amplicon pcnp-kz144. ........... 31
Tabla V. Valores de concentracion y relacion de Abs 260280 Nm de las extracciones
de ADN plasmidico, correspondientes a las clonas positivas de la transformacién de

células de E. coli DH5a con el plasmido pcnp-kz144+pJET1.2.......ccceeeeeeeeeeeeennn. 51



GLOSARIO

Bacteria Gram-negativa: Describe a la célula bacteriana que, durante la tincion de
Gram, no retiene el colorante basico en su pared debido a que es muy delgada. Por
lo que es tefiida con el colorante secundario. Estas células bacterianas presentan
una membrana externa compuesta de lipopolisacarido que recubre la capa de
peptidoglicano (Lopez et al., 2014).

Bacteriofago o fago: Virus que infecta y se replica dentro de células bacterianas
(Kutter & Sulakvelidze, 2004).

Disefio in silico: Metodologia que emplea la quimica computacional, donde se
aplican modelos y algoritmos matematicos a través de software, para ayudar a
estudiar y resolver problemas relacionados con las estructuras moleculares (Smith
& Sutcliffe,2007).

Endolisina: Enzima codificada por bacteri6fagos (de ADN de doble cadena)
durante la etapa final de su ciclo litico, la cual degrada el peptidoglicano (Borysowski
et al., 2006).

Ingenieria de proteinas: Tecnologia mediante la cual se introducen cambios en la
secuencia de aminoacidos de una proteina existente para adecuar sus propiedades
a determinadas condiciones de uso (Kazlauskas & Bornscheuer, 2009).

Pared celular bacteriana: Estructura que rodea la membrana citoplasmatica
bacteriana y que entre sus funciones tiene, mantener la presién osmatica interna y
permitir el intercambio selectivo de ciertas sustancias con el medio exterior.
Péptido cationico: Tipo de clasificacion de los péptidos antimicrobianos en relacion
a su carga. Se caracterizan por presentar carga positiva (+2 a +9), importante en la
atraccion electrostatica con las cargas negativas de los fosfolipidos de la membrana
(Yeaman & Yount, 2003).

Peptidoglicano o mureina: Es el principal componente estructural de la pared
celular bacteriana. Es un heteropolimero formado por unidades repetidas del
disacarido N-acetilglucosamina (NAG) y N-acetilmuramico (NAM), unidos por
enlaces glicosidicos (31-4). A las cadenas de disacaridos se unen covalentemente

péptidos cortos, por medio del grupo lactilo del &cido N-acetilmuramico. Los
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péptidos a su vez se entrecruzan uniendo las cadenas de disacéridos para formar
la estructura de “red o esponja” (Sao-Joseé, 2018; Vollmer & Bertsche, 2008).
Proteina quimérica: Nueva molécula obtenida por combinaciones de genes que
originalmente codifican proteinas independientes y que usualmente posee las
propiedades funcionales de ambas (S&o-José, 2018).

Prueba T-Student: Método estadistico usado para determinar el grado de
significancia de la diferencia entre medias (Upton & Cook, 2014).

Secuenciacion de ADN: Metodologia que se emplea para determinar la secuencia
del ADN de un gen o fragmento de este (Renteria, 2007).
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RESUMEN

El creciente problema de la resistencia bacteriana unido a las restricciones en el uso
de antibiéticos, ha conducido hacia la evaluacién de las endolisinas fagicas como
un potencial agente que coadyuve con el uso de los antibiéticos para el control de
multiples bacterias patégenas, principalmente de tipo Gram-positivas. Sin embargo,
debido a las limitaciones que poseen contra bacterias Gram-negativas por la baja
permeabilidad de su membrana externa, se ha propuesto el desarrollo de diferentes
estrategias, entre las que destacan las endolisinas “quiméricas” para mediar el paso
por la membrana externa y acceder a la pared celular. El objetivo de este trabajo,
fue obtener una variante quimérica de la endolisina KZ144 con capacidad
bactericida contra V. parahaemolyticus. La endolisina KZ144 es una enzima
codificada por el gen 144 del bacteriofago ¢KZ, que infecta a la bacteria Gram-
negativa Pseudomonas aeruginosa, la cual tiene capacidad enzimatica en
condiciones marinas. La estrategia consistié en fusionar en su extremo N-terminal,
un nanopéptido policatiénico (PCNP) con capacidad de desestabilizar la membrana
externa de bacterias Gram-negativas, manteniéndose estable a altas
concentraciones de NaCl y en un amplio intervalo de pH. Se realizé un modelado
tridimensional de la endolisina quimérica (denominada PCNP-KZ144), empleando
diversas herramientas bioinforméticas. El analisis in silico mostré que la fusiéon no
afectaria negativamente el plegamiento o la actividad de la endolisina.
Posteriormente se procedio al disefio de la construccion. El gen sintético fue clonado
en el vector de propagacioén pJET1.2, y subclonado en el vector de expresion pColdl,

obteniéndose la construccion PCNP-KZ144+pColdl.
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ABSTRACT

The growing problem of bacterial resistance, together with the restrictions in the use
of antibiotics, has led to the evaluation of phage endolysins as a potential agent that
helps with the use of antibiotics for the control of multiple pathogenic bacteria, mainly
of the Gram-positive type. However, due to the limitations of Gram-negative bacteria
due to the low permeability of their outer membrane, the development of different
strategies has been proposed, among which the “chimeric” endolysins stand out to
mediate the passage through the outer membrane and access to the cell wall. The
objective of this work was to obtain a chimeric variant of endolysin KZ144 with
bactericidal capacity against V. parahaemolyticus. Endolysin KZ144 is an enzyme
encoded by gene 144 of bacteriophage ¢KZ, which infects the Gram-negative
bacterium Pseudomonas aeruginosa, which has enzymatic capacity under marine
conditions. The strategy consisted of fusing at its N-terminal end, a polycationic
nanopeptide (PCNP) with the ability to destabilize the outer membrane of Gram-
negative bacteria, remaining stable at NaCl concentrations and in a wide pH range.
First, a three-dimensional modeling of the chimeric endolysin (called PCNP-KZ144)
was carried out, using various bioinformatic tools. Analysis in silico showed that
fusion would not adversely affect the folding or activity of endolysin. Subsequently,
the construction design was carried out. The synthetic gene was cloned in the
propagation vector pJET1.2, and subcloned in the expression vector pColdl,
obtaining the construction PCNP-KZ144+pColdl.
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I. INTRODUCCION

La acuicultura es el sector de produccion de alimentos de mas rapido
crecimiento a nivel global. La creciente demanda de pescado y marisco, ha sido uno
de los factores determinantes en el desarrollo de este sector (FAO, 2018). En
particular, el cultivo de camardn blanco Litopenaeus vannamei es la principal
actividad acuicola nacional y de exportacion en México (FAO, 2018). Sin embargo,
la intensificacion de los cultivos, aunado a otros factores ha generado condiciones
favorables para el surgimiento de brotes infecciosos, asi como para la aparicion y

diseminacién de nuevas enfermedades (Lafferty et al., 2015).

I.1 Patbgenos Gram-negativos de importancia en los cultivos de camaron

Diferentes agentes causales de enfermedad en los cultivos de camaron,
tales como: virus, bacterias, parasitos y hongos han sido reportados. Numerosas
publicaciones han abordado sobre las patologias en estos cultivos, donde informan
que las enfermedades bacterianas son las mas recurrentes (Varela 'y Pefa, 2017).
Las enfermedades causadas por especies del género Vibrio (conocidas como
vibriosis), son las mas frecuentes en la produccién acuicola (Varela & Pefia, 2017;
Aranguren et al.,, 2020). La aparicion de la Enfermedad de la Necrosis
Hepatopancreatica Aguda (por sus siglas del inglés, AHPND) ha provocado
mortalidad en las poblaciones de camarones afectadas. Esta enfermedad es
causada por bacterias altamente patogénicas, donde inicialmente se identifico
responsable la bacteria Vibrio parahaemolyticus, aunque se sospecha de otras
especies del mismo género también responsables tales como Vibrio harveyiy Vibrio
campbellii (Varela y Pefa, 2017).

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria Gram-negativa, anaerobia
facultativa, que naturalmente se encuentra en las aguas costeras, por lo que es
comun encontrarla asociada a la superficie y el tracto digestivo de los organismos
sin provocarles dafio (Wang et al., 2016; Tan et al.,, 2020). Sin embargo, es un
patdgeno oportunista, que en condiciones de cultivo prolifera debido a la alta

concentracion de materia organica en los estanques. Debido a las condiciones



ambientales no controladas que favorecen su persistencia, es capaz de estresar y
deprime inmunologicamente a los organismos cultivados, lo que desencadena la
aparicion de brotes infecciosos (Madhumathi & Ramasamy, 2011). Por otro lado, V.
parahaemolyticus es la principal especie del género Vibrio causante de
gastroenteritis aguda en humanos debido al consumo de pescados y mariscos
contaminados, de acuerdo a los reportes del sistema de Vigilancia del Cdlera y
Otras Enfermedades Causadas por Vibrio (COVIS, por sus siglas en inglés) del
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés)
(Tan et al., 2020).

|.2 Alternativas antibacterianas

El empleo inadecuado de antibidticos y desinfectantes en la camaronicultura, ha
promovido la seleccidon de bacterias resistentes, por lo que se ha restringido su uso
en este sector. Es por lo anterior que se estan explorando nuevas estrategias de
control microbiano (Cheng et al., 2014).

Una de las estrategias, es el uso de bacteriéfagos (fagos) como método de
tratamiento alternativo al empleo de antibiéticos. Los fagos son los virus que en la
naturaleza regulan poblaciones bacterianas (Kutter & Sulakvelidze, 2004). Gracias
a su capacidad selectiva para causar infeccion de bacterias, es que se han aislado
y estudiado aquellos fagos que naturalmente destruyen patdgenos de interés.
Numerosas investigaciones han evaluado a los fagos o algunos de los productos
codificados en sus genomas, para el control de bacterias patégenas de importancia
en salud humana, agricola, veterinaria y también, para la preservacion de alimentos
(Doss et al., 2017).

I.3 Enzimas muraliticas codificadas por bacteri6fagos
Una de las enzimas codificadas por el genoma de los fagos mas estudiadas por su

actividad bactericida, son las endolisinas. Como su nombre lo indica, su funcion

bioldgica consiste en lisar a la bacteria desde el interior. Participan en la etapa final



del ciclo de infeccion de los fagos, una vez que los viriones estan ensamblados y
listos para ser liberados. Es entonces cuando las endolisinas; que usualmente no
tienen secuencias sefal para traslocarse del citoplasma al espacio periplasmico,
son auxiliadas por las holinas (proteinas de membrana también codificadas por el
genoma del fago). Las holinas son proteinas que abren poros en la membrana
interna a través de los cuales las endolisinas acceden a la pared y escinden los
principales enlaces del peptidoglicano, ocasionado la lisis bacteriana y la liberacion
de la progenie de fagos al medio para iniciar un nuevo ciclo de infeccion (Wang et
al., 2000).

[.3.1 Organizacién estructural y especificidad de las endolisinas

Atendiendo a la organizacioén estructural, las endolisinas, pueden ser globulares o
modulares. Las endolisinas globulares poseen un solo dominio (dominio catalitico),
responsable de degradar un enlace especifico del peptidoglicano, siendo
codificadas exclusivamente por bacteriéfagos que infectan a bacterias Gram-

negativas.

Por otro lado, las endolisinas modulares poseen un dominio de union a la
pared celular; unido por una secuencia enlazante al dominio catalitico. Estas
endolisinas en su mayoria provienen de bacteriéfagos que infectan a bacterias
Gram-positivas. Su configuracion consiste en un dominio catalitico en el extremo N-
terminal y un dominio de unién a sustrato en el extremo C-terminal. Sin embargo,
existen algunas excepciones de endolisinas modulares provenientes de fagos que
infectan a bacterias Gram-negativas, con el dominio catalitico en el extremo C-

terminal y el dominio de unién en el extremo N-terminal (Sao-José, 2018).

El peptidoglicano sobre el que actuan las endolisinas, esta formado por una
fraccion glucosidica y una fraccion peptidica. La fraccion glucosidica esta
constituida por unidades repetidas del disacarido N-aceltiglucosamina (GlucNAc) y

acido N-acetilmuramico (MurNAc), unidos por enlaces glicosidicos 3(1-4). A las



cadenas de disacaridos se unen covalentemente péptidos cortos, los cuales a su
vez se entrecruzan uniendo las cadenas de disacéaridos para formar la estructura de

“red 0 esponja” caracteristica del peptidoglicano (Vollmer & Bertsche, 2008).

Los dominios cataliticos de las endolisinas fagicas, poseen uno de los cinco
tipos de actividad enzimatica dependiendo del tipo de enlace que escinden en el
peptidogligano. Estos cinco tipos se agrupan en tres categorias: a) glicosidasas,
enzimas que cortan uno de los enlaces glicosidicos en la cadena de glicanos, éstas
a su vez se subdividen en N-acetil-b-D-glucosaminidasas (glucosaminidasas), N-
acetil-b-D-muramidasas (muramidasas o lisozimas) y transglicosilasas liticas; b)
amidasas (N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas), las cuales hidrolizan el enlace
amida que une el MurNAc al primer residuo aminoacidico del tetrapéptido
(generalmente L-Ala); y ¢) endopeptidasas, que rompen los enlaces intra e inter
peptidicos en la fraccidon peptidica (Figura 1). Con excepciéon de las
transglicosilasas liticas, todas estas enzimas son hidrolasas de mureina (Fischetti,
2005; Hermoso et al., 2007).
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Figura 1. Estructura basica del peptidoglicano de la pared celular bacteriana. El tipo
de actividad enzimatica de las endolisinas y los enlaces que cortan estan indicados
con flechas. En bacterias Gram-negativas, el enlace inter peptidico se establece
entre el &cido meso-diaminopimélico (m-DAP) y el residuo D-Ala, mientras que en
bacterias Gram-positivas, el m-DAP se une un residuo de L-Lys. Figura tomada y
modificada de S&o-José (2018).

I.4 Endolisinas como agentes terapéuticos

En 1957 se evidencio por primera vez el efecto bacteriolitico de un lisado crudo libre
de fagos, sobre un cultivo de estreptococos del grupo C, el cual fue obtenido tras la

lisis de un cultivo de la misma cepa por el fago Ci1 (Krause, 1957).

Posteriormente, Fischetti y colaboradores en 2001 retomaron esta
investigacion y demostraron por primera vez el potencial terapéutico de las
endolisinas contra bacterias Gram-positivas, a través de un mecanismo de lisis
desde el “exterior” causando rapidamente la lisis de estreptococos del grupo A, Cy
E, reduciendo la colonizacion de estreptococos del grupo A en la cavidad oral de

ratones inoculados. Este hallazgo promovio el inicio de investigaciones dirigidas a
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obtener variantes recombinantes de estas enzimas, con fines terapéuticos para

explotar su capacidad antimicrobiana (Fenton et al. 2010).

Desde la perspectiva como alternativa antibacteriana, las endolisinas ofrecen
ventajas sobre los antibidticos convencionales. Una de ellas es que no ocasionan
un impacto negativo sobre la microbiota del organismo, ni sobre la comunidad
bacteriana del medio ambiente gracias a su elevada especificidad (Fischetti, 2005).
Por otro lado, su mecanismo de accion basado en la lisis del peptidoglicano, reduce
la probabilidad de seleccionar bacterias resistentes debido a que es un componente
celular altamente conservado que dificilmente podria mutar sin causar la inviabilidad
de la bacteria (Schuch et al., 2002; Hermoso et al., 2003; Fischetti, 2005; Borysowski
et al., 2006). Son eficaces contra bacterias resistentes a los antibiéticos, porque su
mecanismo de accion es diferente. Ademas, el efecto es instantaneo y al contacto
con la pared celular. Por otro lado, se ha demostrado que no son téxicas para células
eucariotas, no son inmunogénicas y son biodegradables (Fischetti, 2005; Defraine
et al., 2016).

Otros de los aspectos por lo que las endolisinas son consideradas como
alternativa antimicrobiana prometedoras, es que se ha demostrado que actlan
sinérgicamente con antibidticos convencionales, reduciendo la dosis efectiva
(Fenton, et al. 2010).

I.5 Membrana externa de bacterias Gram-negativas como barrera natural

contra las endolisinas

A diferencia de las bacterias Gram-positivas, las bacterias Gram-negativas poseen
una membrana externa que protege su pared celular, y que actlia como una barrera
impermeable altamente selectiva que obstaculiza el paso de compuestos
antibacterianos dafinos para la bacteria (Vaara, 1992).

De forma general, la membrana externa se compone de una cara externa

hidrofilica formada de lipopolisacaridos (LPS) y una cara interna hidrof6bica



formada por fosfolipidos, a través de la cual s6lo pueden atravesar moléculas
menores a 600 Da a través de porinas que se encuentran insertadas en ella (Figura
2) (Shrivastava & Chng, 2019). Otra caracteristica importante, es que los grupos
fosfato de los LPS le confieren a la membrana externa un carécter anionico, cuyas
cargas son estabilizadas por cationes divalentes Mg?* y Ca?* que evitan la repulsion

entre los LPS y le confieren un ordenamiento muy compacto (Vaara, 1992).

Por lo anterior, la membrana externa constituye un mecanismo de resistencia
primario, intrinseco a este grupo de bacterias, que las vuelve insensibles el efecto
de muchas sustancias hidrofobicas y al efecto de muchos compuestos hidrofilicos
de gran tamafio tales como las propias endolisinas cuyo sitio de accién va mas alla

de la membrana externa (Gerstmans et al., 2018).
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Figura 2. Representacion grafica de la composicién del complejo de envolturas
celulares de las bacterias Gram-negativa. Imagen creada con la herramienta
BioRender.



I.6 Estrategias para superar la membrana externa

A pesar de su alta impermeabilidad, se han evaluado exitosamente diferentes
estrategias para facilitar el paso de las endolisinas a través de la membrana externa.

Entre las estrategias evaluadas se encuentran el uso de permeabilizadores
quimicos (EDTA, acidos organicos débiles y aceites esenciales) (Yang et al., 2015;
Oliveira et al., 2016; Chang et al., 2017), que permiten el acceso de las endolisinas
a la capa de peptidoglicano. Asi mismo, los liposomas catiénicos, ofrecen la
capacidad de conducir a las endolisinas al interior de la bacteria a través de su
fusibn a la membrana (Bai et al.,, 2019); y finalmente la fusiébn de péptidos
permeabilizadores de membrana que facilitan el paso a través de la membrana
externa (Briers et al., 2014a; Briers et al., 2014Db).

[.6.1 Ingenierizacion de las endolisinas

La modificacion de las endolisinas ha sido una de las estrategias mas novedosas
desarrolladas para potenciar la capacidad antimicrobiana de estas enzimas
(Gerstmans et al. 2018). Esta estrategia se basa en la ingenierizacion de las
endolisinas, empleando herramientas de biologia molecular y modelado
computacional, para modificar su secuencia aminoacidica fusionando péptidos u
otros dominios de proteinas, con el propdsito de obtener una variante quimérica con
la capacidad de promover su paso por la membrana externa y lisar la pared celular

sin la necesidad de aplicar algun agente permeabilizador externo.

La prueba de concepto fue planteada y demostrada por Briers et al., (2014a
y 2014b), quienes denominaron a sus variantes quiméricas como “Artilisinas”. Se
han evaluado diferentes fusiones a genes de diversas endolisinas. Algunas de ellas
son secuencias que codifican péptidos cationicos, hidrofébicos o anfipaticos que
desestabilizan la membrana externa (Briers et al., 2014a; Briers et al., 2014b;

Defraine et al., 2016). De igual forma se ha evaluado la fusion de porciones de



bacteriocinas que se unen a receptores especificos para la translocacién de la
endolisina al espacio periplasmico (Lukacik et al., 2012; Yan et al., 2017), asi como
la fusion de dominios de unidén con carga fuertemente catidnica, que también
desestabiliza la membrana externa y aumenta su permeabilidad (Wang et al.,
2017b).

I.7 Péptidos catidnicos

Debido a la naturaleza fuertemente anionica de la membrana externa, la fusion de
péptidos catidnicos a las endolisinas es una de las estrategias que ha mostrado
mejores resultados para inducir el efecto bactericida contra algunos patégenos

Gram-negativos (Briers et al., 2014a; Briers et al., 2014b; Defraine et al., 2016).

Los péptidos cationicos que se pueden fusionar a las endolisinas pueden ser
péptidos que ya existen en la naturaleza (como algunos péptidos antimicrobianos),
péptidos disefiados, o incluso péptidos ricos en amino4cidos catidnicos que forman
parte de otra proteina. Entre mas fuerte sea la carga positiva, se dard una mayor
atraccion electrostatica del péptido con las cargas negativas de los fosfolipidos de
la membrana externa y por lo tanto, se potenciara la desestabilizacion de la misma
(Yeaman & Yount, 2003).

1.8 Prediccion estructural y modelado de proteinas

La fusién de péptidos y de cualquier otro dominio a las endolisinas, requiere de
analisis bioinforméticos para disefiarlas y analizar si la fusion de estos fragmentos,
afectara negativamente a su plegamiento y/o actividad.

El conocimiento de la arquitectura de las endolisinas; asi como de sus
estructuras cristalogréaficas, han impulsado el disefio y creaciéon de endolisinas
quiméricas a traves del disefio racional (o disefio in silico) y la ingenierizacion de
dominios para proponer cambios que logren una determinada funcion (Martinez &
Guevara, 2014; Tisakova & Godany, 2021).



[I. ANTECEDENTES

II.1 Endolisinas de vibriéfagos

Actualmente el estudio de las endolisinas enfocado en una potencial aplicacion
contra patégenos de importancia acuicola, se encuentra en sus etapas iniciales de
investigacion. En este sentido, se ha evidenciado la actividad enzimética de unas
pocas endolisinas de vibriéfagos (fagos que infectan a diferentes especies de Vibrio,
y s6lo algunas han sido caracterizadas. De estas, sé6lo dos endolisinas han sido

evaluadas en ensayos bactericidas.

En evaluaciones de actividad enzimatica con células sensibilizadas
(bacterias muertas y pretratadas para exponer la pared celular), se demostro la
actividad litica de las endolisinas de los vibri6fagos Lysqdvp001, LysVPpl y
LysVpKK5 contra V. parahaemolyticus (Wang et al., 2016; Li et al., 2018; Melo-
Lopez etal., 2021), de la endolisina LysVPp1 contra Vibrio campbellii, Vibrio azureus

(Li et al., 2018) y la endolisina cwlQ contra Vibrio algynolyticus (Luo et al., 2018).

Por otro lado, Lim et al. (2020) demostraron que la endolisina del vibri6fago
KF2_Lys posee la capacidad intrinseca de permeabilizar la membrana externa de
la cepa KF1 de V. parahaemolyticus y provocar el efecto bactericida en ausencia de
desestabilizadores de membrana. Sin embargo, es importante aclarar que esta
evaluacion bactericida fue realizada en regulador y no en agua de mar. V.
parahaemolyticus es un patégeno marino y la alta concentracion de iones Mg?* y
Ca?* presentes en el agua de mar, contribuye a la estabilidad de su membrana

externa.

En otro estudio realizado por Ning et al.,, (2021) se demostro el efecto
sinérgico de la endolisina Lysqdvp001 con el permeabilizador de membrana ¢-poli-

lisina para inhibir el crecimiento de mudltiples cepas silvestres de V.
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parahaemolyticus. Incluso esta combinacion fue capaz de reducir la carga
bacteriana en mariscos contaminados con V. parahaemolyticus, y de reducir la
biopelicula formada por este patdgeno en superficies en contacto con alimentos
(poliestireno, vidrio y acero inoxidable), con lo que sugieren una potencial aplicacion

en el area de inocuidad alimentaria.

Continuando con el estudio de la endolisina Lysqdvp001, Srinivasan et al.,
(2020) proponen que las endolisinas potencialmente podrian ser Gtiles en el control
biologico de V. parahaemolyticus en organismos infectados. En este estudio,
demostraron la capacidad de esta endolisina (renombrada por ellos como Vplys60)
para reducir la mortalidad en Artemia franciscana tras el desafio con la cepa de
referencia V. parahaemolyticus MTCC-415 (30% de mortalidad, contra 100% en el
control infectado sin tratamiento después de 24 h). La reduccién en la mortalidad
fue acompafiada de la reduccion en la carga bacteriana de V. parahaemolyticus.
Los autores expresaron la endolisina recombinante en la levadura Pichia pastoris

X-33, y administraron la levadura como alimento a Artemia franciscana.

Como se puede observar, la investigacion de las endolisinas como potencial
tratamiento para el control de Vibrio, es muy reciente y se han estudiado pocos
modelos; todos ellos derivados de vibriéfagos. Sin embargo, la fuente de endolisinas
con potencial bactericida contra estos patbgenos marinos, no se restringe a aquellas

endolisinas codificadas por vibri6fagos.

Debido a que la pared celular de bacterias Gram-negativas es muy
conservada, las endolisinas codificadas por cualquier fago que infecta a estas
bacterias tendra potencial actividad sobre la pared celular de cualquier bacteria
Gram-negativa (Briers & Lavigne, 2015). Por otro lado, debido a que la actividad
biolégica de las endolisinas es intracelular, las endolisinas codificadas por
vibriéfagos no estan expuestas a las condiciones marinas donde vive el hospedero,
por lo que no debe esperarse que necesariamente desempefien su actividad

catalitica en estas condiciones de alta salinidad (Melo-Lo6pez et al., 2021).
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1.2 Endolisina KZ144

Dicho lo anterior, la fuente de endolisinas potencialmente capaces de
combatir V. parahaemolyticus y otros Vibrios, puede provenir de otros fagos que
infectan bacterias Gram-negativas, y que ademas sean activas en condiciones de
alta fuerza id6nica y alcalinidad (0.5 M NaCl, pH 8, alta concentracion de iones

divalentes y otros iones).

Tal es el caso de la endolisina KZ144, codificada por el bacteriéfago ¢KZ de
la familia Myoviridae, que infecta a la bacteria Gram-negativa Pseudomonas
aeruginosa (Fokine et al., 2008). Esta endolisina es una transglicosilasa litica, posee
estructura modular, presenta su mayor actividad en altas concentraciones de NacCl
(0.15 - 0.5 M) y en un intervalo de pH de 7 - 9 (Briers et al., 2007). Ademas, se ha
demostrado su efecto bactericida contra P. aeruginosa y Acinetobacter baumannii
en conjunto con EDTA, como permeabilizador de membrana (Briers et al., 2014;
Defraine et al., 2016).

En evaluaciones de actividad enzimética en agua de mar natural, se observo
gue no se inhibe, tampoco cuando fue evaluada en conjunto con permeabilizadores
de membrana quimicos. Fue entonces que se evalué en ensayos bactericidas
contra V. parahaemolyticus ATCC-17802 en conjunto con permeabilizadores de
membrana, en diferentes condiciones. Sin embargo, en todos los ensayos se
observé un efecto antagénico no reportado previamente en la literatura. La
endolisina KZ144 se adsorbe a la superficie de V. parahaemolyticus y
aparentemente interfiere con el efecto de los permeabilizadores (Zermefio-
Cervantes, 2019).

Por lo anterior, en el presente trabajo se propuso como estrategia, disefiar
una variante quimérica de la endolisina KZ144 a través de la fusion de un péptido

policationico, que le permita atravesar la membrana externa de V.
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parahaemolyticus, al mismo tiempo que sea estable en condiciones similares a las

del medio marino.

La endolisina KZ144 es la mas estudiada de las endolisinas evaluadas contra
patbgenos Gram-negativos. Ademas de las condiciones en las que desempefa su
actividad enzimatica (Briers et al., 2007), y el efecto bactericida que provoca contra
algunas bacterias Gram-negativas (Briers et al., 2014a), se ha estudiado su
estructura cristalogréfica (Fokine et al., 2008) y ha sido ingenierizada con diferentes
péptidos capaces de permeabilizar la membrana externa de algunas bacterias
Gram-negativas (Briers et al., 2014a). Por lo anterior, es un buen modelo de estudio

para realizar el disefio racional de la variante quimérica contra V. parahaemolyticus.

Realizando una busqueda bibliografica, se seleccion6 el nanopéptido
policationico (PCNP, del inglés Policationic Nanopeptide,) sobre el cual ya se ha
demostrado que su fusion con algunas endolisinas potencia su efecto bactericida
contra patégenos Gram-negativos (Briers et al., 2014b). Ademas, se ha demostrado
gue mantiene su actividad en un amplio intervalo de concentraciones de NacCl (O -
1 M)y de pH (5 - 10) (Rodriguez-Rubio et al., 2016).

[I.3 Endolisinas quiméricas

Briers y colaboradores (2014b) emplearon siete péptidos de distinta naturaleza
qguimica (catiénicos, hidrofébicos y anfipaticos) y los fusionaron a seis endolisinas
de diferentes fagos que infectan bacterias Gram-negativas (OBPgp279, PVP-
SE1gpl46, 2012-1gp229, CR8gp3.5, P2gp09 y PsP3gp10), para obtener diferentes
“Artilisinas”, capaces de atravesar la membrana externa de P. aeruginosa y A.
baumannii. La mayoria de estas variantes quiméricas mostraron mayor actividad
antibacteriana comparada con su version silvestre. Cabe destacar, que la fusion con

el PCNP, resulté en el mayor efecto bactericida de todas las variantes quiméricas.
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En otra investigacion, Briers et al., (2014a), obtuvieron una variante
quimérica de la endolisina KZ144, denominada Art-175, fusionando la secuencia del
péptido anfipatico SMAP-29 (del inglés, SMAP: Sheep Myeloid Antimicrobial
Peptide). Esta fusién, potencio el efecto bactericida de la endolisina contra bacterias
persistentes de P. aeruginosa (reduccién > 4 log). En otro estudio, esta misma
variante quimérica fue evaluada contra diferentes cepas multiresistentes de A.
baumannii y fue capaz de eliminar completamente la carga bacteriana (108
UFC/mL), incluso de las bacterias persistentes. El efecto bactericida resultoé superior
a lo observado en los tratamientos con los antibiéticos convencionales ensayados

(ciprofloxacino y tobramicina) (Defraine et al., 2016)

[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El potencial bactericida de las endolisinas contra patégenos Gram-negativos ha sido
demostrado con unas pocas endolisinas, y en su mayoria Unicamente contra
algunos patégenos de importancia clinica para la salud humana. La investigacion
de las endolisinas como potencial tratamiento para el control de patégenos Gram-
negativos apenas comienza, por lo que son necesarios mas estudios para
comprender los alcances y limitaciones que puede tener el control bacteriano con

endolisinas contra estos patdgenos.

A pesar de que el empleo de endolisinas contra patdgenos Gram-negativos
es limitado debido a las caracteristicas de su membrana externa, la manipulacion
genética guiada por andlisis bioinformatico y el uso de técnicas moleculares, ha
permitido la obtencion de endolisinas quiméricas recombinante formadas por
péptidos con potente actividad sobre bacterias Gram-negativas. En este trabajo se
propuso disefiar la endolisina quimérica PCNP-KZ144, a partir de la endolisina
KZ144 proveniente del bacteriéfago Myoviridae ¢KZ, para conferirle actividad contra

bacterias Gram negativas.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El nanopéptido policatidnico, fusionado al extremo N-terminal de la endolisina

KZ144, limitara el acceso del sitio catalitico de la endolisina?

V. HIPOTESIS

PREMISAS

e Las variantes quiméricas de la endolisina KZ144 con la fusion de un péptido
desestabilizador de la membrana externa, favorece la lisis celular confiriendo
un efecto bactericida contra patégenos Gram-negativos.

e La endolisina KZ144 es capaz de degradar la pared celular de células
bacterianas Gram-negativas en condiciones marinas cuando la bacteria es
sensibilizada, pero contrariamente no tiene la capacidad de atravesar su
membrana externa para ejercer el efecto bactericida sobre células viables.

e El péptido policationico PCNP fusionado a diversas endolisinas confiere un
efecto bactericida contra patégenos Gram-negativos, manteniendo su

actividad en condiciones similares a las del medio marino.

HIPOTESIS

Por lo tanto, se espera que el PCNP no obstruya el sitio catalitico de la endolisina
guimérica, diseflada mediante herramientas bioinforméticas; y en consecuencia
esta variante mantenga su actividad muralitica con un adicional efecto bactericida

contra patbgenos Gram-negativos.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar mediante andlisis in silico, el efecto que tiene la fusion del nanopéptido

policationico PCNP en el extremo N-terminal de la endolisina KZ144, sobre su
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plegamiento y actividad, como criterio para la elaboraciéon de una construccion

genética.
Objetivos especificos
1. Realizar modelos de la estructura de la endolisina PCNP y acoplamiento

molecular con ligandos de fragmento de pared bacteriana

2. Obtener la construccion PCNP-KZ144 en el vector de expresion pColdl.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VIl.1 Disefio y andlisis bioinformatico de las estructuras terciarias de las
moléculas

VII.1.1 Disefio in silico de la endolisina PCNP-KZ144

VII.1.1.1 Gen codificante de la endolisina quimérica (pcnp-kz144)

La construccién del gen codificante pcnp-kz144 se disefié tomando como base la
secuencia de la endolisina silvestre KZ144 (NP_803710 cédigo de acceso NCBI).
En el extremo N-terminal de la endolisina se fusion6 el nanopéptido policatidnico
(PCNP). Para lo anterior, el disefio del gen tomé en cuenta el sistema de expresion
en la cepa de E. coli BL21(D3) y el vector de expresién pColdl.

El vector de expresion pColdl permite la expresion de la proteina
recombinante con una fusién traduccional de seis histidinas en el extremo N-
terminal de la endolisina, para facilitar su purificacion posterior. En la Figura 3A se
muestra una representacion gréafica del gen codificante de la endolisina quimérica

PCNP-KZ144, y su correspondiente secuencia (Figura 3B).

De esta manera, la secuencia codificante de la endolisina quimérica PCNP-
KZ144 posee en el extremo N-terminal el codon ATG (secuencia iniciadora de la
traduccion); la secuencia AATCACAAAGTG, descrita como un elemento
potenciador de la traduccion TEE (del inglés Translation Enhancing Element); la
secuencia CATCATCATCATCATCAT (secuencia codificante de la etiqueta de seis
histidina); la secuencia ATCGAAGGTAGG (secuencia del sitio de corte del Factor
Xa que permite eliminar la etiqueta de histidinas); secuencia CATATG (sitio de corte
de la enzima de digestion Ndel); la secuencia
AAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAA, que codifica la secuencia del
nanopéptido KRKKRKKRK del PCNP y finalmente en el extremo carboxilo la
secuencia de la endolisina silvestre KZ144 y el codén de término TAA (coddn de

terminacion de la traduccion).
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Una vez conformada la secuencia codificante de la proteina PCNP-KZ144,

fueron optimizados los codones de acuerdo con el uso preferencial de E. coli.

A N-terminal C-terminal
DN | I 1
0 Coddn iniciador de |a traduccion [ Sitio de corte de la enzima de restriccidn Mdel
B Secuencia TEE [ Secuencia del PCNP
B Etiqueta de histidina [@ Secuencia de la endolisina KZ144
B Factor Xa B Codon de terminacion de la traduccion
B AATCACAAAGTG CATCATCATCATCATCATATCG AAGETAGG AAAGT

ACTGCGTAAAGE TGATCGTGETGATG AAGTGTGTCAGCTGCAAACTCTGCTGAACCTGTG TG GCTATGACGTGGGE CAAACCAG A
TGGCATCTTCGGTAACAATACCTTICAATCAAGTIG TG AAGTTCCAG AAAGACAACTGTCTGGATICCGATGGTATCGTTGGTAAG
AACACTTGGGCAGAGCTGTTCTCCAAGTACTCTCCACCGATTCCATACAAGACCATTCCGATGCCAACTG CAAACAAGTCTCGTGEC
TECTGCAACTCCAGTTATGAACGCAGTTGAG AATGCAACTGGTGTTCGTTCTCAACTGCTGCTGACCTTTGCTTCCATCGAATCCG
CTTTCGACTATG AGATCAAGGCGAAGACCTCTTCTGCCACTGGTTGGTTCCAGTTTCTGACTGGTACTTGG AAGACCATGATCGA
GAACTATGGTATG AAGTACGGTGTTCTGACCGATCCGACTGGTGCTCTGCGTAAAGATCCACGTATCTCTGCACTGATGG GTGCA
GAACTGATCAAGG AGAACATGAACATCCTGCGTCCGGTTCTGAAACGTGAGCCGACTGATACCGATCTGTATCTGGCTCACTTCT
TTGGETCCAGGTGCTGCTCGTCGCTTCCTGACTACTGGTCAG AACG AGCTGGCTGCAACTCACTTCCCG AAAGAAGCTCAAGLCTAA
CCCGTCCATCTTCTACAACAAAGACG GTTCTCCG AAGACTATTCAGG AAGTATACAACCTGATG GACGGTAAAGTAGCAGCTCAT
CGTAAGTAA

Figura 3. Gen codificante de la endolisina quimérica PCNP-KZ144. A)
Representacion grafica del gen codificante de la endolisina quimérica. B) Secuencia
nucleotidica.

VII.1.1.2 Prediccién de la estructura terciaria de la endolisina quimérica PCNP-
KZz144

La secuencia aminoacidica de la endolisina quimérica PCNP-KZ144, se determind
mediante el Sistema Experto de Analisis de Proteinas (siglas del inglés “Expert
Protein Analysis System”, EXPASy - web.expasy.org/translate/), posterior a la
optimizacibn de codones. Se obtuvieron varias secuencias aminoacidicas
correspondientes a diferentes marcos de lectura. Se aceptd Unicamente la
secuencia que permitia la obtencion de la proteina completa con el marco de lectura
namero uno. También mediante este software, se determind el punto isoeléctrico y
peso molecular tedrico de la endolisina guimérica

(https://web.expasy.org/compute pi/).
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La secuencia aminoacidica seleccionada fue empleada para la obtencion de
modelos predictivos que describen la estructura terciaria de la proteina. La
secuencia de aminodacidos se introdujo en el servidor Refinado Iterativo de
Ensamblaje de modelos (siglas del inglés “lterative Threading ASSEmbly
Refinement”, I-TASSER). Esta plataforma (https://zhanggroup.org/I-TASSERY/)
permite la generacion automatica de predicciones de alta calidad de la estructura
tridimensional de una proteina a partir de sus secuencias de aminoacidos, siguiendo

el protocolo de uso descrito por Ambrish Roy y colaboradores (Roy et al., 2011).

Los cinco modelos generados en I-TASSER se visualizaron en AutoDock,
para examinar cual pudiera presentar la etiqueta de histidinas y la secuencia del
PCNP (Lys 18-Lys 26) en una posicion que obstruya el sitio catalitico de la enzima
quimérica (Glul140). Se seleccion6 el modelo de mejor puntuacion C (C-score). A
este modelo se le minimizo la energia aplicando el campo de fuerza AMBER ff14SB
mediante el software UCSF Chimera, para lo cual sélo se agregaron los hidrégenos
polares a la estructura. Finalmente, se guardé la molécula con todos estos cambios
en un archivo con extension “.pdb” y se visualizé la estructura en el software UCSF

Chimera (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimera).

VII.1.2 Seleccién en el PDB de la estructura cristalogréafica de la endolisina
KZz144

Se realizd una busqueda de las estructuras cristalograficas de la endolisina KZ144
depositadas en la Base de Datos de Proteinas (del inglés Protein Data Bank, PDB)
y se selecciond la estructura con cdédigo de acceso 3BKH. Luego de evaluar las
métricas de calidad de la estructura se procedié a acomodar las coordenadas de los
residuos hacia la conformacion de menor energia, para asi mejorar la geometria y
estereoquimica de la molécula. Para lo cual sélo se consideraron los estados de
protonacion estandar, se eliminaron todos los hidrogenos, se aplicé el campo de

fuerza estdndar AMBER ff14SB y se removieron los iones Ni?* y (S04)2.
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Finalmente, se guardd la molécula con todos estos cambios en un archivo con

extension “.pdb".

VII.1.3 Disefio de los modelos de fragmento de pared bacteriana

El disefio del ligando hexasacéarido (Figura 4A) se realiz6 sobre la base de las
determinaciones de Fokine y colaboradores (2008), donde se reporto que la cavidad
del sitio catalitico presenta cinco regiones denominadas A, B, C, Dy E, en las que
se unen unidades repetidas de los azucares. Se decidid disefar el ligando
compuesto por seis unidades sacaridicas formadas por tres unidades repetidas del
disacarido N-aceltiglucosamina (NAG) y N-acetilmuramico (NAM), unidos por
enlaces glicosidicos 3(1-4). Por otro lado, si bien se conoce que la endolisina KZ144
escinde los enlaces glicosidicos ([31-4), se decidi6 disefiar otro ligando que
representara en mayor extension la pared bacteriana. A éste se le denomino
heteropolimero (Figura 4B). Este ligando se constituyd de un disacarido formado
por N-aceltiglucosamina (NAG) unido mediante el enlace glicosidico (31-4) al N-
acetilmuramico (NAM). A su vez, este disacarido se halla unido a otro mediante un
tetrapéptido. Ambos ligandos se disefiaron empleando el software Free Maestro

Schrédinger.




Figura 4. Representacion esquematica de los ligandos disefiados de pared celular
bacteriana. A) hexasacarido y B) heteropolimero.

Las moléculas fueron construidas con fragmentos hallados en el panel de
construccion del programa. Estos fragmentos son empleados para crear un marco
de referencia sobre el cual se cambian los elementos para introducir los

heteroatomos.

Durante la realizacion del heteropolimero, la region peptidica se conformé
por la adicién de cada uno de los residuos en la direccion N—C, donde el angulo ¢
(la rotacion en torno al enlace Ca-N) es aplicado en el nuevo residuo y el angulo y
(la rotacion en torno al enlace C-Ca) es aplicado al residuo por el cual se une el
nuevo aminoéacido, reemplazando de esta manera la union N-C al afiadir el nuevo

residuo, el cual siempre quedd establecido a 180°.

VII.1.4 Acoplamiento molecular del modelo de la endolisina PCNP-KZ144 con

los fragmentos de pared bacteriana disefiados

VII.1.4.1 Preparacion de las moléculas: endolisina KZ144 silvestre y la variante
quimérica PCNP-KZ144

Los archivos correspondientes a KZ144 y PCNP-KZ144 (ambos con extension .pdb)
fueron empleados, y mediante el programa AutoDock Tools se afiadieron solo los
hidrogenos polares, se removieron las uniones “merge” de sus cargas con los
atomos de carbono y se adicionaron las cargas Gasteiger. Estas cargas son campos
de fuerza que utilizan paquetes que describen el diametro y la carga de diferentes
atomos dentro de una simulacién. Todos estos cambios se guardaron en un archivo
“.pdbqt” correspondiente, pues es la extension necesaria para los experimentos de
acoplamiento. Estos archivos .pdbqt fueron empleados para la confeccion de la

region de acoplamiento (caja) previamente establecida.
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VII.1.4.2 Preparacion de los ligandos: hexasacarido y heteropolimero

En el caso del ligando hexasacéarido, se afadieron todos los hidrogenos y se
seleccion6 el numero maximo de enlaces rotables (32), garantizando la mayor
flexibilidad en los enlaces centrales del ligando, correspondiente a los sitios Dy E
de la endolisina KZ144 por los que se unen los azucares NAG y NAM. Por otro lado,
también se afiadieron todos los hidrogenos del heteropolimero. Este ligando consto
de 67 enlaces rotables, por lo que resulté necesario guardar tres archivos del
mismo, los cuales se diferencian en los enlaces que rotan de la estructura.
Finalmente, el ligando hexasacarido y los ligandos correspondientes al
heteropolimero se guardaron en un archivo “.pdbqt”, los cuales fueron empleados

en los experimentos de acoplamiento.

VII.1.4.3 Sistemas de Acoplamiento molecular Endolisina-Ligando

Estos archivos .pdbqgt de las endolisinas y ligandos fueron empleados para construir
las cajas de acoplamiento, siendo la caja una cavidad seleccionada de la endolisina,
la cual guarda las coordenadas (centro X, y, z) y dimensiones del area de busqueda

de interaccion. Las cajas se construyeron con el programa AutoGrid.

Se realizaron los acoplamientos rigidos empleando el hexasacérido
(KZ144 hexasacarido y PCNP-KZ144 hexasacarido) y el heteropolimero
(KZ144 heteropolimero y PCNP-KZ144 heteropolimero).

Para el acoplamiento rigido de cada una de las endolisinas con los diferentes
ligandos, las cajas fueron orientadas en la region préxima del aminoacido
involucrado en la catalisis; en la endolisina KZ144 silvestre el aminoacido esencial
en la catalisis es el Glull5 y en la endolisina quimérica PCNP-KZ144 este
aminoacido se ubico en la posicion 140. Lo anterior debido a la fusion traduccional
de la etiqueta de seis histidinas, PCNP vy sitio de corte del Factor Xa en el extremo

N-terminal de la endolisina. Adicionalmente, en los acoplamientos rigidos PCNP-
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KZ144 hexasacarido PCNP-KZ144 heteropolimero, las cajas contemplaron las
coordenadas del Glu140 y la region (Lys18 a Lys27) correspondiente al segmento

del nanopéptido policatidnico.

Los experimentos de acoplamientos se realizaron mediante AutodockVina
siguiendo las instrucciones del software (Trott & Olson, 2010). Se establecieron diez
modos de union y un rango de energia ideal igual a 3 para todos los acoplamientos.
Los resultados de todos los acoplamientos fueron visualizados mediante el software
UCSF Chimera y los valores de afinidad determinados en los acoplamientos fueron
expresados en valores de afinidad (kcal/mol). Una vez obtenidos el conjunto de
valores de afinidad de los acoplamientos se realizaron comparaciones estadisticas
entre los valores de acoplamientos rigido KZ144 hexasacarido y los obtenidos en
PCNP-KZ144 hexasacarido. También se realizaron comparaciones estadisticas
entre los valores de acoplamiento rigido KZ144 heteropolimero y los obtenidos en
PCNP-KZ144 heteropolimero. Estos andlisis estadisticos se realizaron utilizando la
funcion t.test (t de Student) incluida en el paquete stats versién 4.2.0 del software R
(R Core Team, 2021) y se consider6 un nivel de significancia de 0.05.

VII.1.4.4 Prediccion de la naturaleza de las interacciones en los acoplamientos
rigidos PCNP-KZ144 hexasacarido y PCNP-KZ144 heteropolimero

Una vez realizados los acoplamientos moleculares descritos en el apartado VI1.1.4.3
se procedio a predecir la naturaleza de las interacciones en la region catalitica de la
endolisina quimérica con los ligandos hexasacarido y heteropolimero. Estos analisis
se realizaron empleando el software LigPlot+ (Cddigo de acceso: 21919503,
PubMed) (Laskowski R A & Swindells M B, 2011).

VII.2 Elaboracion de construcciones con los vectores pJET1.2 y pColdl

VII.2.1 Disefio de los oligonucléotidos
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El oligonucle6tido con sentido directo se denominé pcnp_kz144-sd y se conformo
de 23 nucledtidos. En sentido 5'—3' se ubicaron los nucleétidos (GGTCGGAATTC)
justo delante de la secuencia de reconocimiento de la enzima de digestion Ndel
(CATATG). Esta secuencia adicional cercana al sitio de corte se situ6 para aumentar
la probabilidad de reconocimiento del ADN por las enzimas de digestion. El sitio de
reconocimiento de la enzima de digestion Ndel contiene el codon iniciador de la
traduccion. Posterior se situ6 los nucleétidos codificantes al nanopéptido
policationico PCNP (AAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAA), esta secuencia de
nucleotidos se obtuvo mediante traduccion reversa usando la utileria bioinformatica
en http://www.bioinformatics.org/sms2/rev_trans.html. Hacia el extremo 3' se
ubicaron los nucledtidos codificantes para los primeros cinco aminoacidos de la

endolisina silvestre KZ144 (Figura 5).

El oligonucledtido con sentido reverso se denominé kz144-sr y se conformé
de 27 nucledtidos. En sentido 5'—3' se ubicaron los nucleétidos (GGTTGG), justo
delante de la secuencia de reconocimiento de la enzima de digestion BamHlI, por
las razones antes comentadas. A continuacion, se ubico la secuencia GGATCC, la
cual es inversa complementaria al sitio de digestion BamHI. Hacia el extremo 3' se
ubico la secuencia CTTATTTTCTATGTGC, la cual es la inversa complementaria de
la secuencia codificante para los Gltimos cinco aminoé&cidos de la endolisina silvestre
KZ144 (Figura 5).

Se determiné la temperatura de hibridacion de la reaccion de PCR con la

herramienta Tm Calculator (https://www.thermofisher.com/) con la enzima ADN

polimerasa Phusion High-Fidelity. Esta herramienta tiene su base en el método
termodinamico modificado de Allawi y Santa Lucia (1997) empleado para el calculo
de la Tmy la temperatura de hibridacién de las reacciones con las ADN polimerasas

Platinum SuperFi, Phusion y Phire. También se calculo el tiempo de extension de la

15s
1 kb del gen de interés

reaccion utilizando la siguiente formula: tiempo de extension =

segun las recomendaciones del fabricante (www.thermoscientific.com/onebio).
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B Oligonucléotido pcnp-kz144-sd 5 - . T A AACCCAAGAAAC- 3
Oligonucléotido kz144-sr 5 -GGTTGGGGATCCTTATTTTCTATGTGC- 3

I 1A A CGCAAGAAACGTAAGAAACGCARAA AAGTATTACGCAAAGGCGAT
AGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTATGATGTTGGAAAGCCA

GATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATTTCAAAAAGATAATTGTCTAGATA

GTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATTATTCAGTAAATATTCTCCACCTATTCCTTAT
AAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAAATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAG
AAAATGCTACTGGCGTTCGTAGCCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTAC
GAAATAAAAGCTAAGACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAA
TGATTGAAAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATC

CACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCCTGTCCT

TAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGGTGCAGCCCGTCGTT
TCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAAAGAAGCTCAGGCAAACCCATC
TATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCAAGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAA

GTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAACE

B sSitio de corte de la enzima de a Secuencia codificante de la endolisina KZ144

restriccion Ndel a Sitio de corte de la enzima de restriccidn

[JCoddn iniciador de |a traduccidn BamHI

B Secuencia codificante del PCHP

Figura 5. Secuencia del gen pcnp-kz144 para amplificar y de los oligonucleétidos
pcnp-kz144-sd y pcnp_kz144-sr. A) Representacion esquematica de los
oligonucledtidos y la secuencia del gen pcnp-kz144. En direccion 5'—3'del
oligonuclétido con sentido directo se ubica el sitio de digestion de la enzima Ndel,
seguido la secuencia iniciadora de la traduccion, luego la secuencia
correspondiente al PCNP. En direccion 5'—3' del oligonuclétido con sentido inverso
se ubico los ultimos nucledtidos codificantes a la endolisina KZ144 y a continuacion
el sitio de digestion de la enzima BamHI. B) Secuencia de los oligonucleétidos y del
gen pcnp-kz144.
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VII.2.2 Cepas bacterianas, enzimas, pldsmidos y oligonucleétidos

El gen que codifica para la endolisina KZ144 (NP_803710 codigo de acceso NCBI)
y la secuencia del nanopéptido policationico PCNP fueron optimizados para su
expresion en E. coli (BL21). El gen pcnp-kz144 que codifica la endolisina quimérica
PCNP-KZ144 fue sintetizado por la empresa IDT (EE.UU.UA). Las enzimas de
digestion Ndel, BamHI (NEB) y la T4 ADN Ligasa (NEB) fueron empleadas para
realizar la clonacion del gen en el vector de propagacién pJET1.2/blunt (Thermo
Scientific) y para subclonar en el vector de expresion pColdl (Takara). La
propagacion de las construcciones se realizd con la cepa E. coli DH5a. Mientras
gue para la expresion de las enzimas se utilizé la cepa E. coli BL21(D3). Para la
amplificacion por PCR se utilizé la ADN polimerasa Phusion Flash High-Fidelity PCR
Master Mix (Thermo Scientific) y la Taq ADN polimerasa Taq (Thermo Scientific). El
oligonucledtido sentido directo “pcnp-kz144-sd* 5'-
GGTCGGAATTCCATATGAAACGC-3"; y el oligonucledtido sentido reverso “kz144-
sr* 5- GGTTGGGGATCCTTACTTACGATGAGC-3' fueron sintetizados en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

VII.2.3 Elaboracion de la construccién pcnp-kz144+pJET1.2
VII.2.3.1 Amplificacién del gen pcnp-kz144

Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se amplificé el gen pcnp-
kz144 para su clonacién en el vector pJET 1.2 (mapa del vector en Material

Suplementario).

Se realizé6 una PCR en gradiente de temperaturas de hibridaciéon para
seleccionar la mejor condicion (60, 60.8, 62.1, 64, 66.2, 68.1, 69.4 y 70°C). La
reaccion de amplificacion se realiz6 como se describe en la Tabla I. Se empled
como control positivo el gen sintético pcnp-kz144, mientras que como control

negativo se agrego agua libre de nucleasas en lugar de ADN.
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Tabla l. Mezcla de reaccion y programa de PCR para la amplificacion del gen pcnp-
kz144 con la ADN polimerasa Phusion Flash-High-Fidelity (Thermo Scientific).

Concentracion Volumen Temperatura ] )
Componentes . Etapa Tiempo Ciclos
final (ML) (°C)
Desnaturalizacion
Oligo sentido 0.5uM 1L o 98 10s 1
Inicial

Oligo reverso 0.5uM 1L Desnaturalizacion 98 1s

ADN pcnp-kz144 50 ng 2.5l Hibridacion 60-70 5s 30
2X Phusion Flash Mix 1X 10 pL Extension 72 15s

Agua libre de nucleasas - 55puL Extension Final 72 1 min 1

Volumen de reaccion
20 uL

Los productos de amplificacién se mezclaron regulador de carga (razén 1:2)
(20 mM Tris-HCI (pH 7.6), 0.03% bromofenol azul, 0.03% cianol xileno FF, 0.15%
naranja G, 60% glicerol y 60 mM EDTA) y fueron aplicados en un gel de agarosa
1% en tampoén Tris/Acido Bérico/EDTA 1X (TBE1X). Se emple6 un marcador de
peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific). Luego de la corrida electroforética,
los productos de amplificacion fueron visualizados con la ayuda de un
fotodocumentador (Molecular Imager gel DocTM XR, BIO-RAD). Basado en la

intensidad de las bandas se seleccioné la temperatura 6ptima de hibridacion.

VII.3.2 Clonacién del gen pcnp-kz144 en el vector de clonacion pJET1.2/blunt

El producto de PCR fue ligado directamente al vector de clonacién pJET1.2/blunt
del kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Scientific). La relacion inserto:vector se

calculo siguiendo las especificaciones del fabricante.

En la Tabla Il se muestra la mezcla de reaccion. Una alicuota de 10 pL de
esta mezcla se incubé por 16 h a 4°C (al), mientras que otra se incubd a
temperatura ambiente (a2). Pasado el tiempo de incubacion, la reaccidon se inactivo
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a 65°C durante 10 min y las muestras se conservaron a -20°C hasta su siguiente

uso.

Tabla Il. Mezcla de reaccion para la reaccion de ligacion del gen pcnp-kz144 en el
vector pJET1.2/blunt.

Componentes Volumen (uL)
Regulador de reaccion 2X 10
producto de PCR (pcnp-kz144) 1
Vector pJET 1.2 1
T4 ADN ligasa 1
Agua libre de nucleasas 7
Volumen final de reaccién 20 L

VII.3.3 Transformacién de células competentes DH5a

Se siguid el protocolo de transformacion por choque térmico descrito por Mendel e
Higa (1970) con algunas modificaciones. Las células competentes de E coli DH5a
fueron transformadas con el plasmido recombinante pcnp-kz144+pJET1.2 de las

dos reacciones de ligacion (reaccion a 4°C y a temperatura ambiente).
VII.3.4 Seleccidon de clonas transformantes por PCR de colonia
Para verificar la presencia de la construccion pcnp-kz144+ pJET1.2 en las colonias
seleccionadas, se realiz6 una PCR de colonia empleando la Tag ADN polimerasa
(Thermo Scientific).

La reaccion de PCR se realiz6 siguiendo el protocolo que se especifica en la
Tabla Ill. Las colonias seleccionadas fueron numeradas y resembradas en agar

LB/Amp (100 pg/mL). Por otro lado, se tomé una pequefia muestra de cada colonia

28



y se depositoé de forma independiente en microtubos de 200 pL con 15 pL de agua
libre de endonucleasas. Los tubos se incubaron a 95°C por 5 min. El lisado celular

fue utilizado como templado en las reacciones de PCR.

Se preparé una sola mezcla de reaccion (en ausencia del ADN) para todas
las reacciones de PCR. Se dispensaron 9 uL en 12 tubos; 10 para cada una de las
transformantes, un control positivo (gen sintético) y un control negativo (agua). A

cada microtubo, segun lo correspondiente, se le adicion6 1 pL de ADN o agua.

Los productos de amplificacion fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa 1% en TBE1X, tal como se describe en el apartado VII.2.3.1. De esta
manera se seccionaron las transformantes portadoras de la construccion pcnp-
kz144+pJET1.2. Luego, las clonas transformantes con la construccién pcnp-
kz144+pJET1.2 fueron cultivadas en medio LB/Amp (100 ug/mL) por 16 h a 37°C
con agitacion orbital de 150 rpm. Posteriormente, se realizé la extraccion de ADN
plasmidico correspondiente a cada cultivo con el kit GeneJET Plasmid Miniprep
(ThermoFisher Scientific), siguiendo las especificaciones del fabricante. A
continuacion, se determind la concentracion y pureza (relacién Abs 260/280) del ADN

de cada extraccién empleando un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).
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Tablalll. Mezcla de reaccion y programa de PCR para la amplificacion del gen pcnp-

kz144 con ADN polimerasa Taq.

Concentracién Temperatura i No.
Componentes . Volumen (L) Etapa Tiempo .
Final (°C) Ciclos
Tampon Taq 10X 1X 13 Des”alt:i::?:lzac'on %5 3 min 1
Mezcla dNTPs 10 mM 0.2 mM 2.6 Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacién 61.3 30s
Oligo sentido directo 0.2 uM 2.6
Oligo sentido reverso 0.2 uM 2.6 30
Extension 72 50s
ADN Taq polimerasa 5 U 1U 3.25
ADN pcnp-kz144+pColdl - 13 uL
Agua libre de nucleasas - 82.55
Extension Final 72 5 min 1
Volumen final de reaccién 130

VII.3.5 Digestion del plasmido recombinante pcnp-kz144+pJET1.2

Se seleccioné la construccion pcnp-kz144+pJET1.2 (Clona 6) pues presentd mayor
concentracion de ADN. La construccion se restringié para corroborar que el gen
pcnp-kz144 se insertd correctamente en el vector pJET1.2. Brevemente, la reaccion
consistié de 6 pL agua libre de nucleasas, 1 pL de la endonucleasa BamHI, 1 pL de
la endonucleasa Ndel, 1 pL del amortiguador 3.1y 1 pL de ADN plasmidico (245.6
ng). La mezcla de reaccion se incub6 a 37°C por 16 h, posteriormente se inactivo a
65°C durante 20 min y se almacené a -20°C hasta su uso posterior. Una muestra
de la construcciodn restringida y sin digerir, fueron visualizadas en gel de agarosa al
1% en TBE1X.
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VI1.3.6 Digestion y purificacion del amplicén pcnp-kz144

Una vez verificada la presencia del inserto y su correcta digestion, se
amplific6 nuevamente el gen pcnp-kz144 en una reaccion de 50 pL con la
polimerasa Phusion Flash-High-Fidelity, tal como se describe en el apartado
VII.2.3.1. Posteriormente, el producto de PCR fue digerido en una reaccion de 60
uL siguiendo el procedimiento descrito en la Tabla IV. La mezcla de reaccion se
incub6é a 37°C durante 16 h, posteriormente las enzimas se inactivaron a 65°C
durante 20 min, y la muestra fue almacenada a -20 °C.

Se tomaron alicuotas del producto de PCR pcnp-kz144 digerido y sin digerir
y se visualizaron en una electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE1X, para

verificar su calidad e integridad.

Tabla IV. Mezcla de reaccion para la digestion del amplicon pcnp-kz144.

Componentes de lareaccion Volumen
Producto de PCR pcnp-kz144 44 uL
Enzima Ndel 2 uL
Enzima BamHI 2 uL
Tampon 3.1 5.5puL
Agua libre de nucleasas 6.5 uL

El producto digerido fue purificado para eliminar todos los componentes de
las reacciones previas de amplificacion, siguiendo las especificaciones del kit
GeneJET™ PCR Purification (ThermoFisher Scientific). Se tomé una alicuota para
visualizar la calidad del ADN en un gel de agarosa al 1% en TBE1X. La
cuantificacion de ADN y la pureza (Abs 2601280) fueron analizados en un NanoDrop
2000 (Thermo Scientific). EI ADN purificado disuelto en el regulador tampon de

elusiéon se almacend a -20°C hasta su uso.
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En los extremos 5 y 3' del producto de PCR se generaron extremos
cohesivos con las enzimas Ndel y BamHI respectivamente para realizar la clonacion

posterior en el vector de expresion pColdl.

VII.4.3 Obtencion de la construccion pcnp-kz144+pColdl

VII.4.3.1 Linearizacion del vector de expresion pColdl

El vector pColdl fue obtenido a partir de otra construccién transformada en DH5a.
La transformante DH5a con la construccion pCold-MS50 fue cultivada a partir de
una colonia, en 10 mL de caldo LB (100 ug/mL) a 35°C, con agitacion orbital de 150
rom, 16 - 18 h. Pasado este tiempo las células fueron cosechadas a 10 000 rpm
durante 5 min. EI ADN plasmidico fue extraido con el kit GeneJET Plasmid Miniprep,

tal como se describe en las indicaciones del fabricante.

A continuacion, se realizo la linearizacién del vector pColdl. La reaccion consistio de
5.5 pL agua libre de nucleasas, 2 puL de la endonucleasa BamHI, 2 pL de la
endonucleasa Ndel, 5.5 uL del amortiguador 3.1 y 40 uL de ADN plasmidico
(6,924.8 ng). La mezcla de reaccion se incubd a 37°C por 16 h, posteriormente se
inactivd a 65°C durante 20 min para inactivar las enzimas, y se almacen6 a -20°C

hasta su uso posterior.

Una muestra de la construccion digerida y sin digerir fueron visualizadas en
gel de agarosa al 1% en TBE1X. Una vez separadas las bandas, se continu6 con la
purificacion del vector pColdl (libre del inserto) del gel de agarosa con el kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research).

VII.4.3.2 Clonacion del gen pcnp-kz144 en el vector pColdl

El producto de PCR pcnp-kz144 digerido y purificado (obtenido en el apartado
VII.3.6), fue ligado al vector de expresion pColdl. La relacion inserto: vector se

calculd siguiendo las especificaciones del fabricante. En la mezcla de reaccion se

32



emplearon 50 ng del vector pColdl y la concentracion del inserto se calcul6 mediante

vector 1

la siguiente ecuacion, con una relacion molar —— = —
inserto 21

Ecuacion:
ng de vector * kb del inserto Inserto

kb del vector

* proporci(')n( ) = ng del inserto

vector

La reaccion de ligacién consistié en 1 uL de amortiguador de reaccion de la
T4 DNA Ligasa ligacion 10 X, 2.5 pL del vector pColdl linearizado (50 ng), 1 yL de
ADN pcnp-kz144 (78.4 ng), 1 yL de T4 DNA Ligasa y 4.5 pyL de agua libre de
nucleasas. El volumen de la mezcla de reaccion se dividio en dos microtubos de 1.5
mL. Una alicuota se incub6 durante 16 h a 4°C y la otra en un contenedor con hielo
hasta alcanzar gradualmente la temperatura ambiente. Posteriormente, la enzima
de las ligaciones se inactivé a 65°C durante 10 min, y fueron almacenados los

productos de ligacion a - 20°C.

Enseguida se transformaron células competentes de E. coli DH5a con 2 pL
de cada una de las reacciones de ligacion de acuerdo con el apartado VII.3.3 y se
seleccionaron clonas positivas por PCR de colonia de acuerdo al apartado VII.3.4.
Algunas de las clonas portadoras de la construccion pcnp-kz144+pColdl fueron
cultivadas por separado en 5 mL de caldo LB/Amp (100 pg/mL) a 35°C, con
agitacion orbital de 150 rpm, 16 - 18 h. Posteriormente se realiz6 la extraccion de
ADN plasmidico en cada uno de los cultivos con el kit GeneJET Plasmid Miniprep.
A continuacién, a cada una de las extracciones se cuantifico el ADN plasmidico y
visualizaron en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X, como se ha descrito

anteriormente, y se almacené a -20°C.
VII.5 Secuenciacion del inserto pcnp-kz144 en los vectores pJET1.2 y pColdl

La fidelidad de la secuencia del gen pcnp-kz144 clonado en el vector de expresion

fue verificada por secuenciacion (MacroGen, Korea)
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(http://dna.macrogen.com/eng). Las muestras enviadas consistieron en 100 ng de
la construccion pcnp-kz144+pColdl y 5 pmoles de oligo contenido en 15 uL. Se
envio a secuenciar la construccién pcnp-kz144+pColdl, proveniente de una clona
positiva en el ensayo PCR de colonias. Una vez recibidos los resultados de la
secuenciacion, se realiz6 un alineamiento con la secuencia del gen pcnp-kz144

enviada a sintetizar.

Luego de analizar los resultados de secuenciacién y detectarse una
delecion en el gen pcnp-kz144 se decidi6 realizar nuevamente todo el proceso hasta
la obtencién de nuevas construcciones pcnp-kz144+pJET1.2 y pcnp-kz144+pColdl,
provenientes de clonas positivas en el ensayo de PCR de colonias. También se
verifico la secuencia del gen pcnp-kz144 clonado en los vectores pJET1.2 y pColdl
por secuenciacion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Para cubrir todo el gen, fueron secuenciadas la cadena
sentido y sentido reverso en reacciones independientes cada una con sus
respectivos oligonucledétidos. Las muestras enviadas consistieron en 500 ng de la
construccion determinada y 10 pmoles de oligo contenido en 16 uL. Se realiz
nuevamente un alineamiento con las secuencias recibidas.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados mediante el programa
MUSCLE (del inglés, MUIltiple Sequence Comparison by Log- Expectation)

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), asi se realiz6 un alineamiento mdaltiple

de las secuencias para evaluar la homologia de las secuencias génicas. A través
del alineamiento se compararon las secuencias pcnp-kz144 de cada una de las
clonas positivas con la secuencia del gen pcnp-kz144 sintetizado por IDT, siguiendo
la metodologia de esta plataforma (Edgar, 2004).
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VIIl. RESULTADOS

VII.1 Secuencia aminoacidica y modelos de la estructura terciaria de la
endolisina PCNP-KZ144

La secuencia aminoacidica (Figura 6) de la endolisina PCNP-KZ144, asi como los
pardmetros fisico-quimicos fueron obtenidos mediante la herramienta ExPASy,
luego de introducir la secuencia génica codificante. Esta endolisina se constituy6 de
285 aminoacidos, de los cuales 27 son residuos cargados negativamente (Asp +
Glu) y 43 cargados positivamente (Arg + Lys). Los amino&cidos Lys, Ala, Leu, Thr,
Gly, y Asn; fueron los mas abundantes con composicion relativa igual a 9.8, 8.1, 7.7,
7.4, 7.4, 6.0%, respectivamente. La molécula presentd un peso molecular de

32,029.66 Da y un punto isoeléctrico (pl) igual a 9.83.

MHEVHHHHHHIEGR VLRKGDRGDEVY N-formilmetionina
COLOTLLNLCGYDVGKPDGIFG NNTFNQVVEFOKDNCLDS [l Elemento potenciador de la traduccion
DG IVGKNTW AELFSKYSPPIPYKTIPMPTANK SRAAATEVM @ Secuencia de la etiueta de seis histidinas
NAVENATGVRSOLLLTFASIESAFDYEIKAKTS SATGWFOFL
TGTWKTMIENYGMEYGY LTDOPTG ALRK DPRISALMG AELI
KENMNILRPVLKREPTDTDLY LAHFFGPGAARRFLTTGONE =
LAATHFPKEACANPSIFY NKDGSPETIQEVYNLMDGKVAA & PCHP
HREK [0 Secuencia de la endolizing KZ144

B Factor Xa

[0) Sitio de corte de la enzima de restriccion Ndel

Figura 6. Secuencia de aminoacidos de la endolisina PCNP-KZ144 obtenida con la
herramienta EXPASy.

Luego de la introduccion de la secuencia aminoacidica en la plataforma I-
TASSER se obtuvo el Factor-B normalizado, para indicar el grado de movilidad
térmica inherente de los residuos / atomos en la proteina; permitiendo predecir 12
a-hélices y una hoja-B como las estructuras secundarias que componen a la

proteina (Figura 7).
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Figura 7. Prediccion del Factor-B normalizado obtenido en I-TASSER.

También mediante el Diagrama Ramachandran, obtenido por Swiss-Model se
determind si los anclajes de los angulos Psiy Phi de la estructura se encuentraban
en una region favorecida o no (Figura 8). En esta figura los circulos color azul
representan los angulos actuales medidos para los aminoacidos que constituyen a
la proteina. Las regiones verdes oscuras corresponden a conformaciones donde no
existe impedimento estérico, es decir, son las regiones permitidas. Las areas verdes
claras muestran las regiones permitidas cuando son usadas en el calculo radios
ligeramente menores a los de las interacciones de van der Waals; es decir los
atomos se encuentran mas unidos entre si. Las regiones blancas corresponden a
conformaciones donde los atomos del polipéptido se hallan mas cercanos que la
suma de sus radios de van der Waals; estas regiones son estéricamente no
permitidas para todos los aminoacidos menos para la glicina, pues este residuo

carece de cadena lateral.

El analisis del diagrama permitio identificar que la mayor cantidad de residuos
se hallan en regiones energéticamente favorables y se determind el tipo de a-hélices
y de hoja-B que conforman la estructura de la endolisina PCNP-KZ144. De los
cuales se identificaron abundantes aminoacidos que conforman estructuras a-
hélices dextrogiras, constituidas por cuatro residuos por vuelta de la hélice, mientras
que pocos aminoacidos conforman a-hélices levégiras. Por otro lado, se

identificaron pocos aminoacidos que conforman hoja-f3.
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Figura 8. Diagrama Ramachandran de la endolisina PCNP-KZ144 obtenido en
Swiss-Model.

La secuencia aminoacidica fue empleada también para la obtencién de los
modelos de prediccion de la estructura terciaria (3D) de la endolisina PCNP-KZ144,
a través de la plataforma I-TASSER los cuales fueron visualizados con el software
UCSF Chimera. En la Figura 9 se muestran los cinco modelos obtenidos. Cada uno
de estos modelos de prediccién exhibi6é un valor de puntuaciéon C, modelo A (-0.21),
modelo B (-0.86), modelo C (-0.67), modelo D (-3.90) y modelo E (-2.83). Se
selecciond el modelo A pues presentdé mayor puntuacion C y fue empleado en los
ensayos de acoplamiento con los modelos de fragmento de pared bacteriana. El
valor de puntuacién C (C-score) es una medida de confianza de los modelos que se
obtienen tras las simulaciones por I-TASSER. Este valor es calculado basado en la
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significancia de los alineamientos de los templados seleccionados y los parametros

convergentes de las simulaciones.

Figura 9. Modelos de la estructura 3D de la endolisina PCNP-KZ144 obtenidos por
I-TASSER Yy visualizados en el programa AutoDock 4.2. La molécula se represento
en forma de liston, donde sélo el residuo Glu140 se represent6 en esferas. Mediante
circulos de colores se destacan los extremos (N-terminal y C-terminal, azul), la
region correspondiente a la etiqueta de His (violeta) y la region correspondiente al
PCNP con puntos amarillos.
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VIIl.2 Modelos de fragmento de pared bacteriana

Los dos modelos de fragmento de pared bacteriana, disefiados mediante el software
Free Maestro Schrodinger, fueron visualizados en el software UCSF Chimera. En la
Figura 10 se presentan las imagenes correspondientes a cada modelo. En la

seccion A: modelo hexasacarido y en la seccion B: modelo heteropolimero.

Figura 10. Modelos de un fragmento de pared bacteriana. A) hexasacarido y B)
heteropolimero.

VII.3 Acoplamiento molecular de las endolisinas con los ligandos del
fragmento de pared bacteriana

VIII.3.1 Interaccion endolisina_hexasacarido (rigido-rigido)

Mediante el software AutoDock Vina se realizé la prediccién de la interaccion rigida
de la endolisina KZ144 silvestre_hexasacarido y la endolisina PCNP-
KZ144 hexasacarido. Luego de realizar las 10 corridas en el programa AutoDock
Vina, por cada acoplamiento se obtuvieron 10 valores de afinidad de interaccion
(kcal/mol) por cada modo de union. De esta manera se obtuvieron un total de 100
valores de afinidad, para el sistema de interaccién KZ144 silvestre _hexasacarido y

100 valores para el sistema PCNP-KZ144 hexasacarido.

La comparacion entre las afinidades de los dos sistemas de acoplamiento se

presenta en la Figura 11. Se reportaron diferencias significativas (t(193.17, 200) = -
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2.5858, p= 0.01045) con valores promedios de afinidad (kcal/mol) igual a - 6.433
(KZ144 silvestre_hexasacarido) y - 6.537 (PCNP-KZ144 hexasacarido).

ﬁ nglz +DE t(193.17, 200) = -2.5858
ia +

= - p=0.01045
-0 L Mean + DE*1.96
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PCNP-KZ144 KZ144 silvestre

Endolisina

Figura 11. Afinidad de los sistemas de acoplamiento rigido endolisina-
hexasacérido.

En la Figura 12 se muestran los sistemas de interaccion rigida PCNP-
KZ144 hexasacarido (A) y KZ144 hexasacarido (B), visualizados con el software
UCSF Chimera, donde se observa que el PCNP se halla localizado en una region

lejana al sitio catalitico de la endolisina y expuesto a la superficie.
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KZ144_hexasacarido

Figura 12. Imagenes de acoplamiento de las endolisinas con el ligando
hexasacérido. A) sistema  PCNP-KZ144 hexasacarido, B) Kz144
silvestre_hexasacarido. Las endolisinas se representaron en forma de superficie y
el ligando hexasacarido en forma de cilindros. Se representan en la estructura de
las endolisinas el extremo N-terminal (amarillo), C-terminal (azul), PCNP (verde) y
acido glutamico catalitico (magenta).
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VIII.3.2 Interaccion endolisina_heteropolimero (rigido-rigido)

Posterior a la realizacion de 5 corridas por cada sistema de acoplamiento de
endolisina_heteropolimero (con enlaces rotables del ligando: 1-32, 40 centrales, 25-
67), se obtuvieron 10 valores de afinidad de interaccion (kcal/mol) por cada modo
de unién. De esta manera se obtuvieron un total de 150 valores de afinidad, para el
sistema de interaccion KZ144-silvestre heteropolimero y 150 valores para el

sistema PCNP-KZ144 heteropolimero.

La comparacion entre las afinidades de los dos sistemas de acoplamiento se
presenta en la Figura 13. Se reportaron diferencias significativas (t (90.622) = -7.9188,
p= 0.000), (t (95.073)=-1.9896, p=0.049), (t (97.236) = 2.7719, p=0.007) al comparar los
sistemas de acoplamiento endolisina KZ144 heteropolimero y endolisina PCNP-
KZ144 heteropolimero, estableciendo diferentes enlaces rotables (1-32, 40

centrales, 25-67 enlaces rotables).
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Figura 13. Afinidad de los acoplamientos (rigido-rigido) endolisina-heteropolimero.
Las secciones A, B, C corresponden a los enlaces que se establecieron rotables en
el heteropolimero. A: los primeros 32 enlaces, B: los 40 enlaces centrales y C: los
ultimos 32 enlaces rotables.
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En la Figura 14 se muestran imagenes del acoplamiento rigido-rigido PCNP-
KZ144 heteropolimero, en este caso se ensayaron tres configuraciones del
heteropolimero; las que se diferencian en los enlaces rotatorios: los primeros 32
enlaces, los ultimos 32 enlaces y 40 enlaces centrales de la estructura. En todos los
acoplamientos también el PCNP se halla localizado en una region distante al sitio

catalitico de la endolisina y expuesto a la superficie.
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40 enlaces centrales rotables

A

25-67 enlaces rotables

Figura 14. Imagenes de acoplamiento de la endolisina PCNP-KZ144 con el ligando
heteropolimero. Las endolisinas se representaron en forma de listén y el ligando
heteropolimero en forma de cilindros. Se representan en la estructura de las
endolisinas el Glu140 (amarillo) y PCNP (verde).

VIII.3.3 Prediccién de la naturaleza de las interacciones en los sistemas de
acoplamiento rigido-rigido PCNP-KZ144 hexasacarido y PCNP-
KZ144 heteropolimero
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Las figuras que se presentan a continuacién, exhiben una representacion
esquematica de la interaccion de la endolisina quimérica PCNP-KZ144 con el
hexasacarido (Figura 15) y con heteropolimero (Figura 16, 17 y 18). Los grupos
funcionales de las cadenas laterales R, en su mayoria de los aminoacidos Ile139,
lle142, Thr1l51, GiIn 159, Phe226; son los responsables de la interacciones van der
Waals en todos los complejos enzima-ligando de los acoplamientos ensayados. En
el acoplamiento PCNP-KZ144 hexasacarido se predijo puentes de hidrogenos,
donde los aminoacidos Lys150, Thr151 y Asn255 establecen interacciones con el
hexasacérido. Sin embargo, en los acoplamientos PCNP-KZ144 heteropolimero, el
residuo His283 es el reponsable de las interacciones por puentes de hidrégeno con

el heteropolimero.
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endolisina PCNP-KZ144.
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Figura 17. Representacion esquematica de la interaccion del heteropolimero (40
enlaces centrales rotables) con la endolisina PCNP-KZ144.
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Figura 18. Representacion esquematica de la interaccion del heteropolimero (25-
67 enlaces rotables) con la endolisina PCNP-KZ144.

48



VIII.4 Obtencién de las construcciones con los vectores pJET1.2 y pColdl
VIIl.4.1 Construccion pcnp-kz144+pJET1.2
VIIL.4.1.1 Amplificacién del gen pcnp-kz144

Se determind que 60°C es la temperatura 6ptima de alineamiento (Tm éptima) para
amplificar el gen pcnp-kz144. Con el resto de las temperaturas evaluadas (60.8 -

70°C) se observaron multiples bandas de amplificacion inespecifica (Figura 16).

Gradiente de temperatura de alineamiento “C

pb M C- C+ 70.0 69.4 68.1 66.2 64.0 62.1 60.8 60.0

—
200 — b -— e ]
~
700 — W—
SO0 —
sop — -
400_-
300_-
-

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE 1X, de los productos de
amplificacion pcnp-kz144 a diferentes ™ (60 - 70°C). C: control negativo; C*: control
positivo; M: marcador de peso molecular (pb).

De esta manera se obtuvo multiples copias del gen pcnp-kz144 para la etapa de
ligacion posterior. También este producto de amplificacion fue empleado como

control positivo en los procedimientos posteriores.

VIIl.4.1.2 Clonacion del gen pcnp-kz144 en el vector de clonacion
pJET1.2/blunt

Los productos de la ligacion al, a2 con el vector pJET1.2 fueron empleados por

separado para la transformacion de células de E. coli genotipo DH5a.
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De las 10 transformantes seleccionadas, cinco fueron positivas (colonia 3, 4, 5,6y
10). El analisis densitométrico del gel de agarosa, permitio detectar la presencia del
gen pcnp-kz144 (836 pb) que se alinea con la banda del control positivo (Figura
17).

Productos amplificados de las clonas
seleccionadas provenientes de células DH5a
transformadas con pcnp-kz144+pJET1.2

pb v M €k W 20 3F 48 5 6% 78 8.9 100 M

-10000

r 1 Tl ' ’

] | b

O : . P
2500- . , £ -2500
1000- .4_ 836 pbl < 836 pb - -1000

500-

10000-

| Clonas + Clona +
|

=y
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CR L L

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con TBE1X, en donde se
visualizan los productos de PCR de colonia, con la ligacién pcnp-kz144+pJET1.2.
C: control negativo, C*: control positivo, M: marcador de peso molecular (pb).

En paralelo, las clonas positivas se propagaron por separado en caldo LB/Amp y se
realizo la extraccion de ADN plasmidico. En la Tabla V se presentan los valores de
concentracion de ADN y la relacién Abszeso2s0 de cada extraccion.

50



Tabla V. Valores de concentracion y relacion de Abs 260280 Nm de las extracciones
de ADN plasmidico, correspondientes a las clonas positivas de la transformacién de
células de E. coli DH5a con el plasmido pcnp-kz144+pJET1.2.

Muestra de ADN Con(cnegr}:lrf)cién (26'6(\)5)2880)
ADN Clona 3 (pcnp-kz144+pJET1.2) 44.6 1.87
ADN Clona 4 (pcnp-kz144+pJET1.2) 59.9 1.91
ADN Clona 5 (pcnp-kz144+pJET1.2) 43.7 1.89
ADN Clona 6 (pcnp-kz144+pJET1.2) 245.6 1.88

Se selecciond la construccion pcnp-kz144+pJET1.2 proveniente de la clona # 6
pues presentdé mayor concentracion. Se verific la correcta insercion del gen pcnp-
kz144 dentro del vector pJET1.2 mediante el ensayo de digestion empleando las
enzimas Ndel y BamHI. La Figura 18 muestra la imagen del gel de agarosa donde
se observa la construccion pcnp-kz144+pJET1.2 antes y después de digerir. En la
alicuota restringida se observa la liberacion del inserto de 836 pb, que esta ausente
en la alicuota sin digerir.

«— 836 pb

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con TBE1X de las muestras del
ensayo de digestion de la construccion pcnp-kz144+pJET1.2 proveniente de la
clona 6. 1: marcador de peso molecular (pb), construcciéon pcnp-kz144+pJET1.2
antes (2) y después (3) de digerir.
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VII.4.1.3 Digestion de la construccion pcnp-kz142+pJET1.2 y purificaciéon del
amplicon pcnp-kz144

Una vez verificada la correcta inserciéon del gen pcnp-kz144 dentro del vector
pJET1.2, se empled este plasmido recombinante como templado para obtener
multiples copias del gen pcnp-kz144 mediante una amplificacion con la enzima
Phusion High-Fidelity (ThermoFisher Scientific). El gen pcnp-kz144 purificado tuvo
una concentracion de 78.4 ng/uL. En la Figura 19 se muestra la imagen del gel de
agarosa donde se observa la banda correspondiente a la construccion pcnp-
kz144+pJET 1.2 que se alinea a 2500 pb, el producto de PCR del gen pcnp-kz144
sin digerir, y después de la digestion y la purificacion del amplicon, con peso por
debajo de 1000 pb, que corresponde con el peso del gen (836 pb).

M 1 2 3

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE1X de las muestras
obtenidas durante el proceso de obtencion del gen digerido pcnp-kz144. M:
marcador de peso molecular (pb), 1: construccion pcnp-kz144+pJET 1.2 extraido
mediante el protocolo GeneJET Plasmid Miniprep, 2: pcnp-kz144 amplificado con
polimerasa Phusion Flash-High-Fidelity y 3: gen pcnp-kz144 purificado con el kit
GeneJET PCR luego de la digestion.
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VIII.4.2 Construccion pcnp-kz144+pColdl

La reaccion de ligacion se realizé empleando el vector pColdl linearizado y el gen
pcnp-kz144 previamente digerido. Los productos de la ligacion bl y b2 fueron
empleados por separado para la transformacion de células de E. coli DH5a. De las
11 colonias seleccionadas, tres de ellas (6, 7 y 11) incorporaron la construccion
pcnp-kz144+pColdl como se observa en la Figura 20, donde el amplicon del gen
pcnp-kz144 de 836 pb, corresponde con el control positivo. En paralelo, las clonas
positivas se propagaron por separado en caldo LB/Amp y se realizé la extraccién de
ADN plasmidico. En la Tabla VI se presentan los valores de concentracion de ADN

y la relacion Abszsor2s0 de cada extraccion.

ADN de las clonas seleccionadas provenientes de
células DHSa transformadas con penpkz144+pColdl

MG CH il 2 3 4 5 6 7 /8 9 20 11

. —
3000- Clonas + Clona +
1000- - ' - — -
836 pb 836 pb

-—
300- w—=
200- -
100- -

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE1X de los productos
amplificados con ADN Taq polimerasa, empleando ADN de las colonias # 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11; provenientes de la transformacién bacteriana con el plasmido
recombinante pcnp-kz144+pColdl. C: control negativo, C*: control positivo, M:
marcador de peso molecular (pb).
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En la Tabla VI se presentan los valores de concentracion de ADN y la relacion
Abs2so/280 de cada extraccion.

Concentracion Abs
Muestra de ADN (ng/uL) (260/280)
ADN Clon 6 (pcnp-kz144+pColdl) 171.0 1.88
ADN Clon 7 (pcnp-kz144+pColdl) 283.0 1.88
ADN Clon 11 (pcnp-kz144+pColdl) 183.1 1.90

Posterior a la digestion de los plasmidos recombinantes pcnp-kz144+pColdl
correspondientes a las clonas 6, 7 y 11, empleando las enzimas Ndel y BamHI se
verifico la correcta digestion del vector pColdl mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TBE 1X. La Figura 24 muestra la liberacion del inserto pcnp-
kz144 de 836 pb (carriles 1 a 3) de las construcciones restringidas, mientras que

estas bandas estan ausentes en las alicuotas sin digerir (carriles 4 a 6).

M 1 2 3 4 5 6 7
pb e ———— -— -
3000- w— ‘ - ~ U - H

- -

~ s

-~
1000- <— 836pb

—

—

—

500-  —
400-  —
300-  ——
200-  —
100-

Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE1X de las muestras antes
y después de la reaccion de digestion del ADN plasmidico PCNP-KZ144+pColdl de
los cultivos celulares provenientes de las clonas positivas. Muestras después de la
digestion: carril 1 (clona 6), carril 2 (clona 7) y carril 3 (clona 11). Muestras antes de
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la digestion: carril 4 (clona 6), carril 5 (clona 7) y carril 6 (clona 11), Carril 7: vector
pColdl linearizado.

VII.6.8 Alineamiento multiple de secuencias a partir de las construcciones
pJET1.2 y pColdl

La primera construccion pcnp-kz144+pColdl obtenida, la cual se envi6 a secuenciar
a MacroGen para verificar la secuencia de pcnp-kz144 fue rotulada como
“‘MacroGen”. Por otro lado, las construcciones de pcnp-kz144+pJET1.2
denominadas: J11, J12, J13 vy tres construcciones pcnp-kz144+pColdl
denominadas: C7, C11A y C17, fueron secuenciadas en la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBt-UNAM). Se obtuvieron
dos secuencias correspondientes a cada una de las construcciones enviadas al IBt-
UNAM, una secuencia usando el oligonucleétido con sentido directo (F) y otra
secuencia con el oligonucleétido con sentido reverso (R). De esta manera se
obtuvieron las secuencias J11F, J11R, J12F, J12R, J13F, J13R, C7F, C7R, C11AF,
C11A, C17F y C17R. Sdlo en el caso de las secuencias obtenidas empleando el
oligonucledtido con sentido reverso se renombraron afiadiendo los caracteres RC
(Reverso Complementaria). Finalmente se realiz6 un alineamiento multiple con la
herramienta MUSCLE (Figura 25).

La comparacion entre la secuencia del gen pcnp-kz144 sintetizado por IDT
con las secuencias correspondientes a las construcciones obtenidas en los vectores
pJET y pColdl permitié detectar una delecion de la citosina de la posicién 250 del

gen pcnp-kz144 en todas las secuencias.
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J12R_RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 634
C17R_RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 647
C11AR RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 646
J13R_RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 635
J11IR_RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 657
C7R_RC ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 654
Gen_sintético ATTCAGTAAATATTCTCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 205
MacroGen ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 269
J11F ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 259
C17F ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 261
CTF ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 259
J12F ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 239
J13F ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 256
C11AF ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA 256

b e e e e e e e e e e o e o e e e o e e e o e e e e e e

Figura 25. Alineamiento mudltiple de las secuencias correspondientes a las
construcciones pcnp-kz144+pJET1.2 y pcnp-kz144+pColdl secuenciadas en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM y
MacroGen. En color rojo se presenta la citosina que sufrié delecion en estas
construcciones.

IX. DISCUSION

La demanda de candidatos antimicrobianos ha fomentado la busqueda de nuevas
aplicaciones para los compuestos ya conocidos. En este sentido, numerosas
investigaciones se han enfocado en la modificacion de la secuencia codificante de
proteinas reportadas en el PDB, tal que se obtenga un repertorio de nuevas
moléculas con aplicaciones de elevado interés en la industria biofarmacéutica
(Allouche et al., 2014).

Estas modificaciones estructurales en las proteinas, son desarrolladas
mediante técnicas de ingenieria de proteinas auxiliadas de procedimientos
automatizados de alto rendimiento. Por lo tanto, el conocimiento del arreglo
tridimensional de las proteinas que se desean modificar es fundamental, pues la
funcion esté estrechamente relacionada con la conformacion tridimensional definida

por la secuencia de aminoacidos que la componen (Allouche et al., 2014).
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Una vez realizada la prediccion estructural de la molécula quimérica
disefiada, resultd necesario predecir qué afectacion podria traer consigo la fusion
del PCNP al interactuar con la pared bacteriana. El software Free Maestro de

Schrodinger (https://www.schrodinger.com/products/maestro) constituyé una util

herramienta para construir estas estructuras dada a su capacidad de procesar una
gran variedad de formatos. El disefio de los ligandos hexasacarido y heteropolimero
se realizo debido a que no se encontraron estructuras completas que simularan un
fragmento de pared bacteriana en la base de datos PubChem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Desde el comienzo, la investigacion estuvo dirigida hacia la busqueda de
una endolisina proveniente de un fago que infecte a bacterias Gram-negativas.
Aunado a lo anterior, la endolisina KZ144 silvestre reunid otros criterios
fundamentales para el disefio computacional de una variante quimérica; pues se
conoce su arquitectura modular (Briers et al.,, 2007); asi como su estructura
cristalogréfica (Fokine et al., 2008). Por otro lado, se han descrito las condiciones
favorables que median su actividad enzimética Optima (Briers et al., 2007).
Adicionalmente, analisis comparativos han identificado cierta similitud del dominio
catalitico de la endolisina KZ144 con el dominio catalitico de la transglicosilasa SIt70

de E.coli y de las lisozimas (Fokine et al., 2008).

El disefio computacional de la endolisina quimérica PCNP-KZ144 estuvo
facilitada desde su inicio, por el hecho de hallarse la estructura cristalografica de la
endolisina KZ144 silvestre en complejo con el tetramero de NAG en el PDB (Fokine
et al., 2008). De esta manera, el software |-TASSER permiti6é la generacion de
modelos que permitieron determinar con elevada precision la estructura
tridimensional de la variante quimérica. Lo anterior fue posible pues el servidor I-
TASSER identifica templados estructurales de mayor puntuacion mediante
LOMETS (del inglés: Local Meta-Threading Server) del PDB, los cuales se emplean
para obtener la topologia de los modelos (Zhang, 2008). De esta manera, de los

cinco modelos obtenidos para PCNP-KZ144, se seleccioné el modelo A con
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puntuacion C (-0.21). Este valor se halla dentro del rango [-5,2] y es el mayor valor
registrado en comparacion con los demas modelos. Lo anterior informa que el
modelo A present6 los mejores valores obtenidos, referidos a los parametros de
convergencia de las simulaciones del ensamblaje de la estructura. Entonces se
concluy6 que la estructura tridimensional de la endolisina quimérica es explicada

con elevado grado de confianza por el modelo A (Figura 9A).

La visualizacion de los modelos tridimensionales de la variante quimeérica
PCNP-KZ144, obtenidos mediante I-TASSER (Figura 9), permitié observar que el
nanopéptido policatidénico se halla localizado distante del residuo Glu140, por lo que
se presume baja probabilidad de impedimento de la catélisis enzimatica, razén por
la cual se predice que la funcion de la endolisina no debiera estar comprometida

con la modificacién realizada.

Por otro lado, en la cavidad donde ocurre la catalisis, ademas de hallarse
los aminoacidos cataliticos, se encuentran otros aminoacidos necesarios tanto para
activar a los residuos cataliticos, asi como para propiciar la unién del sustrato a
través de numerosas interacciones débiles (Chavez-Planes et al, 2006). Por lo que,
mediante el analisis de las energias de afinidad del acoplamiento, pudiera
predecirse si existe afectaciéon de la actividad muralitica de la endolisina al
fusionarse con el PCNP. Las diferencias significativas entre los valores de afinidad
de los sistemas de acoplamiento endolisina quimérica_ligando y endolisina
silvestre_ligando, empleando como ligando el hexasacarido (Figura 11) o el
heteropolimero (Figura 13), pueden ser explicadas por las diferentes dimensiones
del area de busqueda en los ensayos de acoplamiento y no deberse a que la fusion
del PCNP contribuye a una conformacion tridimensional tal que interrumpa el sitio
catalitico de la endolisina. Si bien los ensayos de acoplamiento son muy Uutiles,
definitivamente los ensayos de actividad enziméatica serian los recomendados para
evaluar si la fusion del PCNP modifica la funcion de la enzima. Aun si se observase
disminucion de la actividad enzimatica en la variante quimérica; en los modelos

predictivos, la misma puede mostrar efecto antibacteriano. Los resultados obtenidos
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en determinaciones experimentales de la actividad antibacteriana de variantes
quiméricas con fusion de PCNP, reportan actividad antimicrobiana en ausencia de
permeabilizadores, por lo que sugieren los investigadores que el PCNP media la
insercion de la endolisina en la pared bacteriana hasta tener acceso al
peptidoglicano (Briers et al., 2014b).

También se predice mayor probabilidad de que la endolisina quimérica
guarde una conformacién donde el PCNP se halle expuesto a la superficie (Figura
12). El proposito de fusionar el PCNP al extremo amino terminal de la endolisina
KZ144 es favorecer la entrada de la enzima a través de la pared celular de V.
parahaemolyticus sin afectacién de la actividad muralitica. De esta manera, se
puede inferir que el nanopéptido, probablemente localizado de manera accesible al
entorno, pudiera interactuar electrostaticamente con las cargas negativas de los
fosfolipidos de la membrana externa conllevando a la desestabilizacion de esta, tal

como explican Yeaman & Yount (2003).

Los detalles estructurales de la endolisina silvestre KZ144, expuestos por
Fokine y colaboradores (2008), sirvieron como para el disefio de los ligandos
empleados en el acoplamiento en esta investigacion. Ademas, estos hallazgos
mediaron la busqueda localizada de interaccién endolisina-ligando en los ensayos
de acoplamiento, la cual estuvo dirigida en la region proxima al residuo catalitico de
la enzima. De esta manera, se logré una exploracion exhaustiva de energias de
acoplamiento endolisina-ligando, con menor esfuerzo de busqueda.

Briers y colaboradores (2014b) obtuvieron variantes quiméricas y evaluaron
la actividad enzimética para determinar si la fusion del péptido o dominio en la
estructura de la endolisina pudiera modificar su funcién, en lugar de realizar andlisis
predictivos estructurales previos a los ensayos in vitro. No obstante, los analisis in
silico facilitarian ensayar una biblioteca de variantes en corto tiempo, seleccionando
aguellas mas factibles para ser evaluadas en los ensayos experimentales. En este
sentido, recientemente se disefidé una la plataforma VersaTile mediante la cual se

disefian, construyen y se examinan un numero ilimitado de combinaciones de lisinas
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en corto tiempo (Gerstmans et al., 2020). Por lo que el empleo de esta plataforma
pudiera ser muy satisfactorio en los analisis estructurales predictivos a futuro.

Respecto a la naturaleza, se predijo numerosas interacciones van der
Waals y pocas interacciones por puentes de hidrogeno en los acoplamientos PCNP-
KZ144 hexasacarido (Figura 15) y PCNP-KZ144 heteropolimero (Figura 16, 17 y
18). Los residuos involucrados en estas interacciones débiles son considerados
importantes en la catalisis enzimatica. Pues se conoce que, los aminoacidos
involucrados en las interacciones débiles permiten fijar la molécula de sustrato al
centro activo en la posicién adecuada para que los aminoacidos cataliticos puedan
actuar (Chavez-Planes et al., 2006).

Por otro lado, para la obtencion de la construccion pcnp-kz144+pColdl, a
pesar de elegir la enzima ADN polimerasa Phusion High-Fidelity por su elevada
fidelidad, procesividad y baja tasa de error (4.4x10 errores/bp por ciclo de PCR)
(Mclnerney et al., 2014), se obtuvieron amplificaciones inespecificas (informacién
no mostrada). Lo anterior, es un aspecto importante a considerar en las etapas
iniciales de clonacién pues luego, estas amplificaciones inespecificas podrian
afectar la reproducibilidad de las técnicas posteriores (Alejos-Veladzquez et al.,
2014). Razon por la que se explord un gradiente de temperatura de alineamiento,
seleccionando la temperatura de 60°C como Optima para la obtencion de multiples
copias de este gen con la menor probabilidad de ocurrencia de amplificaciones
inespecificas (Figura 19). Por lo que se recomienda incluir la exploracion de
temperaturas de alineamiento como procedimiento rutinario en las etapas iniciales

de amplificacion.

Por otro lado, el cultivo de las células transformadas con la construccion
pcnp-kz144+pJET1.2, en medio agar LB/Amp+, permiti6 seleccionar aquellas
colonias que incorporaron el vector. Se decidié utilizar el vector pJET1.2 ya que no

requiere del sistema de seleccion de colonias blancas/azules para deteccion de

clonas positivas (https://www.thermofisher.com/). Lo anterior es posible debido a
gue este vector contiene un gen letal (eco47IR) que se activa en caso de que el

vector no incorpore el gen de interés, provocando la muerte de las bacterias
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transformadas que no hayan incorporado el inserto. No obstante, durante el proceso
de clonacién se obtuvieron clonas que no resultaron positivas luego del ensayo de
verificacion mediante el PCR de colonia (Figura 20), resultado contrario a lo
esperado. No obstante, este vector es idoneo para incorporar insertos de 6 pb a 10
kpb y pueden ligarse directamente los productos de PCR, con extremos romos
generados por la correccion de pruebas de algunas ADN polimerasas

(https://www.thermofisher.com/).

La obtencién de la construccion pcnp-kz+pColdl estuvo mas dificultada en
comparacion con la obtencién de la construccién pcnp-kz+pJET1.2. En estudios
previos, investigadores afirman que el empleo de ADN plasmidico con mayor grado
de pureza favorece la eficiencia de transformacién (Ohse et al. 1995). En nuestra
investigacion ambos ADN plasmidicos (pcnp-kz+pJET1.2 y pcnp-kz+pColdl),
empleados en las transformaciones, presentaron Optima calidad con valores
similares en la relacion Abs 2601280, por lo que las diferencias en la eficiencia de
transformacién se suponen que guarden relacion con otros factores. En este
sentido, Ohse y colaboradores (1995) luego de evaluar la relacion entre la talla del
vector y la eficiencia de transformacién de células intactas de Bacillus subtilis
ISW1214, empleando vectores con tallas moleculares de 2.9 - 12.6 kpb, observaron
una disminucién de la eficiencia de transformacion utilizando vector de mayor talla.
Si bien, los vectores pJET1.2 y pColdl empleados en nuestra investigacion
presentan una diferencia de tamafio de apenas 1 kbp, la talla del vector pudiera ser
un factor que influya en el proceso de transformacion bacteriana en las células
competentes DH5a.

Finalmente, la delecion de uno de los nucle6tidos en el gen pcnp-kz144,
disefiado para expresar la proteina PCNP-KZ144, impide el uso de la construccién
pcnp-kz+pColdl para expresar esta proteina en las células de E. coli BL21(D3). Por
tal motivo, se decidié enviar a sintetizar el gen pcnp-kz144, esta vez dentro del
vector de propagacion pUCIDT.
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X. CONCLUSIONES

El disefio computacional, mediado por herramientas bioinforméaticas, resulté
ser una metodologia ventajosa para la obtencion de la variante quimérica PCNP-
KZ144.

Los programas bioinformaticos empleados constituyeron valiosas
herramientas para la obtencién de los modelos predictivos de la estructura
tridimensional de la endolisina PCNP-KZ144.

Mediante el andlisis de los modelos de estructura tridimensional de la
variante quimérica se predice que: a) el PCNP no promueve un arreglo espacial de
la enzima que obstruya el sitio catalitico, b) el PCNP se presenta expuesto en la
superficie lo que conduce a una mayor probabilidad de interaccion con la membrana
externa.

El modelado de acoplamiento enzima-fragmento de pared bacteriana Gram-
negativa permitié predecir que la variante quimérica PCNP-KZ144 presenta la
capacidad de degradar la pared celular de células bacterianas Gram-negativas sin
empleo de permeabilizadores, lo que pudiera contribuir a potenciar su actividad
antimicrobiana en ensayos in vitro.

Las metodologias desarrolladas permitieron la obtencion de la construccion
pcnp-kz144+pColdl; sin embargo no puede emplearse esta construccion en etapas
posteriores para la obtenciébn de la endolisina quimérica PCNP-KZ144, pues

presenta una delecion.

XI. RECOMENDACIONES

Se propone continuar los andlisis computacionales de la endolisina
guimérica PCNP-KZ144 a través de la Dinamica Molecular.

Se sugiere realizar secuenciacion en cada paso de clonacion y
subclonacion.

Se sugiere optimizar el proceso de insercion de la construcion pcnp-

kz144+pColdl en las células bacterianas empleando otras metodologias de
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transformacion y de cultivo de células transformadas en medios especiales, tal que

gue favorezcan el crecimiento celular.

63



XIl. REFERENCIAS

Alejos-Velazquez, L. P., M. C. Aragon-Martinez, & A. Cornejo-Romero. 2014.
Extracciéon y purificacion de ADN. En Herramientas Moleculares Aplicadas en
Ecologia:Aspectos tedricos y practicos.

Allawi H.T. & Santa Lucia J.Jr. (1997), Thermodynamics and NMR of Internal GT
Mismatches in DNA, Biochemistry 36:10581-10594.

Allouche, D., André, |., Barbe, S., Davies, J., de Givry, S., Katsirelos, G., O’'Sullivan,
B., Prestwich, S., Schiex, T., & Traoré, S. 2014. Computational protein design
as an optimization problem. Artificial Intelligence 212: 59-79.
https://doi.org/10.1016/j.artint.2014.03.005

Aranguren Caro, L.F., Mai, H.N., Noble, B., & Dhar, AK. 2020. Acute
hepatopancreatic necrosis disease (Vpahpnd), a chronic disease in shrimp
(Penaeus vannamei) population raised in latin America. Journal of Invertebrate
Pathology 174: 107424. https://doi.org/10.1016/}.jip.2020.107424

Bai, J., Yang, E., Chang, P.-S., & Ryu, S. 2019. Preparation and characterization of
endolysin-containing liposomes and evaluation of their antimicrobial activities
against gram-negative bacteria. Enzyme and Microbial Technology 128: 40-48.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2019.05.006

Borysowski, J., Weber-Dgbrowska, B., & Goérski, A. 2006. Bacteriophage endolysins
as a novel class of antibacterial agents. Exp Biol Med (Maywood) 231: 366—-377.
https://doi.org/10.1177/153537020623100402

Briers, Y., & Lavigne, R. 2015. Breaking barriers: expansion of the use of endolysins
as novel antibacterials against Gram-negative bacteria. Future Microbiology 10:
377-390. https://doi.org/10.2217/fimb.15.8

Briers, Y., Volckaert, G., Cornelissen, A., Lagaert, S., Michiels, C.W., Hertveldt, K.,
& Lavigne, R. 2007. Muralytic activity and modular structure of the endolysins of
Pseudomonas aeruginosa bacteriophages @KZ and EL. Molecular Microbiology
65: 1334-1344. https://doi.org/10.1111/j.1365-2958.2007.05870.x

Briers, Y., Walmagh, M., Grymonprez, B., Biebl, M., Pirnay, J.-P., Defraine, V.,
Michiels, J., Cenens, W., Aertsen, A., Miller, S., & Lavigne, R. 2014a. Art-175 is

64



a highly efficient antibacterial against multidrug-resistant strains and persisters
of Pseudomonas aeruginosa. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 58:
3774-3784. https://doi.org/10.1128/AAC.02668-14

Briers, Y., Walmagh, M., Van Puyenbroeck, V., Cornelissen, A., Cenens, W.,
Aertsen, A., Oliveira, H., Azeredo, J., Verween, G., Pirnay, J.-P., Miller, S.,
Volckaert, G., & Lavigne, R. 2014b. Engineered endolysin-based “artilysins” to
combat multidrug-resistant gram-negative pathogens. MBio 5: e01379-14.
https://doi.org/10.1128/mBi0.01379-14

Chang, Y., Yoon, H., Kang, D.-H., Chang, P.-S., & Ryu, S. 2017. Endolysin LysSA97
is synergistic with carvacrol in controlling Staphylococcus aureus in foods.
International Journal of Food Microbiology 244 19-26.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2016.12.007

Cheng, G., Hao, H., Xie, S., Wang, X., Dai, M., Huang, L., & Yuan, Z. 2014. Antibiotic
alternatives: the substitution of antibiotics in animal husbandry? Frontiers in
Microbiology 5: 217. https://doi.org/10.3389/fmicb.2014.00217

Defraine, V., Schuermans, J., Grymonprez, B., Govers, S.K., Aertsen, A., Fauvart,
M., Michiels, J., Lavigne, R., & Briers, Y. 2016. Efficacy of artilysin art-175
against resistant and persistent Acinetobacter baumannii. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy 60: 3480—3488. https://doi.org/10.1128/AAC.00285-16

Doss, J., Culbertson, K., Hahn, D., Camacho, J., & Barekzi, N. 2017. A review of
phage therapy against bacterial pathogens of aquatic and terrestrial organisms.
Viruses 9: 50. https://doi.org/10.3390/v9030050

FAO. 2018. The state of world fisheries and aquaculture 2018: meeting the
sustainable development goals. The State of World Fisheries and Aquaculture.
UN. https://doi.org/10.18356/8d6ea4b6-en

Fenton, M., McAuliffe, O., O’Mahony, J., & Coffey, A. 2010. Recombinant
bacteriophage lysins as antibacterials. Bioengineered Bugs 1. 9-16.
https://doi.org/10.4161/bbug.1.1.9818

Fischetti, V.A. 2005. Bacteriophage lytic enzymes: novel anti-infectives. Trends in
Microbiology 13: 491-496. https://doi.org/10.1016/j.tim.2005.08.007

65



Fokine, A., Miroshnikov, K.A., Shneider, M.M., Mesyanzhinov, V.V., & Rossmann,
M.G. 2008. Structure of the bacteriophage @kz lytic transglycosylase gp144 *.
Journal of Biological Chemistry 283: 7242-7250.
https://doi.org/10.1074/jbc.M709398200

Gerstmans, H., Criel, B., & Briers, Y. 2018. Synthetic biology of modular endolysins.
Biotechnology Advances 36: 624-640.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2017.12.009

Gerstmans, H., Grimon, D., Gutiérrez, D., Lood, C., Rodriguez, A., van Noort, V.,&
Briers, Y. 2020. A VersaTile-driven platform for rapid hit-to-lead development of
engineered lysins. Science advances, 6(23), eaaz1136

Hermoso, J.A., Garcia, J.L., & Garcia, P. 2007. Taking aim on bacterial pathogens:
from phage therapy to enzybiotics. Current Opinion in Microbiology 10: 461-472.
https://doi.org/10.1016/j.mib.2007.08.002

Hermoso, J.A., Monterroso, B., Albert, A., Galan, B., Ahrazem, O., Garcia, P.,
Martinez-Ripoll, M., Garcia, J.L., & Menéndez, M. 2003. Structural basis for
selective recognition of pneumococcal cell wall by modular endolysin from phage
cp-1. Structure 11: 1239-1249. https://doi.org/10.1016/j.str.2003.09.005

Kazlauskas, R.J., & Bornscheuer, U.T. 2009. Finding better protein engineering

strategies. Nat Chem Biol 5: 526-529. https://doi.org/10.1038/nchembio0809-
526

Krause, R.M. 1957. Studies on bacteriophages of hemolytic streptococci : i. Factors
influencing the interaction of phage and susceptible host cell. Journal of
Experimental Medicine 106: 365-384. https://doi.org/10.1084/jem.106.3.365

Kutter, E., & Sulakvelidze, A. 2004. Bacteriophages: biology and applications. CRC
Press.

Lafferty, K.D., Harvell, C.D., Conrad, J.M., Friedman, C.S., Kent, M.L., Kuris, A.M.,
Powell, E.N., Rondeau, D., & Saksida, S.M. 2015. Infectious diseases affect
marine fisheries and aquaculture economics. Annu. Rev. Mar. Sci. 7: 471-496.
https://doi.org/10.1146/annurev-marine-010814-015646

66



Laskowski R A, Swindells M B (2011). LigPlot+: multiple ligand-protein interaction
diagrams for drug discovery. J. Chem. Inf. Model., 51, 2778-2786. [PubMed id:
21919503]

Li, M., Jin, Y., Lin, H., Wang, J., & Jiang, X. 2018. Complete genome of a novel lytic
Vibrio parahaemolyticus phage vppl and characterization of its endolysin for
antibacterial activities. Journal of Food Protection 81: 1117-1125.
https://doi.org/10.4315/0362-028X.JFP-17-278

Lim, J.-A., Lee, N., Chun, H.-S., & Chang, H.-J. 2020. Characterization of a novel
endolysin from bacteriophage infecting Vibrio parahaemolyticus, vB_VpaP_KF2.
Applied Biological Chemistry 63: 40. https://doi.org/10.1186/s13765-020-00523-
z

Lépez-Jacome, L.E., Hernandez-Duran, M., Colin-Castro, C.A., Ortega-Pefa, S.,
Ceron-Gonzalez, G., & Franco-Cendejas, R. 2014. Las tinciones basicas en el
laboratorio de microbiologia. Invest. disc. 3: 10-18.

Lukacik, P., Barnard, T.J., & Buchanan, S.K. 2012. Using a bacteriocin structure to
engineer a phage lysin that targets Yersinia pestis. Biochemical Society
Transactions 40: 1503—-1506. https://doi.org/10.1042/BST20120209

Luo, P., Yun, L., Li, Y., Tian, Y., Liu, Q., Huang, W., & Hu, C. 2018. Complete
genomic sequence of the Vibrio alginolyticus bacteriophage Vp670 and
characterization of the lysis-related genes, cwlQ and holA. BMC Genomics 19:
741. https://doi.org/10.1186/s12864-018-5131-X

Madhumathi, M., & Rengasamy, R. 2011. Antioxidant status of Penaeus monodon
fed with Dunaliella salina supplemented diet and resistance against WSSV. Int.
J. Eng.Sci.Technol. 3: 7249-7259.

Chéavez Planes M.A., Brito J. D., Pérez Lopez U., Delfin Garcia J. 2006. Temas de
enzimologia. Tomo 1. Editorial Felix Varela, La Habana.

Martinez, C., & Guevara, J.F. 2014. Ingenieria de proteinas para el mejoramiento
de enzimas. Revista digital universitaria 15: 93.

Mclnerney P, Adams P, Hadi MZ. Error Rate Comparison during Polymerase Chain
Reaction by DNA Polymerase. Mol Biol Int. 2014. doi:10.1155/2014/287430.

67



Melo-L6pez, F.N., Zermefio-Cervantes, L.A., Barraza, A., Loera-Muro, A., &
Cardona-Feélix, C.S. 2021. Biochemical characterization of LysVpKK5 endolysin
from a marine vibriophage. Protein Expression and Purification 188: 105971.
https://doi.org/10.1016/j.pep.2021.105971

Ning, H.-Q., Lin, H., & Wang, J.-X. 2021. Synergistic effects of endolysin Lysqdvp001
and e¢-poly-lysine in controlling Vibrio parahaemolyticus and its biofilms.
International Journal of Food Microbiology 343: 109112.
https://doi.org/10.1016/}.ijfoodmicro.2021.109112

Oliveira, H., Vilas Boas, D., Mesnage, S., Kluskens, L.D., Lavigne, R., Sillankorva,

S., Secundo, F., & Azeredo, J. 2016. Structural and enzymatic characterization
of abgp46, a novel phage endolysin with broad anti-gram-negative bacterial
activity. Frontiers in Microbiology 7 208.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00208

Ohse, M., Takahashi, K., Kadowaki, Y., & Kusaoke, H. (1995). Effects of plasmid

DNA sizes and several other factors on transformation of Bacillus subtilis

ISW1214 with plasmid DNA by electroporation. Bioscience, biotechnology, and
biochemistry, 59(8), 1433-1437.

R Core Team. 2021. R: A Language and Environment for Statistical Computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, http://www.r-
project.org/index.html.

Renteria M. 2007. Breve revision de los marcadores moleculares. En Eguiarte L.,
Souza V y Aguirre X (compiladores). Ecologia Molecular. SEMARNAP,
CONABIO, INE, UNAM, México D.F. 541-566pp.

Robert C. Edgar, MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and
high throughput, Nucleic Acids Research, Volume 32, Issue 5, 1 March 2004,
Pages 1792-1797, https://doi.org/10.1093/nar/gkh340

Rodriguez-Rubio, L., Chang, W.-L., Gutiérrez, D., Lavigne, R., Martinez, B.,
Rodriguez, A., Govers, S.K., Aertsen, A., Hirl, C., Biebl, M., Briers, Y., & Garcia,
P. 2016. ‘Artilysation’ of endolysin ASa2lys strongly improves its enzymatic and

antibacterial activity against streptococci. Sci Rep 6: 35382.

68


https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2021.109112
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00208

Roy A, Kucukural A, Zhang Y. I-TASSER: a unified platform for automated protein
structure and function prediction. Nat Protoc. 2010 Apr;5(4):725-38. doi:
10.1038/nprot.2010.5.

S&o-José, C. 2018. Engineering of phage-derived lytic enzymes: improving their
potential as antimicrobials. Antibiotics 7 29.
https://doi.org/10.3390/antibiotics7020029

Schuch, R., Nelson, D., & Fischetti, V.A. 2002. A bacteriolytic agent that detects and
kills Bacillus anthracis. Nature 418: 884-8809.
https://doi.org/10.1038/nature01026

Shrivastava, R., & Chng, S. 2019. Lipid trafficking across the Gram-negative cell
envelope. Journal of Biological Chemistry 294: 14175-14184.
https://doi.org/10.1074/jbc.AW119.008139

Smith, S.J., & Sutcliffe, B.T. 2007. The development of computational chemistry in
the united kingdom. Pp. 271-316 in: K.B. Lipkowitz & D.B. Boyd (eds.), Reviews
in Computational Chemistry. Hoboken, NJ, USA: John Wiley & Sons, Inc.
https://doi.org/10.1002/9780470125878.ch5

Srinivasan, R., Chaitanyakumar, A., Subramanian, P., Mageswari, A., Gomathi, A.,
Aswini, V., Sankar, A.M., Ramya, M., & Gothandam, K.M. 2020. Recombinant
engineered phage-derived enzybiotic in Pichia pastoris X-33 as whole cell
biocatalyst for effective biocontrol of Vibrio parahaemolyticus in aquaculture.
International Journal of Biological Macromolecules 154: 1576-1585.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.11.042

Tan, C.W., Rukayadi, Y., Hasan, H., Thung, T.Y., Lee, E., Rollon, W.D., Hara, H.,
Kayali, A.Y., Nishibuchi, M., & Radu, S. 2020. Prevalence and antibiotic
resistance patterns of Vibrio parahaemolyticus isolated from different types of
seafood in Selangor, Malaysia. Saudi Journal of Biological Sciences 27: 1602—
1608. https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2020.01.002

Tisadkova, L., & Godany, A. 2021. Bacteriophage endolysins and their use in
biotechnological processes. Journal of Microbiology, Biotechnology and Food
Sciences 2021: 164-170.

69



Trott, O., & Olson, A. J. (2010). AutoDock Vina: improving the speed and accuracy
of docking with a new scoring function, efficient optimization, and multithreading.
Journal of computational chemistry, 31(2), 455-461.

Upton, G. & |. Cook. 2014. A dictionary of statistics 3 ed. Oxford university press.
452 pp.

Vaara, M. 1992. Agents that increase the permeability of the outer membrane.
Microbiological Reviews 56: 395-411. https://doi.org/10.1128/mr.56.3.395-
411.1992

Varela A. y Pefia N. 2017. Transfronterizacion de enfermedades infecciosas en la

camaronicultura. Una revision. Repertorio Cientifico. ISSN 1021-6294. Vol. 20,
N° 1.

Vollmer, W., & Bertsche, U. 2008. Murein (Peptidoglycan) structure, architecture and
biosynthesis in Escherichia coli. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes 1778: 1714-1734.
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2007.06.007

Wang, I.-N., Smith, D.L., & Young, R. 2000. Holins: the protein clocks of
bacteriophage infections. Annu. Rev. Microbiol. 54: 799-825.
https://doi.org/10.1146/annurev.micro.54.1.799

Wang, J., Li, M., Xiao, J., Xu, W., & Li, C. 2017a. Hematodinium spp. infections in
wild and cultured populations of marine crustaceans along the coast of China.
Dis. Aquat. Org. 124: 181-191. https://doi.org/10.3354/daoc03119

Wang, S., Gu, J., Lv, M., Guo, Z., Yan, G., Yu, L., Du, C., Feng, X., Han, W., Sun,
C., & Lei, L. 2017b. The antibacterial activity of E. coli bacteriophage lysin lysep3
is enhanced by fusing the Bacillus amyloliquefaciens bacteriophage endolysin
binding domain D8 to the C-terminal region. J Microbiol. 55: 403-408.
https://doi.org/10.1007/s12275-017-6431-6

Wang, W., Li, M., Lin, H., Wang, J., & Mao, X. 2016. The Vibrio parahaemolyticus-
infecting bacteriophage qdvp001: genome sequence and endolysin with a
modular structure. Arch Virol 161: 2645-2652. https://doi.org/10.1007/s00705-
016-2957-x

70


https://doi.org/10.1128/mr.56.3.395-411.1992
https://doi.org/10.1128/mr.56.3.395-411.1992

Yan, G., Liu, J., Ma, Q., Zhu, R., Guo, Z., Gao, C., Wang, S., Yu, L., Gu, J., Hu, D.,
Han, W., Du, R., Yang, J., & Lei, L. 2017. The N-terminal and central domain of
colicin A enables phage lysin to lyse Escherichia coli extracellularly. Antonie van
Leeuwenhoek 110: 1627-1635. https://doi.org/10.1007/s10482-017-0912-9

Yang, H., M. Wang, J. Yu & H. Wei. 2015. Antibacterial activity of a novel peptide-
modified lysin against Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa.
Front microbiol, 6, 1471.

Yeaman, M.R., & Yount, N.Y. 2003. Mechanisms of antimicrobial peptide action and
resistance. Pharmacol Rev 55: 27-55. https://doi.org/10.1124/pr.55.1.2

Zermefio Cervantes, L.A. 2019. Evaluacion de la sensibilidad de Vibrio
parahaemolyticus a las endolisinas KZ144 y LysPA26 en conjunto con
permeabilizadores de membrana. Tesis. Instituto Politécnico Nacional. Centro
Interdisciplinario de Ciencias Marinas.
http://www.repositoriodigital.ipn.mx//handle/123456789/26325

Zhang, Y. 2008. I-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC
Bioinformatics 9: 40. https://doi.org/10.1186/1471-2105-9-40

71



XIll. MATERIAL SUPLEMENTARIO

Anexo 1. Mapa del vector de clonacién pJET1.2/blunt linearizado con Eco32I
(EcoRV) (nimero de acceso en GenBank/EMBL EF694056).

blunt-end
PCR product
Xbal

pJET1.2/blunt
2974 bp

La numeracién de los 2974 pb sigue el sentido contrario de las manecillas del reloj.
Contiene las secuencias: (1) P T7 (305-324) es el promotor de la T7 ARN
polimerasa para la transcripcién in vitro del inserto clonado. (2) eco47IR (753-16)
es un gen letal el cual permite la seleccion positiva del plasmido recombinante. (3)
lacUV5 (892-769) es el promotor del gen Plac modificado para la expresion del gen
eco47IR a nivel suficiente que permita la seleccion positiva. (4) la secuencia rep
pMB1 (762-1148), responsable de su replicacion del plasmido pJET1.2. (5) la
secuencia bla (ApR) (2782-1922), gen que codifica a la proteina -lactamasa, que

confiere resistencia al antibiético ampicilina.
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Anexo 2. Mapa del vector de expresion pColdl

sitio de multiple clonacién
sitio Factor Xa

etiqueta de His
elemento potenciador de la traduccidn

- promotor cspA
e

pCold I DNA
(4407bp)  F

ﬂcdﬁlmt

S |

Este vector contiene 4 407 pb y contiene el promotor cspA para la eficiente
expresion proteica, una region “downstream” 5' no-traducida (5' UTR), un operador
lac, un gen gue confiere resistencia a la ampicilina, el origen de replicacion ColE1,
un fragmento M13 IG, un sitio de multiple clonacién (MCS), el elemento potenciador
de la traduccion, una secuencia codificadora de varios residuos de histidinas y un

sitio de clivaje del Factor Xa.

Anexo 3. Alineamiento multiple de la secuencia pcnp-KZ144.

J12R RC ~ —mm————- ATGGCTGGGGAAGCTTGCAAAGCAAAA----AATGATGCTATAGCTGAACTC

N
[ee]

C17R_RC -—-TATGGAATGGCTGAGGGAACTTGCAAAGCAAAAAAATGA-———— TGGCTAATAGCATG

(S INE, ]
o W

CllAR RC ~ ——————- ATGGCTTGAGGGAAGTTGCAAAGC---AAAAAAATGATGCTATAGCATGACCA
JI3R_ RC mmmmmm———————— AGGAAACCTTGCAAAGC---AAAAAATGGATGCTATATGCTGACGT

i
w

J11R_RC TGGTTTAAGAATGCTGAGGAACTTGCAAAGCAAAAAAAATTGAATGCTATAGCTGAACTT

U o
~ O

CTR_RC -—--TAAAGGAATGGCTGAGGGAAGCTTGCAAAGCAAAAAAATGATGCTATATCATGACCA
Gen_sintético ——-----—-mmmmmmmooo o
MacroGen = mm T
JLLE
CITE e
CTE T
JLI2F o
T13F e

o O O o o o o o

CLIAF e

73



J12R RC
C17R _RC
C11AR RC
J13R RC
J11R RC
C7TR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

J12R_RC
C17R_RC
C11AR RC
J13R_RC
J11R RC
CTR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

J12R_RC
Cl17R_RC
Cl1AR RC
J13R_RC
J11R_RC
C7TR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

-—-—-TCAAAATTAA----TTTTATAAAATTCCTGTCTCAGT-TCTGAAGC--TGCTCTAA
ACTCTCAAAATTTAAATTTTTAATAAAAATCCTGTCTCAGTTTCTGAAGCTTGCTCTA-—
TCTC--AAAATTTAAATTTTTA-ATAAAATCCTGTCTCAGTTTCTGAAGCTTGCTCTAAA
TC----TTCAATTAAATTTTTAATAAAATCCTGTCTTCAGTTTCTGAAGCTTGCTCTA-~
TCTTCAAAATTTAAATTTTTAATAAAATTCCCTGTCTCAGTTTCTGAAGCTGCTCTAA-—
TCTTCAAAAATTAAATTTTTAATAAAAATCCCTGTCTCAGTTTCTGAAGCTGCTCTAA-—-

ACCTCGTTCAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATA-TTAGC
AACTCGTTCAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATA-TTAGC
CCTCGTTCAAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATATTTAGC
AACTCGTTCAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATATTTAGC
ACCTCGTTCAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATATTTAGC
ACCTCGTTCAAAAAAAATGCAGAATAAAGTTGGTCAAGAGGAACATATTGAATATTTAGC

TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACACACGCCACCTACAA-CGGTTCTGA
TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACTA--CAACGGTTCTGA
TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACCTACAACGGTTCCTGA
TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACCTACAACGGT-TCTGA
TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACCTACAACGGTTCCTGA
TCGTAGTTTTCATGAGAGTCGATTGCCAAGAAAACCCACGCCACCTACAACGGTTCCTGA
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TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG
TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG
TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG
TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG
TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG
TGAGGTGGTTAGCATAGTTCTTAATATAAGTTTTAATATACAGCCTGAAAATCTTGAGAG

AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA
AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA
AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA
AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA
AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA
AATAAAAGAAGAACATCGATTTTCCATGGCAGCTGAGAATATTGTAGGAGATCTTCTAGA

AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAAAAGTATTACG
AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAAAAGTATTACG
AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAARAGTATTACG
AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAAAAGTATTACG
AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAAAAGTATTACG
AAGATGGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCAAAARAGTATTACG
————— GGTCGGAATTCCATATGAAACGCAAGAAACGTAAGAAACGCARAAAAGTATTACG
—————————————————————————————— CAGGGTTAAGCAACGCAAAAAAGTATTACG
———————————————————————————————————————— CTGTACGCAAAAAGTATTAC
—————————————————————————————————————— CRAAWGAMGCAAAAGTATTACG
———————————————————————————————————————— TGAMCGCAAAAAGTATTACG
———————————————————————————————————————— TRCACGGCAAAAAGTATTAC
——————————————————————————————————————————— TGACGCAAAAGTATTAC
——————————————————————————————————————————— TCTCGCAAAAGTATTAC

* k% *

75

275
288
287
276
298
295

o O O O o o o

335
348
347
336
358
355

o O o o o o o

395
408
407
396
418
415
55
30
20
22
20
20
17
17



J12R RC
C17R _RC
C11AR RC
J13R RC
J11R RC
C7TR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

J12R_RC
C17R_RC
C11AR RC
J13R_RC
J11R RC
CTR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

J12R_RC
Cl17R_RC
C11AR RC
J13R_RC
J11R_RC
C7TR_RC
Gen_sintético
MacroGen
J11F
Cl7F

CTF

J12F
J13F
Cl1AF

CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATGTGGCTA
GCAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAARTTTWTGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTWAAATTTATGTGGCTA
CAAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTWRAATTTATGTGGCTA
GCAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTTATKTGGCTA
GCAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATYTWTIGTGGCTA
GCAAGGCGATAGGGGTGATGAGGTATGTCAACTCCAGACACTCTTAAATTWATGTGGCTA
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TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
TGATGTTGGAAAGCCAGATGGTATTTTTGGAAATAACACCTTTAATCAGGTAGTTAAATT
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TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
TCAAAAAGATAATTGTCTAGATAGTGATGGTATTGTAGGTAAGAATACTTGGGCTGAATT
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ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATTCTCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
ATTCAGTAAATATT-TCCACCTATTCCTTATAAAACTATCCCTATGCCAACTGCAAATAA
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ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
ATCACGTGCAGCTGCAACTCCAGTTATGAATGCAGTAGAAAATGCTACTGGCGTTCGTAG
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CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
CCAGTTGCTACTAACATTTGCTTCTATTGAATCAGCATTCGATTACGAAATAAAAGCTAA
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GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
GACTTCATCAGCTACTGGTTGGTTCCAATTCCTTACTGGAACATGGAAAACAATGATTGA
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AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
AAATTATGGCATGAAGTATGGCGTACTTACTGATCCAACTGGGGCATTACGTAAAGATCC
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ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
ACGTATAAGTGCTTTAATGGGTGCCGAACTAATTAAAGAGAATATGAATATTCTTCGTCC
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TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
TGTCCTTAAACGTGAACCAACTGATACTGATCTTTATTTAGCTCACTTCTTTGGGCCTGG
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TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
TGCAGCCCGTCGTTTCCTGACCACTGGCCAGAATGAATTAGCTGCTACCCATTTCCCAAA
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AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTTT-TTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATTTT--TTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCACTATT--TTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTT-TTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
AGAAGCTCAGGCAAACCCATCTATTTTTTATAACAAAGATGGGTCACCTAAAACCATTCA
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AGAAGTTTATAACTAATGGA -~ === === === === m— e mm oo oo
AGAAGTTTATAACTAATGGAAAGG-——— == === === === ————m— o
AGAAGTTATAACTAAGAGAAAGCTAG-——=——————————————————— o
AGAAGTTTATAACTAATGGATAACG- === === === === —————— o
AGAAGTTTATAACTAAGAGAAG=—= === === === = —m oo
AGAAGTTTATAACTTAATGGA - ——=——— === ——— == —m— oo
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC
AGAAGTTTATAACTTAATGGATGGTAAAGTTGCAGCACATAGAAAATAAGGATCCCCAAC

Kk KKk KKK *

CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAA-AACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG
CATCTTGCTGAAAAACTCGAGCCATCCGGAAGATCTGGCGGCCGCTCTCCCTATAGTGAG

TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGCTGAATTTTTT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
TCGTATTACGCCGGATGGATATGGTGTTCAGGCACAAGTGTTAAAGCAGTTGATTTTATT
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CTCCATGATGAAAAATTCATGAGGGGAACTGT----CCGAGGTAACGATAAGGAGAT-CC
CACTATGATGAAAA-AAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC
CACTATGATGAAAAAAAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC
CACTATGATGAAAA-AAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC
CACTATGATGAAAA-AAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC
CACTATGATGAAAA-AAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC
CACTATGATGAAAAAAAACAATGAATGGAACCTGCTCCAAGTTAAAAATAGAGATAATAC

CGAAAACTTCCTGAGTAATTAACACCGTATATACTTACAAAAACTATGTATGAGTGTCTC
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATATACA--AC----ATAAAAAAATGGTTT
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATAATAC--AACAATAAAAAAAATGGGTTT
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATAATAC--AACAATAAAAAAA-TGGGTTT
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATAATAC--AACAATAAAAAAA-ATGGTTT
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATAATAC--AACAATAAAAAAA-ATGGTTT
CGAAAACTCATCGAGTAGTA-AGATTAGAGATAATAC--AACAATAAAAAAA-ATGGTTT

GGAAATAGGTCAAAAAACTGCCACATCCGATCACCGATATCCTTCGATCTTTTTAGTCTA

AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT———————— GGGACA--TTTTCCAGATGA
AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT-———---—— TGGGGACATTTTCCAGATGA
AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT-——————— GGGACA-TTTTCAGATG--A
AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT-——————— GGGACA-ATTTTCCAGATGA
AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT-———----— GGGACA-TT-TTCCAGATGA
AGAACTTACTCACAGCGTG-ATGCTACTAATT-——————— GGGACA-ATTTTCCAGATGA
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AAAAAACCTACCTCTATCCGTATCCCTCCTTACCTTTTTTTGTCGCTTTATTTGTGC-CG
GTATCATCTAGATTAATGAGAGACTCTAGCTTTGTAA-—--—-—— AATATTGCTGATT--AT
GTATCATCTAGATTTAAAATGAAGAGACTCAGAGCTTTTGATAAAAATTATTTGGCAAAA
GTATCATCTAGATTAATGAAGAGAC-TCG-AAGCTTTTTGCTAAAAATTATTGGCAAAAT
GTATCATCTAGATTAAATGAGGAGACTCAGAAGCCTTTTGGTAAATTTAATTTGGGCAAA
GTATCATCTAGATTAAATGAGAGACTCAGA---GCTTTTGGTAAAATTATTTGGGCAAA-
GTATCATCTAGATTAATGAGAGACCTCMGA---GCTTTTGGTAAAAATTATTTGGGCAAA

ATATTTCGG---——---— CTGCAGGGGGTCG-———==——===——=———————————————
ATATTATTA---——=---— ATTCCGGGCCTTG= == === == === === === == —— = ———
AATA-—-TT---——=-—-— AGTTCC === == === m——mmm—mmm e
ACTATTATA---——---— ATTTCCGGCCTKCMAG-————-——=—=——=————————————
~ATATATAA---——=---— TTCGGCKGGCCARA ==~ == === === === —————————
AATATATAA---——=——-— TTCGGCTKGCCAAGGC—= === ====—= === === ===
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