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RESUMEN

En este trabajo se utilizé al zigomiceto, Rhizopus oryzae, que fue aislado de un
aserradero en Puebla a partir de suelo contaminado con pentaclorofenol (PCF), un
xenobidtico de alta persistencia y toxicidad que se encuentra en el medio
ambiente. Se ha demostrado que este hongo produce enzimas especializadas,
involucradas en la degradacién de toxicos provenientes de efluentes industriales,

entre ellos el PCF.

En el presente trabajo se realizé un analisis de expresion diferencial de las
proteinas intracelulares de R. oryzae, al crecer al hongo en presencia y ausencia de
PCF con la finalidad de identificar las proteinas que se estén expresando en
presencia del PCF y tratar de relacionarlas con los metabolitos encontrados

producto de su degradacion.

Mediante la utilizacion de la técnica de electroforesis bidimensional para la
separacion de las proteinas, se obtuvo el perfil proteémico de ambas condiciones
analizadas. Se realiz6 el andlisis de los perfiles obtenidos con el software PDQuest
y se escindieron los spots que se expresaron solo cuando era adicionado PCF al
medio de cultivo y algunos que se dejaban de expresar después de ser adicionado
el contaminante, posteriormente se mandaron a analizar con la técnica de
espectrometria de masas MS/MS para su secuenciacion y posterior identificacion

de las proteinas.

De las proteinas que se identificaron correspondientes a aquellos spots que solo se
expresaron cuando se adicionaba el PCF al medio de cultivo, se encontré que la
mayoria estaba relacionada con la respuesta al estrés que provoca el contaminante
en el microorganismo, ademas de algunas enzimas con actividad oxidorreductasa
que posiblemente podrian estar relacionadas con la formacién de un metabolito
producto de degradacion del PCF, el pentacloroanisol que ya ha sido identificado

con anterioridad.
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Se demostro el porque el hongo deja de crecer al momento de adicionar el PCF al
medio de cultivo, ya que los spots que se dejan de expresar al momento de
adicionar el contaminante, corresponden a proteinas involucradas en el
metabolismo energético del hongo. Cabe reiterar que se encontraron mas de una
proteina por spot, por lo que es recomendable realizar en estudios posteriores
geles de 13 centimetros con la finalidad de obtener una identificacion de las

proteinas con una mayor precision.
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ABSTRACT

We study Rhizopus oryzae ENHE, a zigomycete isolated of a sawmill industry of
Puebla in which floors are contaminated with pentachlorophenol (PCP), one of
xenobiotics with main persistence and toxicity present in environment. This
fungus produce enzymes involves in the degradation of xenobiotic toxics derived

from waster water industry like PCP.

In this work, we analyze the differential expression of intracellular proteins from
R. oryzae ENHE, which was cultivated in the absence and presence of PCP. The aim
of analysis was to identify the expression of proteins associated to the presence of
PCP and related them with the generated metabolites resulting from the xenobiotic

degradation.

The proteomic profile of both conditions was performed with 2D-electrophoresis
assays. The profiles were analyzed by PDQuest software and the identified spots
expressed only under the presence of PCF were cleaved. We also isolated several
spots that were suppressed in the presence of the pollutant. The identification of

these proteins was achieved by mass spectrometry sequencing.

It was found that the expressed proteins with PCP are related to stress response
induced by the pollutant over the microorganism. We also identify some
oxidoreductases enzymes probably related with the metabolites generation of PCP
degradation. Moreover, the suppressed proteins in the presence of PCP correspond
to enzymes involved in the energetic metabolism of fungus; strongly suggesting

that their lost probably induce to this organism turns to the lag phase.

For the relevance to comment is that we found more than a protein to each one
spot, therefore, it is recommended for later studies the employ of 13 cm gels in

order to separate the proteins in 2D-electrophoresis with better resolution.
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Introduccion

1. INTRODUCCION.

Existen una gran variedad de microorganismos en el medio ambiente, éstos
pueden provenir de fuentes naturales como rios, mares, lagunas, suelos entre
otros. Muchos de ellos han sido utilizados para beneficio de los seres

humanos.

Estos microorganismos generalmente son aislados de sus fuentes nativas, para
posteriormente estudiar sus condiciones de crecimiento y produccion de tal
forma que se consigan obtener productos (como metabolitos primarios,
metabolitos secundarios, enzimas) que puedan ser utilizados en diferentes
industrias como por ejemplo alimenticia, farmacéutica, textil, asi como en

procesos de biorremediacion entre otras.

Una gran rama de la investigacibn se ha dedicado al aislamiento de
microorganismos a partir de efluentes y suelos contaminados con compuestos
toxicos. Se ha observado que estos microorganismos son capaces de crecer
en ese ambiente y, por lo tanto, pueden utilizar y/o degradar los compuestos
toxicos presentes en su medio (Singh y col., 1999).

La aplicacion de algunos microorganismos para la remocion de una gran
variedad de compuestos toxicos (de origen natural o sintético) ha despertado
interés en el ramo de la biotecnologia ambiental. Este proceso, conocido como
biorremediacion, permite que algunos microorganismos degraden dichos
compuestos ya sea involucrando rutas bioquimicas secundarias o bien
empleandolos como Unica fuente de carbono y energia, o removiendo dichos
compuestos por procesos como la biosorcion (Commandeur, 1991; Turco y
col., 2003).

1.1 COMPUESTOS TOXICOS

En nuestros dias, los seres humanos y su entorno estamos sufriendo las
consecuencias de la contaminacion ambiental por la presencia de compuestos

toxicos naturales y xenobidticos, estos ultimos creados por el hombre. Ejemplo

|
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Introduccion

de estos son los herbicidas, pesticidas, insecticidas y conservadores utilizados
para evitar el ataque microbiano, combatir plagas y preservar los materiales.
Por otro lado, existen varios procesos industriales que generan, como residuo
de sus procesos, compuestos toxicos para los seres vivos. Algunos de estos
tipos de compuestos son clorofenoles, bifenilos policlorados, hidrocarburos
aromaticos clorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos y colorantes tipo azo
(Sutherland, 1992; Bumpus y col., 1993; Reedy, 1995; Esposito, y col., 1998;
Szewczyk, y col., 2003). Por ejemplo, en el caso de la industria papelera se
forman compuestos téxicos como los clorofenoles, entre ellos el

pentaclorofenol (PCF) (Wegman y Hofstee, 1979).

1.2 PENTACLOROFENOL (PCF)

Los clorofenoles son un grupo de compuestos contaminantes encontrados en
el aire, suelo y agua. Este tipo de compuestos se encuentra como producto
secundario en las aguas de desecho de diversos efluentes industriales, como
el efluente del blanqueo de la pulpa, durante el proceso de fabricacion de
papel. EI PCF (Fig. 1) pertenece a la familia de los clorofenoles, es soluble en
disolventes organicos polares y presenta solubilidad limitada en agua y en
disolventes no polares. Es un solido de color café grisaceo cuando su pureza
es limitada, y cristalino de color blanco, con un punto de fusiéon de 190°C,

cuando su pureza es superior al 98% (Seiler, 1991).

En un principio, el PCF fue sintetizado para la eliminacion de una gran variedad
de plagas (plantas indeseadas, algas, insectos, hongos, bacterias, etc.)
(Crosby, 1981), también fue usado como conservador de la madera. Debido a
que es toxico y recalcitrante, es considerado dentro de los principales
contaminantes por la Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados
Unidos de Norteamérica -US Environmental Protection Agency (EPA)- (Keither
y Teilard, 1979; Moos y col., 1983). Actualmente su uso ya esta prohibido en la
mayoria de los paises industrializados y solo se permite su uso en maderas

destinadas a fabricacion de barcos.
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Las propiedades fisico-quimicas que presenta lo vuelven muy persistente en el
ambiente por lo que su eliminacion es muy dificil. (Roy, 1997; Fahr y col.,
1999).

Cl Cl

HO Cl

Cl Cl

Figura 1. Estructura quimica del Pentaclorofenol (Tomada de
http://www?2.inecc.gob.mx/publicaciones/libros/447/cap4.html).

1.3 TOXICIDAD DEL PCF

El uso desmedido del PCF durante el siglo XX causd que este xenobidtico se
volviera ubicuo en el medio ambiente y por consiguiente se mantuviera en
contacto directo con el ser humano y otros organismos. La principal via de
exposicion para el ser humano es a través del consumo de agua o alimentos
contaminados (Hattemer y Travis, 1989) y el contacto dérmico directo con el
contaminante a través de suelos contaminados u objetos de madera tratados,
todo ello sumado a Ila inhalacion del plaguicida, ha contribuido
considerablemente a la intoxicacion de los seres humanos (Demers y col.,
2006; Meissner y Schweinsberg, 1996; Fernandez y col., 2004).

En el cuerpo humano, el PCF es absorbido a través del tracto gastrointestinal o
por la piel. Después de la absorcion, el PCF se distribuye a todos los tejidos y
organos (principalmente el higado), y a fluidos corporales como sangre, orina,
fluidos seminales y leche (Geyer y col., 1987). A nivel celular, el efecto toxico
del PCF se relaciona con la disminucion de la sintesis de ATP por medio del
desacoplamiento de la fosforilacibn oxidativa (Weinbach, 1954; Weinbach,
1956; Escher y col., 1996); también se ha comprobado que puede llegar a
formar aductos con nucleosidos y nucleétidos en el ADN (Vaidyanathan y col.,

|
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Introduccion

2007). Es por esta ultima actividad citotoxica que el PCF es clasificado como
probable carcinbgeno humano por la agencia de proteccién ambiental de los
Estados Unidos (U.S. EPA).

Por la toxicidad del PCF y la acumulacion en suelo y agua debido a su dificil
degradacion, se han realizado gran cantidad de estudios para degradarlo y/o
removerlo. Entre estos estudios estan los basados en la biotecnologia, es decir
mediante la intervencion de microorganismos, obteniéndose hasta ahora
valiosos resultados que, mediante el apoyo de conocimientos aportados por

disciplinas afines, permitirdn aplicarlos en casos reales.

En afos recientes, se ha demostrado que los hongos juegan un papel
importante en la eliminacion de residuos peligrosos y pueden utilizarse en la
biorremediacion de sitios contaminados (Montiel y col., 2004; Marcial y col.,
2006). Por esta razén el estudio de este tipo de microorganismos es una

oportunidad para mejorar la calidad del medio ambiente en el planeta.

1.4 Rhizopus oryzae.

Rhizopus oryzae es un hongo filamentoso perteneciente a los Zigomicetos, del
orden de los mucorales. El género Rhizopus se establecié por primera vez en
1820 con la descripcion de Rhizopus nigricans (Ehrenberg, 1820), y es
conocido por producir una gran variedad de metabolitos (acidos organicos)
tales como acido lactico, acido fumarico y en menor media acido malico,
ademas de etanol y enzimas hidroliticas (glucoamilasas, poligalacturonasas)
(Takahashi y col., 1978; Hang, 1989; Carta y col., 1999; Saito y col., 2003;
Maas y col., 2006; Thongchul y col., 2010; Prescott y Dunn, 1959). R. oryzae se
utiiza a menudo en Asia para la fermentacion de alimentos y para la
fabricacion de bebidas alcohdlicas y alimentos como el ragi y el tempeh
(Hesseltine, 1983).

Las cepas de R. oryzae son generalmente consideradas seguras, sin embargo,

R. oryzae también se conoce por ser un patbgeno humano oportunista y tiene
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una alta prevalencia en infecciones cutaneas (Roden y col., 2005; Ribes y col.,
2000).

R. oryzae tiene una distribucion mundial con una elevada prevalencia en las
regiones tropicales y subtropicales. Se ha aislado a partir de muchos sustratos,
incluyendo una gran variedad de suelos, materia organica en descomposicion y
estiércol (Domsch y col., 1980). Es capaz de crecer en una amplia gama de
fuentes de carbono, por ejemplo, glicerol, etanol, acido lactico, glucosa,
manosa, fructosa, sacarosa, xilosa, celobiosa, acidos grasos, y aceites (Ban y
col., 2001;. Maas y col., 2006; Park y col., 2004; Skory, 2000; Yin y col., 1997).
Todos los azucares mencionados se han utilizado como sustrato para la
produccion de &cido lactico o fumarico. Por otra parte, R. oryzae tiene
actividades amilolitica (Amadioha, 1998), xilanolitica (Bakir y col., 2001),
pectinolitica (Saito y col., 2003), y celulolitica (Amedioha, 1993; Murashima y
col., 2002; Karmakar y Ray, 2010), permitiéndole la conversién de residuos
agricolas poliméricos. Es capaz de crecer bien en un amplio rango de
temperatura (hasta 40 °C) y de pH (de 4 a 9), lo que indica un comportamiento

robusto y un alto potencial de aplicacién en procesos de biorremediacion.

La morfologia del género Rhizopus se caracteriza por la formacion de
esporangioforos, y se clasifica principalmente por el tamafio de esporangios y
esporangiosporas, asi como por la ramificaciéon del rizoide (Fig, 2). Se han
establecido tres grupos: el grupo stolonifer, R. oryzae, y el grupo microsporus,
con la re-integracion de muchas especies (Yuang y Jong, 1984; Schipper y
Samson, 1994; Weitzman y col., 1996).
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Fig. 2 Morfologia del género Rhizopus (Tomada de
https://es.wikipedia.org/wiki/Rhizopus).

1.5 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS TOXICOS

La eliminacion de compuestos toxicos (sintéticos y naturales) puede darse de
forma natural, ya sea por medios abidticos (quimicos o fisicos) y/o biéticos (por
la intervencién de microorganismos y plantas). La eliminacién abidtica puede
ser por foto-descomposicion, volatilizacion a la atmodsfera, percolacion e
intercambio suelo y agua. La eliminacion biotica puede ser por biosorcion y/o
biodegradacion, esta ultima se refiere a la transformacion de los toxicos por
medio de plantas y microorganismos (aerobios y anaerobios) convirtiéndolos en
otras moléculas, y en el mejor de los casos la mineralizacién, es decir la

formacion de COz2, H20 e iones inorganicos (Prince, 2003; Duay col., 2002).

Muchas especies microbianas del suelo y ambientes acuaticos son capaces de

transformar diversos compuestos toxicos que se acumulan en el ambiente. En
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este estudio nos enfocaremos a la capacidad que presentan los hongos

filamentosos.

Varias especies de basidiomicetos, tanto hongos de pudriciéon blanca como
café, tienen la capacidad de degradar una gran cantidad de contaminantes
ambientales como hidrocarburos, colorantes de tipo azo, nitrotoluenos, bifenilos
policlorados y clorofenoles como el pentaclorofenol (Aitken, 1993; Nicell, 1993).
Como ejemplos de hongos de pudricién café se puede mencionar a Tyromyces
palustris, Coniophora puteana, Gloeophyllum trabeum, y de pudricidon blanca a
Bjerkandera sp., Phlebia radiata, Ceriporiopsis subvermispora, Pleurotus
eryngii, P. ostreatus, Trametes versicolor y Phanerochaete chrysosporium, el
cual ha sido de los mas estudiados (Bumpus, 1993; Rabinovich y col., 2004;
Eriksson y col., 1990; Moreira y col., 1997; Scott y col., 2003).

La capacidad de degradar compuestos xenobiodticos no se limita tan solo a los
basidiomicetos, se han encontrado otros hongos de las Clases Ascomicetos y
Zigomicetos que son capaces de degradar este tipo de compuestos en altas
concentraciones, por ejemplo, hongos del género Fusarium, Candida, Agaricus
y Rhizopus (Lamar, 1992; Chivukula y col., 1995; Nagarathama y Bajpai, 1999;
Tomasini, y col. 2001). Estos hongos presentan algunas ventajas sobre los
basidiomicetos, en cuanto a su velocidad de crecimiento y sistemas

enziméaticos diferentes.

Szewczyc y Dlugdnski (2009), estudiaron la degradacion de PCF utilizando
Mucor ramosissimus en medio Sabouraud, encontrando concentraciones traza
de 2,3,5-6-tetraclorofenol (2,3,5-6-TCF); 2,3,4-6-tetraclorofenol (2,3,4-6-TCF); y
pentacloroetoxibenceno (PCEB) después de siete dias de incubacion. La
transformacion del PCF a tetraclorohidroquinona (TCHQ) por el hongo fue
adjudicada a un sistema enzimatico inducible asociado con un citocromo P-
450, sugiriendo que la degradacion del PCF por M. ramosissimus puede darse
por dos vias. En la primera, existe una insercion de grupos hidroxilo en el anillo
aromatico con una simultdnea remocion de iones cloro (decloracién oxidativa),
mientras que en la segunda los grupos hidroxilo de los clorefenoles son

metilados formando anisoles (Fig. 3).

|
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Fig. 3 Esquema de reaccién en la degradacion de PCF por M. ramosissimus IM
6203 (Szewczyc y Dlugbénski, 2009). Donde I: pentaclorofenol; Il
tetraclorohidroquinona,; [I: 2,3,5,6-tetraclorofenol; IV: 2,3,5,6-
tetraclorometoxibenceno; V: pentaclorobenceno; VI: pentacloroanisol; VII:

pentacloroetoxibenceno; VIII: 2,3,4,6- tetraclorofenol.

Posteriormente, Carvalho y col. (2011) utilizando como modelo a Mucor
plumbeus identificaron los intermediarios formados durante la degradacion de
PCF. Estos intermediarios fueron principalmente moléculas conjugadas
producto de un metabolismo de degradacién en fase Il (glucosa-PCF, glucosa-
TCHQ, ribosa-TCHQ, sulfato-TCHQ, glucosa-TrCHQ); aunque también se
identificaron moléculas di-conjugadas (sulfato-glucosa-PCF y sulfato-
glucosaTCHQ) y clorofenoles libres, tales como: tetraclorohidroquinona (TCHQ)
y 2,3,6- triclorohidroquinona (2,3,6-TrCHQ). Sin embargo, no correlacionaron la
degradacion del PCF con la actividad de enzimas extracelulares ni tampoco

con la del citocromo P-450.

Por su parte, Ledn-Santiesteban y col. (2014) demostraron que la degradacion
del PCF por R. oryzae ENHE se lleva a cabo principalmente en el interior de las
células y escasamente en el caldo de cultivo. Ademas, encontraron que en un
medio minimo con 2 mg de PCF, glucosa y (NH4)2SO2, como fuentes de
carbono y nitrégeno, R. oryzae produjo 0.116 pg de pentacloroanisol, 10.46 ug
de compuestos aromaticos clorados y 6 compuestos mas, uno de ellos
aparentemente 2,3,4,6-tetraclorofenol. Los mismos autores reportaron indicios

de que el otro compuesto es un lactato del PCF y los otros 4 no fueron
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identificados. Sin embargo, al utilizar al acido glutamico y NaNOs como fuentes
de carbono y nitrdgeno, encontraron que el hongo produjo 6.81 ug de
pentacloroanisol, 2.89 ug de compuestos aromaticos clorados entre ellos el
triclorohidroquinona y el 3,4,5-triclorofenol, mas un compuesto no identificado
en la biomasa y tres compuestos no identificados en el caldo de cultivo, estos
altimos con un bajo nivel de deteccion. También se cultivd a R. oryzae en un
reactor de tanque agitado, y los resultados indicaron que posiblemente algunas
variables de cultivo controlables en un reactor, tales como la aireacion y la
agitacion, pueden influir en la formacion de productos de degradaciéon de PCF

gue no son facilmente observables en un cultivo en matraz.

1.6 PROTEOMICA.

La protedmica es un poderoso meétodo de analisis para el estudio de muestras
proteicas complejas. Es una tecnologia relativamente reciente que comenzo a
usarse a finales de los afios 70 como herramienta analitica para la separacion
y caracterizacion proteica (O’Farrell, 1975; Bravo y Celis 1984). El proteoma es
el total de proteinas codificadas por el genoma; el término proteoma fue
mencionado por primera vez por Marck Wilkins en 1994 (Wilkins y col., 1996;
Poon y col., 2001). A diferencia del genoma que es esencialmente constante a
lo largo de la vida, las proteinas se expresan y modifican en los organismos
dependiendo del estado metabdlico o de la etapa del desarrollo. Por esta
razon, el proteoma presenta un caracter dinamico que permite estudiar y

entender cambios y procesos fisioldgicos o patoldgicos (Gariglio y col., 2010).

La proteémica permite realizar el andlisis del conjunto de todas las proteinas
presentes en una muestra (célula, tejido, érgano o fluido y en cualquier muestra
que contenga proteinas) en un momento dado. Ademas permite identificar
modificaciones post-trasduccionales, producto de cambios fisiologicos o

fisiopatoldgicos.
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1.7 HERRAMIENTAS DE LA PROTEOMICA.

Una de las principales herramientas de la protedmica es la electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE) (Anderson y col., 2000;
Celis y col., 1998). Esta técnica constituye actualmente el método mas eficiente
para la separacion de mezclas proteicas muy complejas, hasta de miles de
proteinas, en un solo experimento. La 2D-PAGE se ha venido utilizando desde
hace tres décadas, y esta basada en la separacion de las proteinas en funcion
de su carga en primera instancia (primera dimension), seguida de la separacion
de las proteinas por su masa molecular (segunda dimensién). La separacion en
la primera dimensién se realiza mediante isoelectroenfoque, técnica en que las
proteinas migran y se separan en un gradiente de pH hasta alcanzar una
posicion en la que su carga neta es cero, es decir, su punto isoeléctrico (pl). En
la segunda dimension, las proteinas se separan por su masa molecular
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (Fig. 4). La 2D-PAGE vy el
isoelectroenfoque, en combinacién con la identificacion de proteinas por
espectrometria de masas (MS) (Aebersold y col., 2003), es actualmente la

combinacion de técnicas mas utilizada para realizar un analisis proteémico.

A pesar de que existen tecnologias alternativas prometedoras, por ejemplo, la
tecnologia multidimensional para la identificacion de proteinas (MudPIT), el
etiquetado con isétopos estables (SILAC), y los arrays de proteinas (Aebersold
y col., 2003; Washburn y col., 2001), la 2D-PAGE es la técnica de preferencia
que se puede aplicar de forma rutinaria al analisis en paralelo de muestras para
identificar perfiles de expresion cuantitativos de grandes conjuntos de mezclas

de proteinas complejas, tales como lisados de células enteras.

Posteriormente la deteccion de las proteinas se basa en la tincion de estos
geles con azul de Coomassie, Coomassie Coloidal, con plata o tinciones mas
sensibles como SYPRO Ruby (Gil, 2003). ElI Azul Brillante de Coomassie
(CBB) es un tinte comunmente utilizado para la visualizacién de las proteinas
separadas por SDS-PAGE, ofrece un procedimiento de tincién simple y alta
capacidad de cuantificacion. Ademas, es completamente compatible con la

identificacion de proteinas por espectrometria de masas. Pero a pesar de estas

|
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ventajas, se considera que es menos sensible que la tincion basada en sales
de plata o en fluorescencia y, por tanto, se han hecho varias mejoras del
protocolo original descrito por Fazekas y col. (1963) para aumentar la
sensibilidad del CBB. Se introdujeron dos modificaciones importantes para
mejorar la deteccion de proteinas de baja abundancia mediante la conversion
de las moléculas de colorante en particulas coloidales; Neuhoff y col. (1988)
aplicaron 20 % de metanol y concentraciones mas altas de sulfato de amonio
en la solucion de tincidon basado en el colorante CBB G-250; Candiano y col.
(2004) establecieron la tincion azul de plata usando CBB G-250 con acido
fosforico en presencia de sulfato de amonio y metanol. Sin embargo, todas
estas modificaciones solo permiten una deteccion de aproximadamente 10 ng

de proteina (Dyballa y Metzger, 2009).

Primera dimensién e "ﬁl'._l'______.
U L - -

{IPG Strip) —
F . ® a L ] = 2 ™ o
+ -
o Segunda
or 3 dimensién
}J (SDS-PAGE)
Muestra
= o
W
v @
= @
L)

Figura 4. Pasos en la electroforesis bidimensional (Tomada de

https://proteomeplus.wordpress.com).

Ademas de la electroforesis bidimensional, la proteémica combina otras
técnicas y metodologias, como el analisis computacional de imagenes digitales,
la espectrometria de masas y la bioinformatica. El analisis es tanto cualitativo

como cuantitativo y permite detectar variaciones en la expresion proteica, por

|
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ejemplo, en respuesta a algun estimulo (como el tratamiento con un farmaco),
0 entre dos estados fisioldgicos diferentes (normal contra patologico). En esta
misma forma, la protedmica permite detectar la existencia de distintas

isoformas de una proteina, y analizar las posibles variaciones en su expresion
(Fig. 5).

Y A A
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Figura 5. Esquema representativo de un analisis proteémico, partiendo de una

electroforesis 2-D.

El objetivo final de cualquier estudio proteémico va més alla de catalogar a las
proteinas expresadas en un tipo celular en diferentes condiciones. Intenta
llegar a comprender mejor los mecanismos metabdlicos y las vias de
sefalizacion y regulacion implicados en la biologia celular que puedan ayudar a
entender los mecanismos por los que se lleva a cabo un determinado proceso
celular. Recientes avances en las tecnologias proteémicas ofrecen una gran
oportunidad para revelar las fluctuaciones de las proteinas y las enzimas de
hongos, responsables de su adaptacion metabodlica a una gran variedad de
condiciones ambientales (Linda y Gaetano, 2015), entre ellas las relacionadas
a xenobidticos. La proteOmica permite ademas la identificacion de proteinas
especificas implicadas en la adaptacion a determinadas condiciones
ambientales, y la mejor interpretacion de los mecanismos de regulaciéon

implicados en la biologia celular. Por ultimo, la proted6mica intenta crear un

12
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mapa tridimensional celular que indique la localizacion de cada proteina, los
procesos y cambios a los que estas pueden verse sometidas bajo
determinadas circunstancias, como translocaciones, procesos de protedlisis,
fosforilaciones  (fosfoproteoma), interaccion entre distintas proteinas
(interactoma), etc. y que ayuden a comprender mejor los mecanismos

moleculares implicados en cualquier proceso fisioldgico o patolégico.

1.8 TIPOS DE PROTEOMICA.

Existen 3 tipos de prote6mica: protedmica de expresion, proted6mica estructural
y protedmica funcional como se muestra en la figura 6 (Lau y col., 2003).

La proteOmica de expresion permite la separacion e identificacion de las
proteinas expresadas por una ceélula, tejido u organismo. Se puede comparar
por ejemplo, el patrén de expresion proteico de un cultivo microbiano crecido
en ausencia y presencia de un agente que provoque estrés al microrganismo
(estudios cuantitativos de la expresion proteica). La protedmica estructural, o
interactdmica, estudia las interacciones entre proteinas intentando conocer la
estructura de posibles complejos proteicos macromoleculares, llegando a crear
diversos mapas de vias de sefializacibn que ayuden a entender mejor los
mecanismos celulares. Por dultimo, la protedmica funcional estudia los
mecanismos de compartimentalizacion y translocacion proteicos para conocer
las distintas localizaciones subcelulares de las proteinas, con el fin de entender
mejor su funcion y conocer cémo poder actuar frente a ellas en caso de que se

estén estudiando dianas terapéuticas.
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Figura 6. Tipos de protedmica.

En este trabajo, utilizaremos la protedmica como una herramienta para la

identificacion de las proteinas intracelulares de Rhizopus oryzae ENHE crecido

con y sin PCF mediante la separacion de las proteinas por medio de geles

bidimensionales.
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2. ANTECEDENTES.

Debido al aumento de compuestos téxicos en efluentes industriales, sobre todo
en las aguas contaminadas provenientes de las industrias quimicas y
petroquimicas, ademas de la mala disposicion de estos residuos, desde hace
varios afos se ha buscado la forma de eliminar estos compuestos del medio

ambiente, ya sea por métodos fisicos, quimicos o biolégicos.

La actividad industrial produce una gran cantidad de compuestos fendlicos
(Klein y Lee, 1987), entre los cuales se encuentra el pentaclorofenol (PCF), que
proviene de las aguas residuales de la industria del papel y de los aserraderos
(Wegman y Hofstee, 1979).

Es por esta razon que en el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolitos
Secundarios de la Universidad Autdbnoma Metropolitana-lztapalapa se ha
estudiado la forma de eliminar el PCF mediante la utilizacion de dos cepas
fungicas del phylum Zigomycete capaces de crecer en medios contaminados.
Estas cepas fueron identificadas por técnicas de secuencia 18s rDNA como,
Rhizopus oryzae ENHE-1877, que se aislé del suelo de un aserradero en
Puebla (Lebén-Santiesteban y col., 2008) y Amylomyces roixii- CDBB-H-1883,
anteriormente identificado como Rhizopus nigricans (Tomasini y col., 2001),
aislado de un efluente de la industria del papel (Montiel y col., 2004). Ambos
microorganismos son capaces de eliminar del medio y degradar el PCF.

Se demostroé que al inmovilizar la cepa de R. oryzae ENHE en fibra de nylon
saturada con PCF en medio de cultivo Melin-Norkrands modificado, se logra
una remocion del PCF del 92 % partiendo de una concentracion inicial de 25
mg PCF L?! en 72 h (Ledn-Santiesteban, 2010). En el 2008, también
encontraron actividad tirosinasa y Lignina peroxidasa en R. oryzae ENHE.
También se demostro que la remocion de PCF por este hongo se lleva a cabo
por procesos de sorcion, asi como degradacion del compuesto a nivel tanto
intracelular como extracelular, pero las enzimas involucradas en el proceso de

degradacion aun no estan determinadas.
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3. JUSTIFICACION.

Los hongos filamentosos han mostrado tener capacidad para degradar
compuestos toxicos, ademas tienen la caracteristica de crecer en el suelo en
condiciones estresantes y de poder usar como fuente de carbono substratos
baratos o incluso desechos téxicos como por ejemplo bagacillo de cafia, paja,
salvado de trigo, clorofenoles e hidrocarburos arométicos. Por ello, el empleo
de hongos representa una via prometedora para ayudar a resolver problemas
de contaminacion. Los hongos filamentosos pueden aplicarse en procesos
tanto para remover sustancias téxicas provenientes de efluentes industriales

como en biorremediacion de suelos.

En el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolitos Secundarios de la
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa se ha demostrado que R.
oryzae ENHE es capaz de eliminar del medio el PCF, y que probablemente una
tirosinasa esta involucrada en el proceso de remocion de este toxico. No se
sabe qué otras enzimas puedan estar involucradas, aunque ya se conocen
algunos de los metabolitos formados. Es importante identificar todas las
proteinas (incluidas las tirosinasas) involucradas en dicho proceso, ya que con
esta informacion se podria mejorar la capacidad de R. oryzae ENHE-1877 de
degradar el PCF a través de técnicas moleculares.

El presente proyecto plantea el estudio de los cambios en el proteoma
intracelular de R. oryzae ENHE-1877 cuando se cultiva en presencia de PCF.
La realizacion de los geles de doble dimensién de las proteinas de R. oryzae
ENHE, brindara una informacion importante sobre las proteinas intracelulares
de este hongo y sus cambios de abundancia en condiciones de presencia de
PCF, entre ellas las proteinas que puedan estar involucradas en procesos de

tolerancia, sorcion y degradacion de compuestos toxicos.
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4. HIPOTESIS.

El andlisis de la expresion diferencial del proteoma de R. oryzae ENHE-1877
cultivado con o sin PCF permitira establecer comparaciones entre ambas
condiciones ambientales. Se obtendra informacion importante sobre el cambio
en la expresién de las proteinas intracelulares de este hongo que puedan estar
relacionadas con su capacidad de adaptacion a medios hostiles.

5. OBJETIVOS.
5.1 GENERAL:

Estudiar el proteoma intracelular de R. oryzae ENHE-1877 en presencia y

ausencia de pentaclorofenol.
5.2 ESPECIFICOS:

a) Estandarizar la 2D-PAGE de muestras proteicas intracelulares de R. oryzae

ENHE-1877 en dos diferentes condiciones de cultivo.

b) Realizar el analisis proteOmico comparativo de las electroforesis
bidimensionales intracelulares de R. oryzae ENHE-1877 en dos diferentes

condiciones de cultivo.
c) Analizar las proteinas que muestren diferente abundancia en presencia o

ausencia de PCF, y tratar de elucidar su papel en la formacion de los
metabolitos encontrados como producto de la degradacion del PCP.
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6. METODOLOGIA.
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Figura 7. Diagrama de flujo donde se muestra el desarrollo experimental que se
llevd a cabo con las muestras proteicas intracelulares de Rhizopus oryzae
ENHE-1877.

6.1 MICROORGANISMO

La cepa de Rhizopus oryzae ENHE-1877 utilizada para los experimentos se
aislé de un suelo contaminado con PCF de un aserradero en Puebla (Ledn-
Santiesteban y col.,, 2008), en el laboratorio de Ingenieria Genética y
Metabolismo Secundario de la UAM-I. El hongo inicialmente fue identificado
molecularmente como R. oryzae, debido a que tenia un 100% de identidad en
604 nucledtidos de la secuencia 18S rDNA con la cepa reportada en el centro
nacional de investigacion biotecnolégica (NCBI) se le denominé cepa ENHE.
Recientemente la cepa de R. oryzae ENHE se resguardé en la Coleccion
Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares del Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados del I.P.N. (CINVESTAV) bajo el
acronimo (CDBB-H-1877).

|
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6.2 OBTENCION DE LA MUESTRA
6.2.1 ESPORULACION DE Rhizopus oryzae ENHE.

La esporulacion de R. oryzae ENHE se llevé a cabo utilizando como medio
Agar Papa Dextrosa (PDA), en 12 matraces Erlenmeyer de 250 ml previamente
esterilizados, adicionando a cada uno un volumen de 40 ml del medio. Se
inocularon con 200 ui de una solucién de esporas conservadas en glicerol al
40% a -20 °C. La incubacion se realiz6 durante 5 dias a 30 °C para obtener

una méaxima esporulacion.
6.2.2 COLECTA DE ESPORAS DEL MEDIO (PDA).

Para obtener la suspension de las esporas, se adicionaron 8 ml de una
solucién de Tween 80 al 1 % (v/v) a uno de los matraces y con un agitador
magnético se levantaron las esporas del micelio, reuniendo asi todas las
esporas obtenidas. La suspension de esporas se pasO a cada uno de los

matraces hasta recuperar las esporas de los 12 matraces en uno solo.

Posteriormente en tubos ependorf de 1.5 ml se adicionaron 750 ui de la
suspension de esporas y 750 ui de agua destilada estéril, se centrifugé durante
15 minutos a 14000 rpm. Terminado el proceso se elimind el sobrenadante, se
adicionaron 500 pi de agua destilada estéril a cada uno de los tubos, se

agitaron y el resultante de todos los tubos se junt6 en un solo tubo de 15 ml.

La suspension de esporas obtenida se filtr6 a vacio con una gasa previamente
esterilizada, posteriormente se centrifugd a 12000 x g durante 10 minutos y se
eliminé el 50 % del sobrenadante, se repuso el volumen con H20 destilada
estéril y se re suspendieron las esporas por medio de agitacion con un vortex.
El proceso de centrifugacion se realizo 2 veces, finalmente se elimino el 50 %
del sobrenadante y se concentrd la suspensiéon disminuyendo su volumen a la

mitad.
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6.2.3 CONTEO DE ESPORAS.

Para realizar el conteo de las esporas, se realizd una dilucion 1:10 de la
suspension obtenida, en donde se tomaron 100 ui de la suspension de esporas
concentrada y 900 u1 de agua destilada. Con esta dilucion se realizé el conteo
en la camara de Neubauer, la concentracidbn de esporas se obtuvo con la

siguiente formula:

Esporas/mL = (promedio de esporas) (factor de dilucion) (25) (10,000)

6.2.4 MEDIO DE CULTIVO Y CRECIMIENTO DE R. oryzae ENHE.
El medio de cultivo utilizado fue el medio Lee al doble de concentracion,
modificado, se utilizé acido glutdmico y NaNOs como fuente de carbono y

nitrdgeno respectivamente; el pH se ajusté a 5.3 con HCI.

Composicion del medio Lee modificado:

Ac. glutamico 5g/L
KH2PO4 5g/L
MgS0Oa4.7H20 49g/L
NaNO3 25¢g/L
NacCl 10g/L

El medio se prepar6 con agua destilada 1 L.

Preparado el medio se esterilizo a 15 Ib/pulg-2 durante 15 minutos y fue
distribuido en 12 matraces Erlenmeyer de 250 ml previamente esterilizados,
adicionando a cada uno 40 ml del medio Lee, posteriormente se inocularon los

matraces con una concentracion de 5 X107 esporas de R. oryzae ENHE.

Una vez inoculado el medio, se incub6 durante 156 horas a 30 °C y a 125 rpm

(tiempo en el que se alcanza una biomasa de 1 mg ml?t). A las 156 h se
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adicionaron 3.2 ml de una solucion de pentaclorofenol (PCF) a 500 ppm, para
obtener una concentracion final de 40 mg PCF L1. Se tomaron muestras a las
157 h, al momento de adicionar el PCF, y a las 444 h. En estudios previos,
Ledn-Santiesteban y col. (2014) reportaron la presencia de metabolitos
producto de la degradacion del PCF como pentacloroanisol y algunos
compuestos aromaticos clorados a las 444 horas, por otro lado, observaron
que al adicionar la concentracion de PCF mencionada, el hongo dej6 de crecer

induciéndose la fase estacionaria de crecimiento.
6.2.5 SEPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO DE LA BIOMASA.

Terminados los periodos de incubacion correspondientes, se separd la
biomasa del medio de cultivo, filtrandola a vacio. Posteriormente la biomasa se
lavé con solucion fisiolégica (NaCl 0.9%) para retirar restos del medio de

cultivo. Finalmente se concentré y almaceno la biomasa a -70 °C.
6.3 PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

6.3.1 EXTRACION DE LAS PROTEINAS INTRACELULARES DE R. oryzae
ENHE.

La extraccion de proteinas intracelulares se realiz6é por la técnica descrita por
(Jami y col., 2010) con algunas modificaciones. Se llevod a cabo la disrupcion de
la biomasa de manera mecanica, para lo cual se criogenizd con N2 liquido y se
macero con ayuda de un mortero y pistilo, hasta obtener un polvo fino. A 1 g
del polvo de la biomasa se le adicionaron 5 ml (proporcién 0.2 g/ml) de
amortiguador de fosfatos [10 mM (Kz2HPO4:KH2PO4); 0.07 % (p/v) 1,4-
ditiotreitol (DTT); inhibidor de proteasas (sigma-Aldrich) 5 yi/ml; pH 7.4] y se
dej6é en agitacion constante 12 h, con la finalidad de solubilizar el contenido
proteico. Posteriormente se centrifugdé a 13000 x g durante 5 minutos y se
rescatd el sobrenadante. Se precipitaron las proteinas con un volumen 1:1 de
20 % (p/v) TCA/acetona conteniendo 0.14 % (p/v) de DTT y las proteinas
disueltas en el amortiguador de solubilizacion, la mezcla se dejo durante toda

la noche a -20 °C. La solucion con proteinas se centrifugd a 4000 rpm durante
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15 minutos a 4 °C y se decanté el sobrenadante. El pellet formado en la parte
inferior de los tubos se lavd 2 veces con acetona fria, agitandolo ligeramente
cuidando el no resuspender el pellet, se realizé un tercer lavado con acetona al
80 % (v/v) con agua milli-Q (Fernandez-Acero y col., 2006). Finalmente se

dejaron los tubos destapados hasta que se evaporo la acetona (Fig. 8).

Para continuar con el estudio protedmico, el pellet se re- suspendié en 500 i
de amortiguador de hidratacion (urea 8 M; tiourea 2 M; CHAPS 4 %; DTT 100
mM; anfolitos 0.02 %), la muestra se sonico en frio y en intervalos de 30
segundos, durante 5 minutos, para asegurar que toda la proteina se

solubilizara.
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6.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE LA MUESTRA.

6.4.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA POR EL
METODO COLORIMETRICO DE BRADFORD.

La evaluacion de la concentracion del contenido proteico de la muestra se llevo
a cabo de acuerdo con la metodologia descrita (Bio-Rad, Protein Assay,
bulletin 9004), la cual se basa en el método de Bradford. Consiste en la adicion
de un colorante acido (reactivo de Bradford) a la solucidon de proteina y la
posterior lectura a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro.
La posterior comparacion con una curva estadndar, proporciona una medida
relativa de la concentracion de proteina. El ensayo de proteinas de Bradford,
se basa en la unién y el cambio diferencial del colorante sobre la muestra,
producida en respuesta a diversas concentraciones de proteina (Bradford,
1976). Se realiz6 una dilucion 1:100 de las 4 condiciones establecidas, se llevo
a un volumen final de 200 ul y se cuantificé la proteina presente en la muestra
por triplicado. Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 595 nm. Las

muestras que se analizaron se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Ensayo de proteina de Bradford a 595 nm.

reactivo

Agua destilada 158.4 ul
Muestra problema 1.6 pl
Reactivo de Bradford 40 pl

La muestra problema corresponde a las dos condiciones analizadas en ambos
tiempos. Agitar suavemente y reposar 5 minutos a temperatura ambiente antes
de realizar la lectura.

6.5 PRECIPITACION DE PROTEINAS.

Debido a que algunas muestras quedaron diluidas (poca proteina en un gran

volumen), fue necesario precipitar y concentrar la muestra para obtener 40 ug
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de proteina que es la cantidad que se cargd en los carriles del gel de una
dimension (SDS-PAGE).

Se tomo una alicuota, correspondiente a 40 ug de proteina, del sobrenadante
de la muestra y se aplicé el método de metanol/cloroformo/agua para la
precipitacion de las proteinas del proteoma de R. oryzae. En forma general, el

procedimiento fue el siguiente.
Método de metanol/cloroformo/agua (establecido para 100 pyl de muestra):

- Adicionar 400 ul de MetOH y colocar en el vértex durante 10 minutos.
-Adicionar 100 ul de Cloroformo y colocar en el vortex durante 10 minutos.
-Adicionar 300 pl de H20 y colocar en el vortex durante 5 minutos.
-Centrifugar 5 minutos a 13200 rpm.

-Eliminar la capa acuosa superior y adicionar 400 ul de MetOH.

-Colocar en el vortex durante 5 minutos.

-Centrifugar 10 minutos a 13200 rpm.

-Remover el MetOH sin tocar la pastilla.

-Retirar el MetOH en un concentrador Speed vac.

Terminado el método de precipitacion, se resuspendio directamente en 5 ul de
amortiguador de carga 4X (glicerol 25 % v/v; SDS 20 % [50 % v/v];
amortiguador pH 6.8 [25 % v/v]; azul de bromofenol 1 mg/ml) y se sonico en frio

durante 30 segundos.
6.6 ELECTROFORESIS SDS-PAGE (1D-PAGE).

La electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) se
realizd con el método de Laemmli en (1970). Los geles de poliacrilamida se
componen de dos fases que difieren en sus caracteristicas, tales como: pH,
fuerza idnica y funcién. La fase superior sirve para concentrar la muestra en el
limite que separa las dos fases y permitir que las proteinas entren de manera
homogénea a la siguiente fase del gel. La fase de resolucion desempefa el

papel principal de la electroforesis, separa las proteinas en funcién de su masa
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molecular. Diferentes concentraciones de poliacrilamida se utilizan para la
separacion de proteinas de diferentes pesos en KDa. Para la preparacion de la
electroforesis SDS-PAGE se siguio el siguiente protocolo:

1.- Las placas de vidrio donde se polimeriza el gel se lavaron perfectamente
con agua y detergente suave y posteriormente se enjuagan con agua destilada

y etanol.

2.- Se monto el par de placas de vidrio en el equipo formador de geles (caster)
y se adicion6 agua para asegurar que no tuviera fugas y la polimerizacion se

llevara a cabo adecuadamente.
3.- Se elimind el agua y se preparo la mezcla de soluciones correspondientes
para los geles SDS-PAGE (gel de resolucion y gel concentrador). La

preparacion de los geles se muestra en las tablas 2 y 3.

Tabla 2. Preparacion del gel de resolucion 12 % (5 ml).

Reactivo Cantidad
Agua destilada 1.7 ml

4x Amortiguador pH 8.8 (1.5 M Trizma/0.4 % SDS) 1.3 ml

30 % Acrilamida/bis 2.0ml
TEMED 2 ul

10 % PSA 50 pl
Tabla 3. Preparacion del gel concentrador 4 % (2 ml).

Reactivo Cantidad
Agua destilada 1.1 ml

4x Amortiguador pH 6.8 (0.5 M Trizma/0.4 % SDS) 0.50 ml
30 % Acrilamida/bis 0.33 ml
TEMED 2 ul

10 % PSA 20 ul

Los reactivos son adicionados en el orden descrito.
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4.-Primero se prepararon 5 ml de la mezcla del gel de resolucion, se agitaron
perfectamente en el vortex y se adicionaron entre los vidrios; se agreg6 un
poco de etanol para formar un nivel, se esperé de 10 a 15 minutos a que

polimerizara la mezcla y se retirg el etanol.

5.- Se prepar6 la mezcla del gel concentrador y se adiciond sobre la mezcla del
gel de resolucion ya polimerizada; se colocé la peineta formadora de los pozos

y se esperod 15 minutos a su polimerizacion.

6.- La peineta se retir6 para posteriormente, montar el gel en la camara de
electroforesis; se adiciond el amortiguador de Laemmli (25 mM Tris/192 mM

Glicina/l % SDS) y se lavaron los pozos con el mismo amortiguador.

7.- Se realizé una SDS-PAGE al 12 % en la cual se cargaron los carriles con la
cantidad de 40 ug de la alicuota de la muestra de proteinas con la que se

estaba trabajando.

Preparacion de las muestras:

Se prepararon las muestras a cargar en tubos plasticos de 0.5 mli,
posteriormente se colocaron en bafio Maria a ebullicion durante 3 minutos y se
centrifugaron durante 30 segundos, se colocaron las muestra en los pozos del
gel previamente situado en la camara de Electroforesis con Amortiguador de
Laemmli. Las muestras quedaron cargadas en el gel como se indica en la tabla
4.

Tabla 4. Orden en el que se cargaron las muestras en la SDS-PAGE al 12 %.

Carril | Amortiguador | DTT [1 M] Muestra
de Carga 1]
1 5 1 MPM* 1 pl
2 5 1 40 pg de muestra de 157 h sin PCF
3 5 1 40 pg de muestra de 157 h con PCF
4 5 1 40 pg de muestra de 432 h sin PCF
5 5 1 30 ug de muestra de 432 h con PCF

*Marcadores de Peso Molecular
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La electroforesis se inicié aplicando al gel 100 Volts durante 30 minutos a 4 °C,
después se aumento el voltaje a 120 Volts hasta que el frente llegé a la parte

inferior del gel sin que se saliera del mismo.

Se prosiguié a desmontar y tefiir el gel colocandolo en un recipiente donde se
lavd 3 veces con agua destilada, posteriormente se adicionaron al gel 120 ml
de solucion fijadora (40 % etanol; 10 % ac. acético) y se incubo a temperatura
ambiente durante una hora, después se eliminé la solucion fijadora y se lavo 3
veces el gel con agua destilada, agitando suave mente, finalmente se adiciono
Coomassie blue silver (azul de Coomassie G-250 0.12 %; (NH4)2SO4 10 %;
MetOH 20 %; H3PO4 10 %) y se coloco en agitacion constante durante toda la
noche. Por dltimo, se destiiio el gel colocandolo en agitacion con agua
destilada durante 1 hora. El gel destefiido se guardd en un recipiente con agua

hasta su posterior foto documentacion.

6.7 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL (2D-PAGE).

6.7.1 PRIMERA DIMENSION: ISOELECTROENFOQUE (IEF).

Para realizar el Isoelectroenfoque se utilizaron Tiras IPG (Bio-Rad) de 7
centimetros y con un gradiente de pH inmovilizado con un rango de 3 -10, y el
equipo PROTEAN ® IEFCell (Bio-Rad).

Para la preparacion del Isoelectroenfoque se siguio el siguiente protocolo:

1.- Se preparé6 la solucibn a cargar utilizando el amortiguador de
rehidratacion/solubilizacion como base, llevando a un volumen final de 200 pL,
se agito y coloco entre los electrodos, cuidando el no dejar burbujas ya que

pueden afectar el andlisis, las muestras quedaron cargadas como se muestra

en la tabla 5.
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Tabla 5. Preparacion de la muestra para el IEF (Mezcla por tira IPG).

Muestra 200 pg
DTT [2 M] 1.5 ul

Anfolitos (Bio-Rad) 1.25 ul
Azul de Bromo fenol 0.25 ul

Amortiguador de hidratacién (Urea | C.b.p. 160 ul
8 M/ Tiourea 2 M/ICHAPS 4 %)

2.- A las tiras de IPG (gradiente de pH 3-10) se les quit6 la mica protectora, se
colocaron de tal manera que el gel esté en contacto con la muestra entre los
electrodos y cuidando que se encuentren en la polaridad correcta; por ultimo,
se cubren con 1 ml de aceite mineral y se cierra el sistema con la tapa de la
camara del IEF, los cambios de voltaje establecidos para las muestras se
indican en la tabla 6.

Tabla 6. Programacion del isoelectroenfonque.

Rehidratacion 50v 12 horas/20 °C lineal

Paso 1 250 v 20 minutos Rapida

Paso 2 4000 v 2 horas Lineal

Paso 3 4000 v 2 horas Rapida
Mantenimiento 500 v Hasta 8 horas Mantenimiento
(opcional)

Terminada la corrida, las tiras se retiraron de la camara de IEF, se elimin6 el
exceso de aceite mineral y se procedid a incubarlas en los siguientes

amortiguadores de equilibrio (tablas 7 y 8).

Tabla 7. Composicion del amortiguador de equilibrio 1.

Reactivo Cantidad para 5 ml
Tris/HCI 295.5mg

Urea 244

Tiourea 760 mg
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SDS 100 mg

DTT [2 M] 50 pl

Ajustar el pH a 8.8 con HCI.

Tabla 8. Composicion del amortiguador de equilibrio 2.

Reactivo Cantidad para 5 ml
Tris/HCI 295.5mg

Urea 244

Tiourea 760 mg

SDS 100 mg
lodoacetamida 30 mg

Ajustar el pH a 8.8 con HCI.

Se incubaron las tiras en 1 ml de Amortiguador de equilibrio 1 durante 20
minutos a 25 °C con ligera agitacion. Al término de la incubacion se eliming el
exceso del amortiguador 1 y se incubaron durante 20 minutos a 25 °C, en
oscuridad y con ligera agitacion, en el Amortiguador de equilibrio 2. Terminada

la incubacién se prosiguio a realizar la segunda dimension.

6.7.2 SEGUNDA DIMENSION: SDS-PAGE.

Se llevé a cabo la segunda dimensién por SDS-PAGE a una concentracion de
poliacrilamida de 12 % en la camara de electroforesis Mini-PROTEAN®Tetra
Cell (Bio-Rad). Se prepar6 el gel de resolucion dejando un espacio de 1.5 cm
en la parte superior, de tal manera que se pueda colocar la tira de IPG

previamente procesada en ese espacio.

Se mont6 la camara de electroforesis y se coloco la tira de IPG en la parte
superior del gel ya polimerizado. Posteriormente, se llend con agarosa de bajo
punto de fusion (agarosa 0.4 % p/v) y se corrié a 120 Volts a 4 °C hasta que el
frente llegd a la parte inferior del gel cuidando que éste no se salga. Terminada

la corrida, se desmonté el gel de la camara y se tiid por la técnica de
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Coomassie blue silver (Candiano y col., 2004) como se indica en el siguiente

apartado.
6.8 TINCION DE LOS 2D-PAGE.
6.8.1 TINCION CON COOMASSIE BLUE SILVER.

Una vez desmontado el gel de la cAmara de electroforesis, se lavo 3 veces con
agua Milli-Q teniendo cuidado de no agitarlo demasiado para evitar la ruptura
del mismo. Posteriormente se incub6 a temperatura ambiente durante una hora
y en agitacion constante en solucion fijadora (40 % etanol; 10 % &c. acético),
después se elimind la solucion fijadora y se lavo 3 veces el gel con agua
destilada, agitando suavemente. Finalmente se adicion6 Coomassie blue silver
(azul de Coomassie G-250 0.12 %; (NH4)2S0O4 10 %; MetOH 20 %; H3PO4 10
%) y se colocd en agitacion constante durante toda la noche. Por dltimo, se
destifio el gel colocandolo en agitacién con agua destilada durante una hora
(Candiano y col., 2004). El gel destefiido se guardd en un recipiente con agua

hasta su posterior foto documentacion.
6.9 FOTODOCUMENTACION

Los geles de primera y segunda dimension fueron fotodocumentados utilizando
un sistema analizador de imagenes para electroforesis en una y dos
dimensiones Gel Doc™ XR+ Imaging System (Bio Rad). Las imagenes fueron
digitalizadas y corregidas con el software Image Lab ® y PD-Quest 2-D
Analysis (Bio Rad).

La fotodocumentacion se llevo a cabo de acuerdo al siguiente protocolo:
-Obtencion de la imagen: El gel se coloca y orienta en el centro de la camara

de tal manera que el escéner digitalice la imagen por completo y en perfecta
alineacion, se cierra el equipo y se coloca en la modalidad de luz blanca.
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-Optimizacién de la imagen: Una vez que el escaner ha obtenido la imagen del
gel, es necesario reducir el ruido y el fondo con la finalidad de obtener una

resolucion optima de la imagen.

-Analisis de la imagen: Optimizada la imagen se guarda para un posterior

analisis de los geles.

6.10 ANALISIS DE LOS GELES EN DOBLE DIMENSION CON EL
SOFTWARE PDQuest.

Los geles obtenidos se analizaron con ayuda del software PDQuest, y se
obtuvo el gel master de cada condicién a analizar, para lo cual se realizé un
triplicado de cada condicion. El andlisis de ambas condiciones se llevo a cabo

de acuerdo al siguiente protocolo:

1.- Guardar las imagenes de los geles 2D en formato TIF, el cual es compatible
con la version del software PDQuest advanced.

2.- Con ayuda del software recortar las imagenes correspondientes a una
misma condicion o tratamiento, procurando dejar las mismas dimensiones y
orientacion.

3.- Con el asistente de deteccion de spots, seleccionar los parametros
adecuados para poder identificar todos los spots de los geles analizados de
una misma condicién e integrarlos en una sola imagen. Si es necesario,
modificar los parametros hasta obtener un buen resultado.

4.- Después de haber detectado los spots de un conjunto de geles, editar la
imagen obtenida de manera manual, indicando al equipo los spots que de
verdad pertenecen y eliminando de la imagen aquellos que no.

5.- Realizar el match y corregir de manera manual los resultados de la
deteccion automética, haciendo coincidir todos los spots de las imagenes.

Obtenidas las imagenes correspondientes a los geles master de ambas
condiciones y en los dos tiempos de analisis, se realizé una comparacion entre
experimentos. Se compararon los geles master a un tiempo especifico en

ambas condiciones de crecimiento, con la finalidad de analizar los datos para
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determinar que spots son estadisticamente diferentes en cuanto a nivel de
expresion. También se identificaron los spots presentes en una sola condicién

a un mismo tiempo.
6.11 ESCISION DE LOS SPOTS Y ANALISIS POR LC/MS/MS.

La escision de los spots de interés se llevo a cabo en campana estéril de flujo
laminar. Para evitar la contaminacién con queratina o algun otro contaminante
que pudiera interferir con el andlisis de las muestras se utilizaron guantes de
nitrilo y cubre boca. La escision se llevd a cabo sobre una placa de vidrio
previamente lavada con detergente SDS y enjuagada con etanol, los spots
escindidos se almacenaron en tubos eppendorf de 0.5 ml previamente
esterilizados y lavados con acetonitrilo. Finalmente se almacenaron a -70 °C

hasta su andlisis.

Los spots elegidos se mandaron a analizar al “Institut De Reserches Cliniques
De Montreal” ubicado en Montreal, Canada. Con la finalidad de realizar un
analisis proteémico por LC-MS/MS en un LTQ-Orbitrap (Thermo), para su
secuenciacion y posterior identificacion de cada una de las proteinas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LA
MUESTRA.

La proteina presente en los extractos proteicos obtenidos de la biomasa de R.
oryzae ENHE se determiné por el método de Bradford. Se hicieron tres réplicas

de cada extracto y se utilizé el valor medio como referencia.

La curva de calibracién obtenida con la técnica de Bradford se muestra en la
Fig. 9.
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Figura 9. Curva de calibracion con el método de Bradford.
La concentracion de proteina promedio en los extractos obtenidos a las
diferentes condiciones de crecimiento, 157 y 444 h y con y sin adicion de PCF,

se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Concentracion de proteina promedio de las condiciones analizadas.

Condicion Concentracion de proteina (ug/pl)
157 horas sin PCF 1.0

157 horas con PCF 0.71

442 horas sin PCF 0.77

442 horas con PCF 0.3
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Las concentraciones promedio de proteina intracelular son las que se toman en
cuenta para cargar cantidades de proteina conocidas en la electroforesis

bidimensional, asi como para realizar el isoelectroenfoque.

Al utilizar el procedimiento basado en la solubilizacién de las proteinas con un
amortiguador a base de fosfatos y su posterior precipitacion con TCA/Acetona
80% descrito por Fernandez-Acero y colaboradores (2006), se logré obtener el
extracto de proteina intracelular para realizar el analisis 2D-PAGE
correspondiente.

7.2 SDS-PAGE

Se realizd una electroforesis al 12 % de concentracion de poliacrilamida (Fig.
10) de las dos condiciones ensayadas en ambos tiempos. Se observo una
mayor cantidad de bandas en los carriles correspondientes a la muestra del
cultivo de R. oryzae ENHE crecido sin el PCF, lo que en primera instancia
podria indicar una mayor cantidad de proteinas.

Figura 10. Electroforesis SDS-PAGE 12 %, carril 1) marcador de peso

molecular. 2) 40 pg de muestra a 157 h sin PCF. 3) 40 pg de muestra a 157 h
con PCF. 4) 40 pg de muestra a 442 h sin PCF. 5y 6) 30 yg de muestra a 442
h con PCF.
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7.3 ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DE LA MUESTRA.

Una vez estandarizado el método de cuantificacion de las proteinas, pasamos
a analizar las muestras mediante electroforesis bidimensional. La
estandarizacion de un método de cuantificacion de proteinas obtenidas de
muestras proteicas intracelulares de R. oryzae ENHE, nos permitio cargar
concentraciones conocidas e iguales de la muestra, para poder analizar

posteriormente los geles bidimensionales obtenidos.

Se realiz6 el IEF de la muestra correspondiente a 157 horas de cultivo sin PCF,
durante el proceso se separaron a las proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico, obteniendo una buena corrida de la muestra (Fig. 11). Lo cual
indica que el método de precipitacion de las proteinas fue el adecuado para la
muestra, ya que se logro eliminar las sales o algun otro contaminante que
pudiera interferir con los cambios de voltaje durante el corrimiento. Por lo tanto,

se aplicé la misma metodologia para las siguientes muestras.

Figura 11. Gréfica que representa los cambios de voltaje durante el tiempo de
corrida del IEF. En color rojo, cambios de voltaje establecidos en el equipo. En

color azul, cambios de voltaje que se dieron en la muestra.
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Se realizo la 2D-PAGE al 12 % de poliacrilamida cargando un total de 200 ug
de proteina correspondiente a 157 horas sin PCF, el gel se tifié con la técnica
de Coomassie Blue Silver. La técnica de tincién descrita por (Candiano y col.,
2004), la cual tiene una sensibilidad de aproximadamente 10 ng/mm?, exhibi6
un tinte de mucha mas rapida absorcion (80 % en la primera hora de
coloracion), permitiendo observar una buena separacion e integridad de los
spots. En la Figura 12 se observa que la mayor parte de las proteinas se
encuentran en la zona que corresponde a puntos isoeléctricos entre 4y 7. La
menor sensibilidad de la tincion Coomassie Blue Silver, en comparacion con la
obtenida con las sales de plata, es compensada con la compatibilidad que tiene
la técnica con la espectrometria de masas (Rabilloud y Lelong. 2011).

Se cree que el mayor nivel de acido fosforico y un pH final 4cido ayuda en la
protonacién de los ultimos residuos disociados de Asp y Glu en las colas de los
polipéptidos. Por lo que se favorecid, en gran medida, el anclaje i6nico de las
moléculas de colorante al resto de proteina. Tales uniones, sin embargo, deben
ser seguidas por la asociacion hidrofoba considerable con los residuos
aromaticos y bdasicos, especialmente la arginina, a lo largo de la cadena
principal del polipéptido (Compton y col., 1985).

Por otro lado, se comprobd la necesidad de utilizar agentes caotropicos en el
amortiguador de solubilizacion/rehidratacion como la urea y tiourea, que, junto
con agentes desnaturalizantes y detergentes, dan como resultado un aumento

en la solubilidad de las proteinas (Rabilloud y col., 2010).
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Figura 12. Electroforesis 2D-PAGE correspondiente al proteoma de R. oryzae
ENHE en la que se cargd un total de 200 ug de muestra proveniente de un
cultivo de 157 h en ausencia de PCF. El gel fue tefido con la técnica de

Coomassie Blue Silver.

Después de optimizar la 2D-PAGE para la muestra de proteinas intracelulares
de R. oryzae, se obtuvieron los proteomas de las condiciones restantes

aplicando la misma metodologia (Fig. 13).
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Figura 13. Electroforesis 2D-PAGE en la que se cargd un total de 200 ug de
muestra. (A) cultivo de 157 h al que se le adicion6 PCF a las 156 h de
crecimiento de R. oryzae ENHE. (B) Cultivo a las 444 h sin PCF. (C) Cultivo a

las 444 h con PCF, todas las condiciones se realizaron por triplicado.
7.4 ANALISIS DE LOS GELES 2D CON EL SOFTWARE PDQuest.

Los geles obtenidos se analizaron con ayuda del software PDQuest,
obteniéndose el gel master de cada condicion a analizar. Los spots de
proteinas a partir de las réplicas de los geles se compararon entre si y se
incluyeron en una imagen sintética llamada gel master, el cual incluye toda la
informacion acerca de los spots de todos los geles correspondientes a una

misma condicioén.

De las muestras tomadas a las 157 horas, se observaron un total de 147 spots
en la muestra donde el hongo crecié sin pentaclorofenol, y un total de 110
spots cuando el hongo crecié con pentaclorofenol (Fig. 14). Los resultados
muestran que en los cultivos que crecieron con pentaclorofenol, la expresion de
proteinas disminuye drasticamente, ademas el hongo deja de crecer al ser
adicionado el PCF, lo que sugiere que posiblemente algunas proteinas del
metabolismo energético se dejen de expresar. A nivel celular, el efecto toxico
del PCF se relaciona con la disminucion de la sintesis de ATP por medio del
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, aumentando la demanda de
energia, lo que afecta la estructura de la pared celular y citoesqueleto,

induciendo una significativa respuesta de estrés (Carvalho y col., 2013).
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Ademas, se ha comprobado que el PCF puede llegar a formar aductos con
nucledsidos y nucledtidos en el ADN. Pueden ser razones por las cuales el

hongo deja de crecer cuando se adiciona el PCF.

En las muestras tomadas a las 442 horas de cultivo, se observaron en total 273
spots al crecer al hongo sin pentaclorofenol y 115 spots en presencia de
pentaclorofenol (Fig. 15). Los resultados obtenidos muestran un patrén similar
al del cultivo que se crecié durante 157 horas, es decir, mayor cantidad de
spots en los cultivos a los que no se les adicioné el PCF. Por otro lado, hay

proteinas que se expresan solo cuando el hongo creci6 en presencia del PCF.

(A) (B)
Figura 14. Geles master del proteoma de R. oryzae ENHE cultivado a 157
horas. (A) sin pentaclorofenol, se identificaron 147 spots. (B) con

pentaclorofenol, se identificaron 110 spots.
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Figura 15. Geles master del proteoma de R. oryzae ENHE cultivado a 444
horas. (A) sin pentaclorofenol, se identificaron 273 spots. (B) con

pentaclorofenol, se identificaron 115 spots. Las imagenes correspondientes a
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los geles master de ambas condiciones se obtuvieron con la ayuda del

software PDQuest.

Con ayuda del software PDQuest se lograron identificar 15 spots que estan
presentes Unicamente cuando R. oryzae crece en presencia de PCF, 9
correspondientes a las 157 horas de cultivo, y 6 a las 444 horas (Fig. 16). Estos
spots se escindieron de los geles para la posterior identificacion de las
proteinas que contienen; dichas proteinas pueden estar relacionadas con la
capacidad del hongo a adaptarse al PCF, incluyendo proteinas que participen

en el proceso de remocion del compuesto.
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Figura 16. spots seleccionados con el software PDQuest para su analisis. (A).
157 horas de crecimiento. (B). 444 horas de crecimiento. Del lado izquierdo de
ambas imagenes, se observan los spots que se escindieron y mandaron a
analizar, correspondientes a los cultivos que se crecieron con PCF. Del lado
derecho se observan los geles master correspondientes a los cultivos sin PCF,
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los circulos rojos indican la ausencia de los spots que no estaban presentes en

esa condicion.

Se mandaron a analizar también 5 spots que en las muestras correspondientes
a las 157 horas de crecimiento en cultivos sin PCF y que se dejaron de
expresar en los cultivos a los que se adicioné PCF (Fig. 17), con la finalidad de
corroborar que esas proteinas estan relacionadas con el metabolismo

energético del hongo.

Figura 17. Gel master correspondiente a las 157 horas de cultivo sin PCF. Las
flechas representan los spots analizados, dichos spots estan ausentes en las

muestras de los cultivos en que fue adicionado PCF.

7.5 IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS POR LC-MS/MS.

De los 20 spots que se enviaron para su identificacion mediante espectrometria
de masas (Fig. 18), 6 de ellos (nimeros 1,2,8,9,12 y 13) no pudieron ser
analizados debido a que tenian un tamafio menor a 3x3 milimetros de
diametro, lo que dificulta el tratamiento de los spots y no garantiza un buen
resultado. Los restantes,14 spots, se identificaron y los resultados de las

secuencias obtenidas se muestran en la siguiente seccion 7.5.1.
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Figura 18. Geles donde se indican los spots que se enviaron para el analisis
mediante espectrometria de masas, con su numero asignado. (A) y (B).
Representan los spots que se expresan solo cuando es adicionado PCF al
medio a las 157 y 444 horas respectivamente. (C). Representa el grupo de
spots que se dejaron de expresar cuando se adicion6 PCF, a las 157 horas del

cultivo.

7.5.1 PROTEINAS IDENTIFICADAS

Los espectros de masas en tandem obtenidos de la fragmentacién y
secuenciacion fueron extraidos y analizados mediante el software Mascot
(Matrix Science, London, UK; version 2.5.1). Mascot es una base de datos
creada como punto de referencia para la identificacién, caracterizacion y
cuantificacion de proteinas a partir de datos de espectrometria de masas.

Las secuencias obtenidas se exportaron y compararon en la base de datos de
NCBI Rhizopus oryzae taxid 64495, y en la base de datos de hongos en
general, debido a que la cepa con que se trabajo, es una cepa aislada y no de
coleccion, y por tanto no corresponde exactamente a la cepa de R. oryzae cuyo
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genoma esta secuenciado y que esta presente en la base de datos. Se realizo
la busqueda en Mascot aplicando los parametros siguientes: la digestién se
llevé a cabo con la endoproteasa tripsina, se permitié una tolerancia de error de
masas de 0.60 Dalton para los iones fragmentados y una tolerancia de 10 ppm
de los iones péptido, la carbamidometilacion de cisteina se especific6 como
modificacion fija y la oxidacion de la metionina se especific6 como una

modificacién variable.

Posteriormente, los resultados se validaron de manera manual, tomando en

cuenta los siguientes criterios:

Se utilizo el software Scaffold (versién Scaffold_4.4.8, Proteoma Software Inc.,
Portland, OR) para validar las identificaciones de péptidos y proteinas basados
en las secuencias MS/MS. Las identificaciones de los péptidos fueron
aceptadas si podian establecerse en mas del 95 % de probabilidad por el
algoritmo peptid prophet (Keller y col., 2002). La identificacion de las proteinas
fue aceptada si podian establecerse en mas del 99,0 % de probabilidad y
contenian al menos 5 fragmentos de péptidos identificados dentro de la
secuencia. La probabilidad de que fuera la proteina identificada, se asigné por
el algoritmo protein prophet (Nesvizhskii y col., 2003). Las proteinas que
contienen péptidos similares y no pueden ser diferenciados en base al analisis

MS/MS solo se agruparon para satisfacer los principios de la parsimonia.

Con las especificaciones definidas arriba, se identificaron 24 proteinas. La
identificacion se obtuvo al comparar las secuencias contra la base de datos de
hongos en general, debido a que se obtuvo un mayor porcentaje de cobertura y
mayor numero de péptidos identificados (Anexo 1), en comparacion a la base
de datos de R. oryzae.

De las proteinas identificadas, 10 corresponden a proteinas que se expresan
solo cuando es adicionado PCF al medio, en ambos tiempos, y se muestran en
la tabla 10. Catorce corresponden a proteinas que se dejan de expresar
después de ser adicionado el PCF a las 157 horas de cultivo, y se muestran en
la tabla 11.
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Tabla 10. Proteinas que se expresan solo cuando se adiciona PCF al medio de
cultivo, indicandose el numero de spot y el microorganismo al que corresponde

la proteina con la cual se obtiene una mayor identidad.

spot Tiempo Proteina microorganismo
numero | de cultivo
(h)
3 157 proteina de control de la divisién celular | S. cerevisiae
Dipeptidil peptidasa-5 A. nidulans
4 157 proteina de control de la divisién celular | S. cerevisiae
157 Catalasa B A. nidulans
6 157 Adenosil homocisteinasa C. albicans
ATP sintasa subunidad alfa, mitocondrial | S. pombe
7 157 1,3(4)-beta-glucanasa R. oryzae
ATP sintasa subunidad alfa, mitocondrial | S. pombe
10 444 Glucoamilasa 1 R. oryzae
11 444 transaldolasa S. pombe
14 444 Glucoamilasa 1 R. oryzae
15 444 Peroxiredoxina pmp20 A. nidulans
1,2-dihidroxi-3-ceto-5-dioxigenasa A. nidulans
metiltiopenteno
Glucoamilasa 1 R. oryzae

Tabla 11. Proteinas que se expresan en ausencia de PCF en el medio, a las

157 horas de cultivo.

# spot Proteina microorganismo

16 Proteina de unién a GTP A. gossypii

17 Fosfoglicerato quinasa 1 R. niveus
Fosfoglicerato quinasa 2 R. niveus
Fosfoglicerato quinasa 3 R. oryzae
Fumarato hidratasa, mitocondrial R. oryzae
2-metilcitrato sintasa, mitocondrial A. nidulans
Citrato sintasa R. oryzae

18 Peptidil-prolil-cis-transisomerasa D R. delemar
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Alcohol deshidrogenasa 1 A. nidulans
Formiato deshidrogenasa A. nidulans
Proteina similar a rhizopuspepsina R. oryzae
19 Aldehido deshidrogenasa A. nidulans
Proteina similar a rhizopuspepsina R. oryzae
20 Piruvato carboxilasa R. oryzae
Factor de elongacion 1-alfa R. oryzae
Aldehido deshidrogenasa A. nidulans

Se puede observar que proteinas similares fueron identificadas en distintos
spots y que presentan actividades funcionales parecidas. Esta caracteristica de
encontrar las mismas proteinas expresada en diferentes spots es comun en los
hongos, y pueden resultar de modificaciones post-traduccionales del mismo
gen (proteolisis, glicosilacion, fosforilacion etc.) (Mann y Jensen, 2003) o de la
presencia de isoformas relacionadas con las secuencias codificadas por genes
diferentes paralogos (Vodisch y col.,, 2009), o un mismo gen a traves del

proceso de splicing alternativo (Cheny col., 2014; Stamm y col., 2010).

Cabe sefalar que la presencia de varias proteinas en un mismo spot no
permite en algunos casos determinar cual o cudles de ellas presentan
realmente cambios significativos en su abundancia entre las condiciones
estudiadas. Sera necesario hacer estudios adicionales para determinar si
realmente las proteinas de las tablas 10 y 11 se expresan de manera

diferencial en presencia y ausencia de PCF.

7.6 FUNCION Y CLASIFICACION DE LAS PROTEINAS

Se definio la funcién de cada una de las proteinas con base en la ontologia de
los genes (GOA, siglas del inglés Gene Ontology Annotation), utilizando bases
de datos como Uniprot, NCBI, GO PANTHER, Quick GO como consulta. Estas
bases de datos proporcionan informacion funcional y acceso a la secuencia de
las proteinas con una alta calidad integral y son de libre acceso (Barell y col.,
2009).
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La ontologia de genes (GO) establece descripciones consistentes de los
productos génicos anotados en bases de datos diferentes, agrupando tres
ontologias que corresponden con tres aspectos diferentes de la biologia
celular: funcion molecular, proceso bioloégico y componente o localizacion sub-
celular. Aunque la GO incluye fundamentalmente conceptos que se refieren al
nivel sub-celular y celular, abarca también niveles superiores, como los
correspondientes a sistemas érganos y a organismos (Ashburner y col., 2000;
Balakrishnan y col., 2013).

Los procesos biologicos (PBs) implican generalmente transformaciones
quimicas o fisicas que ocurren por la acciébn de un conjunto de funciones
moleculares organizadas; es decir, el objeto que va a un PB sufre
transformaciones que lo convierten en algo diferente. Los PBs pueden ser de
un nivel mas elevado o abstracto, como son el “crecimiento celular” o la
“transducciéon de sefiales”, o de un nivel menor o mas especifico como son el

“metabolismo de pirimidinas” o la “biosintesis de AMPc”.

La funcién molecular (FM) describe actividades que ocurren a nivel molecular,
sus términos representan a las actividades y no a las entidades (moléculas o
complejos moleculares) que llevan a cabo las acciones, sin especificar cuando,
donde, o en qué contexto ocurren. Para evitar confusiones entre los nombres
de los productos génicos y las FMs, muchos términos incorporan la palabra
(actividad).

Componente celular (CC) se refiere al espacio celular donde se encuentra el
producto génico. Un componente celular puede ser una estructura anatomica,
como el reticulo endoplasmatico, el nacleo celular, o una estructura molecular
mas simple formada por productos génicos, como un ribosoma o un dimero

proteico.

La funcién molecular, proceso bioldégico y componente celular de cada una de
las proteinas identificadas se describen en el Anexo 2.

46



Resultados K discusion

7.7 PROTEINAS EXPRESADAS SOLO EN PRESENCIA DE PCF

Las proteinas expresadas solo en medios con PCF se clasificaron de acuerdo
a su funcion (Fig. 19).

Diferenciacion .
Transduccion de

celular L
10% sefales
10% Respuesta al
estrés oxidativo
/_20%
Proceso

catabolico de

\_Actividad

oxidorreductasa
20%
Figura 19. Clasificacién funcional de las proteinas identificadas expresadas
solo en presencia de PCF.

Dentro de las proteinas que se expresan solo cuando es adicionado el PCF, se
encontr6 que la mayoria estan relacionadas con el proceso catabdlico de
polisacaridos, respuesta al estrés oxidativo y proteinas con actividad
oxidorreductasa (40 %). Estas Ultimas eran esperadas, ya que la degradacion
de PCF deberia incluir actividades oxidasa. Ademds, los metabolitos
encontrados por Ledn-Santiesteban y col. (2014), producto de la degradacién
del PCF por R. oryzae, suponen la presencia de enzimas especializadas en
dicha funcion. Harms y col.,, (2011) reportaron que enzimas como
monooxigenasas, fenoloxidasas, deshalogenasas y transferasas estan

involucradas es procesos de biorremediacion.
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7.7.1 PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL PROCESO CATABOLICO DE
POLISACARIDOS.

La glucoamilasa (GA), que se encontré6 en mas de un spot, es una enzima de
tipo hidrolasa (exo), cataliza la liberacion de R-D-glucosa de los extremos no
reductores de almidén y sustratos relacionados hidrolizando los enlaces alfa-
1,4 y alfa-1,6 glucosidicos (Coutinho y Reilly, 1997; Sauer y col., 2000). La GA
es una proteina modular que consiste en un dominio catalitico C-terminal,
clasificado como un miembro de la familia de las glucésido hidrolasas 15,
ademas presenta un dominio de union a almidén (Henrissat, 1991). La mayoria
de los dominios de union a almidén conocidos en las GAs se encuentran en el
extremo C-terminal, pero en R. oryzae se encuentran en el N-terminal (Ashikari
y col., 1986). Dentro de su secuencia presenta multiples sitios de glicosilacion,
relacionados con la estabilidad de la enzima (Norouzian y col., 2006), ademas
de la presencia de una secuencia sefial en el extremo N-terminal. Las
proteinas que presentan una secuencia sefial generalmente son dirigidas al
reticulo endoplasmico y, finalmente, destinadas a ser secretadas o ser

componente de la membrana celular.

Se identific6 una R-glucanasa perteneciente a la familia de las glicosido
hidrolasas 16 (Henrissat, 1991), la cual presenta cierta similitud con la
glucoamilasa, es decir, esta enzima presenta actividad hidrolasa, cataliza la
hidrolisis de cualquier enlace glicosilico, ademas de la presencia de una
secuencia sefal dentro de su secuencia lo que igualmente sugiere que esta

destinada a ser secretada.

Finalmente se encontré una transaldolasa la cual esta implicada en la ruta de
las pentosas fosfato en la etapa no oxidativa, transfiere una unidad C3 de la
sedoheptulosa-7-fosfato a gliceraldehido-3-fosfato, con lo que se formaran la
(tetrosa) eritrosa-4-fosfato, ademas de uno de los primeros productos finales, la
(hexosa) fructosa-6-fosfato, la cual se dirigird hacia la glucdlisis (Miosga y col.,
1993). Por otro lado, esta enzima al tener actividad transferasa, puede catalizar
la transferencia de un grupo quimico, por ejemplo un metilo o un grupo glicosilo

a partir de un compuesto donante a un compuesto aceptor, por lo tanto, podria
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estar relacionada con la transferencia del grupo metilo en la formacion del
pentacloroanisol formado durante la via de degradacion del PCF, donde los
grupos hidroxilo de los clorefenoles son metilados formando anisoles, como lo

propusieron Szewczyc y Dlugonski, (2009).

7.7.2 PROTEINAS RELACIONADAS CON LA RESPUESTA AL ESTRES
OXIDATIVO Y ACTIVIDAD OXIDORREDUCTASA.

El PCF ha sido previamente reportado como causante de la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como la per oxidacion de lipidos
(Dong y col., 2009). La presencia de proteinas relacionadas con una respuesta
ante el estrés, sugiere que el PCF desencadena una respuesta de este tipo en
R. oryzae para contrarrestar la produccion de ROS. Tales efectos, como la
sobreacumulacién y expresion de proteinas relacionadas con el estrés

oxidativo, ya se han atribuido con anterioridad al PCF (Fang y col., 2010).

La catalasa B es una enzima antioxidante que tiene la funcidon de proteger a las
células de los efectos toxicos del peroxido de hidrégeno, catalizando la
reaccion de perdxido a oxigeno molecular y agua, reduciendo o eliminando la
toxicidad de los radicales superédxido, perdxido de hidrogeno y radicales
hidroxilo (Bai y Cederbaum, 2001). El peréxido de hidrégeno se produce como
consecuencia del metabolismo oxidativo celular a través de los metales de
transicion. El peréxido de hidrégeno es capaz de dafiar una amplia variedad de
moléculas dentro de una célula, llevando al estrés oxidativo y a la muerte
celular. Las catalasas actuan para neutralizar la toxicidad de peroxido de
hidrégeno, y son producidas por todos los organismos aerobicos que van
desde las bacterias hasta el hombre. La peroxirredoxina es una enzima con
actividad peroxidasa, cataliza la oxidacion de un sustrato mediante la reduccion
de perdxido a agua (Echalier y col., 2005), y al igual que la catalasa esta
relacionada con la desintoxicacion oxidante celular ademas de la respuesta
celular al estrés osmoético. Se encuentra localizada en los peroxisomas, un
pequefio organulo eucariota especializado en llevar a cabo reacciones de
oxidacion. Contiene principalmente peroxidasas, oxidasas y catalasas, la B-

oxidacion de los acidos grasos es otra funcion importante de los
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peroxisomas. En las plantas y los hongos esta degradacion se produce solo en
este compartimento celular. Ambas proteinas presentan actividad
oxidorreductasa.

La adenosil homocisteinasa es una enzima que actia como inhibidor
competitivo de reacciones metil transferasas, por lo tanto, desempefa un papel
clave en el control de metilaciones a través de la regulacién por concentracion
intracelular de la misma enzima. Esta involucrada en las reacciones quimicas
que implican la transferencia de unidades de un carbono en varios estados de
oxidacion, y se encuentra ubicada en el citoplasma de las células. Es una
proteina altamente conservada (Sganga y col., 1992) del tipo hidrolasa que
interviene en el ciclo del metilo activado, responsable de la hidratacion
reversible de S-adenosil-L-homocisteina en adenosina y homocisteina, para su

actividad es dependiente del cofactor NAD™.

La 1,2-dihidroxi-3-ceto-5-dioxigenasa metiltiopenteno es una enzima con
actividad oxidorreductasa involucrada en el proceso de biosintesis de la
metionina a partir de 5-metiltioadenosina (MTA). Esta via es responsable del
control estricto de la concentraciéon de MTA, el cual es un potente inhibidor de

la biosintesis de poliaminas y reacciones de transmetilacion (Dai y col., 2001).

Ambas enzimas estan relacionadas con procesos de metilacion, por lo tanto,
como anteriormente se describié, podrian estar relacionadas con la formacién

del pentacloroanisol a partir del PCF.
7.7.3 OTRAS PROTEINAS EXPRESADAS EN PRESENCIA DE PCF.

Ademas de las proteinas previamente descritas se encontraron otras con
funciones variables. Por ejemplo, la proteina relacionada con el control de la
division celular, que esta involucrada en el desmontaje del cabezal, la
degradacion de las proteinas ubiquitinadas y exportacion de proteinas mal
plegadas desde el reticulo endoplasmico al citoplasma. Actia como una
chaperona que recoge sustratos ubiquitinados. Tiene un papel en la via de

degradacion asociada al reticulo endoplasmatico asociado (ERAD). Es un

|
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componente del complejo de control de calidad ribosomal (RQC), un complejo
de ribosomas asociados que media la ubiquitinacién y la extraccion de las
cadenas nacientes sintetizadas de forma incompleta para la degradacion
proteasomal (Brandman y col., 2012). Esta proteina ademas esta relacionada
con la respuesta a estimulos externos, provocando la autofagia, proceso en el
que las células digieren partes de su propio citoplasma, permitiendo asi el
reciclado de los componentes macromoleculares en condiciones de estrés
celular y remodelacion de la estructura intracelular para la diferenciacion
celular. Presenta sitios conservados relacionados con actividad ATPasa
asociados a una amplia variedad de actividades celulares, como el transporte
de las proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico hacia el citoplasma,
para ser degradadas por el proteasoma (Ye y col., 2001). Como se vera mas
adelante, el PCF afecta a enzimas cuya funcién esta relacionada con el
plegamiento de las proteinas para su correcto funcionamiento, por lo que
podemos suponer que esta proteina se expresa como consecuencia del

incorrecto funcionamiento intracelular provocado por el PCF.

Se encontré una probable dipeptidil peptidasa la cual es una aminopeptidasa
extracelular que elimina residuos de aminoécidos N-terminales de una cadena
polipeptidica. Pertenece a la familia de las serina peptidasas, presenta
multiples sitios de glicosilacion, es ubicua y se encuentra en los virus, bacterias

y eucariotas (Rawlings y Barrett, 1994).

También se identificod una ATP sintasa subunidad alfa mitocondrial, la cual es
una proteina implicada en el transporte de iones de hidrogeno a travées de la
membrana interna de las mitocondrias, y se utiliza para procesos como la
sintesis de ATP, y en bacterias para la rotacién flagelar (Futai y col., 1989).
Carvalho y colaboradores (2013) reportaron la capacidad que tiene el PCF para
desacoplar la fosforilacion oxidativa llevada a cabo en la mitocondria,
incrementando asi la demanda de energia, o que se puede relacionar con la

sobreexpresion de la ATP sintasa en presencia de PCF.
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7.8 PROTEINAS CUYA EXPRESION SE REPRIME EN PRESENCIA DE PCF

Se encontré que la mayoria de las proteinas que se dejan de expresar al
momento de adicionar PCF al medio de cultivo corresponden a proteinas
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos. Se realiz6 una clasificacion

especifica indicando el proceso celular en el que estan involucradas (Fig. 20).

Catabolismo del Transporte
Metabolismo del formiato intracelular
metanol 7% 7%

14%
Endopeptidasa\

7%

Ciclo de Krebs
22%

Biosintesis de
proteinas
7%

Plegamiento de
proteinas
7%

Gluconeogénesis
7%
Figura 20. Clasificacion funcional de las proteinas que se identificaron como

aguellas que no se expresan en presencia de PCF en el medio de cultivo.

La mayoria de las proteinas que no se expresan cuando es adicionado el PCF
estan relacionadas con el metabolismo energético del hongo. Por ejemplo, la
fosfoglicerato quinasa la cual cataliza la segunda etapa en la segunda fase de
la glucdlisis, la conversion reversible de 1,3-difosfo-glicerato a 3-fosfoglicerato
con generacion de una molécula de ATP, durante la glucdlisis. Esta enzima se
encuentra en todos los organismos vivos y su secuencia ha sido altamente

conservada durante la evolucién (Watson y Littlechild, 1990).
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También se dejan de expresar enzimas pertenecientes al ciclo de Krebs, como
la fumarasa y la citrato sintasa. Como se sabe el ciclo de Krebs se lleva a cabo
en la matriz mitocondrial y es necesario para la produccion de energia utilizable
en forma de GTP y poder reductor NADH y FADH2 empleado en la fosforilacion
oxidativa para la sintesis de ATP. Ademas, el ciclo de Krebs proporciona
precursores para muchas biomoléculas, por ejemplo, los aminoéacidos
(Lowenstein, 1969; Krebs y Weitzman, 1987).

Se observé que las peptidil-prolil-cis-transisomerasa y rhizopuspepsina dejaron
de expresarse en presencia del PCF. La peptidil-prolil-cis-transisomerasa es
una enzima de tipo rotamasa, la cual acelera el plegamiento de proteinas al
catalizar la isomerizacion cis-trans de los enlaces peptidicos de prolina en
oligopéptidos (Fischer y Schmid, 1990). El factor de elongacion 1-alfa se asocia
con los ribosomas ciclicamente durante la fase de elongacion de la sintesis de
proteinas, y cataliza la formacion del enlace acilo entre el residuo de
aminoacido de entrada y de la cadena peptidica (Leblanc y col., 1988). La
rhizopuspepsina, presenta actividad endopeptidasa del tipo aspartil proteasa.
Las aspartil proteasas constituyen una familia ampliamente distribuidas de
enzimas proteoliticas, se sabe que estan presentes en hongos y presentan un
pro-péptido, que es una parte de la proteina que se escinde para su
maduracion o activacion (Davies, 1990). Estas enzimas estan relacionadas en
la sintesis, plegamiento y funcién catalitica de las proteinas, por lo que se
puede decir que la exposicion al PCF afecta varios procesos relacionados con
la funcionalidad de las proteinas, y por lo tanto con el metabolismo del

microorganismo.

La falta de expresion de estas enzimas se relaciona probablemente con el echo
de que el hongo deja de crecer al momento de ser adicionado el PCF al medio
de cultivo induciéndose la fase estacionaria. Ademas, se han reportado los
efectos toxicos del PCF, y la capacidad que tiene para desacoplar el proceso
de la fosforilacion oxidativa llevado a cabo en la mitocondria (Fernandez y col.,
2005; Bostrom y Johansson, 1972), inhibiendo de esa manera la sintesis de

ATP por ambos procesos Yy, por lo tanto, el crecimiento del microorganismo.
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8. CONCLUSIONES.

% Se demostr6 que hay un cambio en la expresion de las proteinas
intracelulares del hongo por la presencia del PCF, encontrandose que hay
spots que se dejan de expresar después de adicionar éste al medio de
cultivo, asi como proteinas que solo se expresan en presencia del PCF, en

ambos tiempos de muestreo.

% Con base en las proteinas identificadas en cultivos a los que se les adiciono
el PCF, se puede concluir que el contaminante altera el metabolismo del

hongo, provocando una respuesta ante el estrés oxidativo.

% Una amplia variedad de proteinas relacionadas con el metabolismo
energético de R. oryzae se ven afectadas al momento de adicionar el PCF,

lo que podria estar relacionado con la detencién del crecimiento del hongo.

% Se encontraron, en presencia del PCF, una oxidorreductasa que
probablemente se esta expresando como respuesta a la presencia de un
toxico, y enzimas relacionadas con la transferencia de grupos metilo, las
cuales pueden estan involucradas en la formacion del pentacloroanisol, uno

de los metabolitos encontrados como producto de degradacion del PCF.
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ANEXOS

1. PROTEINAS IDENTIFICADAS APLICANDO LOS CRITERIOS DE VALIDACION ESTABLECIDOS.

#Unico de #
# spot Proteina clave de acceso #Péptidos espectros #espectros %Cobertura Aminoacidos P. M.

3 Proteina de control de la divisiéon celular ~ CDC48 YEAST 8 11 18 10 835 92 kDa

Probable dipeptidil peptidasa-5 DPP5_EMENI 12 14 25 19 722 79.5 KDa
4 Proteina de control de la divisiéon celular ~ CDC48_YEAST 6 7 13 9 835 92 kDa
5 Catalasa B CATB_EMENI 37 41 78 50 722 79 KDa
6 Adenosil homocisteinasa SAHH_CANAL 5 8 12 7 450 49 KDa

ATP sintasa sub-alfa, mitocondrial ATPA_SCHPO 5 6 10 8 536 58.6 KDa
7 1,3(4)-B-glucanasa 33519210 3 3 5 10 315 34 KDa

ATP sintasa sub-alfa, mitocondrial ATPA_SCHPO 11 13 26 17 536 58.6 KDa
10 Glucoamilasa 1 AMYG_RHIOR 11 13 25 19 604 65 KDa
11 Transladolasa TAL1 _SCHPO 1 1 2 2 322 35.2 KDa
14 Glucoamilasa 1 AMYG_RHIOR 43 76 947 54 604 65 KDa
15 Peroxiredoxina PMP20_EMENI 11 12 19 79 168 18.5 KDa

1,2-dihidroxi-3-ceto-5-dioxigenasa

metiltiopenteno MTND_EMENI 9 11 20 49 178 21 KDa

Glucoamilasa 1 AMYG_RHIOR 40 63 239 49 604 65 KDa
16 Proteina de union a GTP YPT1_NEUCR 7 8 13 32 203 22.5 KDa
17 Fosfoglicerato quinasa 1 PGK1_RHINI 20 27 75 73 417 44.6 KDa
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18

19

20

Fosfoglicerato quinasa 2
Fosfoglicerato quinasa 3
Fumarato hidratasa, mitocondrial
2-metilcitrato sintasa, mitocondrial
Citrato sintasa

Peptidil-prolil-cis-transisomerasa D
Alcohol deshidrogenasa 1

Formiato deshidrogenasa

Rhizopuspepsina proteina similar

Aldehido deshidrogenasa
Rhizopuspepsina proteina similar

Piruvato carboxilasa
Factor de elongacién 1-alfa

Aldehido deshidrogenasa

PGK2_RHINI
82658794
FUMH_RHIOR
PRPC_EMENI
300078724

PPID_RHIO9
ADH1_EMENI
FDH_EMENI
219958077

ALDH_EMENI
219958077

296011192
139004025
ALDH_EMENI

42
32
19
41
29

14
11
13
17

13
14

12
5
20

70
50
19
62
50

17
13
20
20

13
16

14
6
26

299
235
35
130
113

29
24
38
44

22
35

26
13
49

87
56
51
86
65

45
37
52
52

29
48

13
17
38

417
416
494
460
472

364
350
365
390

497
390

1179
410
497

44.6 KDa
44.5 KDa
53 KDa
50.6 KDa
52.3 KDa

40.4 KDa
37.1 KDa
40.1 KDa
41.2 KDa

54 KDa
41.2 KDa

129.6KDa
44.8 KDa
54 KDa
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2. FUNCION DE LAS PROTEINAS CON BASE EN LA ONTOLOGIA DE SUS
GENES.

Se utilizaron las siguientes bases de datos para identificar la funcion de las
proteinas, asi como la ontologia de sus genes: Uniprot, Quick Go, PANTHER,
KEGG y Prosite.

Proteina: proteina de control de la divisién celular

Funcion: Involucrado en el desmontaje del cabezal, la degradacion de las
proteinas ubiquitinadas y exportacion de proteinas desde el reticulo

endoplasmico al citoplasma.

GO-funcion molecular: Unién a ubiquitina.- interaccion selectiva y de forma no
covalente con ubiquitina, una proteina que cuando se unen covalentemente a

otras proteinas celulares los marca para la degradacion proteolitica.

GO-proceso bioldgico: Respuesta a estimulos externos: autofagia.- El proceso
en el que las células digieren partes de su propio citoplasma; permite tanto
para el reciclado de los componentes macromoleculares en condiciones de
estrés celular y remodelacion de la estructura intracelular para la

diferenciacion celular.

GO-componente celular: Microsomas, Reticulo endoplasmico y citosol.

Proteina: Dipeptidil peptidasa-5

Funcion: peptidasa extracelular que elimina dipéptidos N-terminales

secuencialmente de polipéptidos que tienen un N-terminal no sustituido.

GO-funcién molecular: Actividad aminopéptidasa.- Catalisis de la hidrdlisis de

residuos de aminoacidos N-terminales de una cadena polipeptidica.

GO-proceso biolégico: N/A

GO-componente celular: Secretada o parte de components de la membrana.
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Proteina: Catalasa B

Funcion: Se produce en los organismos que respiran aerébicamente casi
todos y sirve para proteger las células de los efectos toxicos de peréxido de

hidrogeno.

GO-funcién molecular: Catalisis de la reaccion: 2 peroxido de hidrogeno = O:2
+ 2 H20.

GO-proceso biolégico: desintoxicacion oxidante celular. - Proceso llevado a
cabo en el nivel celular que reduce o elimina la toxicidad de radicales

superoéxido o peréxido de hidrogeno.

GO-componente celular: Citosol.

Proteina: adenosilhomocisteinasa

Funcion: Inhibidor competitivo de reacciones metil transferasa S-adenosil-L-
metionina-dependiente; por lo tanto, puede desempefar un papel clave en el
control de metilaciones a través de la regulacibn de la concentracion

intracelular de adenosilhomocisteina.

GO-funcién molecular: Catalisis de la reaccion: S-adenosil-L-homocisteina +

H20O = adenosina + L-homocisteina.

GO-proceso biologico: Las reacciones quimicas y las vias que impliquen la

transferencia de unidades de un carbono en varios estados de oxidacion.

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: ATP sintasa subunidad alfa, mitocondrial

Funcion: produce ATP a partir de ADP en presencia de un gradiente de
protones a través de la membrana que se genera por los complejos de

transporte de electrones de la cadena respiratoria.

GO-funcion molecular: Catalisis de la transferencia de protones desde un lado
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de una membrana a la otra por un mecanismo de rotacion.

GO-proceso biolégico: Sintesis de ATP acoplada al transporte de protones

mitocondrial.

GO-componente celular: Membrana interna mitocondrial, nucleo catalitico de

la ATP sintasa.

Proteina: 1,3(4)-beta-glucanasa

Funcion: Proceso catabdlico de polisacaridos.

GO-funcidbn molecular: Catdlisis del hidrolisis de cualquier enlace O-

glicosidico.

GO-proceso biolégico: Metabolismo de carbohidratos

GO-componente celular: N/A

Proteina: Glucoamilasa 1

Funcion: hidrolisis de los enlaces 1-4 del componente alfa-D-glucosa
sucesivamente desde extremos de las cadenas no reductoras con la liberacion

de beta-D-glucosa.

GO-funcion molecular: hidrélisis de los enlaces 1-4 del componente alfa-D-
glucosa sucesivamente desde extremos de las cadenas no reductoras con la

liberacion de beta-D-glucosa.

GO-proceso hiolégico: Proceso catabdlico de polisacaridos.

GO-componente celular: N/A

Proteina: transaldolasa

Funcion: Esta proteina estd implicada en el paso 2 de la sub-ruta que sintetiza
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D-gliceraldehido 3-fosfato y beta-D-fructosa 6-fosfato de D-ribosa 5-fosfato y

D-xilulosa 5-fosfato de la ruta de las pentosas fosfato.

GO-funcion molecular: Enzima que transfiere un grupo quimico, por ejemplo,
un grupo metilo o un grupo glicosilo a partir de un compuesto (donante) a otro

compuesto (aceptor).

GO-proceso biolégico: Derivacion de pentosa-fosfato, rama no oxidativa

GO-componente celular: Citoplasma, citosol y nucleo.

Proteina: Peroxiredoxina pmp20

Funcion: Involucrada en osmoadaptacion.

GO-funciéon molecular: Enzima que cataliza la oxidaciébn de un sustrato

mediante la reduccién de perdxido de agua (peroxidasa).

GO-proceso hiolégico: Respuesta celular a estrés osmatico.

GO-componente celular: Extracelular, intracelular y peroxisomas.

Proteina: 1,2-dihidroxi-3-ceto-5-dioxigenasa metiltiopenteno

Funcion: Cataliza la formacion de formiato y 2-ceto-4-metiltiobutirato (KMTB) a
partir de 1,2-dihidroxi-3-ceto-5-metiltiopenteno (DHK-MTPeno).

GO-funcion molecular: Dioxigenasa.- Enzima que reduce el oxigeno molecular

mediante la incorporaciéon de ambos atomos en su sustrato (S).

GO-proceso biolégico: proceso de biosintesis de L-metionina a partir de

metiltioadenosina

GO-componente celular: Citoplasma y nucleo.
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Proteina: Proteina de uniéon a GTP

Funcion: Las pequefias GTPasas Rab son reguladores clave de trafico
intracelular de la membrana, de la formacién de vesiculas de transporte para
su fusidn con las membranas. Regula el trafico de vesiculas secretoras desde

el reticulo endoplasmico (ER) para el aparato de Golgi.

Ras GTPasa, sirven como interruptores moleculares para una gran variedad

de rutas de transmision de sefales celulares.

GO-funcion molecular: Actividad GTPasa.- Son enzimas de tipo hidrolasa que

pueden unirse e hidrolizar la molécula guanosin trifosfato (GTP).

GO-proceso bioldgico: ElI movimiento dirigido de las proteinas en una célula,
incluyendo el movimiento de las proteinas entre los compartimentos
especificos o estructuras dentro de una célula, tales como organulos de una
célula eucariota.

Mediadoras en la transduccion de sefales.

GO-componente celular: La membrana que rodea el reticulo endoplasmatico
(ER) y aparato de Golgi.

Proteina: Fosfoglicerato quinasa 2

Funcion: Esta proteina esta implicada en el paso 2 de la sub-ruta que
sintetiza piruvato a partir de D-gliceraldehido 3-fosfato, parte de la via de la

glucdlisis.

GO-funcion molecular: Quinasa.- Enzima que cataliza la transferencia de
fosfato (fosforilo o transferencia de pirofosforilo) por lo general a partir de ATP

a un segundo sustrato.

GO-proceso bioldgico: Glucolisis.- Proteina implicada en la conversion
enzimatica anaerobia de la glucosa a lactato o piruvato, resultando en energia

almacenada en forma de trifosfato de adenosina (ATP).
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GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Fumarato hidratasa, mitocondrial

Funcion: Esta proteina estd implicada en el paso 1 de la sub-ruta que sintetisa
malato a partir de fumarato, en el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

GO-funcién molecular: actividad fumarato hidratasa.- Catalisis de la reaccion:

(S) -malato = fumarato + H20.

GO-proceso biolégico: ciclo del acido tricarboxilico.

GO-componente celular: Mitocondria.

Proteina: 2-metilcitrato sintasa, mitocondrial

Funcion: Cataliza la sintesis de 2-metilcitrato de propionil-CoA y oxaloacetato,
y también a partir de acetil-CoA y oxaloacetato con una mayor eficiencia.

También tiene actividad de la citrato sintasa.

GO-funcién molecular: Catélisis de la reaccion: acetil-CoA + H20 +

oxaloacetato = citrato + CoA, donde se afiade el grupo acetilo al oxaloacetato.

GO-proceso biolégico: ciclo del acido tricarboxilico.

GO-componente celular: Matriz mitocondrial.

Proteina: Fosfoglicerato quinasa 1

Funcion: catalitica.- ATP + 3-fosfo-D-glicerato = ADP + fosfato de 3-fosfo-D-

glicerol.

GO-funcion molecular: Quinasa.- Enzima que cataliza la transferencia de

fosfato (fosforilo o transferencia de pirofosforilo) por lo general a partir de ATP
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a un segundo sustrato.

GO-proceso bioldgico: Glucolisis.- Proteina implicada en la conversion
enzimatica anaerobia de la glucosa a lactato o piruvato, resultando en energia

almacenada en forma de trifosfato de adenosina (ATP).

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Citrato sintasa

Funciéon: N/A

GO-funcién molecular: Catélisis de la reaccion: acetil-CoA + H20 +

oxaloacetato = citrato + CoA, donde se afiade el grupo acetilo al oxaloacetato.

GO-proceso bioldgico: ciclo del acido tricarboxilico.

GO-componente celular: N/A

Proteina: Fosfoglicerato quinasa 3

Funcion: catalitica.- ATP + 3-fosfo-D-glicerato = ADP + fosfato de 3-fosfo-D-

glicerol.

GO-funcion molecular: Las reacciones quimicas y las vias que resulta en la
ruptura de un hidrato de carbono en piruvato, con la produccion concomitante
de una pequefa cantidad de ATP y la reduccion de NAD (P) H a NAD (P).

GO-proceso biolégico: Glucalisis.

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Peptidil-prolil-cis-transisomerasa D
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Funcion: PPlases aceleran el plegamiento de las proteinas. Cataliza la
isomerizacion cis-trans de los enlaces peptidicos en oligopéptidos.

GO-funcion molecular: Rotamasa.- Enzimas que acelera el plegamiento de
proteinas al catalizar la isomerizacion cis-trans de los enlaces peptidicos en

oligopéptidos.

GO-proceso bioldgico: plegamiento de proteinas. - El proceso de ayudar en el
covalente y no covalente ensamble de los polipéptidos de cadena o complejos

de multiples subunidades en la estructura terciaria correcta.

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Alcohol deshidrogenasa 1

Funcidén: Catdlisis de la reacciéon: un alcohol + NAD + = un aldehido o cetona +
NADH + H™.

GO-funcion molecular: alcohol deshidrogenasa actividad (NAD).- Catélisis de

la reaccion: un alcohol + NAD + = un aldehido o cetona + NADH + H*.

GO-proceso bioldgico: proceso catabdlico de etanol. - Las reacciones
quimicas y las vias resultantes de la descomposicion de etanol, CH3-CH2-OH,
un liquido inflamable incoloro, miscible en agua producidos por la fermentacion

alcohélica.

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Formiato deshidrogenasa

Funcion: Cataliza la NAD * oxidacion dependiente de formiato de diéxido de
carbono. La oxidacion del formiato es el paso final en el curso de la oxidacion
de metanol en microorganismos metilotroficos. Tiene un papel en la

desintoxicacion de formiato en organismos no metilotroficos.

GO-funcion molecular: Catalisis de una oxidacion-reduccién de la reaccion
(redox) en el que un grupo CH-OH actia como un donante de hidrogeno o de
electrones y reduce NAD* o NADP.
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GO-proceso biolégico: proceso catabdlico formiato.

GO-componente celular: Citoplasma.

Proteina: Rhizopuspepsina proteina similar

Funcion: catalitica.- La hidrdlisis de proteinas con amplia especificidad similar

a la de la pepsina A.

GO-funcion molecular: Aspartil proteasa. - enzima proteolitica con un residuo
de aspartato (Asp) en su sitio activo. Hay muchas familias de las aspatrtil
proteasas. EI mas conocido es el de la familia de la pepsina, se sabe que
existe en los vertebrados, hongos, plantas, retrovirus y algunos virus de

plantas.

GO-proceso biolégico: N/A

GO-componente celular: N/A

Proteina: Aldehido deshidrogenasa

Funcion: catalitica. Un aldehido + NAD * + H 2 O = un carboxilato + NADH.
Esta proteina esta implicada en el paso 2 de la sub-ruta que sintetiza de etilo a

partir de etanol.

GO-funcién molecular: Catalisis de la reaccion: un aldehido + NAD* + H20 =
un acido + NADH + H*.

GO-proceso biolégico: proceso catabdlico acetaldehido. - Las reacciones
guimicas y las vias resultantes de la descomposicion del acetaldehido, un gas
incoloro, inflamable liquido intermedio en el metabolismo del alcohol.

GO-componente celular: Citosol.

Proteina: Piruvato carboxilasa
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Funcion: Catalitica.- ATP + piruvato + HCO 3 = ADP + fosfato de
oxalacetato®.

GO-funcion molecular: actividad de la piruvato carboxilasa.- Catalisis de la

reaccion: ATP + bicarbonato + piruvato = ADP + 2 H* + oxaloacetato + fosfato.

GO-proceso bioldgico: Gluconeogénesis. - La formacion de glucosa a partir de
precursores no carbohidratos, tales como piruvato, aminoacidos y glicerol.

GO-componente celular: N/A

Proteina: Factor de elongacion 1-alfa

Funcion: Esta proteina promueve la union de GTP-aminoacil-ARNt al sitio-A de

los ribosomas durante la biosintesis de proteinas.

GO-funcién molecular: La proteina se asocia con los ribosomas ciclicamente
durante la fase de elongacién de la sintesis de proteinas, y cataliza la
formacion del enlace acilo entre el residuo de amino-acido de entrada y de la

cadena peptidica.

GO-proceso bioldgico: Proteina implicada en la biosintesis de proteinas a
partir de moléculas de ARNm. Este proceso, llamado traduccion, se lleva a
cabo por los ribosomas, donde se afiaden aminoacidos activados a la cadena

de polipéptido naciente.

GO-componente celular: citoplasma.
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