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RESUMEN

Las particulas tipo virus (VLPs por sus siglas en inglés) son estructuras proteicas
que se han utilizado en las ultimas décadas para el ensamblaje de nanoreactores y
como nanovehiculos para la entrega de diversas moléculas como farmacos,
vacunas y material genético. Las nanoparticulas basadas en el virus del mosaico del
bromo se autoensamblan a partir de las proteinas de la capside bajo ciertas
condiciones de pH y fuerza iénica, siempre que el cargo tenga una carga superficial
negativa. Esta proteina tiene gran versatilidad de reensamblarse; se ha probado su
capacidad para la carga de farmacos hidrofébicos, diversos ARNs, enzimas y otras
nanoparticulas como oro, plata, etc. La capside provee proteccion a su cargamento
ante la degradacion por proteasas y tiene ademas la ventaja de ser poco
inmunogénica lo que permite la administracion de distintas moléculas en células
animales sin generar una respuesta inmune en el organismo. Dichas propiedades
hacen que la capside de BMV sea una herramienta con multiples aplicaciones. El
BMV es un virus que infecta plantas, por ende, su obtencién se realiza mediante la
purificacion a partir de hojas de cebada infectadas, ademas de que se han logrado
generar mutantes mediante la transformacion de plantas con Agrobacterium
tumefaciens. Ambos métodos requieren la produccion del virus en las plantas y su
posterior purificacién, lo que implica periodos relativamente largos para el

crecimiento de las plantas y la necesidad de un invernadero.

En este trabajo, se expreso la proteina de capside de BMV en Pichia pastoris X-33,
una levadura utilizada ampliamente como modelo para la expresion de distintas
proteinas, incluyendo algunas virales. Mediante la induccion de la expresion con
metanol y el uso de técnicas cromatograficas se logrd purificar la proteina y se
demostré su capacidad para el ensamblaje de viriones utilizando el RNA del virus
nativo. A pesar de que aun se deben optimizar los protocolos de expresién para
mejorar el rendimiento, este proyecto representa una oportunidad al demostrar que
P. pastoris puede usarse como un sistema de expresion adecuado para la
produccion de la proteina de capside del BMV, lo que puede facilitar ademas la
produccion de mutantes para incrementar las aplicaciones biotecnoldgicas de las
VLP basadas en BMV.



Palabras clave: Virus del mosaico del bromo (BMV), VLPs, capside viral, proteinas
recombinantes, Pichia pastoris, encapsidacion.

SUMMARY

Virus-like particles (VLPs) are protein structures that have been used in recent
decades for the assembly of nanoreactors and as nanovehicles for the delivery of
various molecules such as drugs, vaccines, and genetic material. Brome mosaic
virus-based nanoparticles self-assemble from capsid proteins under certain pH and
ionic strength conditions, provided the cargo has a negative surface charge. This
protein has great versatility to reassemble, it has been tested for its ability to load
hydrophobic drugs, various RNAs, enzymes, as well as other nanoparticles such as
gold, silver, etc. The capsid provides protection to its cargo from degradation by
proteases and has the advantage of not being very immunogenic, which allows the
administration of different molecules in animal cells without generating an immune
response in the organism. These properties make the BMV capsid a tool with
multiple applications. BMV is a plant-infecting virus, so it can be obtained by
purification from infected barley leaves and mutants have been generated by
transforming plants with Agrobacterium tumefaciens. Both methods require the
production of the virus in plants and its subsequent purification, which implies

relatively long periods for plant growth and the need for a greenhouse.

In this work, the BMV capsid protein was expressed in Pichia pastoris X-33 a yeast
widely used as a model for the expression of different proteins, including some viral
ones. By inducing expression with methanol and using chromatographic techniques,
the protein was purified and its ability to assemble virions using native virus RNA
was demonstrated. Although expression protocols still need to be optimized to
improve yield, this project represents an opportunity by demonstrating that P
pastoris can be used as a suitable expression system for the production of BMV
capsid protein, which can also facilitate the production of mutants to increase the

biotechnological applications of BMV-based VLPs.

Keywords: Brome Mosaic Virus (BMV), VLPs, viral capsid, recombinant proteins,
Pichia pastoris, encapsidation.



INTRODUCCION

El término nanotecnologia se utiliza para describir la ciencia e ingenieria implicadas
en el disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacién de materiales y dispositivos cuyo
desarrollo se lleva a cabo en dimensiones de aproximadamente 1 a 100 nm, para
crear materiales con un enorme potencial de aplicacion en varias areas, que van
desde la meédica hasta la electronica. En medicina, promete revolucionar la
administracion de farmacos, la terapia génica, el diagndstico y muchas areas de
investigacion, desarrollo y aplicacion clinica (Pavlovic, Mayfield y Balint, 2013; Saini,
Saini y Sharma, 2010).

La administracién dirigida de farmacos se refiere a la acumulacion selectiva y
cuantitativa de medicamentos en cierta zona del cuerpo, este concepto implica un
comportamiento coordinado de tres componentes: el farmaco, una estructura diana
y el vehiculo farmacéutico (Torchilin, 2000).

Los nanovehiculos son moléculas artificiales que encapsulan los farmacos o por los
que circula el medicamento; estos tienen la capacidad de atravesar capilares, poros
y membranas celulares sirviendo como escudos para proteger los medicamentos de
degradacion o de interacciones desnaturalizantes que pudieran darse en el
ambiente bioldgico. En ellos se cargan las moléculas que pueden ser azucares,
péptidos, proteinas o genes, para que sean reconocidos especificamente por
células, tejidos u 6rganos enfermos (Salgado, 2016).

Algunos de los nanovehiculos desarrollados para el suministro intracelular de
proteinas son los liposomas, polimeros, nanotubos de carbono, nanoparticulas de
oro, nanoparticulas de silice y puntos cuanticos, y las nanoparticulas proteicas tipo
virus como una alternativa para la administracién de farmacos (Gu et al., 2011;
Sanchez et al., 2015).

Las particulas tipo virus (VLPs) son un subconjunto de nanoparticulas virales (VNP)
que carecen de material genético viral y se ensamblan espontaneamente a partir de
proteinas estructurales del virus las cuales tienen varias caracteristicas peculiares
como dimensiones adecuadas para aplicaciones a nanoescala, capacidad de
autoensamblaje, homogeneidad de tamafio, robustez intrinseca, gran relacion
superficie/masa y una organizacion macromolecular definida, repetitiva y simétrica,
estas proteinas se pueden obtener ya sea a partir de infecciones de los virus en sus
huéspedes o por sistemas de expresion heterélogos como Escherichia coli,
levaduras, plantas y células de mamiferos o insectos (Hema et al., 2016).

Las VLPs, de manera general, se utilizan en diversas aplicaciones biomédicas como
la administracion dirigida de medicamentos, la imagenologia médica, produccion de
vacunas Yy biosensores. Desde su descubrimiento, se han usado para la
administracion de enzimas, la administracion de antigenos y como suplementos
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proteicos. También se han utilizado como nanovehiculo para la activacion
enzimatica de tamoxifeno en células tumorales, las enzimas encapsuladas en
capsides virales han tenido resultados relevantes en el tratamiento de la deficiencia
enzimatica y para la administracion a un sitio objetivo. Asimismo, también se han
encapsulado antigenos y anticuerpos para su entrega dirigida y controlada
(Jeevanandam, Pal y Danquah, 2018; Sanchez et al., 2015).

En los ultimos afios, se han explorado cada vez mas las aplicaciones de las VLPs a
base de virus vegetales, denominadas PVN, como las basadas en el virus del
mosaico del bromo (BMV), el virus del moteado clorético del caupi (CCMV), el virus
del mosaico del caupi (CPMV), el virus del mosaico del tabaco (TMV) y el virus de la
papa X (PVX), sobre todo para su uso en biomedicina, debido a cuestiones de
bioseguridad y producciéon, por su naturaleza no infecciosa, biocompatible y
biodegradable, tanto en humanos como en otros mamiferos, ademas del gran
intervalo de tamanos, alto grado de simetria, polivalencia, estabilidad en un amplio
intervalo de pH y temperatura, asi como su eficiente produccion y escalabilidad
(Hema et al., 2019).

El trabajo realizado en esta tesis estda enfocado en la expresidn, purificacién y
ensamblaje de la proteina de capside del BMV en la cepa X-33 de P. pastoris.

|.  ANTECEDENTES
1. BMV

El BMV es miembro de la familia bromoviridae y del género bromovirus, el cual
infecta a muchas especies de graminaceas y puede transmitirse mecanicamente o
por varios vectores. Consiste en un genoma tripartito de ssRNA y la proteina de
capside (CP por sus siglas en inglés) separadas en particulas icosaédricas con
simetria T=3, compuesta por 180 subunidades de 189 residuos (19.4 kDa) que
forman un virion de aproximadamente 28 nm de diametro (Lucas, Larson y
McPherson, 2002; Choi et al., 2000; Kao et al, 2011).

El genoma de BMV consta de tres ARN gendmicos: ARN1 (3.2 kb), que codifica una
proteina con las funciones de cobertura y de tipo helicasa necesarias para la
replicacion del ARN, ARN2 (2.8 kb), que codifica la ARN polimerasa dependiente de
ARN, y ARNS3 (2.1 kb) que codifica la proteina de movimiento requerida para la
propagacion célula a célula y la proteina de capside, asi como un ARN
subgenomico 4 (0.8 kb) transcrito del ARN3 de cadena negativa y el cual se traduce
a la proteina de capside. Los ARNs 1 y 2 se encuentran de forma individual en los
viriones, mientras que los ARNs 3 y 4 se encuentran empaquetados juntos.

La proteina de capside se organiza en tres subunidades que asumen un numero
igual de conformaciones distintas A, B o C (Figura 1), cada subunidad contiene un
brazo N-terminal largo rico en residuos basicos (altamente cargado positivamente) y
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un dominio globular que permite que las subunidades se interdigiten a través de sus
extremos C-terminales (Figura 1). Se ha reconocido que la interaccion entre estos
extremos es esencial para la formaciéon de dimeros de CP (Calhoun et al., 2007;
Lucas, Larson y McPherson, 2002; Kao et al., 2011).
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Figura 1. Estructuras del monémero y el trimero asimétrico de la proteina capside del BMV.

El mondémero muestra una representacion de superficie en la que los residuos cargados
positivamente estan en azul y los residuos cargados negativamente estan en rojo. El trimero con los
tres conformadores A, B y C ilustra las ubicaciones de los extremos N y C que forman la capside
(Kao et al., 2011; Lucas et al, 2002).

Esta flexibilidad del brazo N-terminal es de gran importancia ya que proporciona un
mecanismo para mejorar la probabilidad de interaccién entre proteina y ARN (Choi
et al.,, 2000). ElI gran numero de residuos basicos dentro de los primeros 25
aminoacidos N-terminales (N-ARM), 7 argininas y 1 lisina, sugiere que la interaccion
entre los grupos fosfato negativos en el ARN y los aminoacidos basicos positivos
son importantes en el reconocimiento de ARN durante la encapsidacion in vivo. Los
residuos basicos en el N-ARM han demostrado claramente que son esenciales para
el ensamblaje del viridn, para la integridad del viribn y una serie de otras
propiedades estructurales vy fisiolégicas, sin embargo estos no son visibles en el
mapa de densidad electrénica determinado por criomicroscopia ya que son internos
e interactuan con el ARN (Choi et al., 2000; Calhoun et al., 2007; Janda y Ahlquist,
1993).

La mayoria de la evidencia fisicoquimica sugiere que solo hay interacciones débiles
en la capside entre subunidades de proteinas individuales y entre grupos de
subunidades capsoméricas. El mecanismo para el ensamblaje de BMV se basa en
las interacciones capside-ARN, donde el ARN se pliega de manera independiente
en una estructura central mas o menos esférica, como consecuencia de
interacciones de acido nucleico y la cubierta de proteina se forma a su alrededor
utilizando interacciones electrostaticas no especificas para impulsar el ensamblaje,
las cuales involucran los polipéptidos amino terminales cargados positivamente y las
masas preformadas de ARN cargado negativamente (Berena et al., 2020; Janda y
Ahlquist, 1993; Lucas, Larson y McPherson, 2002).

El BMV tiene un diametro de aproximadamente 28 nm en estado nativo a pH bajo
(<6.0), pero experimenta una transicion estructural profunda a medida que el pH se
acerca a la neutralidad, la cual puede ser reversible. El ion Mg?* ayuda a estabilizar



el virion nativo a un pH mayor a 6, pero no evita la transicion. En condiciones de alta
sal y pH neutro, el virion pierde su ARN y se disocia en productos proteicos; existe
evidencia de que las capsides disociadas finalmente producen dimeros en solucion.
Se ha visto de manera practica que las interacciones proteina-proteina a través de
los ejes de la diada icosaédrica también son extensas. Ademas, la proteina se
puede reensamblar bajo condiciones definidas en una variedad de formas, que
incluyen icosaedros T=3 y T=1 vacios (Lucas, Larson y McPherson, 2002).

El virion BMV también puede formar una particula pseudo T=2 cuando el ARN de
BMV esta ausente, lo que sugiere que tienen un mecanismo para formar particulas
inmaduras premontadas hasta que el ARN pueda encapsidarse (Sullivan y Ahlquist,
1999).

Los viriones de BMV y CCMV estuvieron entre los primeros virus esféricos que se
reconstituyeron in vitro. EI ensamblaje in vitro generalmente se lleva a cabo
mediante dialisis de una mezcla de CPs disociadas y ARN (o algun material central),
comenzando desde un tampdn con alto contenido de sal a un tampoén con bajo
contenido de sal a pH neutro. Las CPs de BMV disociadas in vitro pueden
reensamblarse alrededor de los ARN de virus no relacionados, ARN
homopoliméricos sintéticos e incluso polianiones de acido no nucleico (Berena et al.,
2020; Kao et al., 2011).

Se pueden agregar materiales extrafios al exterior de la capside o a la camara
interna de la cubierta de la capside, reemplazando el ARN gendmico viral con
material extrano. La capacidad de BMV CP para autoensamblarse alrededor de
materiales extrafios tiene el potencial de aplicaciones en nanotecnologia y
biomedicina (Kao et al., 2011).

2. Uso del BMV como nanovehiculos
Debido a su facil produccién, manejo y estructura simple, los virus vegetales son
atractivos para algunas aplicaciones biomédicas. Las VLPs de BMV se han
propuesto como plataformas para la administracion de farmacos en diferentes
terapias, como agentes de diagnostico para el cancer, como agentes de contraste
de resonancia magnética in vivo, para el desarrollo de sondas luminiscentes de alto
rendimiento y biosensores (Hema et al., 2019; Kao et al., 2011; Nuiez et al., 2020).

Bajo ciertas condiciones de temperatura, fuerza idnica y pH, la proteina es capaz de
encapsidar moléculas anionicas, como ARNs heterdlogos (Nufiez et al., 2020),
enzimas, farmacos o nanoparticulas de oro funcionalizadas (Chen et al., 2006). Se
ha demostrado su uso como nanoportador para transportar y administrar siRNA
(ARN interferente pequeno), el cual es una molécula terapéutica prometedora para
abordar la sobreexpresidon o mutaciones genéticas para varias afecciones
patolégicas como infecciones virales, cancer, trastornos genéticos y trastornos
autoinmunes (Nufiez et al., 2020).



Debido a la presencia de nueve motivos hidrofobicos en la capside viral del BMV, se
ha demostrado que son un buen sistema para ser utilizadas como nanovehiculos de
moléculas hidrofébicas de interés terapéutico, como el tamoxifeno (Pérez-Sanchez,
2017).

Ademas de su capacidad de encapsidacion, las caracteristicas que se han
reportado sobre los virus de plantas, como la incapacidad de infectar huéspedes
humanos o animales, hacen que sea una alternativa con un mayor nivel de
bioseguridad para su aplicacion en biomedicina. La toxicidad de las capsides de
BMV ha sido evaluada en células tumorales de mama, asi como la respuesta
inmune potencial in vitro en la linea celular RAW 264.7-blue de macrofagos, en
donde, incluso a altas concentraciones de virus, no se provocd ningun efecto
citotoxico en las células y casi no mostraron respuesta inmunogénica (Nufiez et al.,
2020).

Estudios preclinicos han demostrado que las VLP obtenidas de la planta se pueden
administrar a dosis de hasta 100 mg (1016 VLP) por kg de peso corporal sin
toxicidad clinica, lo que hace que los virus sean excelentes y biocompatibles
candidatos a nanoportadores. Con todos estos ejemplos se muestra como las
nanoparticulas virales vegetales ofrecen una multitud de aplicaciones
biotecnologicas, apareciendo opciones novedosas cada ano gracias al constante
desarrollo de esta tecnologia (Yildiz, et al., 2012).

3. Sistemas de expresion utilizados para la obtencion de BMV

Entre los sistemas de expresion que se han descrito hasta ahora, para la produccion
de VLPs basadas en BMV, se encuentran la cebada (Hordeum vulgare, su anfitrion
natural), varios Chenopodium spp, variedades purpuras y verdes de C. hybridum,
trigo y Nicotiana benthamiana (Beren et al., 2020; Chaturvedi y Rao, 2018; Yildiz et
al., 2012).

El mecanismo general para la produccidon de las VLPs de BMV es a través de la
agroinfiltracion. Para agroinfiltrar N. benthamiana se inocula la cepa de
Agrobacterium que contiene el transformante deseado y se incuba hasta alcanzar
una ODgy de 1.0, las bacterias se centrifugan, el sedimento se resuspende y se
infiltra luego en la superficie abaxial (posterior) de una hoja de la planta Nicotiana
benthamiana de cuatro semanas de edad. La expresion del gen de interés puede
analizarse de 2 a 6 dias después de la filtracion, las hojas se cosechan y se
purifican (Annamalai y Rao, 2006; Calhoun, Speir y Rao, 2007).

En un estudio realizado por Yildiz et al. (2012) para la produccion de BMV se

obtuvieron rendimientos tipicos de 0.5 mg de cBMV por gramo de hoja infectada de
N. benthamiana después de 10 dias de crecimiento (Yildiz et al., 2012).
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Ademas del sistema de expresidon basado en plantas, E. coli y la expresion
heter6loga basada en baculovirus son los sistemas mas utilizados para la
produccion de VLPs de otros virus, sin embargo, estos tienen limitaciones. Algunas
desventajas de la expresion basada en plantas son que la generacién de plantas
transgénicas lleva mucho tiempo, requiere experiencia especial y los niveles de
expresion tienden a ser bajos; la expresién basada en E. coli a menudo da como
resultado proteinas que no se autoensamblan o que son insolubles y la expresion
basada en baculovirus es laboriosa y costosa (Brumfield et al., 2004; Schneemann y
Young, 2003; Strugala et al., 2021).

El sistema P. pastoris ofrece una alternativa atractiva para la expresion de VLP, se
basa en una célula eucariota, es facil de manipular y expresa altos niveles de
proteina. Se ha investigado la capacidad de este sistema para la produccion de
diversas proteinas virales, entre ellas el CCMV (Brumfield et al., 2004).

4. Expresion de proteinas en P. pastoris

Pichia pastoris es una levadura muy utilizada actualmente como sistema de
expresion para la produccién de proteinas recombinantes debido a su facil
manipulacion genética, a los altos niveles de produccion de la proteina de interés
tanto intra como extracelular y por su habilidad para realizar modificaciones
postraduccionales similares a las de los organismos eucariontes superiores
(glicosilacion, puentes disulfuro y procesado proteolitico). Se ha utilizado para la
produccion de una amplia variedad de enzimas y proteinas importantes, algunas de
las cuales han obtenido la aprobacién para uso humano de la Administracion de
Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para su uso terapéutico y en
biofarmacéutica (Juturu y Wu, 2017; Viader-Salvado y Guerrero-Olazaran, 2011).

P. pastoris se ha utilizado como sistema heterdlogo para la produccién de la
proteina del virus del papiloma humano HPV16 L1 (Mariz et al., 2015), también se
demostrd su viabilidad para la expresion del gen L1 de tipo silvestre de diferentes
tipos de virus del papiloma humano (tipos 16, 18 y 33) (Coimbra et al., 2011). En
otro estudio se logré la produccion de una proteina quimérica L1/L2 del virus del
papiloma humano 16 para la produccibn de una vacuna recombinante, los
resultados de ELISA para la deteccion del anticuerpo L1-HPV-16 y el anticuerpo L2
-HPV-16 mostraron una reaccion positiva que mostré una sensibilidad similar con el
kit de prueba comercial (Sanchooli et al., 2018).

Se ha logrado la expresién secretada de la proteina de la capside truncada del
circovirus porcino tipo 2 (PCV2) en la cepa de P. pastoris GS115, con una
produccion maxima de 250 pg/mL. La prueba de anticuerpos en suero demostré que
la tCap que ayuda a los adyuvantes indujo un aumento significativo del anticuerpo
PCV2-Cap especifico con el tiempo en ratones y un nivel de anticuerpos similar en
cerdos en comparacién con una vacuna comercial de subunidad basada en Cap
(Chen et al., 2016). En otro estudio se logré obtener la produccidn secretora de esta
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misma proteina y se evalud su actividad funcional con respecto a sus propiedades
antigénicas, en este caso, la cuantificacion total de proteinas obtenidas en el
sobrenadante fue de 140 g/mL (Silva et al., 2014).

Se demostré la produccién e inmunogenicidad en ratones de la Proteina viral 2
(VP2) del parvovirus porcino (PPV), como candidata para su uso como vacuna
subunitaria para la prevencion y control de la enfermedad asociada con la infeccion
por PPV en cerdos, alcanzando niveles de expresion altos (hasta 595,76 mg/L)
(Guo, Zhong y Huang, 2014).

Se logro la clonacién y expresion de la proteina de la capside VP60 del virus de la
enfermedad hemorragica del conejo (RHDV), el producto recombinante era
antigénicamente similar a la proteina de la capside nativa, con un nivel de expresién
de aproximadamente 1.5 g/L (Farnds et al., 2005). También se cloné el gen VP60
sin sefal de secrecion bajo el control transcripcional del promotor de levadura
AOX1, el antigeno se obtuvo de manera intracelular y soluble a aproximadamente
480 mg/L, con un perfil similar al de viriones auténticos, convirtiéndose en un
candidato valioso para la implementacion racional de una vacuna subunitaria
escalable de bajo costo contra el RHDV (Farndés et al., 2009).

Por otra parte, se ha logrado la expresion de la proteina de recubrimiento del virus
CCMV, la cual se habia producido anteriormente en E. coli obteniéndose de manera
insoluble y no ensamblada (Zhao et al., 1995). En este caso la expresion basada en
fermentacién de P. pastoris se realizé de forma silvestre y mutantes bajo el control
de un promotor inducible por metanol, resultando en la expresion de proteina de
recubrimiento soluble y el ensamblaje de VLP, con rendimientos variados de 0.05 a
0.5 mg/g de masa celular humeda (Brumfield et al., 2004). En otro estudio se logrd
la produccioén de la CP de CCMV a partir del cultivo de una cepa recombinante de P.
pastoris inducida con metanol, asi como el autoensamblaje in vitro de las CPs para
encapsular nanoparticulas de rutenio (Ru), obteniendo en este caso un rendimiento
mayor de 95 mg/L de PC activas en el sobrenadante con una pureza superior al
90% (Zhu et al., 2020).

ll.  JUSTIFICACION
Las nanoparticulas tipo virus derivadas de virus de plantas estan ganando cada vez

mas importancia en el ambito de la biomedicina, debido a su naturaleza no
infecciosa y biocompatibilidad con humanos y otros mamiferos, al mismo tiempo que
muestran un gran potencial para su aplicacibn como nanovehiculos para la
administracion dirigida de farmacos.

La produccion de la proteina de capa de BMV, a través del uso de P. pastoris como

sistema de produccion heterdlogo, seria utii como un método alternativo de
produccion para la capside viral con un gran potencial debido a la alta tasa de
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crecimiento y a los altos niveles de expresion en la cepa elegida, lo que permitiria
optimizar los tiempos de produccion de VLPs de BMV.

. HIPOTESIS
La cepa X-33 de P. pastoris funcionara como un sistema de expresion eficiente para
la obtencién de la proteina de capside viral de BMV.

IV. OBJETIVOS DE LA TESIS

1. Objetivo general
Ensamblar nanoparticulas tipo virus utilizando la proteina de capside del virus del
mosaico de Bromo expresada en la cepa X-33 de P. pastoris.

2. Objetivos especificos

1. Amplificar el gen que codifica para la proteina de capa de BMV y clonarlo en el
vector de expresion pPICZaA.

2. Transformar la cepa X-33 de P. pastoris con las construcciones obtenidas.

3. Realizar ensayos de expresion en las transformantes obtenidas.

4. Establecer un protocolo de purificacion para la proteina de capside del BMV.

5. Evaluar la capacidad de la proteina purificada para ensamblar VLPs.

MATERIALES Y METODOS

L Materiales

1. Cepas

Para los experimentos de transformacion y extraccidn de plasmido, tanto con pJET
como en pPICZaA, se utilizé la cepa de E. coli XL1-Blue, mientras que para la
transformacion final con pPICZaA se utilizé la cepa X-33 de P. pastoris.

La cepa de E. coli XL1-Blue se cultivé en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C. La cepa
P. pastoris X-33 se cultivé a 30°C en medio Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD).

2. Vectores

El vector pJET 1.2 (ThermoFisher Scientific), se utilizd para la clonacion directa de
los productos de PCR del gen de interés, este vector posee un tamano de ~3000 pb
y codifica un gen que confiere resistencia a ampicilina.

El vector pPICZaA (ThermoFisher Scientific) se utilizé para la clonacién final del gen
y para la insercion en el genoma de P. pastoris, este vector posee un tamafno de
aproximadamente 3600 pb y codifica ademas para un gen que confiere resistencia a
zeocina.

3. Reactivos

La Q5 ADN polimerasa y las enzimas de restriccion utilizadas para la digestion de
DNA plasmidico (BamHI, Notl HF, EcoRI HF, Xhol y Xbal) fueron adquiridas de New
England BioLabs. La enzima de restriccion Bglll, asi como la T4 ADN Ligasa, PCR
Master Mix (2X), dNTP Mix y Albumina de Suero Bovino (BSA) fueron adquiridas de
Thermo Fisher Scientific. Las condiciones utilizadas para las reacciones con las
enzimas de restriccion se encuentran en la Tabla 1.
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Se utilizé el marcador Blue/Orange Loading Dye 6X de Promega para cargar las
muestras de ADN en los geles de agarosa para electroforesis.

Para monitorear el peso molecular de proteinas se utilizd ColorPlus Prestained
Protein Marker con tamafios de 7-175 kDa (contiene proteinas de 7, 17, 23, 30, 46,
58, 80 y 175 kDa) de New England BioLabs.

Los oligonucledtidos utilizados en la tesis se mandaron sintetizar a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM y se muestran en la Tabla 2.

Se utiliz6 ampicilina (Cientifica Senna), zeocina (Invitrogen), YNB (Takara bio),
biotina (Thermo Scientific), glicerol (Fermont) y el resto de las sales, acidos, bases y
compuestos organicos procedian de Sigma Co., SIGMA-ALDRICH o de Merck.

Los reactivos para medios de cultivo, triptona, extracto de levadura, peptona y agar,
asi como la agarosa procedian de Difco Laboratories.

Tabla 1. Enzimas de restriccion

Nombre T° de Tiempo de T° de Tiempo de | Proveedor
digestion | digestion | inactivacion | inactivacion
BamHlI 37 °C 30 min 65 °C 20 min NEB
Notl HF 37 °C Toda la 65 °C 20 min NEB
noche
EcoRI HF 37 °C Toda la 65 °C 20 min NEB
noche
Xhol 37 °C 30 min 65 °C 20 min NEB
Xbal 37 °C 30 min 65 °C 20 min NEB
Bglll 37 °C Toda la 65 °C 20 min Thermo
noche Scientific

NEB: New England BioLabs.

Tabla 2. Secuencia de oligonucledtidos utilizados en la tesis

Nombre Secuencia (5’-3’)

AOX1Fw | GACTGG TTC CAATTG ACAAGC

BMV Fw1 [ AGGTAGGAATTCATGTCGACTTCAGGAACT

BMV Fw2 [ AGGTAGGAATTC ATGTCGACTTC
AGGAACT

BMV Rv TATCAAGCGGCCGCCTACCTATAAACCGGGGT

Los oligonucleétidos se utilizaron en pares, BMV Fw1 con BMV Rv y BMV Fw2 con
BMV Ry, tanto para la amplificacién inicial del gen, como para la confirmacién de las
colonias positivas por PCR, para afiadir, respectivamente, en color azul se muestra
la secuencia de nucledtidos reconocida por la enzima de restriccion EcoRlI, en
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naranja se encuentra una etiqueta de 6 histidinas y en rojo el sitio de reconocimiento
para la enzima de restriccion Notl. También se utilizaron los pares AOX1 Fw y BMV
Rv para la confirmacion de las clonas positivas.

4. Medios de cultivo

Medio Luria-Bertani (LB): 1% de triptona, 1% NaCl, 0.5% extracto de levadura. En
caso de medio solido se agregd 1.5% de agar; para el medio LB bajo en sales se
agregd solamente 0.5% de NaCl. Una vez esterilizado y enfriado a
aproximadamente 50°C se afadieron los antibidticos de seleccion, los cuales fueron
ampicilina (100 pg/mL para el plasmido pJET) y zeocina (25 pg/mL para el plasmido
pPICZaA).

Medio Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD): 1% de extracto de levadura, 2%
peptona y 2% dextrosa. En caso de medio sélido se agregd 2% de agar y para
medio YPDS se agregd 1 M de sorbitol a la composicidn previamente descrita. Una
vez esterilizado y enfriado a aproximadamente 50°C se afadido zeocina como
antibiético de seleccion a una concentracion final de 100 pg/mL.

Todos los medios se esterilizaron a 121°C durante 30 minutos. El medio sdlido
fundido se vacioé en cajas Petri desechables, se dejo solidificar y se conservo a 4 °C
hasta su uso por un tiempo no mayor a 2 meses. En el caso del medio liquido, este
se almacend a temperatura ambiente (20 a 25 °C).

Medio BMGY (Buffered Glycerol-complex Medium): 1% de extracto de levadura, 2%
peptona, buffer de fosfatos (KZHP04yKH2P04, 100 mM pH 6.0), 1.34 % de YNB

(base nitrogenada de levadura sin aminoacidos con (NH4) 504), 4x10°% de biotina,
2

1% de glicerol.

Medio BMMY (Buffered Methanol-complex Medium): se preparé con las mismas
soluciones y cantidades que el medio BMGY excepto el glicerol que fue sustituido
por 1% de metanol.

[I.Métodos

1. Extracciéon de plasmido

Para la extraccion de plasmido a partir de las clonas recombinantes de E. coli se
utilizaron 2 métodos, uno de ellos fue por medio del kit GeneJET plasmid Miniprep
kit (ThermoFisher), siguiendo las instrucciones del proveedor. El proceso se basa en
separar el plasmido de un extracto de células por cromatografia de absorcion,
donde los acidos nucleicos se unen a la membrana de silica de las columnas, el
resto de los componentes se eliminan con solucion de lavado y finalmente se eluyen
los acidos nucleicos con agua liberandose de la membrana.

El otro método fue por lisis alcalina, el cual se utilizé para obtener una mayor
cantidad de plasmido a partir de las clonas positivas. Se inoculé un cultivo de 50 mL
de medio selectivo y se incubd toda la noche a 37 °C con agitacion, se recuperaron
las células por centrifugacion durante 10 minutos a 5,500 rpm. El sedimento
bacteriano se resuspendié en 1.5 mL de la solucién 1 (glucosa 50 mM, EDTA 10
mM, Tris 25 mM pH 8), luego se adicionaron 2 ml de la solucién 2 (NaOH 0.2 N,
SDS 1%) recién preparada, se mezclo por inversion y se incubd 5 minutos en hielo.
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Después se agregaron 1.5 mL de la solucion 3 (acetato de potasio 3 M, pH 6), por
las paredes, se mezcld por inversion y se incubd 10 minutos en hielo. La mezcla se
centrifugé 15 minutos a 5,500 rpm, se transfiri6 la fase acuosa a un nuevo tubo, se
agregaron 50 uL de RNAsa (10 mg/mL) y se incubdé a 37°C durante 1 hora. Un
mililitro de la solucién fue transferido a tubos de microcentrifuga de 2 mL al cual se
le adicioné un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se
centrifugdé a 13,000 rpm durante 5 minutos para separar la fase acuosa. Los acidos
nucleicos se precipitaron al agregar un volumen de isopropanol frio (-20°C). La
mezcla se incubod por 20 minutos a -20°C y luego se centrifugd 20 minutos a 13,000
rom a 4°C. El sedimento se lavo con 500 uL de etanol frio (70%) y se centrifugo a
13,000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se secd a 45°C al vacio durante 10 minutos,
finalmente se resuspendid en agua desionizada y se midié la concentracion final.

Las purificaciones de DNA plasmidico se visualizaron en un gel de agarosa (1%)
para confirmar el correcto tamano del vector. La cuantificacion del ADN se realizé
por espectrofotometria utilizando un Nanodrop™.

2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

a. Amplificacion inicial del gen BMV

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de 25 ul con 12.5
uL de 2x Q5 HF Master Mix (NEB), una concentracion final de oligonucledtidos de
0.2 yM y 10 ng de ADN.

Las temperaturas, tiempos y ciclos empleados para el PCR se describen en la Tabla
3.

Tabla 3. Programa de PCR para la amplificacion del gen de la proteina BMV

Temperatura | Duracién | Numero de ciclos Paso
(°C)
98°C 30s 1 Desnaturalizacion inicial
98°C 10's Desnaturalizacion
62°C 30s 35 Alineamiento
72°C 20s Extension
72°C 2 min 1 Extension final
4°C 0 - Enfriamiento

b. PCR de colonia

Inicialmente se prepararon tubos de PCR de 0.2 mL con 40 uL de agua desionizada
y se enumeraron, de manera estéril se recolectaron las colonias de la caja y se
estriaron en una placa nueva cuadriculada y numerada, sumergiendo el resto de la
colonia en uno de los tubos con agua.

Una vez tomadas las colonias elegidas, para el caso de E. coli, se colocaron los
tubos en el termociclador 10 min a 95°C, mientras que para P. pastoris se realizaron
2 ciclos de congelacion a -20°C por 10 minutos y descongelacion en microondas por
1 minuto.
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La solucién se prepardé con PCR Master Mix 2X (Sigma Aldrich) agregando de este
10 uL, 1 L de oligonucledtidos (10 uM) y agua hasta completar 15 uL por tubo, se
distribuyd el volumen en los tubos y se adicionaron 5 yL de ADN obtenido de las
colonias.

Las condiciones utilizadas para el PCR se describen en la Tabla 3.

3. Purificaciéon de productos de PCR

Para la purificacion de los productos de PCR se utilizé el kit GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Scientific), Inicialmente se agregd un volumen 1:1 de
solucion de unioén a la mezcla, se transfirié la solucion a una columna de purificacion
GeneJET. Se centrifugd durante 30-60 s y se desechd el liquido. Después se
adicionaron 700 pL de la solucién de lavado a la columna y se centrifugd durante
30-60 segundos. Se desechd el flujo y se colocoé la columna de purificacién
nuevamente en el tubo colector. Posteriormente se centrifugdé la columna vacia
durante 1 minuto para eliminar cualquier residuo de la solucién de lavado, se
transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpio y se agregaron
50 pyL de agua desionizada al centro de la columna, se centrifugdé durante 1 min y
finalmente se procedidé a medir concentracion de ADN y almacenarlo a -20°C hasta
Su uso.

4. Ligacion del gen en plasmido

a. Ligacion de los productos de PCR en pJET 1.2

La ligacién de los productos de PCR, BMV1 y BMV2, en pJET 1.2 se realizd
siguiendo el protocolo CloneJET PCR Cloning Kit. Para un volumen total de 20 pL
se siguio la siguiente reaccion: 10 yL del 2X buffer de reaccién 2X, 1 uL de producto
de PCR, 0.5 pL de pJET1.2/blunt Cloning Vector (50 ng/uL), 0.5 yL de T4 DNA
Ligasa y el resto de agua. Se mezclaron los componentes y se incub6 a 25°C por 15
minutos.

b. Ligacién del fragmento en pPICZaA

Para la ligacion del fragmento en pPICZaA, primero se realizé la digestion del vector
de pJET que contenia el fragmento del gen de la proteina BMV y del vector
pPICZaA.

Se utilizaron las enzimas Notl HF y EcoRl HF en una reaccion final de 50 pl usando
1 uL de cada enzima y entre 1.5 a 2.5 ug de DNA en Buffer CutSmart recomendado
por el proveedor (NEB), empleando las condiciones mostradas en la Tabla 1.
Posteriormente se purificd siguiendo el protocolo descrito anteriormente utilizando el
kit GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific).

Con los productos de la digestidon purificados se realizé una ligacion del plasmido
pPICZaA y de cada uno de los genes usando T4 DNA Ligasa. Se empled una
relacion molar inserto:vector 5:1, en un volumen de 20 L, la reacciéon se llevo a
cabo a 16 °C durante 16 horas.

5. Secuenciacion

La secuenciacion del gen de la proteina de BMV se realizé en la unidad de sintesis
y secuenciacion de DNA (USSDNA) del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Para
la secuenciacion se utilizaron los oligonucleétidos BMV Fw1 y BMV Fw2, asi como
el BMV Rv, mostrados en la Tabla 2.
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6. Preparacion de células competentes y transformacién de cepas

a. Preparacion de E. coli XL1-Blue

Se prepard un preindculo de 5 ml de la cepa E. coli XL1-Blue en medio LB, se crecio
el cultivo a 37 °C con agitacion durante 24 horas, a continuacion se inocularon 200
mL de medio LB con los 5 mL del preinéculo, el cual se incubd hasta alcanzar una
ODe00 de 0.5, una vez alcanzada la densidad Optica deseada, se enfriaron las
células rapidamente en hielo, posteriormente se centrifugé el cultivo por 15 minutos
a una velocidad de 3,500 rpm a 4 °C.

Una vez centrifugado el cultivo, se descart6 el sobrenadante y se lavaron las células
con 50 mL de CaCl,, posteriormente se incubaron en hielo durante 10 minutos y se
centrifugd bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Finalmente, se
descartd el sobrenadante y se resuspendié el paquete celular en 2 ml de una
solucién de CaClz con glicerol al 15%. Se prepararon alicuotas de 700 pL de células
en tubos de microcentrifuga estériles y se congelaron a -80 °C, hasta su uso.

b. Preparacién de P. pastoris X-33

Se prepararon siguiendo el protocolo del manual Pichia EasyComp Kit
(ThermoFisher Scientific), para lo cual se inocularon 10 mL de medio YPD con una
colonia de la cepa X-33 de P. pastoris. El cultivo se dejo crecer durante toda la
noche a 30 °C (250 rpm), se diluyé en 10 mL de YPD y se incubd hasta que el ODqg,
alcanzé 0.6-1.0. Las células se centrifugaron a 500 xg durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendieron en 10 mL de Solucion |. Se volvieron a
centrifugar a 500 xg durante 5 minutos y se resuspendieron, esta vez, en 1 mL de
Solucion |. Finalmente se hicieron alicuotas de 50 pyL en tubos de microcentrifuga
estériles de 1.5 mL y se congelaron a -80 °C, para su conservacion hasta su uso.

c. Transformacién de E. coli XLI-Blue

Inicialmente se tomaron 10 uL de ligacidon para 70 pyL de células, se mezclaron e
incubaron en hielo 20 minutos, luego se les dio un choque térmico durante 1 minuto
a 42°C, seguido de un choque térmico durante 5 minutos en hielo (4°C). Se agrego
medio LB hasta 1 mL y se incub6 2 horas a 37 °C con agitacion, pasado el tiempo
de incubacién se sembraron 100 pyL de las células en placas con medio LB
selectivo, dependiendo del plasmido con el que se transformd, y se incubaron a
37°C toda la noche.

d. Transformacion de P. pastoris X-33

Para la transformacion de X-33, se siguio el protocolo descrito en el manual de
Pichia EasyComp Kit (ThermoFisher Scientific). Se descongelé un tubo de 50 uL de
células competentes a temperatura ambiente, se agregaron 3 ug de vector de
expresion de Pichia linealizado, se adicion6 1 mL de Solucion Il (a temperatura
ambiente) y se mezclé por vortex. El tubo se incubd durante 1 hora a 30 °C en un
bafio de agua, mezclando cada 15 minutos por vortex, luego se colocd en un thermo
block a 42 °C durante 10 minutos. Se dividieron las células en 2 tubos de
microcentrifuga (aproximadamente 525 uL por tubo), se agregdé 1 mL de medio YPD
a cada tubo y se incubaron las células a 30 °C durante 2 horas para permitir la
expresion de la resistencia a zeocina. Las células se centrifugaron a 3,000 xg
durante 5 minutos a temperatura ambiente y cada tubo se resuspendio en 500 uL de
Solucion |ll. Se combinaron las células en un tubo y se centrifugd a 3,000 xg
durante 5 minutos. Finalmente se resuspendio la pastilla de células en 100 pL de la
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Solucién Il y se sembrd en placas de medio YPDS con zeocina (100 mg/mL), las
cuales se incubaron durante 2 a 4 dias a 30 °C.

7. Electroforesis en gel de agarosa (1%)

Se realiz6 electroforesis en geles de agarosa para la visualizacion de los plasmidos,
productos de PCR vy digestiones de ADN. Se pesé 1 g de agarosa al cual se le
agregaron 100 mL de buffer TAE 1X (Tris, acido acético, EDTA 0.5 M pH 8). La
mezcla se calenté en un horno de microondas por pulsos de 30 segundos hasta
lograr una mezcla homogénea.

Se colocd cinta adhesiva alrededor del casete de la camara de electroforesis, se
vaciaron alrededor de 30 mL de la mezcla caliente en el casete, se coloco el peine y
se espero a que enfriara la mezcla y gelificara.

Una vez frio el gel, se retird la cinta adhesiva y se colocé el casete dentro de la
camara de electroforesis, la cual se llen6 con buffer TAE 1X (Tris, acido acético,
EDTA) hasta el limite marcado, se retird el peine y se llenaron los pocillos con el
marcador de peso molecular y las muestras preparadas (1 pL de buffer de carga por
cada 5 uL de muestra). Posteriormente se dejé correr el gel a 110 Volts durante 40
min.

8. Expresién de BMV en P. pastoris

Para expresar la proteina BMV se inocularon las cepas positivas y un control de
X-33 sin transformar en un precultivo de 25 mL de medio BMGY el cual se incubo
durante 24 horas a 30 °C con agitacion constante (150 rpm). Posteriormente se
centrifugd a 3,000 xg durante 5 minutos, se desecho el sobrenadante y se lavaron
las células con 5 mL de medio BMMY, se volvido a centrifugar bajo las mismas
condiciones y se resuspendié el paquete celular en 5 mL de medio BMMY. Se
inocularon las células lavadas en 25 mL de medio BMMY ajustando una densidad
optica ODgy, de 1 y se volvid a incubar durante 4 dias a las mismas condiciones de
temperatura y agitacion. Para inducir la produccién de la proteina BMV se adiciono
metanol absoluto al cultivo cada 24 horas. Se muestreo el proceso tomando 500 pL
del cultivo en medio BMGY y 500 uL a cada dia de crecimiento en el medio BMMY.

Para la expresion de la proteina a purificar se realizé un escalamiento en el proceso
anterior. Se inicid con un precultivo de 200 mL de una de las cepas positivas en
medio BMGY para finalmente crecer a 500mL de medio BMMY. Al final de los 4 dias
de incubacién en el medio inducido se centrifugd el cultivo a 8,000 rom durante 15
minutos, se separo el sobrenadante del paquete celular y se almacend a 4 °C.

9. Purificacion de BMV

a. Preparacion del sobrenadante

Al sobrenadante centrifugado, obtenido del cultivo inducido, se le ajusté el pHa 7.4
con buffer Tris 500 mM. Se centrifugé a 8,000 rpm durante 90 minutos a 8 °C, se
filtr6 con ayuda de un filtro de 0.45 ym y se inici6 la purificacion con la columna de
niquel.

b. La purificacién de la proteina se realizé por medio de afinidad a columna de
niquel.

Antes de iniciar la purificacién se prepard la columna. Inicialmente se pasaron 2
volumenes (1 volumen corresponde a 5 mL) de Imidazol 1M, para eliminar cualquier
residuo de usos anteriores, se lavo con 10 volumenes agua destilada, finalmente se
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equilibré con 10 volumenes de buffer de lisis-union (NaZHPO4 — NaHZPO4 50 mM,

NaCl 150 mM, Imidazol 10 mM, glicerol 1%, B — Mercaptoetanol 2 mM).

Una vez lavada y equilibrada la columna, se pasé el sobrenadante con ayuda de
una bomba peristaltica a una velocidad de 3 mL/min, posteriormente se realizaron 2
lavados con 10 volumenes de buffer lisis-union, para separar la proteina de la
columna se realizd un gradiente con Buffer de  Elucién  (
NazHPO4 — NaHZPO4 50mMpH7.4, NaCl150 mM, Imidazol500mM, glicerol

10%, B — Mercaptoetanol2 mM) , utilizando 2 volumenes del buffer con una
concentracion de 50, 100, 200 y 500 mM de Imidazol en cada caso. Finalmente se
realizé un lavado con 1 M de Imidazol.

c. Cromatografia de intercambio aniénico

El sobrenadante del cultivo inducido se precipitd mediante adiciéon de sulfato de
amonio solido hasta alcanzar una concentracion de saturacién de 80% en agitacion
constante. Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos y se
descartd el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 20 mL de buffer A (
NaZHPO4 — NaHzPO4 20 mM, NaCl 100 mM, glicerol 1%,

B — mercaptoetanol 2 mM) y se dializé6 durante 24 horas contra buffer A a 4 °C. La
muestra dializada se inyectd en una columna High Q (BioRad) de 60 mL
previamente equilibrada con buffer A, se lavé con 1 volumen de columna y se
eluyeron fracciones utilizando un gradiente lineal de 100 mL desde 0 a 100% de
buffer B (NaZHPO4 — NaH2P04 20 mM, NaCl1M, glicerol 1%,

B — Mercaptoetanol 2 mM).

d. Cromatografia por filtracién en gel

La fraccién no unida de la cromatografia de intercambio aniénico se concentré
utilizando un equipo de ultrafiltracion (Centricon) y una membrana con un corte de
10 kDa hasta un volumen de 2 mL. La muestra concentrada se inyectd en una
columna Sephacryl 100 HR 16/600 (Cytiva) previamente equilibrada con buffer A (
NazHPO4 — NaH2P04 20 mM, NaCl100 mM, glicerol 1%,

B — Mercaptoetanol 2 mM), se utilizd un flujo de 0.5 mL/min. Se colectaron las
fracciones que presentaron mayor absorbancia a 280 nm.

10.  Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Para cuantificar la concentracion de proteina purificada, se utilizé el método de
Bradford, siguiendo el procedimiento descrito en el manual de Quick Start™
Bradford Protein Assay de BIO-RAD. La curva de calibracién de la proteina estandar
se realizé con albumina de suero bovino (BSA) (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.5, 2
mg/ml). En una placa de 96 pocillos (300 ul) se agregaron 60 pyL de colorante
(BIO-RAD protein Assay Reagent concentrate) y 240 uL de agua. A cada pocillo se
le agregd 5 pL de la solucion estandar o muestra segun el caso correspondiente, se
incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 595
nm.
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11.  Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE)
a. Preparacion de muestras
La precipitacion de las proteinas se realiz6 para las muestras recolectadas durante
la expresion de la proteina BMV en X-33. Las muestras se centrifugaron a 3000 xg
durante 5 minutos y se recuperd el sobrenadante. Se tomaron 400 pL de
sobrenadante, se agregaron 100 yL de acido tricloroacético (TCA 100% m/v) y se
dej6é durante 20 minutos a -20 °C. Se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto, se
lavd la pastilla con 500 yL de acetona a -20 °C resuspendiendo con ayuda de
vortex. Posteriormente se volvid a centrifugar a las mismas condiciones y se
decant6 la acetona. La muestra se dejoé secar durante 10 min a 45 °C en centrifuga
con vacio. Se agregaron 20 uL de buffer de carga 2X (Laemmli Sample Buffer 2X:
SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0.004%, Tris-HCI 0.125 M pH 6.8,
-Mercaptoetanol 10%), se resuspendid por vortex y finalmente se calentaron las
muestras a 95 °C durante 10 minutos.

b. Preparacién del gel y corrida

El gel de poliacrilamida se prepar6 al 15% para la visualizacion de la proteina BMV
(21.48 kDa), con un volumen final de 5 mL para el gel separador y 3 mL para el
concentrador. La composicion del gel se detalla en la Tabla 4.

Todas las muestras se prepararon con buffer de carga 2X y se calentaron a 95°C
durante 10 minutos.

Tabla 4. Composicion de los geles para electroforesis de proteinas

Componente Separador Concentrador

Acrilamida 30% 2.5mL 510 uL

Tris 1.5 M pH 8.8 1.25 mL -

Tris 1 M pH 6.8 - 375 uL
PSA 10% 50 pL 30 L
SDS 10% 50 pL 30 L

TEMED 5uL 3L
Agua desionizada 1.145 mL 2.04 mL

La electroforesis se realizé en buffer de corrida Tris-glicina-SDS 1X (Tris-HCI 25
mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%), se cargaron *10 ul de las muestras por pocillo y se
corrié a un voltaje de 100 V durante 20 minutos, para la fase de concentracion, y
posteriormente a 200 V durante 40-50 minutos, para la fase de separacion.

*El valor puede cambiar dependiendo de la concentracion de las muestras.

c. Tincion del gel

Para la visualizacién de las proteinas, se cubrié el gel con colorante azul de
Coomassie (50% Metanol, 10% acido acético, 0.1% Coomassie Brilliant Blue), se
calent6 en microondas durante 30 segundos y se puso en agitacion durante 1
minuto. Para destenir el gel, se retird el exceso de colorante y se lavo con agua. El
gel cubierto con agua se calenté durante 2 minutos, se desecho el agua y se repitid
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el lavado 2 veces adicionales. Finalmente, se dejo en agitacion durante toda la
noche o hasta ver las bandas.

12.  Encapsidacion de RNA

La proteina purificada a una concentracion de 1 mg/mL se dializé contra buffer para
proteina de capside (NaCl 1 M, Tris pH 7.2 20 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM y PMSF
1 mM). Se utilizaron muestras de RNA obtenidas a partir de virus de BMV
purificados de plantas infectadas para los ensayos de encapsidacion. El ensamble
se realiz6 utilizando 58 ug de proteina BMV2 y ARN en un volumen final de 100 uL a
una relacién 6:1 de proteina-ARN. El ensamble se dializé durante 24 horas contra
buffer de ensamble para ARN (NaCl 50 mM, KCI 100 mM, 5 mM MgCl, Tris-HCI 50
mM pH 7.2, DTT 1 mM). Los ensambles se dializaron durante 24 horas en buffer de
suspension de virus (acetato de sodio 50 mM, acetato de magnesio 8 mM) a 4 °C,
las muestras se recuperaron y se almacenaron a 4 °C para su posterior analisis por
dispersion dinamica de luz (DLS) y microscopia electronica de transmision (TEM).

13.  Caracterizacion por dispersion dinamica de luz (DLS)

Las muestras recuperadas de los ensambles se centrifugaron por 30 minutos a
13,000 rpm y se analizaron por DLS para determinar el tamafo de particula y la
distribucion de tamanos, utilizando una celda de cuarzo de 40 pl en el equipo
Zetasizer Nano ZS de Malvern Instruments.

14. Microscopia electrénica de transmision

Para la microscopia electronica de transmisién se depositaron las muestras de las
capsides ensambladas en rejillas de cobre de 400-mesh cubiertas con Formvar
(TedPella, USA). Para lo anterior se tomaron 8 pl de las VLPs, se incubaron por 2
minutos para permitir el depdsito de la muestra, se retird el exceso de solucién con
papel filtro, evitando tocar la rejilla. Posteriormente se tifieron con 6 ul de acetato de
uranilo al 2% durante 1 minuto, el exceso se retird utilizando papel filtro Whatman
No. 2. Las rejillas se analizaron en un microscopio electrénico de transmisiéon JEOL
JEM-2010 operado a 100 kV a 80 keV. Las imagenes fueron procesadas con el
software Imaged (NIH).

RESULTADOS

1. Obtencion y amplificacion del gen de la proteina BMV

Inicialmente se identificd la secuencia del gen que codifica para la proteina de
capside de BMV en la base de datos “National Center for Biotechnology Information”
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/), en base a esta se disefiaron los oligonucledétidos
que hibridan en los extremos 5’ y 3’, cuyas secuencias y detalles se describen en la
Tabla 2.

El plasmido pB3 que contenia el gen para codificar la proteina de capside de BMV
se obtuvo de un stock de células proporcionado por el Dr. Rubén D. Cadena Nava.
Se prepararon cajas Petri con medio LB con Ampicilina (100 pg/mL) y se estrié una
porcidn de las células con ayuda de un asa bacteriolégica, se incubaron las cajas a
37 °C durante toda la noche.

Se prepard un inéculo en medio LB Ampicilina para la extraccion del plasmido
siguiendo el protocolo de GeneJET plasmid Miniprep kit (ThermoFisher), obteniendo
50 pL de plasmido con una concentracién de 207 ng/uL.
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Posteriormente se realizd6 una digestion de 5 uL del plasmido con la enzima de
restriccion BamHI, con las condiciones descritas en la Tabla 1.
Las muestras digeridas se corrieron un gel de agarosa 1% (Figura 2), obteniéndose
una banda correspondiente al fragmento esperado, con un tamafo de ~4,500pb
(3,996 pb plasmido pB3 y 570 pb del gen de la proteina BMV).

Figura 2. Digestion del plasmido pB3 con el gen de la proteina BMV
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker). Carriles 2 y 3 muestran el plasmido sin digerir y
digerido por BamHlI, respectivamente.

Para la amplificacion inicial del gen se realizé el PCR utilizando Thermo Scientific
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix con las cantidades y tiempos descritos en la
metodologia, sustituyendo los oligonucled6tidos BMV Fw1 y BMV Fw2 en cada caso.

Una vez terminado el PCR se llevo a cabo una electroforesis en gel de agarosa al
1% (Figura 3), para verificar la amplificacion del fragmento deseado (~600pb).

Figura 3. Amplificacion del gen BMV1 y BMV2

Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 6: gen BMV amplificado con
oligonucledtido BMV Fw1 (BMV1), carril 7: gen BMV amplificado con oligonucleétido BMV
Fw2 (BMV2).

2. Ligacion del gen BMV a los plasmidos y transformacién en XLI-Blue
Los productos de amplificacion, BMV1 y BMV2, se clonaron en el vector pJET 1.2,

generando las construcciones BMV1-pJET y BMV2-pJET, respectivamente.
Se transformd la cepa de E. coli XLI-Blue con los plasmidos generados, las
transformaciones se cultivaron en placas de LB con ampicilina (100 pg/mL).

Pasado el tiempo de incubaciéon se observaron las placas, para el caso de
BMV1-pJET solo se observd el crecimiento de 3 colonias, mientras que para
BMV2-pJET se eligieron 6 colonias, al finalizar la PCR se realizdé una electroforesis
en gel de agarosa al 1% (Figura 4), como resultado se observaron unas bandas con
un tamafo aparentemente mayor al esperado de ~600 pb, una de ellas para una
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colonia de BMV1-pJET (carril 4) y las demas para las colonias de los carriles 5, 8 y
10 de BMV2-pJET. Posteriormente se comprobd que la colonia de BMV1-pJET era
negativa, mientras que para BMV2-pJET si hubo una colonia positiva (carril 10).

Figura 4. PCR de colonia de la transformacién BMV-pJET
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carriles 2 al 4: colonias transformadas con
BMV1-pJET, carriles 5 al 10: colonias transformadas con BMV2-pJET.

Se repitié la transformacion de BMV1-pJET en XLI Blue en las mismas condiciones,
obteniendo en este caso una colonia positiva (carril 4 Figura 5).

Figura 5. PCR de colonia para BMV1-pJET
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 2: control positivo, carril 3 y 4 colonias
transformadas con BMV1-pJET.

Los genes BMV1 y BMV2, se clonaron entre el sitio de EcoRI y Notl del vector
pPICZaA, a partir de los productos de digestion del vector pPICZaA y los plasmidos,
BMV1-pJET y BMV2-pJET extraidos de las colonias positivas, generando las
construcciones BMV1-pPICZaA y BMV2-pPICZaA.

La enzima T4 DNA ligasa se inactivo y se prosiguié con el proceso de
transformacion para células competentes de XL1-Blue. En este caso, las células se
sembraron en placas de LB bajo en sales suplementado con zeocina (25 pg/mL), las
cuales se incubaron a 37°C durante toda la noche.

Después del tiempo de incubacién de las placas, se realizé6 un PCR de colonia,
identificando una posible colonia positiva para BMV1-pPICZaA y 2 colonias para
BMV2-pPICZaA.

Posteriormente se realizé una purificacion de plasmidos a partir de cultivos de las
colonias encontradas como posibles positivas y los plasmidos purificados se
dirigieron con las enzimas de restriccion Xhol y Xbal, esperando obtener 3
fragmentos de alrededor de 70, 500 y 3500 pb, donde solo los plasmidos obtenidos
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de las colonias transformadas con BMV2-pPICZaA mostraron el patron esperado
(Figura 6).

Figura 6. Resultados de la digestién de los plasmidos BMV-pPICZaA con Xhol y Xbal
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 2 y 3: plasmido BMV1-pPICZaA (sin
digerir y digerido, respectivamente), carril 4 al 7: plasmidos BMV2-pPICZaA (sin digerir y
digerido, ambos casos).

Al no encontrar colonias positivas para la transformacion de BMV1-pPICZaA, se
realizé un PCR para la amplificacion del fragmento BMV1 a partir del plasmido de
BMV1-pJET, para su posterior ligacion al vector pPICZaA. El resultado de la ligacién
se transformd en cepas de E. coli XL1-Blue, utilizando el protocolo anteriormente
descrito.

Se realizé el PCR de colonia utilizando los oligos BMV Fw1 y BMV Ry, obteniendo 2
colonias positivas (Figura 7: carril 5 y 10), las cuales se comprobaron por digestion
enzimatica, de la misma manera anteriormente mencionada.

Figura 7. PCR de colonia BMV1-pPICZaA
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 2: control positivo, carril 3 al 10: colonias
transformadas con BMV1-pPICZaA.

3. Extraccién de plasmido y transformacion en Pichia pastoris X-33

Se eligieron dos de las colonias positivas obtenidas de la transformacién con los
plasmidos BMV-pPICZaA; una para BMV1-pPICZaA y otra para BMV2-pPICZdA, las
cuales se inocularon en 50 mL de medio LB Low Salt suplementado con zeocina (25
Mg/mL)para la extraccion de plasmido, siguiendo el procedimiento de “extracciéon de
plasmido por lisis alcalina” descrito en la metodologia, donde se obtuvieron 200 L a
1053 ng/uL de plasmido para BMV1-pPICZaA y 200 pyL a 853.7 ng/uL para
BMV2-pPICZaA.
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La identidad del gen de la proteina de capside del virus BMV se comprobé por la
secuenciacion del inserto clonado en el vector pPICZaA, a partir de los plasmidos
extraidos por lisis-alcalina.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizé un alineamiento con ayuda del
software Clustal Omega, utilizando las secuencias resultantes de la secuenciacion
(BMV-secuenciado) con respecto a la secuencia BMV obtenida de la base de datos
(BMV tedrico), dando como resultado una similitud de 99.95% para el inserto BMV1
(Anexos: Figura 8) y 99.93% para BMV2(Anexos: Figura 9).

Los plasmidos obtenidos fueron linealizados con Bglll. Se prosiguié a iniciar el
proceso de transformacion en la cepa de P. pastoris X-33, siguiendo la metodologia
descrita utilizando 7 pL de plasmido (~7000 ng para BMV1 y ~6000 ng para BMV2),
para 50 uL de células competentes. El paquete celular final se resuspendié en 100
ML de solucidn Il y las células se plaquearon en cajas de medio YPDS zeocina (100
pg/mL), las cuales se incubaron a 30°C durante 3 dias.

Para verificar la integracion del gen recombinante a P. pastoris se realizé un PCR de
colonia, utilizando los oligonucleétidos BMV Fw1 y BMV Ry, donde se pudo observar
una amplificaciéon positiva correspondiente a la colonia transformada con
BMV1-pPICZaA (Figura 10).

Figura 10. PCR de colonias de X-33 transformadas con BMV-pPICZaA
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 2: control positivo, carril 3: colonia
transformada con BMV1-pPICZaA, carril 4: colonia transformada con BMV2-pPICZaA.

Se repitié la transformacion de BMV2-pPICZaA en P. pastoris X-33 con 10 ul de
plasmido linealizado. De las colonias obtenidas se confirmaron por PCR utilizando
en esta ocasion los oligonucledtidos AOX1 Fw y BMV Rv. Se obtuvieron 5 colonias
positivas correspondientes a los carriles 3, 5, 6, 8 y 9, de alrededor de 1,000 pb.
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Figura 11. PCR de colonias de X-33 transformadas con BMV2-pPICZaA
Carril 1: Marcador (1kb Ladder DNA Marker), carril 2: control positivo, carril 3 al 9: colonias
transformadas con BMV2-pPICZaA, carril 10: control negativo.

4, Expresién y purificacién de la proteina BMV

En el primer ensayo de expresion se eligieron 4 de las 5 colonias positivas
transformadas con BMV2-pPICZaA. Para la fase de produccion de la proteina, se
prepararon 5 matraces de 25 mL con medio BMGY y 5 matraces con medio BMMY
utilizando como control una cepa de X-33 sin transformar. Los cultivos se indujeron
con 2% de metanol durante 4 dias y crecieron bajo las condiciones descritas en la
metodologia.

Se analizé la expresion de la proteina BMV a partir del sobrenadante de las
muestras tomadas por gel de poliacrilamida al 15%, observando la expresién de la
proteina de alrededor de 22 kDa unicamente 6 y 7, correspondientes a los dias de
induccion de la colonia 4 (Figura 12y 13).
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Figura 12. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% para el analisis de la
induccién de las colonias 4 y 6 de la transformaciéon BMV2-pPICZaA

Carril 1: Marcador (HyperPage), carril 2 al 4: control (No inducido, inducido dia 3, inducido
dia 4, respectivamente), carril 5 al 7: colonia 4 (No inducido, inducido dia 3, inducido dia 4,
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respectivamente), carril 8 al 10: colonia 6 (No inducido, inducido dia 3, inducido dia 4,

respectivamente).
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Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% para el analisis de la
induccién de las colonias 7 y 8 de la transformacién BMV2-pPICZaA

Carril 1: Marcador (HyperPage), carrii 2 y 3: control (No inducido, inducido dia 4,
respectivamente), carril 4 y 5: colonia 7 (No inducido, inducido dia 4, respectivamente), carril
6 y 7: colonia 8 (No inducido, inducido dia 4, respectivamente).

Debido a la poca expresién observada en las cepas seleccionadas donde solo se
aprecian bandas tenues en la cepa 4, se repiti6 la transformacion de
BMV2-pPICZaA en P. pastoris X-33. Se obtuvieron 4 nuevas colonias positivas
correspondientes a las clonas 1, 2,4y 7.

Se realizd un segundo ensayo de expresidén con las clonas 1, 2, 4 y 7. En esta
ocasion los cultivos se indujeron con 1% y 2% de metanol durante 4 dias, siguiendo
las condiciones de incubacion descritas en la metodologia.

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% para verificar la
expresion de la proteina BMV a través del sobrenadante de los cultivos, observando
en los carriles correspondientes a la clona 4 la expresion de la proteina con una
banda de 22.5 kDa de acuerdo con el valor calculado con el software del equipo
iBright FL1000 (Invitrogen) (Figura 14).

Se eligid la colonia 4 para un escalamiento de la produccién, inicialmente se realizo
a partir de un preinéculo de 25 ml en medio BMGY, para una produccion final de 250
mL en medio BMMY siguiendo la misma metodologia de produccién con induccién
con 1% de metanol.

El sobrenadante se cargé en una columna HisTrap (Cytiva), de acuerdo con el
protocolo descrito en la seccion de métodos. Las fracciones recolectadas se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% (Figura 15) la proteina
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de capside BMV2 no se unié a la resina, por lo que se optd por una estrategia
diferente para realizar la purificacion.

Se repitid el cultivo a 300 mL finales de medio, el sobrenadante recuperado se
precipité al adicionar (NH,),SO, solido hasta un 80% de saturacion, el precipitado se
resuspendié en 12 mL de buffer de Na,HPO,-NaH,PO, 50 mM, 150 mM NacCl,
glicerol 10% y 2 mM de B-mercaptoetanol, posteriormente se centrifugé a 13,000
rom por 30 minutos y la fraccion soluble se dializé contra un buffer de
Na,HPO,-NaH,PO4 50 mM, NaCl 50 mM, glicerol 1% y p-mercaptoetanol 2mM. Las
fracciones se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida (Figura 16).

Utilizando un volumen de 2 mL de la muestra dializada se realizdé una cromatografia
de intercambio aniénico en una columna Q Fast Flow de 1 mL (Cytiva) con el
objetivo de analizar la utilidad de esta cromatografia en el proceso de purificacion.
Las muestras de las distintas fracciones se analizaron por electroforesis en gel de
poliacrilamida. La proteina de capside no se une a la columna, pero las otras
proteinas en la solucion si, por lo que el paso de purificacion es util para eliminar la
mayoria de las proteinas contaminantes. Con la informacién anterior se decidid
realizar una cromatografia de intercambio anidnico utilizando una columna con 60
mL de la resina High Q (BioRad). Se inyectaron 10 mL del sobrenadante dializado y
al analizar el gel se observd nuevamente la proteina de ~22 kDa en la fracciéon no
unida a la columna (Figura 17 y 18).

La fraccidon se concentré a un volumen de 2 mL, teniendo una concentracion final de
1.3 mg/mL, esta se inyectd en una columna de exclusién molecular Sephacryl S-100
HR 16/60, en esta cromatografia se lograron eliminar las bandas superiores a la
proteina de interés, pero no las de un peso inferior (aproximadamente 16 kDa)
(Figura 19 y Figura 20). Posteriormente se concentraron las fracciones que
mostraron la banda de ~22 kDa (21-29), una parte de la proteina en solucién se
precipitd y después de 4 dias en almacenamiento a 4 °C la intensidad de las bandas
por debajo de ~22 kDa se vio disminuida, obteniéndose asi una sola banda en el
carril que corresponde a la proteina de capside. (Figura 21).
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Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de la proteina obtenida por la
induccion de las cepas 4 y 7 BMV2-pPICZaA con 1% y 2% de metanol.
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Carril 1: marcador (Page Ruler), carril 2: control clona 4 no inducido, carril 3 al 6: clona 4 (inducido
dia 3 metanol 1%, inducido dia 4 metanol 1%, inducido dia 3 metanol 2%, inducido dia 4 metanol 2%,
respectivamente), carril 7 al 10: clona 7 ( inducido dia 3 metanol 1%, inducido dia 4 metanol 1%,
inducido dia 3 metanol 2%, inducido dia 4 metanol 2%, respectivamente).
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Figura 15. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de la proteina producida por el
escalamiento en el cultivo de la colonia 4 BMV2-pPICZaA purificada por cromatografia de
afinidad a niquel

Carril 1: marcador (Page Ruler), carril 2: control no inducido (BMGY), carril 3: colonia 4 inducida dia
4, carril 4:paso por columna, carril 5: lavado 10 mM, carril 6: elucién a 250 mM, carril 7: elucién con

imidazol 500 mM.
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Figura 16. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% del sobrenadante de la cepa 4
BMV2-pPICZaA precipitado con sulfato de amonio y dializado

Carril 1: marcador (Page Ruler), carril 2: control no inducido, carril 3: colonia 4 inducida con 1%
metanol dia 4, carril 4: resuspendido después de precipitar con sulfato de amonio, carril 5: precipitado
de la solucion dializada, carril 6: sobrenadante de la solucion dializada
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Figura 17. Cromatograma de la purificacién del sobrenadante del cultivo de BMV2 por resina
de intercambio aniénico High Q.
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Figura 18. Purificacion de BMV2 por cromatografia de intercambio aniénico en resina High Q a
partir de un sobrenadante de 180 mL finales.

Carril 1: marcador (Page Ruler), carril 2: sobrenadante dializado, carril 3: paso por columna, carril 4:
lavado, carril 5: fraccion 2, carril 6: fraccion 25, carril 7: fraccion 40, carril 8: fraccidon 45, carril 9:
fraccion 49, carril 10: fraccion 56
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Figura 19. Cromatograma de la purificacion de BMV2 por filtraciéon en gel utilizando Sephacryl
S-100 HR.

Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de la purificacién por filtracion en gel
utilizando Sephacryl 100 HR.

Carril 1: Muestra concentrada BMV2, carril 2: marcador (PAGEruler), carril 3: Fraccién 20, carril 4:
Fraccion 23, carril 5: Fraccién 26, carril 6: Fraccion 28, carril 7: Fraccion 30, carril 8: Fraccion 32,
carril 9: Fraccion 35, carril 10: Fraccion 38. Las muestras fueron concentradas mediante precipitacion
con TCA.
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Figura 21. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% de la proteina BMV2 concentrada.
Carril 1: BMV2 concentrado, carril 2: marcador (Page Ruler).

Para obtener la proteina de capside sin la etiqueta de histidinas se realizé un
ensayo de expresion con la colonia obtenida de BMV1-pPICZaA inducida con 2% de
metanol en el cual no se logré observar la produccién de la proteina BMV. Se repitié
la transformacion del plasmido BMV1-pPICZaA en X-33, obteniéndose en esta
ocasion 3 colonias positivas correspondientes a la colonia 1, 3 y 4 con las cuales se
realiz6 otro ensayo de expresién, logrando visualizar la proteina del tamano
esperado como resultado de la induccion de las colonias con 1% de metanol
durante los 4 dias de cultivo (Figura 22).
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Figura 22. Electroforesis gel de poliacrilamida al 15% para el analisis de la induccion de las
colonias 1, 3y 4 de la transformacién BMV1-pPICZaA.
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Carril 1: marcador (Page Ruler), carril 2: control clona 1 no inducido, carril 3: clona 1 inducido dia 4,
carril 4: control clona 3 no inducido, carril 5: clona 3 inducido dia 4, carril 6: control clona 4 no
inducido, carril 7: clona 4 inducido dia 4.

5. Formacién de nanoparticulas tipo virus.

La proteina BMV se concentré y se intercambio el buffer por NaCl 1M, EDTA 1 mM,
Tris 50 mM a pH 7.2, se cuantifico la proteina utilizando tanto el método de Bradford
como el coeficiente de extincidn molar teérico de la proteina CP de BMV2 (e=
23,950) obteniéndose un volumen final de 500 pL a una concentracion de 600
pug/mL.

Se realizé un experimento de encapsidacion utilizando la proteina de capside BMV2
y RNA purificado de BMV nativo. Al analizar las muestras por dispersion dinamica
de luz, se observa un pico con un radio hidrodinamico promedio de 21.04 nm
(Figura 23), aunque aparecen otros picos de mayor tamafo, lo que indica que hay
también formacion de algunos agregados.

Finalmente, para comprobar que las nanoparticulas que se observaban en los
experimentos de DLS correspondieran a VLPs y no a agregados inespecificos se
fijaron las muestras obtenidas de los ensambles en rejillas de cobre y se analizaron
por TEM. A pesar de que se observan multiples agregados en las micrografias, se
lograron encontrar particulas esféricas de diferentes tamafnos, entre las que se
encuentran diversas particulas de 25 nm, lo que corresponde a nanoparticulas tipo
virus con un tamafo que ha sido reportado previamente para el BMV (Figura 24).
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Figura 23. Distribucion de tamafio por volumen para las particulas de BMV2 con RNA de BMV
nativo obtenida por DLS en el equipo Zetasizer Nano ZS.
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Figura 24. Micrografias electréonicas de transmision de las particulas de BMV2 con RNA de
BMV nativo. Las VLPs muestran la forma y tamafo caracteristicos de la capside de
BMV. Las imagenes corresponden a diferentes campos de una misma muestra. a)
escala 50 nm, b) escala 100 nm y c) escala 200 nm.
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Figura 25. Histograma: Frecuencia relativa de la cantidad de particulas formadas por
tamano.

35



DISCUSION

En este proyecto se llevo a cabo la expresidén y purificacién de la proteina de
capside del virus del mosaico del Bromo. De manera inicial se identifico la secuencia
del gen por medio de la base de datos GenBank, lo cual nos ayuddé de manera
acertada para el disefio de los oligonucleétidos necesarios para la amplificacion del
gen de la proteina BMV. Durante las transformaciones a las cepas utilizadas, tanto
para E. coli XLI-Blue como para P. pastoris X-33, se pudo observar una baja
eficiencia de transformacién ya que hubo poco crecimiento de colonias en las
placas, asi como también por la presencia de falsos positivos, lo cual pudo ser
resultado de una baja eficiencia en las células competentes preparadas.

Para la clonacién final del gen se utilizo el vector pPICZaA, para la integracion del
gen de interés al genoma de la cepa P. pastoris X-33. Este vector permite la
produccion de la proteina a partir de la induccidn con metanol, debido a que cuenta
con el promotor de la enzima alcohol oxidasa (AOX1), el cual esta estrictamente
regulado y permite la sobreexpresion de proteinas heterdlogas, ademas de que
cuenta con una sefial de secrecidn para el factor alpha (a-factor) de S. cerevisiae,
permitiendo su expulsion al medio, lo cual facilita la purificacién de la proteina.
Ademas, el vector es un sistema bi-funcional que permite la replicacion en E. coli y
el mantenimiento en P. pastoris utilizando un gen que confiere resistencia a zeocina
(Ahmad et al., 2014).

En el presente estudio, a partir de la induccidon con metanol se logré expresar la
proteina de capside de BMV tras un periodo de incubacién de 96 horas, el peso
molecular calculado a partir de los geles desnaturalizantes es de 21.5 a 22.5 kDa.

Pichia pastoris fue elegida por su facil manejo, capacidad para producir proteinas
extracelulares solubles y para retener las modificaciones postraduccionales,
reconociéndose como uno de los sistemas hospedadores de produccion de
proteinas mas adecuados y potentes (Ahmad et al., 2014).

En general, P. pastoris se ha utilizado para la produccién de diversas particulas tipo
virus, como Human papillomavirus L1 (HPV) (Coimbra et al., 2011), Circovirus
porcino tipo 2 (PCV2) (Silva et al., 2014), Proteina viral 2 (VP2) del parvovirus
porcino (PPV) (Guo et al.,, 2014), Bromovirus del moteado clorético del caupi
(CCMV) (Brumfield et al., 2004), Virus de la enfermedad hemorragica del conejo
(RHDV) (Farnos et al., 2009), entre otros. Sin embargo, hasta donde sabemos,
hasta ahora solo se han expresado las proteinas de capside viral de BMV en plantas
como cebada, trigo, tabaco (Ni et al., 2014). Por lo tanto, el presente estudio informa
por primera vez la expresion heteréloga de esta proteina en un sistema de levadura.

El analisis por SDS-PAGE confirmé la produccion de la proteina de capside de BMV
a partir de las 24 horas de induccion, sin embargo, también se observaba la
presencia de otra proteina de mayor tamafo, la cual se sigue observando aun
después de realizar la purificacion por columna de afinidad a niquel y que podria
tratarse de otra proteina que se esté expresando con la induccién de la cepa.

Durante el proceso de secrecion de proteinas foraneas en P. pastoris pueden ocurrir
eventos indeseables como la hiperglicosilacidon. Pichia pastoris puede glicosilar una
proteina heterdloga incluso si esa proteina no esta glicosilada por su huésped nativo
(Cereghino y Cregg, 2000; Gonzalez et al., 2004; Romanos, Scorer y Clare, 1992).
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El servidor GlycoPred permite predecir diversos sitios probables de glicosilacion de
la proteina expresada, al analizar la secuencia de la CP de BMV se pudieron
predecir los probables sitios de glicosilacion, aunque se pudo comprobar que el
peso molecular de la proteina expresada, de acuerdo con el analisis por
electroforesis, corresponde al esperado para la proteina sin modificaciones por lo
tanto se concluye que no experimenté glicosilaciones.

A partir de la transformacion del inserto BMV2-pPICZaA en P. pastoris X-33, se
identifico la colonia 4 como la mejor productora y se eligié para realizar un escalado
de la produccion inicialmente se realizé a partir de un preinéculo de 25 ml en medio
BMGY, para una produccién final de 100 mL en medio BMMY, siguiendo la misma
metodologia de produccion, la expresion de la proteina de capside de BMV2 se
indujo inicialmente con 2% de metanol a 30 °C durante 4 dias, la proteina se
expreso en el medio (de manera extracelular/soluble), la purificacion de la proteina
producida se realizd por columna de afinidad a niquel, debido a la presencia de una
etiqueta de 6 histidinas, siguiendo los pasos descritos en la metodologia. A partir de
la ecuacién de la recta, se calculé la cantidad de proteina purificada, obteniendo un
valor bajo de concentracién (0.600 mg/mL y un volumen final de 500 uL) (resultados
no mostrados).

Bajo las condiciones de cultivo utilizadas para la expresion del gen se obtuvieron
bajos rendimientos de proteina purificada, esto podria indicar que la columna no
esta logrando retener parte de la proteina BMV o que la produccion bajo las
condiciones de temperatura (30 °C), tiempo (96 horas) e induccion (2% de metanol)
es muy baja.

Se ha demostrado que para la induccion del promotor AOX1 en P. pastoris, una
concentracion baja de metanol podria causar una tasa de crecimiento celular mas
baja y, por ello, un rendimiento bajo en la expresion de la proteina recombinante
(Murray et al., 1989). Sin embargo, las cantidades excesivas de metanol podrian ser
toxicas para las células y afectar negativamente en la produccion de las proteinas
(Zhang et al., 2000; Cereghino y Cregg, 2000). Para mejorar el rendimiento de CP
de BMV2 secretada, se modificd la concentracién de metanol a 1% para optimizar
las condiciones del cultivo, logrando observar una mayor cantidad de proteina
secretada en comparacion con las condiciones iniciales.

Debido a una contaminacion en el stock de células, correspondientes a la colonia 4
del inserto BMV2-pPICZaA, se repitié la transformaciéon de BMV2-pPICZaA en P.
pastoris X-33, a partir de la cual se obtuvieron 4 colonias positivas (cepas 1, 2,4y
7).

Se realizé un segundo ensayo de expresion siguiendo las condiciones de incubacion
descritas en la metodologia, pero modificando la concentracion de metanol para la
induccidon del medio. En esta ocasidn se comparo la expresion de la proteina en el
sobrenadante inducido con 1% y 2% de metanol durante los 4 dias de cultivo y se
encontré que reduciendo la concentracion de metanol a 1% se lograba una mayor
produccion de la proteina, datos observados a partir de las muestras tomadas del
sobrenadante y visualizadas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Se eligié cromatografia de afinidad a niquel como método para la purificacién de la
proteina secretada debido a la presencia de la etiqueta de 6 histidinas en el extremo

37



N-terminal de la secuencia de la proteina BMV2. El sobrenadante se cargd en una
columna HisTrap, siguiendo el protocolo descrito en la metodologia y se analizé por
electroforesis en gel de poliacrilamida, como resultado se logré observar la proteina
de capside BMV2 en las fracciones correspondientes al paso por columna y en el
lavado, pero no en los pasos de elucion con imidazol en donde se esperaba, lo cual
podria indicar que los CP de BMV2 no fueron retenidos por la columna de afinidad,
esto podria estar relacionado con la estructura de la proteina. Cada subunidad de la
proteina de capside de BMV de tipo salvaje contiene un brazo N-terminal rico en
residuos basicos, los cuales son esenciales durante el proceso de encapsidacion en
el reconocimiento del ARN, por lo que se pliegan hacia el interior de la capside e
interactuan con el ARN (Choi et al., 2000; Calhoun et al., 2007; Janda et al., 1993).
Esto podria explicar la incapacidad de la proteina expresada por unirse a la resina,
al encontrarse la etiqueta de afinidad doblada hacia el interior de la estructura de la
proteina junto al N-ARM.

Sucesos similares se han visto en otros estudios para la purificaciéon de diversas
proteinas fusionadas a etiquetas de polihistidinas, como en CCMV expresada de
manera recombinante en P. pastoris con etiqueta N-terminal en donde los CP
secretados no fueron retenidos por la columna de afinidad (Zhu et al., 2020), en un
estudio se construyeron dos ARN polimerasas dependiente de ARN (RdRps)
recombinantes fusionadas con etiquetas N- y C-terminales en donde la proteina
fusionada con la etiqueta en el extremo C-terminal se unié de manera mas débil a la
resina y eluyé a una concentracion de imidazol mas baja (Kamkaew & Chimnaronk,
2015), también se pudo observar en la produccion de la enzima Mandelato
racemasa en E. coli fusionada con la etiqueta en los extremos N y C terminal en
donde se observd que la proteina que contiene la etiqueta ubicada en el extremo
C-terminal no se uni6 a la matriz cargada con niquel (Narmandakh & Bearne, 2010).
En todos los casos la purificacion ineficaz por cromatografia de afinidad a niquel se
asocio6 a la estructura de la proteina a purificar, en donde esta podia adoptar ciertas
conformaciones, lo que sugiere que la etiqueta 6xHis puede estar parcial o
totalmente encerrada dentro de la estructura de la proteina, impidiendo el acceso a
la misma y por lo tanto evitando que esta hiciera contacto con la resina y/o estuviera
menos expuesta al solvente.

Al no lograrse la purificacion de la proteina BMV2 por afinidad a niquel, se optd por
utilizar una estrategia diferente, el siguiente ensayo de purificacion de la proteina se
llevé a cabo en 3 etapas: una purificacion parcial en la que se empled precipitacion
por sales, con sulfato de amonio ((NH,),S0O,), la segunda etapa de la purificacion
por intercambio idnico utilizando una columna comercial y finalmente se realizé una
purificacion por filtracion en gel para recuperar la proteina presente en la fraccion no
unida en la cromatografia de intercambio iénico.

La precipitacion con sulfato de amonio es uno de los métodos mas utilizados en la
purificacion de proteinas, ya que éste permite la precipitacién por reduccién de la
solubilidad con base en la fuerza iénica y no por la desnaturalizacion de las
proteinas. Cuando se agrega la sal, los iones de sal interaccionan con el agua,
disminuyendo la interaccion proteina-agua, mientras la concentracién de sal
aumenta, el agua es removida de los alrededores de la proteina, exponiendo las
regiones hidrofébicas y promoviendo asi la interaccion proteina-proteina,
produciéndose con esto la precipitacion. El objetivo principal de este método es
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remover una cantidad importante de residuos que se encuentren en el medio, como
pueden ser &cidos nucleicos, toxinas y otros compuestos. La proteina no es
desnaturalizada, incluso al tratarse de enzimas, éstas logran recuperar su actividad
enzimatica mediante la resuspension del pellet (Bollineni, et al., 2015; Rojas, V. R.,
2009).

A partir del sobrenadante recuperado del cultivo de 300 mL de medio de X-33 con la
construccion BMV2-PpiczaA inducido con 1% de metanol, se realizé la precipitacion
con sulfato de amonio al adicionar (NH,),SO, sdlido hasta un 80% de saturacion.
Posteriormente las proteinas fueron resuspendidas y dializadas para eliminar la
presencia de sal en las muestras. En la electroforesis se pudo observar la formacion
de bandas claras resultado de la concentracion, resuspension y dialisis de las
proteinas contenidas en el sobrenadante, las muestras visualizadas en gel de
poliacrilamida contenian la proteina esperada, asi como otra proteina de mayor
tamafo en concentracion similar a la nuestra junto con otras proteinas de bajo peso
molecular.

La cromatografia de intercambio idnico continué a partir de la muestra dializada, se
decidio la utilizacion de esta técnica debido a que es una de las mas utilizadas para
la purificacion de proteinas, el método mencionado se utiliz6 ademas debido a que
se disponia de los materiales y reactivos necesarios en el laboratorio, anterior a este
proceso se realizé una precipitacion con sulfato de amonio, el cual se ha descrito su
uso para la separacion de las proteinas de otros componentes del medio, en nuestro
caso ademas de ello, se utilizé para poder concentrar la proteina en un volumen
menor y asi poder realizar el proceso de cromatografia en un volumen razonable.

Para la eleccion de la columna para la cromatografia de intercambio idnico se
necesita conocer el punto isoeléctrico de BMV, este se calculé en base a la
secuencia teodrica, para lo cual se utilizd el servidor “ProtParam” disponible en
ExPASy Proteomics Server (https://web.expasy.org/protparam/), como resultado se
predijo un punto isoeléctrico de 9.2 para ambas proteinas, tanto para la que
contiene la etiqueta de 6 histidinas como la que no.

Inicialmente se utilizé la resina de intercambio catiénico High S que contiene grupos
funcionales sulfonato y es ideal para purificar proteinas y péptidos basicos y
neutros, el pl calculado para BMV y BMV2 fue de 9.2, por lo que se trabajé a un pH
de 4, con lo cual se esperaba que la proteina estuviera cargada positivamente, sin
embargo no se pudo purificar la proteina por este medio (resultados no mostrados).

La cromatografia de intercambio idnico consiste en la unién de una proteina cargada
a una resina con grupos ionicos de carga opuesta. La separaciéon se logra debido a
las diferencias entre las cargas, densidades de carga y las distribuciones de carga
en la superficie de las proteinas en solucién, lo que genera diferentes grados de
interaccion con el intercambiador i6nico de la resina, estas interacciones pueden
variar dependiendo de condiciones como la fuerza ionica y el pH (Vargas, 2006).

El fendmeno de adsorcion de proteinas en superficies solida es de gran complejidad
ya que depende de varios factores, desde la propia naturaleza de la proteina, ya
que incluso una misma proteina puede mostrar diferente grado de afinidad en
distintas regiones de su superficie dependiendo de los residuos de aminoacidos
presentes; hasta otros fendmenos asociados con las proteinas en solucion y la

39


https://web.expasy.org/protparam/

resina a utilizar, como lo son la cinética de adsorcidn, las interacciones
proteina-proteina, la adsorcidn cooperativa o la agregacién de proteinas.

Los parametros externos que principalmente influyen en la adsorcion de proteinas
son la temperatura, el pH, la fuerza iénica y la composicion de los tampones de
unién y elucion, ya que estos pueden interferir con los tiempos de retencion en la
matriz solida y con la realizacién de un proceso de separacion eficiente (Rabe,
Verdes & Seeger, 2011). Por lo cual, puede ser necesario optimizar las condiciones
de purificacion con este tipo de resina en ensayos posteriores, variando la
composicién del tampédn, el pH y la temperatura del proceso.

Como consecuencia de los resultados obtenidos con la resina High S, y debido a la
escasez de tiempo, se decidio utilizar una columna de intercambio anidnico para la
purificacion de la proteina. Inicialmente se utilizd como prueba la columna Q Fast
Flow (Cytiva) con capacidad de 1 ml, la cual contiene grupos funcionales de aminas
cuaternarias y es ideal para purificar proteinas y péptidos acidos y neutros. Las
fracciones se eluyeron utilizando un gradiente lineal de sales de 0 a 100% con buffer
B y se visualizaron en un gel de poliacrilamida. La proteina de capside no se unié a
la columna, sin embargo, se pudo observar que este paso de purificacion seria util
para la eliminacién de la mayoria de las proteinas contaminantes que si se unen a la
columna. A partir de los resultados obtenidos se decidid la utilizaciéon de la resina
High Q (BioRad), una columna de intercambio aniénico con una capacidad mayor a
QFF, en la cual se lograron retener la mayoria de las proteinas de tamafio superior a
22 kDa, mientras que la proteina BMV2 se logré observar nuevamente en la fraccion
no unida a la columna, junto con otras proteinas de peso menor a 15 kDa.

Una de las limitantes de la cromatografia de intercambio i6nico, es que, si dos
proteinas expresadas son muy similares en su carga superficial neta, estas pueden
eluir juntas, por lo cual puede ser necesario el uso de otro método para su
separacion, como puede ser la cromatografia de exclusion de tamano o filtracién en
gel (Duong-Ly & Gabelli, 2014). Para lograr eliminar el resto de las proteinas
contaminantes se realizd una cromatografia por filtracion en gel utilizando la
columna Sephacryl 100HR, debido a la resolucién de la columna se pudo observar
en el cromatograma la presencia de dos picos transpuestos, el primer pico
observado correspondiente a la proteina de interés que mostraba mayor
concentracion, mientras que el otro se trataba de las proteinas contaminantes que
tenian un peso molecular mas pequeno (<16 kDa).

Se tomaron muestras de las fracciones contenidas entre estas regiones del
cromatograma para visualizar la presencia de BMV2, las muestras se precipitaron
con TCA y se cargaron en el gel de poliacrilamida, en donde se pudo observar como
resultado la eliminacion completa de las bandas con pesos superiores al de nuestra
proteina, sin embargo, aun se observo la presencia bandas de peso inferior, ya que
eluyeron muy cercanas a las nuestras.

Se recuperaron las fracciones que contenian la banda de ~22 kDa, correspondiente
a la proteina BMV2, se concentro6 la proteina y se dializé contra buffer para proteina
de capside. Posteriormente se almacend para continuar con los ensayos de
encapsidacion, después de 4 dias en almacenamiento a 4 °C se logré observar, a
partir de un gel de poliacrilamida, que las bandas correspondientes a las proteinas
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de entre 10-15 kDa habian disminuido en intensidad, lo cual pudo haber sucedido
debido a la precipitacién de las mismas durante el almacenamiento.

La precipitacion de estas proteinas pudo haber sido provocada por la presencia de
algun factor de estrés en particular como la variacion en la temperatura, las
condiciones de agitacién de la muestra, la composicién del buffer, el pH, la
concentracion de sales o incluso la concentracion de la misma proteina (Linn, 2009;

Chen, Lau, Brodsky, Kleemann & Latypov, 2010).

Para la formacién de las nanoparticulas tipo virus utilizando la proteina BMV2
purificada, se realizé un cambio de buffer a solucion de ensamble con RNA del virus
silvestre, el cual fue proporcionado por la Dra. Verdnica Villagrana.

La formacién de las VLPs se confirmé por DLS y posteriormente por TEM. La gréfica
de DLS permitié observar la presencia de otros picos de mayor tamafo al esperado,
indicando la presencia de moléculas mas grandes y la formaciéon de posibles
agregados. Los intervalos de tamafos y la cantidad de VLPs formadas se calcularon
a partir de las micrografias obtenidas con TEM, utilizando el programa ImageJ.

Se pudo observar que las VLP formadas mostraban una simetria icosaédrica, el
diametro medio de las mismas fue de 27.68 nm, mientras que el tamano general
osciléo entre 24 y 52 nm, dénde se pudo presenciar que la mayoria de las VLP
formadas se encontraban entre 26 y 28 nm, con una frecuencia relativa de 54.54%.

El proceso de ensamblaje de VLPs in vitro se reconoce como un proceso complejo y
que ademas puede variar entre diferentes capsides virales. Se ha reconocido que el
tamano del genoma o la carga empaquetada en las capsides influye directamente
sobre el tamano de la VLP, sin embargo no es un factor independiente. La forma y
tamano final de la VLP también se ve influenciada por otros factores como lo es la
interaccidon entre la proteina de capside y el ARN y las interacciones
proteina-proteina, las cuales dependen en gran parte de las condiciones
experimentales, como lo son el pH, la fuerza idnica, la temperatura e incluso la
concentracion de la misma proteina (Le & Mdller, 2021; Hosseini et al., 2019).

Las variaciones en los tamafios de las VLPs formadas pueden ser resultado de
algun factor que afecta las interacciones entre los componentes durante el proceso
de encapsidacion. Se ha demostrado que el pH afecta directamente en las
interacciones proteina-proteina, donde un pH mas bajo lleva a interacciones mas
fuertes entre las mismas provocando con ello la formacion de VLPs mas compactas.
Ademas, dependiendo de la forma en que interaccione la proteina (debido a su
plegamiento espontaneo) con el genoma (o particula a encapsidar) y el tamafio del
mismo, la capside puede cambiar su forma de ensamblaje y/o su diametro final, (Hu
et al., 2008; Strugata et al., 2021), por lo cual otro factor que pudo haber afectado el
ensamblaje es la presencia de la etiqueta de histidinas en el extremo N terminal, la
cual podria haber interferido con las interacciones electrostaticas entre la proteina
de capside y el RNA, conduciendo asi a la formacion de VLPs menos compactas o
inhibiendo la interaccion proteina-RNA vy evitando la formacién de las VLPs (Ren,
Wong & Lim, 2006; Strugata et al., 2021).
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Los factores que afectan la cantidad de VLPs producidas, también pueden ser los
mismos que propicien la formacion de agregados durante el proceso de
encapsidacion al promover el plegamiento incorrecto las proteinas (Chen, Lau,
Brodsky, Kleemann & Latypov, 2010; Hu et al., 2008; Linn, 2009; Ren, Wong & Lim,
2006).

Debido a los resultados obtenidos en el proceso de encapsidacion, puede ser
necesaria la optimizacion en los parametros experimentales, como lo son el pH, la
fuerza idnica, la concentracion de proteina de capside y la concentracion de ARN,
para evitar la formacioén de agregados y promover la formacién de VLPs.

Por otra parte, bajo las condiciones iniciales de cultivo inducido con 2% de metanol,
no se logré la expresion de la proteina BMV a partir de las células transformadas
con la construccion BMV1-pPICZaA, por lo que se repitid la transformacion del
plasmido obteniendo finalmente 3 colonias.

La capacidad de produccion de la proteina BMV1 a partir de las cepas obtenidas se
confirmd por medio de la realizacion de un ensayo de expresion, cambiando la
concentracion de metanol a las condiciones iniciales de cultivo, reduciendo el
porcentaje de 2% a 1% para la induccion durante los 4 dias de andlisis, las
muestras recuperadas del sobrenadante se visualizaron a partir de electroforesis en
gel de poliacrilamida al 15%, logrando observar la proteina de ~22 kDa en los
cultivos de las 3 cepas.

Debido a cuestiones de tiempo los ensayos con BMV1 no pudieron continuar,
quedando como perspectivas la expresion en un mayor volumen de cultivo, la
purificacion de la proteina y la verificacion de su capacidad de encapsidacion.

CONCLUSIONES

En este estudio se realizé la produccion recombinante de la proteina de capside del
virus del mosaico del bromo (BMV) utilizando la cepa X-33 de P. pastoris.
e Por medio de PCR se logro la correcta amplificacion del gen que codifica
para la proteina de capside de BMV tanto con el oligonucleétido Fw1 como
Fw2.
e Se construyeron los plasmidos para la expresion de la proteina recombinante
BMV en P. pastoris utilizando el vector pPICZaA.
e Se expreso la proteina recombinante de BMV en las cepas transformadas de
P. pastoris X-33.
e Se logro la produccién de la proteina de capside de BMV a partir de la mejor
clona productora.
Se consiguié purificar a homogeneidad la proteina de capa de BMV.
Se logré encapsidar el RNA de BMV en nanoparticulas tipo virus
ensambladas con la proteina recombinante BMV?2.

La produccion de la proteina de capside de BMV de manera recombinante en P.
pastoris se logré en una concentracion relativamente baja. Se espera poder mejorar

42



en gran medida la produccion de esta proteina en cultivos de P. pastoris, por lo cual
sera necesario el analisis de las diversas etapas del proceso, queda como trabajo
pendiente para posteriores experimentos, la reevaluacion de los parametros de
cultivo (temperatura, tiempo de incubacidén y concentracidon de metanol sobre la
induccion del cultivo) con el fin de mejorar los rendimientos en la produccion de la
proteina; la optimizacién del proceso de purificacién, que permita la obtencion de la
proteina de manera funcional en altas concentraciones, con menos pasos y en una
menor cantidad de tiempo, asegurando que ninguna de las etapas, como la
precipitacion con sulfato de amonio o la adicién de la etiqueta de histidinas, este
afectando de manera negativa las caracteristicas de la proteina y con ello
comprometiendo su purificacion o el ensamblaje in vitro de las VLPs.

Ademas, es necesario la optimizacion en el proceso de ensamble de VLPs in vitro
para mejorar los rendimientos de ensamble y con ello permitir una producciéon a
mayor escala. Queda como trabajo pendiente la evaluacion de la capacidad para
encapsidar otras moléculas como proteinas, nanoparticulas de oro, RNAi y RNA
viral, asi como continuar con los ensayos de la proteina BMV1, evaluando su
capacidad de expresion, purificacion y encapsidacion.
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ANEXOS

Figura 8. Alineamiento entre secuencias BMV1
Alineamiento entre las secuencias BMV1-tedrico y BMV1-real mediante el software
ClustalW, donde la coincidencia de bases se representa por “*”.
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e R e e e s L et s

GTCCATTCTCACACATAAGTGCCARACGCAACAGGAGEGEATACACTAGCAGCAGACCGT
GTCCATTCTCACACATAAGTGCCAMACGCAACAGGAGEGOATACACTAGCAGCAGACCGT

B e e e R e e e E s

TGCAAACGCAGRACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAAAAACT
TGCAAACGCAGRACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTACCATCGAAARACT

B e ] e e

AGCCCAGTTATTGEGCTTGAT TEGAGC TCOCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTA
AGCCCAGTTATTGEGCTTGATTEEAGC TCOCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGGCTACTA

B e e R e e s

ACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTOGCCCCCCTOROGAGGTTCATGTTTGTTTA
ACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTOGCCCCCCTORCGAGGTTCATGTTTGTTTA

B e e e ke

TTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACACCOGAACATCACTCCAGATRAGGGCTTTCTE

TTTCCGAATGCAACAAGCTCCGCATTACAC COGAACATCACTCCAGATRAGOGCTTTCTE
B e D e e

AGTOTGEOETCARATAGTTTCATATTCCCCAAATERCCCAAAACTGACAGTTTARACGLT
AGTOTGEOETCARATAGTTTCATATTCCOCAAATERCCCAARACTAACAGTTTARACGLT

B T

GTCTTOEAACCTAATATGACAAAAGCATGATCTCATCCAAGATGAACTARGTTTGETTCG
GTCTTGEAACCTAATATGACAAAAGCATEATCTCATCCARGATGRACTAAGTTTGATTLG

B e e e R e e e E s

TTGAMATGCTAACGECCAGTTGETCAAAALGARACT TCCAAAAGTCOECATACCGTTTET
TTEAMATGC TAACGECCAGT TGO TCAAAALGAAACT TCCAAMAGTCOBCATACCGTTTET

B e e e e s

CTTGTTTGATATTGATTGACGAATGCTCARAAAT AATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCT
CTTGTTTGaTATTGATTRACGAATGCT CARAAAT AATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCT

B e e R bl e s

CTCTATCGCTTCTRAACCCCAATGCACCTETECCGAAMCGCAAATGOEEAMACACCCGLT
CTCTATCGCTTCTGAACCCCGATGCACCTETRCCGAAACGLAAATGOGEAMACACCCGLT

B i b bt e e Sttt

TTTTGCATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGCTTCCAAGATTCTAETGGRAATACT
TTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTGTATGC TTCCAAGATTCTAETEGEEAATACT

B R T e s

GCTOATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACT TGACAGCAAT
GCTOATAGCCTAACGTTCATGATCAAAATTTAACTGTTCTAACCCCTACT TRACAGCAAT

e R e e e s

ATATAAACAGAAGGAAGCTECCCTATCTTARACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTT
ATATAAACAGAAGGAAGCTGCCCTATCTTARACCTTTTTTTTTATCATCATTATTAGCTT

B e e e e s

ACTTTCATAATTGCGACTEETTCCAAT TRACAARCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACEA
ACTTTCATAATTGCGACTEGTTCCAAT TEACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGA

B i b bt e e Sttt

CAACTTRAGAAGAT AR AL CARCTARTTATTCGARACGATGAGATTTCCTTCAATTTT
CAACTTGAGAAGATCARAAAACAACTAATTATTCGARACGATGAGATTTCCTTCAATTTT

B R T e s

TACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTECTCCAGTCAACACTACAACAGA
TACTRCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGC TR TCCAGTCAACACTACAACAGA

e R e e e s
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pPiczaf-BMilteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMilteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczad-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczad-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMylteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMWlteorico
oPICZaA-EBMVL-real

oPiczaA-BMylteorico
oPICZaA-EMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
pPICZzA-EBMVL-real

pPiczad-BMylteorico
oPICZaA-EMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
pPICZaA-BMVL-real

pPiczaA-BMVlteocrico
oPICZaA-EMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
oPICZaA-EBMVL-real

pPiczah-BMWlteorico
pPICZaA-EMVW1-real

oPiczaA-BMylteorico
oPICZaA-EMV1-real

AGATGAAACGECACARATTCCOOCTOAAGCTATCATCOETTACTCAGATT TAGAAGGEEA
AGATGAAACGECACARATTCCOOCTOAAGCTATCATCOETTACTCAGATT TAGAAGGEEA

B e e e e i

TTTCGATGTTGCTaT TTTGCCATTTTCCAACAGCACAMATAACGEATTATTGT T TATAAL
TTTCGATGTTGCTaT TTTGCCATTTTCCAACAGCACAMATAACGEATTATTGT T TATAAL

B e e e e i

TACTACTATTGCCAGCATTECTOC TAAAGAAGAAGGEOTATCTCTCGAGASALGAGAGET
TACTACTATTGCCAGCATTECTAC TAAAGAAGAAGGEATATCTCTCGAGASALGAGAGET

B e e R e o e e e s

TGAAGCTOAATTCATETCGACT TCAGGAACTGOTAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGTGD
TGAAGCTOAATTCATETCGACT TCAGGAACTGETAAGATGACTCGCGCGCAGCGTCGTGE

B e e e e  E  E aE e

TECCACTCECAGAAATCETTEOACCGC TAGGGTCCAACCAGTAATTATCGAACCACTOGE

TGCCECTCECAGAAATCSTTGEACCGC TAGGETCCAACCAGTAATTATCGAACCACTCGE
B e T R L E e

TACTEGCCAAGECAAGECCATTARAGCGAT TACAGEATACAGCATATCAAAGTOGEAGET

TACTEGCCAAGECAAGGCCATTAAAGCGAT TGCAGGATACAGCATATCAAAGTGGEAGET
B T T LT e e

GTCTTCEOACGCOAT TACAGCEAAAGCCACCAATOCCATOAGTATCACTCTGCCCCATOA

GTCTTCREACGCEAT TACAGCGAAAGCCACCAATGCCATGAGTATCACTCTGCCCCATGA
B T T LT e e

GCTCTCTTCTGAAAAGAAT AAGGAGCT TAAOGTCOGCAGGETECTACTTTGRT TREGALT

GCTCTCTTCTGAAAAGAAT AAGGAGCT TAAGETCGGCAGETGCTACTTTGET TGEGALCT
B T T LT e e

TCTTCCTAGCATTACTGEGAGEAT TAAGECT TATAT TACTEAGAAACAGECACAGECCOA

TCTTCCTAGCGTTGCTGEEAGEAT TAAGGCTTGTAGT TGCTRAGARACAGGCACAGRCCGA
e e L e

GRCTECTTTTCAAGTAGCCTTGGCGAT TECAGAC TCCTCGAAAGAGGTEOTCGCGGCCAT

GRCTECTTTTCAAGTAGCCTTGGCGAT Y GCAGAC TCCTCGAAAGAGGTEATCGCGGCCAT
B D I e

GTATACGEACGCCTTTCEAGREECEACTCTGEAEGATTTGCTTAATCTCCAGATTTATLT
GTATACGEACGCCTTTCRAGREECEACTCTGEGEGATTTACTTAATCTCCAGATTTATCT

e e e ] e b

GTATGCATCTGAAGCAGTGCCTGCTAMGGCGETCGT TATACATCTAGAAGTTGAGCACGT
GTATGCATCTGAAGCAGTECCTGCTAAGGLGETCGT TATACATCTAGAAGTTGAGCACET

e e e e

AAGGCCTACGTTOGATGACTTCTTCACCCCGETT TATAGATAGGCGGCCGCCAGCTTTLT
AAGGCCTACGTTCGATGACTTCTTCACCCCOETTTATAGATAGGCGGCCGCCAGCTTTLT

FEFREREERR R ER TR R LR R e Rk RN R e R R R kR R e R Ry

AGAACAMAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCOCCETCGACCATCATCATCATCA
AGAACAMAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCETCGACCATCATCATCATCA

e e e e

TCATTGAGTTTETAGCCTTAGACATGACTAT TCCTCAGTTCAAGT TAGECACTTACGAGA
TCATTGAGTTTETAGCCTTAGACATGACTAT TCCTCAGTTCAAGT TAGECACTTACGAGA

FEFREREERR R ER TR R LR R e Rk RN R e R R R kR R e R Ry

AGACCGETCT TG TAGATTCTAAT CAAGAGEATETCAGAATAGCCATTTGLCTGAGAGATG
AGACCGETCT TG TAGATTCTAAT CAAGAGEATETCAGAATAGCCATTTGLCTGAGAGATG

B e et e

CAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTAT T TATAACCTATATAGTATAGGATTTTTTTTATC
CAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTAT T TGTAACCTATATAGTATAGRATTTTTTTTGTC

e R e e e R R R e

ATTTTGTTTCTTCTCETACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTATCTCGCAGC TGATGAATAT
ATTTTGTTTCTTCTCETACGAGCTTGCTCCTEATCAGCCTATCTCGCAGC TGATGAATAT

e e e ] e b
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pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczak-BMVlteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczak-BMVlteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1teorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczak-BMVlteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczed-BMV1lteorico
pPICZgA-BMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
pPICZaA-EMV1-real

pPiczaA-BMVlteorico
pPICZgA-EMV1-real

pPiczad-BMV1tecrico
pPICZaA-EMV1-real

pPiczaA-BMV1lteorico
pPICZgA-EMV1-real

pPiczad-BMV1tecrico
pPICZaA-EMV1-real

pPiczaA-BMV1lteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczad-BMV1tecrico
pPICZaA-EMV1-real

CTTGTGETAGGGGT TTGGEASAAT CATTCGAGTTTGATETTTTTCTTGETATTTCCCALT

CTTGTGETAGGGGT TTGGEASAAT CATTCGAGTTTGATETTTTTCTTGETATTTCCCALT
T

CCTCTTCAGAGTACAGAAGAT TAAGTEAGACCTTCGTTTATGCGGATCCCCCACACACCA
CCTCTTCAGAGTACAGAAGAT TAAGTGAGACCTTCGTTTATGCGGATCCCCCACACACTA

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

TAGCTTCAARATGTTTCTACTCCTTTT TTACTCT TCCAGATTTTCTCREACTCCGOGCAT
TAGCTTCAARATGTTTCTACTCCTTTT TTACTCT TCCAGATTTTCTCREACTCCGOGCAT

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

COCCETACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTARATTTTCCCTCTTTCTTCOTET

COCCETACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTARATTTTCCCTCTTTCTTCOTET
T

AGGGTETCATTAATTACCCOTACTAAAGETTTOGAAAAGAAAAAAGAGACCGCCTORTTT
AGGGTETCATTAATTACCCOTACTAAAGETTTOGAAAAGAAAAAAGAGACCGCCTORTTT

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

CTTTTTCT TCaTCOAAAAAGECAATAAAAATTTTTATCACATTTCTTTTTCTTGARATTT
CTTTTTCT TCaTCOAAAAAGECAATAAAAATTTTTATCACATTTCTTTTTCTTGARATTT

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

TTTTTTTTAGTTT T T T T T T T TCAGTGACCTCCATTGATATT TAAGTTAATAAACGGTC

TTTTTTTTAGTTT T T T T T T T TCAGTGACCTCCATTGATATT TAAGTTAATAAACGGTC
T

TTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTT
TTCAATTTCTCAAGTTTCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTACAACTTTTTTTACTTCTT

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

GTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGEOECGATATTGACAATTAATCATC
GTTCATTAGAAAGAAAGCATAGCAATCTAATCTAAGEOECGATATTGACAATTAATCATC

HEEEREREELEIERERIEIERERIEIRR R IR RR R RS R R R R RN R R R RS

GECATAGTATATCGECATAGTATAATACGACAAGGTEAGEAACTARACCATGGCCAAGTT
GECATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAACTARACCATGECCAAGTT

B e Y e e LT s

GACCAGTOCCATTCCGETECTCACCOCGCaCEACATCOLCERAGCGATCGAGT TCTGGAL
GACCAGTGCCATTCCGATECTCACCGCGCGCGACGTCGCCERAGLGATCGAGT TCTGGAL

R e e

CEACCGECTCEEETTCTCCCGGGACTTCATGEAGGACGACTTCGCCGETGTGATCCGGEA
CGACCGRCTCEEGTTCTCCCGGGACTTCGTGRAGGACGACTTCGCCGETGTGGATCCGGGA

B e Y e e LT s

CoACOTEACCCTOTTCATCAGCGCGOTCCAGRACCAGOTORTGCCGGACAACACCCTGRE
CoACOTEACCCTOTTCATCAGCGCGOTCCAGRACCAGOTORTGCCGGACAACACCCTGRE

R e e

CTGGEETETEEETECGCGECCTOEACGAGCTATACGCCGAGTEGTCGGAGGTCGTATCCAL
CTGGEETETEEETGCECGECCTOEACGAGCTATACGCCGAGTEETCGGAGGTCGTATCCAL

B e Y e e LT s

GAACTTCCGEEACGCCTCCGEGCCAaCCATGACCOAGATCERCAAGCAGCLOTOGGGGECE
GAACTTCCGERACGCCTCCGEGCCAaCCATGACCOAGATCERCAAGCAGCCOTOGGGEGECG

R e i e e S aE E Ed

GEAGTTCGLCCTGOGCGACCCOGCCGECAACTRCGTECACTTCATEGLCGAGGAGCAGEA
GEAGTTCGLCCTEOECGACCCGGCCGGCAACTRCGTECACTTCATEGLCGAGGAGCAGEA

e e e e e

CTGACACOTCCRACGGCGECCCACGaaTCCCAGGCCTCOOAGATCCGTCCCCCTTTTCCT
CTGACACOTCCRACGGCGECCCACGOaTCCCAGGCCTCROAGATCCGTCCCCCTTTTCCT

R e i e e S aE E Ed

TTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCS
TTGTCGATATCATGTAATTAGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCS

R e i e e L
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pPiczaf-BMVlteorico
pPICZaA-BMY1-real

pPiczaf-BMVltecrico
pPICZaA-BMY1-real

pPiczad-EMyltecrico
pPICZafs-BMV1-real

pPiczaf-BMvlteorico
pPICZafs-BMV1-real

pPiczaf-BMvlteorico
pPICZas-BMV1-real

pPiczad-BMVlteorico
pPICZaA-BMVL-real

pPiczaf-BMvlteorico
pPICZaA-BMVL-real

pPiczaf-BMvlteorico
pPICZaA-BMY1-real

pPiczaf-BMvlteorico
pPICZal-EMY1-real

pPiczaf-BMyltecrico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1tecrico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1tecrico
pPICZaA-BEMV1-real

pPiczaf-BMVltecrico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMVlteorico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMVitecrico
pPICZaA-BMV1-real

pPiczaf-BMV1tecrico
pPICZaA-BEMV1-real

CTCTAACCGAARAGGAAGRAGT TAGACAACCTEAAGTCTAGRTCCCTATTTATTTTTITA
CTCTAACCGAARAGGAAGEAGT TAGACAACCTEAAGTCTAGRTCCCTATTTATTTTTTITA

B e e e e et

TAGTTATOTTAGTAT TAAGARCOTTATTTATATT TCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACA
TAGTTATOTTAGTAT TAAGARCOTTATTTATATT TCAAATTTTTCTTTTTTTTCTGTACA

B e e e e et

GACGCGTOTACGCATATAACATTATACTGAAAACCTTGLT TRAGAAGGT TTTGGRACGLT
GACGCGTOTACGCATATAACATTATACTGAAAACCTTGLT TRAGAAGGT TTTGGRACGLT

B e e e e et

CRAAGGCTTTAATTTGCAAGCTOGAGACCAACATGTGAGCARARGGCCAGCARAAGECCA
CRAAGGCTTTAATTTGCAAGCTOGAGACCAACATGTGAGCARARGGCCAGCARAAGECCA

B e e e e et

GEAACCOTAAAAAGGCCGCOTTECTGGCaTTTTTCCATAGRCTCCGCCCCCCTRACGAGT
GEAACCOTAAAAAGGCCGCOTTECTGGCaTTTTTCCATAGRCTCCGCCCCCCTRACGAGT

B e e

ATCACAAAAATCEACGCTCAAGT CAGAGOTORCGARACCCRACAGGACTATARAGATACT
ATCACAAAAATCEACGCTCAAGT CAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATARAGATALCC

B e e

AGGCETTTCCCCCTORAAGCTCCCTOGTGCGCTCTCCTATTCCGACCCTGCCGCTTACCG
AGGCETTTCCCCCTORAAGCTCCCTOGTGCGCTCTCCTATTCCGACCCTGCCGCTTACCG

B e e

GATACCTGTCCRCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCATGECGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTA
GATACCTGTCCRCCTTTCTCCOTTCGGGAAGCATGGCGCTTTCTCAATGC TCACGCTGTA

e e e e e e e e e e e s

GETATCTCAGTTCGGTGTAGETCATTCGCTCCAAGCTEGGCTATATGCACGAMCCCCCCG
GETATCTCAGTTCGGTGTAGETCATTCGCTCCAAGCTEGGCTATATGCACGAMCCCCCCG

B e i T e

TTCAGCCCEACCOCTECACCTTATCCGATAACTATCATCTTEAGT CCAACCCGATAAGAL
TTCAGCCCEACCACTRCACCTTATCCGETAACTATCGTC TTGAGT CCAACCCGOTAAGAL

B e e e R e

ACGACTTATCGCCACTGRCAGCAGCCACTGOTAACAGGAT TAGCAGAGCGAGGTATGTAG
ACGACTTATCGCCACTGRCAGCAGCCACTGOTAACAGGAT TAGCAGAGCGAGGTATGTAG

e e e e e g e e b s

GCGGTGCTACAGAGT TCTTEAAGTGOTGGCCTAACTACGGCTACACT AGAAGGACAGTAT
GCOGTOCTACAGAGT TCTTEAAGTGETGOCCTAACTACGACTACACT AGAAGGACAGTAT

e e e e e g e e b s

TTeGTATCTGCaCTCTACTAAGCCAGT TACCTTCGOAARAAGAGTTEATAGCTCTTGAT

TTGETATCTGOGCTCTOLTEGAAGCCAGTTACCTTCORAARAAGAGTTEGATAGCTCTTGAT
B e e e e T L L

COoGCAAACARACCACCOCTAETAGCGETEATTTTTTTET TTGCAAGCAGCAGATTACGD

COGGCAAACAAACCACCOCTAETAGCGETGETTTTTTTET TTGCAAGCAGCAGATTACGD
B e

GCAGAAAAAAAGEATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT TTTCTACGERATCTGACGCTCAGT
GCAGAAAAAAAGEATCTCAAGAAGATCCTTTGATCT TTTCTACGGRATCTGACGITCAGT

e e e e e g e e b s

GEAACGAAAACTCACET TAAGGRATTT TGATCATGAGATC
GEAACGARAACTCACET TAAGGRATTTTGATCATGAGATC

HEEERERERIRLER R R R RERI R SRR e R RS RR R ke R
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Figura 9. Alineamiento entre secuencias BMV2
Alineamiento entre las secuencias BMV2-tedrico y BMV2-real mediante el software
ClustalW, donde la coincidencia de bases se representa por “*”.

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICIaf-BMVZteorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICIaf-BMVZteorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZaf-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZak-BMV2teorico
pPICZIaA-BMV2-real

pPICZak-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZak-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZad-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZal-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZak-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICIak-BMy2teorica
pPICZaA-BMV2-real

AGATCTAACATCCAAAGACGAALGATTEAATGAAACCTTTTTRCCATCCRACATCCACAG
AGATCTAACATCC AAACACOAAAGOTTOAATGAAACCTTTTTGCCATCCQACATCCACAG

FEEREEEEEESERER AR AERERE R SRR AR SRR R ER R RS SRR R R R RER R s R R R ERE

GTCCATTCTCACACATAAGTGCCAAACGCAACAGGAGOGOATACACTAGCAGCAGACCAT
GTCCATTCTCACACATAAGTECCAAACGCAACAGGAGOGOATACACTAGCAGCAGACCET

R e e e e e e

TECARACGCAGRACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGLCATOGAARAALCT
TECAAACGCAGRACCTCCACTCCTCTTCTCCTCAACACCCACTTTTGCCATCGAARAALCT

FEEREEEEEESERER AR AERERE R SRR AR SRR R ER R RS SRR R R R RER R s R R R ERE

AGCCCAGTTATTGGGCTTRATTRGAGCTCRCTCATTCCAATTCCTTCTAT TAGGCITACTA
AGCCCAGTTATTGGECTTRATTACAGCTCRCTCATTCCAATTCCTTCTATTAGOCITACTA

B D T L e P

ACACCATRACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGRCCCOCCTARCOAGGTTCATAGTTTATTTA
ACACCATGACTTTATTAGCCTGTCTATCCTGRCCCCCCTORCOAGGTTCATGTTTGTTTA

FEEREEEEEESERER AR AERERE R SRR AR SRR R ER R RS SRR R R R RER R s R R R ERE

TTTCCGAATGCAACAAGCTCCOCATTACACCLGAACATCACTCCAGATGAGLGCTTTCTG
TTTCCGAATRCAACAAGCTCCGCATTACACCCGAACATCACTCCAGATEAGRGCTTTLTE

R R R R R R R R R R R R R RN R R IR R R R R R RN R R R R RE

AGTGETGOEATCAAATAGTTTCATATTCCOCARATAOCCCAAAACTEACAGTTTAAACGET

AGTOTEROETCARATAGTTTCATATTCCCCARATAOCCCAAMACTEACAGT TTARACGET
B e R T PP

GTCTTGGAACCTAATATRACAAAAGCOTCATCTCATCCAAGATGAACTAAGTTTGETTCG
GTCTTGGAACCTAATATGACAAAAGCOTCAT TCATCCAAGATGAACTAAGTTTGETTLG

B D T L e P

TTGAAATOCTAACGECCAGTTEGT CAAAAAGARACT TCCAARAGRTCORCATACCATTTET

TTGAAATGCTAACGOCCAGT TGAT CARAALGARACT TCCARAAGTCOGCATACCAGTTTGT
B e s e st

CTTGTTTOGETATTGAT TRACGAATGCTCAARAATAATCTCATTAATGCTTAGCOCAGTCT

CTTGTTTGETATTGAT TRACGAATGC T CAAAAATAATCTCATTAATGCTTAGCGCAGTCT
o

CTCTATCOCTTCTGAACCCCGETaCACCTATACCEAAACGCAAATROGEAAACACCCGCT

CTCTATCGCTTCTGAACCCCGGTGCACCTATGECEAAACGCAAATRGREALACACCCGCT
o

TTITTGOATEATTATGCATTGTCTCCACATTOTATECTTCCAAGAT TCTAOTGEOAATALT

TTTTGGATGATTATGCATTGTCTCCACATTOTATGC TTCCAAGAT TCTGOTGEEAATALT
o

GCTEATAGCCTAACGTTCATGATCARAATTTAACTATTCTAACCCCTACT TGACAGCAAT

GCTGATAGCCTAACGT TCATGAT CAAAATTTAAC TG TTCTAACCCCTACT TEACAGCAAT
o

ATATAAACAGAAGGAAGCTECCCTOTCTTARACCTTTTTITTITTATCATCATTATTAGCTT
ATATAANCAGAAGGAAGCTGCCCTOTCTTARACCTTTTTITTTTATCATCATTATTAGCTT

B e e e et T e

ACTTTCATAATTOCGACTAETTCCAAT TOACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACEA
ACTTTCATAATTGCGACTAGTTCCAAT TRACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGA

B e e e T et

CAACTTOAGAAGAT CAAAAAAC AN TAATTATTCOAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTT
CAACTTOAGAAGAT CAAAAAAC AN TAATTATTCOAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTT

B e e e e e
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pPICZat-BMy2teorico
pPICZ@A-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICIaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMY2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZal-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2tecrico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZa4-BMV2teorico
pPICZaA-BMY2-real

pPICZa4-BMV2teorico
pPICZaA-BMY2-real

pPICZaA-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2tecrico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZa4-BMV2teorico
pPICZaA-BMY2-real

pPICZaA-BMy2teorico
pPICZaA-BMY2-real

TACTRCTATTTTATTCGCAGCATCCTCCOCATTAGCTOC TCCAGT CARCACTACAACAGA

TACTRCTATTTTATTCGCAGCATCCTCORCATTAGCTACTCCAGT CARCACTACAACAGA
e o e o o R R R o R o R ok

AGATRAAACGGCACARAT T COOCTOAAGC TOTCATCOGT TACTCAGAT T TAGAAGGEGRA

AGATEAAACGGCACARATTCCOGCTOAAGCTATCATCOAT TACTCAGAT T TAGAAGEGRA
e o e o e e e Rk o R o B e Sk S R

TTTCGATGTTGCTGTTT TG CATTTTCCAACAGCACAAAT AACGAGTTATTGTTTATAAL
TTTCRATATTGCTOTTTTACCATTTTCCAACAGCACAAAT AACOAAT TATTGTT TATAAL

HERERERER LRI RER LR IER RS R ER RS RN R R RN R RER Rk R R R R R R R RS

TACTACTATTGCCAGCATTGCTAC TAAAGAAGAAGOEOTATCTCT COAGAAAAGATGAGOT
TACTACTATTGCCAGCATTOCTGCTAAAGAAGAAGGEETATCTCT COAGARAAGAGAGGT

HERERERER LRI RER LR IER RS R ER RS RN R R RN R RER Rk R R R R R R R RS

TEAAGCTOAATTCCATCATCACCATCACCACATOTCRACTTCAGGAACTGATARGATGAC

TEAAGCTOAATTCCATCATCATCATCATCATATGTCGACTTCAGAACTGETAAGATGAC
FREXEXFREEFFIRFEXFTEE FHEEE BT FREERER IR R R IR R R EE SRR RS

TOGCECECAGCATCOTECTECCECTCaCAGAAATCATTGEACCACTAGEGTCCAACCAGT
TOGRCECECARCATCATGCTGCCGCTCGCAGAAATCATTGGACCACTAGGGTCCAACCAGT

B e e e e R S e b s s

AATTETCOAACCACTCGCTECTEOCCAAGGCAAGGCCATTAAAGCGATTGCAGOATACAG
AATTETCOAACCACTCGCTGCTEOCCAAGGCAAGGCCATTAAAGCOATTGCAGOATACAG

B e e R S S ey e L3S

CATATCAAAOTEOEAGOCATCTTCGOACGLGAT TACAOCOAAMGCCACCAATGCCATRAG
CATATCAAAGTGEEAGECATCTTCAOACGGATTACAGCOAAAGCCACCAATGCCATRAG

B e e R S S ey e L3S

TATCACTCTGOCCCATOAGCTCTCTTCTCARAAGAATAAGEAGCTTAAGGETCGOCAGGGT

TATCACTCTOOCCCATRAGC TCTCTTCTGAAAAGAATAAGRAGC T TAAGGTCGOCAGGGT
B L L e et L L P L

GCTECTTTGaTTEaGACTTCTTCCTAGCGTTECTGEEAGEATTAAGGCTTETGTTGCTGA

OCTECTTTGaT TeaeACTTCT TCCTAGCOT TGCTGOaAGEAT TAAGLCTTATGT TGCTGA
L e e e L LT

GAAACAGRCACAGGCCGAGGCTACTTT TCAAGTAGCCTTAGECGET TGCAGACTCCTCGAS
GAAACAGGRCACAGGCCOAGECTECTTT TCAAGTAGCCTTGECAGT TACAGACTCITCGAS

FEFRERERsErERER SRSk RERR RS R ER AR ERR R R R RN R ERER AR AR R RS R R R RN

AGAGGTOOTCOCGOCCATATATACGOACGCCTTTCOADGOECOACTCTOREGGEATTTAGIT
AGAGETGETCOCGECCATATATACGRACGCCTTTCOAGGOECGACTCTGREGGATTTGIT

R R S e e e St

TARTCTCCAGATTTATCTGTATGCATCTGAAGCAGTGCCTGCTAAGOLGETCATTGTACA

TAATCTCCAGATTTATCTGTATGCATCTGAAGCAGTACCTGCTAAGOCGETCATTGTACA
B L L e et L L P L

TCTAGAAGTTEAGCACOTAAGECCTACGTTCGATGACTTCTTCACCCOGATTTATAGETA

TCTAGAAGTTAGCACGTAAGOCCTACGTTCGATQACT TCTTCACCCCGaTTTATAGGTA
L e e e L LT

GE0EGCCaCCAGCTTTCTAGAACARAAACTCATC TCAGAAGAGGATCTEAATAGOGCCET
GE0EECCaCCAGCTTTCTAGAACAAAAACTCATC TCAGAAGAGEATCTEAATAGOGCCAT

FEFRERERsErERER SRSk RERR RS R ER AR ERR R R R RN R ERER AR AR R RS R R R RN

COACCATCATCATCATCATCATTOAGT TTATAGCCT TAGACATGACTATTCCTCAGTTCA
COACCATCATCATCATCATCATTGAGT TTATAGCCT TAGACATGACTATTCCTCAGTTCA

B e ettt
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pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico
pPICZalA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico
pPICZalA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico
pPICZalA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZas-BMY2teorico
pPICZalA-BMV2-real

pPICZaA-BMV2teorico
pPICZBA-BMV2-real

pPICZaA-BMyZteorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMV2teorico
pPICZ8A-BMV2-real

pPICZaA-BMy2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMy2teocrico
pPICZaA-BMV2-real

AGTTAEOECACTTACGAGANGACCAATCTTACTAGAT TCTAATCARGAGRATATCAGAATG

AGTTACECACTTACGAGAAGACCOaTCTTAC TAGAT TCTAATCAAGAGEATATCAGRATG
et o o R R R R R R o R R R o R

COATTTOCCTRAGAGATGCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTATALCCTATATAG

COATTTOCCTRACAGAT GCAGGCTTCATTTTTGATACTTTTTTATTTGTRAACCTATATAG
T T e T I S TE TR LS PP S P P P e

TATAGGATTTTTTTTGTCATTTTGTTTCTTCTCATACGAGCTTGCTCCTGATCAGCCTAT

TATAGGATTTTTTTTGTCAT TTTGTTTCT TCTEGTACGAGCTTRCTCCTEATCAGCCTAT
et o o R R R R R R o R R R o R

CTCGCAGCTOATGAATATCTTATGATAGGEAT TTAGGAAAATCATTCGAGTTTGATGTTT

CTCGCAGCTOATAATATCT TOTOETAGEGOT TTEGOAAAATCATTCGAGTTTGATGTTT
T T e T I S TE TR LS PP S P P P e

TTCTTOETAT TTCCCACTCCTCTTCAGAGTACAGAAGATTAAGTGAGACCTTLGTTTATG

TTCTTGETAT TTCCCACTCCTCT TCAGAGTACAGAAGATTAAGTOAGACCTTCGTTTATG
et o o R R R R R R o R R R o R

CaGAT OO ACACACCATAGCTTCAALATATTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATT

CEEAT OO ACACACCATAGCTTCAARATOTTTCTACTCCTTTTTTACTCTTCCAGATT
T T e T I S TE TR LS PP S P P P e

TTCTCOEACTCCaCaCATCRCCaTACCACTTCARRACACCCAAGCACARCATACTARATT

TTCTCoEACTOCaCaCATCOCCATACCACTTCAAAACACCCAAGCACAGCATACTARATT
et o o R R R R R R o R R R o R

TTCCCTCTTTCTTCCTCTAGGATATCOTTAATTACCCOTACTASAGETTTEGAALAGAAL

T T T T T T T T TAGGOTATC G TTAAT TACCCATACTARAGGETTTGOAAAAGALL
T T e T I S TE TR LS PP S P P P e

AAACAGACCRCCTCGTTTCTTT TTOTTCOTCGAAAAAGGLAAT ARAMATTTTTATCACET

ASAGAGACCOCCTCaTTTCTTTTTCTTCATCOAASAANG AATARARATTTTTATCACGT
B e e P Pt

TTCTTTTTCT TGARATTTTTTT T T T TAGTTTTTT TCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATAT

TTCTTTT T T TOAMATTTTTTT I TTTAGTTTTTT TCTCTTTCAGTGACCTCCATTGATAT
FhEEEEEE SR EES SRR LSRR EESEE LR EREF S EE AR ERAFSEE EERRAFBEE B REEE S

TTAAGT TAATAAACOETCTTCAATTTCTCAAGT T TCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTA

TTAAGT TAATAAACGOTCTTCAATTTCTCAAGT T TCAGTTTCATTTTTCTTGTTCTATTA
B e e LT L e

CAACTTTTTTTACTTCTTET TCAT TAGAAAGARAGCATAGCAATC TAATCTARGGEGECES
CAACTTTTTTTACTTCTTOT TCAT TAGAAAGAAAGCATAGCAATC TAATC TARGGEGCES

R R R R R R R R R R R RN R R RN R R RN R ER SR RERERR

TGTTRACAATTAATCATCGOCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGGTGAGGAA

TATTGACAAT TAATCATCGOCATAGTATATCGGCATAGTATAATACGACAAGOTGAGEAA
FhEEEEEE SR EES SRR LSRR EESEE LR EREF S EE AR ERAFSEE EERRAFBEE B REEE S

CTAAACCATERCCAAGT TEACCAGTECCATTCCOATACTCACCACECGCGACGTCGICOG

CTAAACCATARCCAAGT TRACCAGTECCAT TCCOATACTCACCGCECGCGACGTCGICOG
FEEREREREREE R EE TR SRR R R R R SRR R R R R R S R R R R R

AGCEATCRAGTTCTGEACCGACCGECTCOGATTCTCCOGOEACTTCATARAGGACGACTT
AGCEATCRAGTTCTGEACCGACCGECTCOGATTCTCCOGOEACTTCATARAGGACGACTT

B e e b e e e

CGECCaaTaTEaTCCGaEACGACGTRACCCTOT TCATCAGLGCGATCCAGGACCAGGTEAT
CECCaaTaTeaTCCGaaACGACGTRACCCTATTCATCAGCGCOATCCAGOACCAGETGAT

B o e e T R
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pPICZaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-EBMVZteorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMV2tecrico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMV2tecrico
pPICZ2A-BMV2-real

pPICZaf-EBMV2tecrico
pPICZaA-BMV2-real

pPICFaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICFaf-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico

pPICZah-BMV2-real

pPICZah-BMV2teorico

pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-EBMV2teorico

pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico

pPICZah-BMV2-real

pPICZah-BMV2teorico

pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-EBMV2teorico

pPICZaA-BMV2-real

pPICZaf-BMy2teorico

pPICZah-BMV2-real

pPICZah-BMV2teorico

pPICZaA-BMV2-real

GCCERACAACACCCTAECCTROATETEEETELGCaGCCTORACGAGCTATACGLCGAGTG
GCCGRACAACACCCTARECCTRGATATCGOTELGGGCCTORACGAGCTATACGCCOAGTG

FEERERERIFSERERE SRR R RA R R RS AR R ERE RS SRR R R R SRR R R R RS

GTCERAGETCATGTCCACGAACTTCCGGEACGCCTCCORGICOECCATAACCGAGATCRG

GTCOEAGOTCATATCCACGAACT TCCOAGACGCCTCCaGOCCGACCATEACCRAGATCOG
B e L S R T TP

CGAGCAGCCOTEOEGGCGEEEAGTTCGCCCTOLGIGACCCGRCCGaCAACTACGTGCACTT
COAGCAGCCOTEGARGACGEEAGT TCOCCTEIGGACCCGRCCGOCAACTAIGTGCACTT

s e T

CaTEACCoARGAGCAGGACTRACACGTCCGACGOCOECCCACORLTCCCAGLCCTCGEAG
COTEACCOAGGAGCAGEACTRACACGT COGACGOCGACCCACGROTCCCAGOCCTCGEAG

B e e s S

ATCCRTCCCCCTTTTCCTTTATCGATATCATGTAAT TAGT TATGTCACGCTTACATTCAC
ATCCATCCCCCTTTTCCTTTGATCGATATCATGTAAT TAGT TATGTCACGCTTACATTCAC

AR R R R R RN R R R SRR R ERER IR SR ER RSN R R R R

GOCCTCCCCCCACATCCACTCTAACCOAALAGOAAGEAGT TAGACAACCTGAAGTCTAGG

GCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCOAAAAGOAAGGAGT TAGACAACCTGAAGTCTAGG
FEERERER S SRR RS R R RS R R RN R SRR RN S R R R S R R R R SR R R R

TCCCTATTTATTTTTTTATAGT TATGT TAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTT
TCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGT TAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCARATTT

B e e e e et s e

TTCTTTTTTTTCTGTACAGACGLGTATACGCATOTAACAT TATACTGAARACCTTGCTTG
TTCTTTTTT T TCTGTACAGACGLGTGTACGCATOTAACAT TATACTGAARACCTTGCTTG

FEERERERIFSERERE SRR R RA R R RS AR R ERE RS SRR R R R SRR R R R RS

AGAAGGTTTTGREACGCTCOAAGGLTTTAAT TTECAAGCTREAGACCAACATATRAGCAS
AGAAGGTTTTGEGACGCTCOAAGGITTTAAT TTGCAAGC TGEAGACCAACATGTGAGCAL

B i e

AAGGCCAGCAAMAGGLCAGGAACCATAAAAAGECCGCATTRCTGOCATTTTTCCATAGED

AAGGCCAGCAARAGGLCAGOAALCATAAAAAGECCOCaTTACTAOCaTTTTTCCATAGRD
B

TCCGCCCCCCTRACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGOTGRCOAAACCCGA
TCCGCCCCCCTRACGAGCAT CACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGOTAGCGARACCCGA

HEREERERE IR RN AR ERIRIRR RN RRER IR IR R RRER RN SRR

CAGGACTATAAAGATACCAGRCAT TTCCCCCTARAAGCTCCCTCOTACGCTCTCCTATTC
CAGGACTATAAAGATACCAGRCAT TTCCCCCTARAAGC TCOCTCOTGOGCTCTCCTGTTE

HEREERERE IR RN AR ERIRIRR RN RRER IR IR R RRER RN SRR

CGACCCTECCGCTTACCGRATACCTATCCRCCTTTCTCCCTTCGOGAAGCETGGCGCTTT

COACCCTRCCaCTTACCGRATACCTATCCRCCTTTCTCCCTTCGOGAAGCATEaCalTTT
B

CTCAATACTCACGCTATAGGTATCTCAGT TCRETATAGGTCGT TCGCTCCAAGCTGRECT
CTCAATGCTCACGCTATAGGTATCTCAGT TCRETATAGGTCGT TCGCTCCAAGCTGRECT

HEREERERE IR RN AR ERIRIRR RN RRER IR IR R RRER RN SRR

GTETECACGAACCCCCCATTCAGCCCOACCaTECaCCTTATCCOGTAACTATCGTCTTG
GTETECACGAACCCCCCATTCAGCCCOACCAITGCGCCTTATCCOGTAACTATCGTCTTG

HEREERERE IR RN AR ERIRIRR RN RRER IR IR R RRER RN SRR

AGTCCAACCCGATAAGACACGACTTATCGCCACTAGCAGCAGLCACTGETAACAGEATTA

AGTCCAACCCOATAARACACGACTTATCOLCACTAOCAGCAGLCACTRATAACAGEATTA
B
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pPICZaA-BMV2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICZaA-BMY2teorico
pPICZaA-BMV2-real

pPICIaA-BMV2teorico
pPICZa4-BMV2-real

GCAGAGCOAGGTATGTAGGCGOTOCTACAGAGTTCTTGAAGTGATROCCTAACTACGEET
GCAGAGCOAGGTATATAGGCGOTACTACAGAGTTCTTOAAGTEATROCCTAACTACGELT

e e e e e e

ACACTAGRAGGACAGTATTTGOTATCTGCGCTCTECTOAAGCCAGTTACCTTCOGAAAAL

ACACTAGAAGEACAGTATTTGOTATCTGCGC TCTAC TEAAGCCAGTTACC TTCGGAALAL
B L e T e e e

GAGTTGATAGCTCTTRATCCGGCAAACARACCACCOCTGOTAGCAETGRTTTTITITGTTT
GAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACARACCACCOCTGATAGCGETGATTTTTTITGTTT

B e e e e s e S S R e g e R et

GCAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAAAGOATCTCAAGAAGATCCTTTEATCTTTTCTA

GLAAGCAGCAGAT TACGCGCAGAAAAAMAGOATCTCAAGAAGATCCTTTEATCTTTTCTA
e o o R R R o R R R R R R R R R

CEOGETCTEACGC TCAGTGEAACGAAAACTCACGTTAAGGEAT TTTGETCATGAGATC
COOGETCTRACGCTCAGTGOAACGAAAACTCACGT TAAGGEATTTTARTCATGAGATC

B e e i
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