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RESUMEN

Las bibliotecas de plasmidos son consideradas fuente de diversidad porque agrupan a
fragmentos clonados con diferentes secuencias que se pueden emplear en ensayos de
tamizaje. Para la presente investigacion se construyo una biblioteca de plasmidos con
insertos semialeatorios, que serd empleada posteriormente para la identificacion de
oligopéptidos con actividad fotoprotectora. Las secuencias de los oligopéptidos incluiran
a los aminoécidos triptofano (Trp o W) y tirosina (Tir o Y), los cuales poseen potencial
actividad fotoprotectora, y a otros aminoacidos introducidos aleatoriamente. Esta
construccion se realiz6 tomando ventaja de la capacidad de la levadura Saccharomyces
cerevisiae de realizar el clonaje de fragmentos in vivo por recombinacion homdloga. Se
realizd una prueba preliminar para optimizar el protocolo de clonaje in vivo empleando
el plasmido de expresion pEGH, y un fragmento Unico para la expresion de un
oligopéptido compuesto Unicamente de residuos de Trp y Tir (Fragmento WY). Una vez
optimizado el protocolo de clonaje, se realiz6 la construccion de la biblioteca empleando
los fragmentos semialeatorios gque incluyen secuencias codificantes para aminoacidos
aleatorios y para algunos residuos de Trp y Tir. Los plasmidos obtenidos de algunos
transformantes de Saccharomyces cerevisiae fueron luego recuperados y amplificados en
Escherichia coli para proceder a su purificacion. Estos plasmidos purificados fueron
analizados para determinar las frecuencias con las que se logré obtener la insercién de los
fragmentos. Segun estos ensayos, las eficiencias de clonaje fueron de 86 por ciento para
el fragmento WY y de 50 a 69 por ciento para los fragmentos semialeatorios. Estos
resultados permitieron concluir que el clonaje in vivo en S. cerevisiae es un método

eficiente para la construccion de bibliotecas de plasmidos.

Palabras clave: Clonaje in vivo, recombinacion homologa, oligopéptidos

fotoprotectores.
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SUMMARY

Plasmid libraries are considered a source of diversity since they include cloned fragments
with different sequences that can be used in several types of screenings. For the present
investigation, a plasmid library with semi-random inserts was constructed that will be
later used to identify oligopeptides with photoprotective activity. The sequences of the
oligopeptides will include the amino acids tryptophan (Trp or W) and tyrosine (Tyr or Y),
which have potential photoprotective activity, and other random amino acids. The
construction was carried out taking advantage of the ability of the yeast Saccharomyces
cerevisiae to perform the cloning of fragments in vivo via homologous recombination. A
preliminary test was performed using the expression plasmid pEGH and a single fragment
that allowed expression of an oligopeptide composed only of Trp and Tyr residues (WY
fragment). Once the procedures were defined, the library was constructed using semi-
random fragments that harbored coding sequences for random amino acids, and for a few
Trp and Tyr residues. Several plasmids obtained from the transformation of
Saccharomyces cerevisiae were then recovered and amplified in Escherichia coli for
purification. These purified plasmids were analyzed to determine the frequencies with
which the insertion of the fragments was achieved. According to these tests, the cloning
efficiencies were 86 percent for the WY fragment, and 50 a 69 percent for the semi-
random fragments. These results allowed us to conclude that in vivo cloning in S.

cerevisiae is an efficient method for the construction of plasmid libraries.

Key words: In vivo cloning, homologous recombination, photoprotective oligopeptides.
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I. INTRODUCCION

Las bibliotecas permiten disponer de una coleccion de fragmentos de ADN previamente
clonados en vectores como los plasmidos, a partir de los cuales se pueden identificar y
aislar los fragmentos de interés (Lodish et al. 2000). Para la construccién de una
biblioteca de plasmidos se requiere de fragmentos con secuencias variadas, el plasmido
adecuado, y un método eficiente de clonaje. La levadura Saccharomyces cerevisiae
permite simplificar este proceso ya que brinda la posibilidad de realizar el llamado
“clonaje in vivo” con alta eficiencia (Folch et al. 2004). Este alto nivel de eficiencia es
posible gracias a la recombinacién homologa que realiza, la cual le permite insertar uno
o0 mas fragmentos en los plasmidos (Raymond et al. 1999). El clonaje in vivo que
desarrolla S. cerevisiae no requiere necesariamente del empleo de enzimas de restriccion,
lo cual es recurrente en los métodos tradicionales de clonaje, que resultan mas costosos y
demandan mas tiempo y esfuerzo (Zhang et al. 2012). Este procedimiento también
prescinde de ensayos adicionales in vitro, es independiente de ligamiento y de facil
implementacion (Kitazono, 2011), pudiéndose generar de forma fiable bibliotecas de mas

de 107 transformantes (Swers et al. 2004).

Una de las aplicaciones mas importantes de las bibliotecas es que permiten disponer de
insertos a partir de los cuales se pueden expresar oligopéptidos de diversas secuencias de
amino&cidos. Esta capacidad permitiria identificar por medio de un tamizado genético a
aquellos oligopéptidos que tengan propiedades funcionales particulares. (Van der Ven et
al. 2002). Pese a su simpleza, los oligopéptidos pueden presentar importantes funciones
bioldgicas; como las hormonas neurohipofisiarias vasopresina y oxitocina, y los
neuropéptidos que acttian sobre la corteza suprarrenal (Montenegro, 2004). Asi también,
los oligopéptidos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina ejercen una
funcion antihipertensiva (Vermeirssen et al. 2004). Debido a los efectos reguladores de
estas moléculas, son generalmente conocidas como péptidos bioactivos (Torruco et al.
2008).



En esta investigacion, la biblioteca construida estuvo orientada a la posterior realizacion
de tamizados para la identificacion de oligopéptidos con actividad fotoprotectora frente a
la exposicion a radiacion ultravioleta (UV). Segun Cai et al. (2013), esta respuesta esta
ligada a la presencia de residuos fotosensibles como los aminoacidos aromaticos
triptéfano (Trp) y tirosina (Tir), los cuales tienen la capacidad de absorber la radiacién
UV y reemitirla a una longitud de onda més larga y menos energética. Este fenGmeno se
conoce como fluorescencia, el cual es méas intenso en el Trp debido a que presenta en su
estructura al cromoforo aromatico indol, mientras que la Tir incluye al cromdéforo
aromatico fenol (Igarashi et al. 2007; Fujisawa y Masuda 2017). De esta manera, se podria
anticipar que los oligopéptidos que incluyan residuos de Trp y Tir presentan un efecto
fotoprotector frente a la radiacion UV. Asimismo, es posible que las presencias de otros
aminoéacidos en un oligopéptido potencien las funciones de Trp o Tir, que la suplan o que
las inhiban. Por esta razén, se realizo la construccion de una biblioteca de plasmidos por
medio del clonaje in vivo en S. cerevisiae, la cual permitira la expresion de oligopéptidos
que incluyen Trp y Tir y otros aminoécidos. La disponibilidad de esta biblioteca hara
factible la posterior realizacion de tamizados genéticos para la evaluacion, seleccion e
identificacion de oligopéptidos con caracteristicas particulares, como, por ejemplo,

aquellos que demuestren altos niveles de fotoproteccion.

OBJETIVO GENERAL

Construir una biblioteca de plasmidos mediante clonaje in vivo en la levadura S.
cerevisiae que permita la expresion de oligopéptidos que incluyan residuos de Trp y Tir,

ademas de secuencias aleatorias de otros aminoacidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Optimizar y establecer el protocolo para el clonaje in vivo en S. cerevisiae
empleando un fragmento de secuencia uUnica, disefiado para la expresion de un
oligopéptido que solo incluya nueve pares de los residuos Trp y Tir (denotado (Trp-
Tir)g).



e Construir una biblioteca de plasmidos con fragmentos semialeatorios (SA) que
permitan la expresion de oligopéptidos que incluyan de cinco a seis residuos de Trp
y Tir y doce aminodcidos aleatorios.

e Determinar las eficiencias de clonaje en la construccion del plasmido para la

expresion del oligopéptido (Trp-Tir)e y de la biblioteca de secuencias semialeatorias.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1. LEVADURAS

2.1.1. Aplicaciones

Las levaduras han sido empleadas durante mucho tiempo en la elaboracion de alimentos
y en procesos de fermentacion (Turker, 2014). Ademas de las aplicaciones tradicionales
y ancestrales, las levaduras son utilizadas como organismos modelo de investigacion y
tienen también importantes aplicaciones biotecnolégicas; como la produccién de
proteinas recombinantes, ensayos para la deteccidén de farmacos, y la biorremediacion
ambiental (Paush et al. 2005; Johnson y Echavarri-Erasun, 2011). Gracias a la
accesibilidad de su genoma para la manipulacion genética y a las técnicas disponibles
para la introduccién de ADN exo6geno, se han desarrollado técnicas para analizar y
preparar proteinas de levaduras y de otros organismos construyendo bibliotecas de
expresion (Schneiter, 2004). Otra aplicacion importante es el sistema del doble hibrido,
el cual permite la deteccion de interacciones proteina-proteina, definir a los aminoécidos
fundamentales para dichas interacciones, y tamizar bibliotecas para detectar proteinas que
interacttan con una proteina especifica (Walhout et al. 2000). Frente a la diversidad y
potencial de todas las especies de levadura, Saccharomyces cerevisiae ha sido y sigue
siendo la especie més utilizada en investigacion, ademas de una importante herramienta

biotecnologica (Turker, 2014).

2.1.2. Saccharomyces cerevisiae

Esta especie ha sido ampliamente estudiada dada su importancia en el sector industrial,
principalmente en el area de alimentos (Sherman, 2002). Su genoma fue el primero en ser
completamente secuenciado a nivel de los eucariotas en 1996 (Engel et al. 2014), lo cual

ha potenciado su uso como sistema modelo para la investigacion de procesos celulares



(Paush et al. 2005). Destaca por la facilidad con que puede ser modificado genéticamente,
gracias a su capacidad para reconocer extremos de ADN que son homdlogos y ligarlos
eficientemente por recombinacion homdloga (Joska et al. 2014). Este proceso puede ser
Ilevado a cabo incluso empleando oligonucle6tidos sintéticos, los cuales permiten obtener

proteinas de diversas formas y secuencias (Alberts et al. 2006; Sherman, 2002).

2.1.3. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

S. cerevisiae se considera un organismo modelo eficiente y facilmente manipulable,
siendo ideal para el estudio de procesos fisioldgicos basicos y para el mejoramiento de
diversos procesos y mecanismos bioldgicos (Paush et al. 2005). Su uso en el laboratorio
ofrece muchas ventajas ya que es unicelular, de rapido crecimiento y facil dispersamiento
celular, no presenta patogenicidad, ademas de los bajos costos de los medios y

procedimientos de cultivo requeridos (Joska et al. 2014).

Otras caracteristicas ventajosas de esta levadura son que posee un considerable numero
de marcadores de seleccion genética, ademas de poder ser cultivada en estados haploide
y diploide (Forsburg, 2001). Asi, el estudio de los mecanismos de modificacion genética
de S. cerevisiae ha permitido el desarrollo y mejoramiento de la clonacion de genes y de

técnicas de ingenieria genética (Sherman, 2002).

2.2. PLASMIDOS

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN de doble cadena que constituyen una
unidad de replicacion independiente del cromosoma (Watson et al. 1988). Puede
encontrarse mas de una copia del mismo plasmido dentro de una célula, ya que
autorregulan su numero de copias a través de un represor (proteina 0 ARN) que impide
que sigan replicandose (Betancor et al. 2008). Son considerados elementos maviles ya
que son transferidos por los organismos que los poseen, los cuales pueden ser bacterias o
levaduras, intercambiando asi determinadas caracteristicas genéticas, tanto inherentes
como adquiridas (Watson et al. 1988). De esa manera, los plasmidos son considerados

herramientas utiles en la clonacion molecular, ya que incluyen genes para la resistencia a



antibioticos en bacterias y para otros marcadores de seleccion, permitiendo la expresion

y posterior purificacion de las proteinas recombinantes (Sambrook y Green, 2012)

En E. coli, el plasmido pBR332 fue el primero en ser construido en 1977 y posee genes
que confieren resistencia a ampicilina y tetraciclina (Balbas et al. 1986). En el caso de las
levaduras, las cuales pueden manipularse y crecer de manera similar a las bacterias, la
mayoria de los plasmidos que se emplean son de tipo shuttle, los cuales pueden funcionar

también en E. coli permitiéndose asi una purificacion mas eficiente. (Betancor, 2008).

El plasmido pEGH, derivado del plasmido pEG(KG) (Mitchell, 1993), es un plasmido de
expresion en S. cerevisiae que puede ser amplificado en E. coli. Incluye al promotor
inducible GAL (Pierce y Wendland, 2009), que es reprimido en presencia de glucosa e
inducido en presencia de galactosa, ya que regula la expresion de genes que codifican

para enzimas responsables del metabolismo de galactosa (Figura 1) (Munberg, 1994).

Figura 1: Principales caracteristicas del

plasmido de expresion pEGH. GST: Gen

Poli His-
Tag

Bam HI
Eco RI
Xbal
Nco 1
Sal 1
Sac |
Hind 111

Sma 1

J codificante para la glutation-S-

transferasa; PGAL: Promotor que
regula la expresion de genes
responsables del metabolismo de
galactosa; URA3: Gen que codifica para
la orotidina-5-fosfato descarboxilasa, y
es marcador de seleccion de

transformantes en medios sintéticos que

R
carecen de uracilo; Amp : Gen que
confiere resistencia al antibiotico
ampicilina; Poli His-Tag: Etiqueta de

polihistina para la purificacion de

proteinas.
FUENTE: BVTech Plasmid, 2009

PEGH es un plasmido que permite expresar y purificar altos niveles de proteinas estables
gracias a que se fusionan a la proteina glutation-S-transferasa (GST) de Schistosoma
japonicum (Smith et al. 1988). Para la purificacion de las proteinas de interés, se utilizan

resinas que incluyen glutation, el cual se asocia con gran afinidad a GST. De otro lado, la

6



eliminacion de la etiqueta GST se puede realizar empleando una secuencia de
reconocimiento de proteasa de sitio especifica localizada entre GST y la proteina diana
(Harper y Speicher, 2011). La purificacion de proteinas empleando el sistema de fusion
a GST se ha utilizado en numerosas aplicaciones biologicas tales como estudios
inmunoldgicos, produccién de vacunas y estudios protedmicos (Yip et al. 2001). La
expresion de proteinas a través del plasmido pEGH permite un método de purificacion
por afinidad adicional, debido a la presencia de una etiqueta de polihistidina (His6)
mediante la cual se logra selectiva asociacion con iones niquel conjugados a resinas
(Rocha, 2005).

Para poder seleccionar las células de levadura que han sido transformadas, pEGH incluye
al marcador primario URA3 que permite la seleccion de protétrofos en medios sintéticos
que carecen de uracilo. EI gen URA3 codifica para la enzima orotidina-5"-fosfato
descarboxilasa, la cual es esencial para la biosintesis de uracilo (Alvarez, 1995 y Pronk,
2002).

2.3. CLONAJE

Los métodos de clonaje comunes estan basados en el uso de E. coli y se caracterizan por
el empleo de diversas enzimas de restriccion, numerosos pasos de purificacion,
ligamiento, y elevados costos (Zhang et al. 2012). Sin embargo, se han desarrollado otros
métodos que no requieren el uso de estas enzimas. Entre estos, uno de los métodos
comunes es el método Gateway, el cual desarrolla un clonaje in vitro por medio de una
recombinacion enzimaticamente asistida entre el plasmido y los insertos (Hartley et al.
2000).

Los métodos dependientes de ligamiento requieren de fragmentos amplificados y vectores
previamente tratados con las enzimas de restriccion respectivas (Jacobus y Gross, 2015),
0 de vectores pretratados con extremos cohesivos 3° de una sola base de timina para
realizar el llamado clonaje T/A (Briones, 2008). En el método SLIC (Sequence and
ligation independent cloning) (Li, 2007) los extremos de los fragmentos de PCR y del
plasmido resultan en cadenas monocatenarias de ADN por tratamiento enzimatico, para
luego formar una cadena de doble hebra con un corte que luego sera reparado in vivo. El

método USER (Uracil-Specific Excision Reagent) (Geu-Flores et al. 2007) permite un



clonaje simultdneo de varios insertos, pero con limitaciones de secuencia y fidelidad
(Villiers et al. 2010). Los métodos basados en reparacion y recombinacién son OEC
(Overlap extension PCR cloning) (Bryksin y Matsumura, 2010) y CPEC (Circular
Polymerase Extension Cloning) (Qany Tian, 2009), en las que se prescinde de cebadores,
y las regiones hibridas sirven de molde para la extension, la cual es catalizada

enzimaticamente.

La mayoria de los métodos mencionados resultan ineficaces para el clonaje de multiples
fragmentos de ADN o de un fragmento de ADN de gran tamafio (lizasa y Nagano, 2006).
Otro factor a considerar es que se pueden incorporar sustituciones de bases en los
fragmentos amplificados debido a las tasas de error intrinsecas de las ADN polimerasas
empleadas (Cline et al. 1996).

Tabla 1: Métodos de clonaje comunes basados en el uso de E. coli.

METODOS CARACTERISTICAS VENTAJAS DESVENTAJAS
Gateway Recombinacion in vitro Transferencia  de Sistema costoso, toma mas
(Hartley et al. asistida por enzimas. fragmentos  entre tiempo en sus fases
2000). diferentes vectores iniciales

SLIC (Li, Recombinacion Ensamblaje de Laeficienciade clonaje en
2007) homologa in vitro e ADN eficiente y en ausencia de RecA es
hibridacion de una sola forma simultanea. bastante baja.
hebra.
USER (Geu- Similar a la Reparacion Baja fidelidad.
Flores et al. recombinacion simultanea in vivo
2007) ‘

homdloga

independiente.

OEC (Bryksin
y Matsumura,
2010)

Recombinacion
independiente de
dos

ligamiento  con

ciclos de amplificacion.

Prescinde de ligasas
y endonucleasas, es
sencillo y de bajo

costo.

Bajo rendimiento para

insertos grandes.

CPEC (Quany
Tian, 2009),

Recombinacion in vitro
independiente de
ligamiento que emplea

una Unica polimerasa.

Permite clonaje de

multiples insertos
con cualquier
vector

Baja fidelidad y probables
mutaciones derivadas de la

polimerasa.

FUENTE: Edicion propia, 2018



2.3.1. Clonaje in vivo en Saccharomyces cerevisiae

El clonaje in vivo es un mecanismo eficiente que se basa en el proceso de recombinacion
homdloga que lleva a cabo S. cerevisiae (Orr-Weaver et al. 1981). Este procedimiento
permite el ensamblaje de uno o mas fragmentos en un plasmido, haciendo posible el
clonaje y la produccion de la proteina de interés en la misma levadura (Joska et al. 2014).
De esa manera, el clonaje in vivo esta basado en la presencia de zonas de homologia entre
el plasmido y el inserto, lo cual sirve de punto de partida para la reparacion
recombinacional, regenerandose un plasmido circular recombinante luego de la

transformacion de S. cerevisiae (Ma et al. 1987).

Este tipo de clonaje es independiente de ligamiento in vitro, practicamente carece de
errores, implica bajos costos, y puede ser desarrollado en cualquier laboratorio que ya
tenga implementadas las técnicas basicas de biologia molecular (Kitazono, 2011). A
diferencia de los métodos de recombinacion sitio especificos, que son mediados por
enzimas especializadas, la recombinacion homologa se da en cualquier lugar que presente
homologia entre los fragmentos (Barnes, 1994; Cheng et al. 1994), requiriéndose
secuencias homologas de al menos 30 pares de bases para una eficiente clonacion (Hua
et al. 1997).

2.3.1.1. Recombinacién homéloga

Es una de las principales vias de reparacion del ADN, y la via preferida en S. cerevisiae,
la cual permite corregir las rupturas de doble cadena en los eucariotas (Figura 2) (Aylon
y Kupiec, 2004).



Plantilla y cebadores de secuencias flanqueantes
y homologas al sitio de clonaje en el plasmido.

Producto obtenido por PCR que representa al
inserto a clonar.

Las levaduras son transformadas con el
plasmido linearizado y con el producto de
PCR.

Figura 2: Representacion del mecanismo que permite clonaje por recombinacion

homéloga.

FUENTE: Molecular Biology Research Highlights, 2009.

Este proceso requiere la participacion de numerosas proteinas: EI complejo MRX de
reconocimiento de extremos de ADN, las nucleasas Sae2 y Exol, la proteina de
replicacion A, la proteina Rad51 impulsadora de la recombinacion entre zonas homoélogas
(Lisby et al. 2004), las proteinas Rad55 y Rad57 que estabilizan los filamentos de ADN,
la ATPasa Rad54 dependiente de ADN que estimula el intercambio de hebras, y la
helicasa Srs2 que contrarresta la accion de Rad51 (Eckert-Boulet et al. 2012).

Este es un procedimiento ampliamente usado en el laboratorio, a partir de cual se han
desarrollado métodos como la disrupcidn dirigida de genes y el marcado de epitopos (De
Antoni y Gallwitz, 2000; Guldener et al. 1996), ademas de su empleo para introducir o

remover marcadores de seleccion de plasmidos (Ma et al. 1987).

Frente a las innovaciones de los métodos de clonaje ya mencionados, el sistema de clonaje
in vivo en S. cerevisiae por recombinacién homologa es considerado el procedimiento
mas eficiente (Jacobus y Gross, 2015). De esa manera, el plasmido recombinante puede
ser ensayado directamente en la levadura o, de ser necesario, puede ser recuperado y

amplificado en otro sistema como E. coli (Eckert-Boulet et al. 2012).
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2.4. BIBLIOTECA DE PLASMIDOS

Una biblioteca de plasmidos es una coleccion que incluye diferentes fragmentos de ADN
insertados, en la cual se espera esté incluida la mayor diversidad de secuencias posible
(Alberts, et al. 1994). En principio, cualquier método de clonaje puede ser utilizado para
la construcciéon de este tipo de bibliotecas, pero el método seleccionado debe ser
altamente eficiente. Para la construccion de una biblioteca mediante clonaje in vivo, tanto
el plasmido como los fragmentos a insertar deben compartir secuencias de homologia
(Barnes, 1994), y una vez construida la biblioteca, se prosigue con la bdsqueda e

identificacion de las secuencias codificantes de interés.

Las bibliotecas también son herramientas que permiten optimizar la expresion de
proteinas y la diversidad de sus secuencias, por lo cual es importante verificar su tamafio
y calidad. (Bidlingmaier y Liu, 2012). Parametros como el tamafio medio de los insertos,
el porcentaje de plasmidos con inserto, y el nimero de transformantes obtenidos, se
pueden utilizar para estimar el tamafio de la biblioteca en términos de su cobertura
(Eckert-Boulet et al. 2012). El uso de las bibliotecas de plasmido se ha extendido a
estudios protedmicos comparativos de la expresion de proteinas heterélogas en levaduras,
y otros dirigidos a la deteccion de interacciones de proteinas en los sistemas de doble
hibrido de S. cerevisiae (Walhout et al. 2000). También se han realizado construcciones
de bibliotecas combinatoriales, las cuales son una clase especifica de bibliotecas en la que
las propiedades de los dominios individuales de una determinada proteina se optimizan
por separado y se combinan en una nueva molécula variante y altamente especifica
(Eckert-Boulet et al. 2012). Las bibliotecas combinatoriales en levaduras se han
empleado para el analisis funcional entre dos tipos de citocromos humanos (Abécassis,
2000), asi como en el analisis de sobreexpresion de insertos de bajo nimero de copias, 0
la complementacion de fenotipos mutantes que carecen de marcadores de auxotrofia
(Jauert et al. 2005). De esa manera, el sistema de clonaje de S. cerevisiae resulta un
sistema de alta eficiencia que permite impulsar el tamafio y la complejidad en la
construccién de bibliotecas recombinantes, y para el estudio de la ingenieria

combinatorial de proteinas (Scalon et al. 2009).
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2.5. TRANSFORMACION DE Escherichia coli

E. coli es empleada durante los procedimientos de clonaje como medio de amplificacion
de los plasmidos (Janjua et al. 2014). Su transformacion implica la estable inclusion de
plasmidos que llevan genes que confieren resistencia a antibioticos como la ampicilina
(gen bla que codifica para la beta lactamasa, también representado como Amp"), lo que
permite la seleccion de los transformantes (Adam, 1999). Para que estas células tengan la
capacidad de captar ADN, tienen que hacerse previamente competentes (Dreiseikelmann,
1994). La preparacion de células competentes depende del método de transformacion a
emplear y también del nivel de eficiencia de transformacién requerido (Janjua et al.
2014). De esa manera, uno de los criterios para la evaluacion de la transformacion es la
probabilidad de que una molécula de ADN produzca una célula transformada capaz de
proliferar en un medio selectivo, lo cual es expresado como ndmero de colonias formadas
por microgramo de ADN usado (eficiencia de transformacion). Para el caso especifico de
un plasmido, el otro criterio a considerar es la probabilidad de que el plasmido

permanezca de manera estable en la célula después de su incorporacién (Hanahan, 1983).

A continuacion, se describiran dos de los principales métodos de transformacion de E.

coli: Transformacion por choque térmico y transformacién por electroporacion.

2.5.1. Transformacion por choque térmico

La transformacion por choque térmico se basa en someter a las células a cambios bruscos
de temperatura con la finalidad de inducir a que las células de E. coli capten ADN, y
evitar que éste sea digerido por las enzimas de restriccion (Sambrook y Green, 2012). Por
medio de este método se obtienen eficiencias de 10° a 107 transformantes por microgramo
de ADN (Janjua et al. 2014). Para la obtencion de las respectivas células competentes se
emplean soluciones buffer ricas en Ca*y otros cationes bivalentes (Mg*?, Ba*? y Sr*?),
los cuales contrarrestan la repulsion electrostatica entre el ADN y la membrana celular
bacteriana (Ahmad, 2014). Luego de una corta incubacién en hielo, la mezcla de células
competentes y ADN se coloca en un bafio a 42 °C, por lo general por 45 segundos. El
incremento de temperatura aumenta la permeabilidad de las paredes celulares para
facilitar la entrada del ADN e inactivar a las ADNasas (Singh et al. 2010 y Weston et al.
1981). Segun Hanahan (1983), el ADN Yy las células de E. coli interactian de forma
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eficiente en un entorno de iones de calcio y bajas temperaturas (0 a 5 °C) y aunque el

impulso de calor es importante, no es estrictamente necesario.
2.5.2. Transformacion por electroporacion

La electroporacion estd basada en la desorganizacion de la membrana celular por
aplicacion de pulsos eléctricos que varian en amplitud, longitud y duracion (Janjua et al.
2014). Este método permite obtener altas eficiencias de transformacion (10° a 10%°
transformantes por microgramo de ADN), ya que el campo eléctrico al que se someten
las células aumenta el potencial de sus membranas, y les brinda una permeabilidad

transitoria a moléculas cargadas como el ADN (Dower et al. 1998).

Al emplear métodos de tratamiento quimico, la preparacién de células competentes se ve
afectada por factores que hacen variar los niveles de competencia de un proceso a otro.
(Dower et al. 1998). Por ello se considera que el método de electroporacion es ventajoso
sobre el método quimico, ya que permite transformar un mayor nimero de cepas de E.

coli y otras especies como S. cerevisiae (Hanahan, 1983).

2.6. AMINOACIDOS AROMATICOS CON CAPACIDAD PARA ABSORBER
RADIACION UV

Los aminoécidos fenilalanina, triptéfano, y tirosina poseen cadenas laterales con anillos
aromaticos y son Opticamente activos, siendo responsables de la absorcion ultravioleta de
la mayoria de proteinas (Hui, 2015). Estas estructuras estan relacionadas con el fendmeno
de fluorescencia, que es la propiedad mediante la cual un compuesto absorbe luz a una
longitud de onda particular, para emitirla a otra diferente (So y Dong, 2002). En la
fluorescencia estan involucrados procesos de emision de fotones que ocurren durante la
relajacion molecular de estados excitados electronicos, generando la posterior emision de
una luz de longitud de onda mas larga por un corto periodo (Lacowiks, 2006; So y Dong,
2002). Como se resume en la tabla 2 los residuos aromaticos triptofano (Trp) y tirosina
(Tir) son ademés fluorocromos que, a diferencia de la fenilalanina, tienen una mayor
absorcion en el UV cercano (280 nm) y reemiten a una longitud de onda mas larga (Fersht,
1980). Asi, estas propiedades de absorcion y emision de luz pueden utilizarse para la

cuantificacion de proteinas purificadas en solucién (Battaner, 2013)
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Tabla 2: Valores de longitudes de onda 6ptima y de absortividades molares de los

aminodacidos aromaticos.

Aminoécido Longitud de onda Absortividad molar
6ptima(nm) M-1cm?
- 254 2760
Triptofano
X 266 4777
(Hui, 2015) 279 5579
Tirosina 254 341
(Fersht, 1980) ggg 1946005
Fenilalanina 254 140
(So y Dong, 2002) 258 195
266 92

FUENTE: Edicion Propia, 2018.

2.6.1. Triptofano

El Trp tiene un maximo de absorbancia a 279 nm con una absortividad molar de 5579
M-tcm? (Hui, 2015). Es el fluorocromo mas importante, siendo responsable de la
fluorescencia de cualquier mezcla compleja de proteinas gracias a que en su estructura
posee al indol como fluoréforo, el cual absorbe a 275-295 nm y reemite a 330-340 (Figura
3) (Hui, 2015; Pattabhi y Gautham, 2002).

Co0- C00-
*H3N —C—H *H3H —C—H

I I
CHy CH

Triptéfano Tirosina

Grupo indol

Grupo fenol

Figura 3: Estructuras de los aminoacidos triptéfano y tirosina.

FUENTE: Biotek Resources, 2003.
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La fluorescencia de este aminodacido es sensible a los cambios de polaridad de su entorno,
es por ello que la medicion de la fluorescencia es una herramienta que permite monitorear
los cambios en las proteinas e inferir acerca de sus estructuras y dinamicas locales (Vivian
and Callis, 2001).

2.6.2. Tirosina

Este aminoacido es considerado un fluorocromo muy simple, pero puede presentar
propiedades espectrales complejas bajo ciertas circunstancias (Lacowiks, 2006). Tiene un
méaximo de absorbancia a 275 nm, una absortividad molar de 1405 M*cm™, y posee al
fenol como fluoréforo (Figura 3) (Fujisawa y Masuda, 2017). La fluorescencia de la Tir
ocurre débilmente a 350 nm, y puede confundirse con la fluorescencia del Trp, ya que
por sus propiedades espectrales, su energia de resonancia puede ser transferida al Trp
(Lacowiks, 2006).

2.6.3. Orange carotein protein (OCP)

La proteina carotenoide soluble OCP (Orange Carotenoid Protein) es responsable de la
alta tolerancia a la luz de la mayoria de cianobacterias, ya que se encarga de proteger a su
aparato fotosintético de las especies reactivas de oxigeno (Maksimov et al. 2015).
Experimentos de mutagénesis de sitio dirigido han demostrado el papel esencial de los
residuos de Trp y Tir en la fotoactividad de OCP, ya que estos residuos interactian con
el grupo ceto del carotenoide para generar un efecto fotoprotector mediante la disipacion,
en forma de luz y calor, del exceso de energia absorbida (Figura 4) (Wilson et al. 2011).
Asi, la iluminacion de OCP con una fuerte luz verde-azul induce cambios
conformacionales en la estructura de la proteina, convirtiendo la forma naranja oscura
inactiva, en la forma roja activa, siendo estos cambios esenciales para la induccion del

mecanismo fotoprotector (Wilson et al. 2011).
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Figura 4: Estructura de la proteina OCP (Orange Carotenoid Protein) de

Synechocystis. En el dominio C se encuentran los residuos Tir201 y Trp288.

FUENTE: Biochimica et Biophysica Acta, 2012.

2.7. OLIGOPEPTIDOS BIOACTIVOS

Son secuencias cortas de aminoacidos biolégicamente activos que pueden modular
diversos procesos celulares (Danquah 2012). Se pueden obtener por medio de sintesis
quimica, por hidrdlisis de proteinas tanto de fuente vegetal como animal (Zamyatnin,
2004 y Van der Ven et al. 2002), y por medio de la tecnologia de ADN recombinante
(Espitia, 2012). Las principales respuestas fisioldgicas de los péptidos bioactivos son
antioxidantes, antimicrobianas, antihipertensivas, citomoduladoras e

inmunomoduladores (Torruco et al. 2008).

Inicialmente se identificaron péptidos de secuencias cortas con potencial médico que
tenian la funcion de ser mediadores bioldgicos. Este es el caso de la angiotensina,
vasopresina, oxitocina, asi como los moduladores de colageno, elastina y sintesis de

melanina (Reedy, 2012). En la actualidad, algunas de las aplicaciones de estos péptidos
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se orientan a la industria del mejoramiento y conservacion de alimentos, y a las areas

dermatoldgica y farmacéutica (Danquah, 2012).

Tabla 3: Descripcion de los principales péptidos de secuencia corta con actividad

bioldgica.
Principales péptidos con actividad antihipertensiva, antitrombotica y opioide
Secuencia Numero de Nombre Actividad
aminoacidos

Phe-Phe-Val-Ala-Pro 5 a-casokinina-5 Inhibicion de la ECA
Ala-Val-Pro-Tyr-Gln-Arg 6 B-casokinina-7 Inhibicion de la ECA
Ala-Leu-Phe-Met-His-lle-Arg 7 B-lactorfina Inhibicién de la ECA
Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lis-Lis-Asn-Gln-Asp-Lys 11 Casoplatelina Antitrombotica
Lis-Arg-Asp-Ser-Glu-Arg-Lys-Arg-Asp-Ser 10 Péptido inhibidor de trombina Antitrombética
Arg-Tyr-Leu-GIn-Tyr-Leu-Glu 7 a-caseina exorfina Agonista opioide
Try-lle-Pro-GlIn-Tyr-Val- Leu- Ser- Arg 9 Casoxina C Antagonista opioide
Tyr-Val-Pro-Tyr-Pro-Pro-Phe 7 Casoxina D Antagonista opioide

ECA: Enzima convertidora de angiotensina

FUENTE: Bioactive milk peptides: a prospectus, 2000.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DE INVESTIGACION

El presente trabajo tuvo como finalidad la construccion de una biblioteca de plasmidos
empleando la técnica de clonaje in vivo en la levadura S. cerevisiae. El disefio de la
biblioteca que se observa en la figura 5 se baso en la necesidad de sintetizar oligopéptidos
que tengan secuencias semialeatorias; para poder, en un trabajo a ser realizado
posteriormente, identificar a aquellos que presenten funcion fotoprotectora. Por ello, en
el disefio de oligos se incluyeron secuencias para la expresion de aminoacidos de
comprobada accion fotoprotectora, como es el caso del triptéfano (Trp) y tirosina (Tir), y
a secuencias de bases aleatorias para dar lugar a los fragmentos semialeatorios “SA”. Se
realizd una prueba preliminar por medio del clonaje de un fragmento Gnico con secuencias
que codifiquen para nueve pares Trp-Tir en el plasmido pEGH (fragmento WY), esto
permitid establecer y optimizar el protocolo. Luego del clonaje, el ADN total de algunos
transformantes de levadura fue recuperado para amplificar y purificar los plasmidos a
través de E. coli. Se realizaron ensayos de verificacion para la presencia de los fragmentos
WY y SA por PCR analitico, y finalmente por digestion con enzimas de restriccion.
Algunos de los plasmidos obtenidos fueron sometidos a andlisis por secuenciacion de
nucleotidos para confirmar el adecuado clonaje de los fragmentos deseados (WY o SA).



Obtencion del inserto a clonar por PCR

L

Transformacion de Saccharomyces cerevisiae con el
plasmido digerido e insertos a clonar

l

Purificacion del ADN total de los transformantes

l

Transformacion de E. coli con el ADN recuperado y
seleccion de transformantes

l

Purificacion de plasmidos y confirmacion de presencia
de insertos usando enzimas de restriccion

l

Secuenciacion de nucleotidos para determinar la
diversidad de los fragmentos clonados

Figura 5: Diagrama de flujo de los procedimientos seguidos en el desarrollo de la parte

experimental de la tesis.

FUENTE: Edicion propia, 2018
3.2. LUGAR DE EJECUCION Y FINANCIAMIENTO

Este trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y

Bioanalisis del Departamento Académico de Quimica en la Universidad Nacional Agraria
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La Molina y conté con el financiamiento de InnovatePerd (Contrato N° 157-PNICP-
PIAP-2015)

3.3. MATERIALES

Plasmido de expresion: pEGH

3.3.1. Materiales de uso rutinario

e Filtros de esterilizacion Stericup
e Matraces

e Micropipetas

e Pipetas

e Tubos de ensayo estériles

e Tubos de microcentrifuga

3.3.2. Medios de cultivo

e Agary caldo LB (Luria Bertani): Medio de enriquecimiento para E. coli.

e Agar y caldo LB-Ampicilina: Medios para la seleccion por resistencia a
ampicilina.

e Agary caldo —-URA: Medio sintético y completo que carece de uracilo (-Ura) para
la seleccion de transformantes de S. cerevisiae.

e Agar y caldo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose): Medio para el

mantenimiento y propagacion de levaduras.

3.3.3. Soluciones y reactivos

e Acetato de potasio
e Alcohol al 70 y al 90 por ciento

e Alcohol isopropilico
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3.34

Fenol
SDS/NaOH
Solucion de acetato de litio en buffer TE (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA)

. Reactivos de Biologia molecular

Agarosa

Bromuro de etidio

Buffer de corrida electroforética TBE (Tris-Acido borico-EDTA)
Buffer de ruptura (1.2 por ciento SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM
EDTA)

Buffer TE

Enzima ADN polimerasa termoestable de alta fidelidad

Enzima ADN polimerasa termoestable Taq

Kit de purificacion de plasmidos

Marcador de tamafio de ADN para corridas electroforéticas
Mezcla de desoxiribonucle6tidos (ANTPS)

Oligonucleotidos

5. Equipos

Balanza analitica

Bafio Maria con agitador rotatorio
Bomba de vacio

Céamara de electroforesis y fuente de poder
Céamara de flujo laminar
Congeladora de -20°C
Electroporador

Incubadora

Mezclador de vortice
Refrigeradora

Termociclador

Transiluminador
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3.4 METODOS
3.4.1. Linearizacion del plasmido de expresion
Previo a la transformacion de S. cerevisiae, 2.5 pg del plasmido de expresion pEGH

fueron digeridos con la enzima de restriccion Sall (secuencia de reconocimiento: g/tcgac)

dentro del sitio de clonaje multiple para generar el plasmido linearizado (Figura 6).

CTG GIT CCG CGT GGA TCC CCG GGA ATIT TCC GGI GGT GGT GGT GGA ATT CTA GGT AGA GGA TCG

BamHI Smal EcoRI

His His His His His His 1 Yhol
CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGT GGT CTA GAC TCC ATG GGT CGA CIC GAG CTC AAG CIT AAT TCA

Xbal Ncol Sail Sacl  Hindll

Figura 6: Sitio de clonaje multiple del plasmido pEGH en el que se indica el sitio
de corte Sall para la linearizacion, y los codones CAT y CAC que permiten la

inclusion de la etiqueta de polihistidina.

FUENTE: Edicion propia, 2018

3.4.2. Disefio de oligonucleotidos

Los oligonucle6tidos fueron disefiados con la finalidad de ser amplificados por PCR para
la obtencion de los insertos a clonar. Primero, para la optimizacion y el establecimiento
del protocolo se realizo el disefio de un oligonucleétido de secuencia Unica de 153-mer
(plantilla WY(dir), que codifica para un oligopéptido con nueve pares sucesivos de
aminoacidos Trp y Tir ((Trp-Tir)g). Luego se realizo el disefio para la construccion de la
bilblioteca en si: un oligonucledtido semialeatorio de 150-mer (plantilla semialeatoria
SAdir), con secuencias para la expresion de oligopéptidos que incluyan a los aminoacidos
Trp y Tir, y a aminoacidos aleatorios. El otro oligonucle6tido a emplear es la plantilla de
extension EXTrv, que en un extremo tiene secuencias complementarias tanto a la de la
plantilla WYdir como a la de la plantilla semialeatoria SAdir. Los cebadores EG22rv y

EG24dir se emplearon para la amplificacion de los fragmentos (Tabla 4).
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Tabla 4: Principales caracteristicas de los oligonucledtidos empleados en la

amplificacion de los insertos a clonar.

Nombre Nimero Oligopéptido Finalidad
de bases Codificado

Oligopéptido de 18 Optimizacion del protocolo

aminoacidos triptofano y
Plantilla WYdir 153 tirosina dispuestos de forma

intercalada (Trp-Tir),

Oligopéptido de 19 Construccion de la biblioteca
Plantilla aminoacidos, que incluye a semialeatoria
semialeatoria 130 triptofano, tirosina, cisteina
SAdir y a aminodacidos aleatorios
Plantilla - Extension de las plantillas
complementaria 56 WYdir y SAdir para la
de extensién obtencion del primer
EXTrv fragmento bicatenario

- Amplificacion de los
Cebador fragmentos obtenidos a partir
EG24dir 24 de los oligonucleotidos

WYdir o SAdir y EXTrv

- Amplificacion de los
Cebador 29 fragmentos obtenidos a partir
EG22rv de los oligonucleotidos

WYdir o SAdir y EXTrv

FUENTE: Edicion propia, 2018

En la figura 7 se muestra a las plantillas WYdir y SAdir que poseen secuencias homoélogas

al plasmido pEGH de 51 y 45 pb en cada extremo (secuencias en azul en la figura 7a 'y

7b), ademas de las correspondientes secuencias de restriccion (secuencias en rojo en la

figura 7a'y 7b) del sitio de clonaje maltiple de pEGH.
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a) Plantilla WYdir

tcgcatcaccatcaccatcacggtggtggtctagactccatgggtegacta (TGG TAT) (TAA
tcgagctcaagcttaattcatcgtgactgactgacgatctgectce

b) Plantilla semialeatoria SAdir

tcgecatcaccatcaccatcacggtggtggtctagactecatgggtegac (N TAY) TGK TAY TAA
9 4
tcgagctcaagcttaattcatcgtgactgactgacgatctgecte

¢)

- Plantilla complementaria de extension EXTrv

cagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgegegaggcagategtcagtcagtecacg

d) Cebadores

Cebador EG22rv
catcaccatcaccatcacgg

Cebador EG24dir
tcgcatcaccatcaccatcacggt

Figura 7: Secuencias de los oligonucledtidos usados como plantillas y cebadores en la
obtencién de los fragmentos a ser clonados. a) La plantilla WYdir: Las zonas azules
representan a las secuencias homologas al sitio del clonaje del plasmido y la verde a los
18 codones que codifican para los nueve pares Trpy Tir (Trp-Tir),. b) La plantilla SAdir:

Las zonas azules representan a las secuencias homélogas al sitio de clonaje del plasmido
y la verde a los 12 codones que codifican para aminoacidos aleatorios (N representa
cualquier base: A,C,C, 0 G), cinco codones codificantes para Tir (Y representa labase T
0 C, para formar los codones TAT o TAC), y otro codén para Trp (si en la posicion K se
ubica la base G) o para cisteina (si en K se ubica la base T). ¢) En morado se indica la
secuencia de la plantilla complementaria de extension derivada de la secuencia del sitio
de clonaje (56 bases) y secuencias complementarias y reversas (antiparalelas) a las
secuencias de las plantillas WYdir y SAdir. d). En rojo se indica la secuencia del cebador
reverso de 22-mer (EG22rv) y en azul la del cebador directo de 24-mer (EG24dir) que se
emplearon en las segundas reacciones de amplificacion.

FUENTE: Edicion propia, 2018

3.4.3. Amplificacion del inserto a clonar

Para la primera reaccion de amplificacion se emplearon los dos oligonucleotidos
complementarios de mayor tamafio: Plantilla WYdir o plantilla semialeatoria SAdir,
segun sea el caso, y la plantilla complementaria de extension EXTrv. Luego de la primera
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reaccion de extension, que permite generar el fragmento de dos hebras, se afiadieron los

cebadores EG22rv y EG24dir para la segunda reaccion de amplificacion (Figuras 8 y 9).

Primera reaccion de PCR

Plantilla WYdir o SAdir
— y——
‘ Plantilla EXTrv
| —
— —
Adicion de cebadores ‘
Cebador EG24dir
[ I
(e —
__________________ ————
Cebador EG22rv
Segunda reaccion de PCR ‘
[ —
e I
| —
/e )

Figura 8: Estrategia para la obtencion de los fragmentos que fueron clonados en

el vector pEGH a partir de la plantilla principal, la plantilla complementaria, y

los cebadores.

FUENTE: Edicion propia, 2018

Para la amplificacion de la plantilla WY dir, se emplearon: 0.5 pL de las plantillas WY dir
y EXTrv a concentraciones 5uM, 0.5 pL de los cebadores EG22rv y EG24dir de
concentracion 50uM, 0.2 uL de la enzima Phusion DNA polymerase (Thermo F530), 5
uL del 5X buffer conteniendo Mg?*, y 0.5 pL de 10 mM dNTPs; en un volumen final de
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25 pL. El equipo empleado fue una termocicladora PTC-200 (DNA Engine) de MJ
Research y las condiciones para el PCR fueron las siguientes:

Ciclo 1 (Sin incluir los cebadores):
Desnaturalizacion: 95°C x 30 segundos
Hibridacion: 66 o0 68°C x 30 segundos
Extensién: 72°C x 20 segundos

Ciclos 2-3 (Después de afiadir los cebadores EG22rv y EG24dir):
Desnaturalizacion inicial: 95°C x 30 segundos
Hibridacién: 66 o 68°C x 30 segundos

Extension: 72°C x 20 segundos

Para la amplificacion de la plantilla SAdir, en cada reaccion de un volumen final de 50
pL, se emplearon: 1 puL de la plantilla SAdir, 1 pL de la plantilla complementaria EXTrv,
1 pL de cada cebador EG22rv y EG24dir a concentraciones 50 mM, 0.5 uL de la enzima
Phusion DNA polymerase, 10 pL del 5X buffer contiendo Mg?*, y 1 uL de 10 mM
dNTPs. El ensayo se realizo6 bajo las siguientes condiciones:

Ciclo 1 (Sin incluir los cebadores):

Desnaturalizacion: 95°C x30 segundos
Hibridacién: 69 o 71°C x 30 segundos

Extension: 72°C x 20 segundos

Ciclos 2-3 (Despues de afiadir los cebadores EG22rv y EG24dir):
Desnaturalizacion inicial: 95°C x 30 segundos

Hibridacion: 69 o 71°C x 30 segundos

Extension: 72°C x 20 segundos

Para la verificacion de la reaccion de amplificacion, se realizé la electroforesis en gel de

agarosa al 1.2 por ciento y tincion con bromuro de etidio (Mathews, 2003).
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3.4.4. Clonacion in vivo

Este proceso fue realizado en la levadura S. cerevisiae al ser cotransformada con el
plasmido y los fragmentos a clonar. Se emplearon 175 ng de plasmido pEGH linearizado
con la enzima Sall y 20 ng del producto de la amplificaciéon (fragmento a insertar). La
transformacion se llevo a cabo empleando tratamientos con acetato de litio y 42 °C
(Sambrook y Green, 2012). Después de una incubacién de dos horas en caldo YPD; las
células se colectaron, se resuspendieron en agua, y se plaquearon en medio sintético
completo que carece de uracilo (medio —Ura), con la finalidad de seleccionar los

transformantes que expresen el marcador URA3 presente en pEGH.

3.4.5. Recuperacion del ADN total de los transformantes y verificacion por PCR

analitico

Algunos transformantes de levadura fueron seleccionados y aislados en agar -Ura, y luego
de un dia de crecimiento se inocularon en caldo —Ura para dejarlos crecer durante dos
dias (Morris et al. 1981). Luego se realiz6 la extraccion del ADN total a partir de las
suspensiones de células empleando un buffer de rotura (1.2 por ciento SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, ImM EDTA). El SDS del buffer (laurilsulfato de sodio) es un
detergente con la propiedad de solubilizar proteinas y alterar las interacciones lipido-
lipido, proteina-proteina y proteina-lipido propias de la célula, esto es complementado
con una ruptura mecanica empleando perlas de vidrio (Schneegurt et al. 2003). Luego se
afiadié una mezcla de fenol/cloroformo, se mezcl6 vigorosamente y se centrifugd. En este
proceso el fenol acta como desnaturalizante de proteinas, y el cloroformo permite 1uL
de la solucion de ADN total obtenido y 0.5uLde los cebadores EG22rv y EG24dir ambos
de concentracion 50uM. Ademas, se empled 0.2 pL de la enzima ADN la separacion de
la fase acuosa (donde queda el ADN), de la organica (donde quedan los lipidos), y la
formacion de una interfase en la que se ubican las proteinas desnaturalizadas. El
sobrenadante acuoso fue luego tratado con isopropanol y etanol para la precipitacion y

lavado de acidos nucleicos.

Las muestras de ADN total recuperado fueron sometidas a ensayos de PCR analitico para

la verificacion preliminar de la presencia del inserto en el plasmido. Se emple6 como
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plantilla polimerasa termoestable Taq, 2.5 pL del 5X buffer contiendo Mg?* y 0.25 pL de
la solucion 10 mM dNTPs. El volumen final de cada reaccion fue de 20 uL y el PCR se

realizo bajo las siguientes condiciones:

Desnaturalizacién inicial;: 95°C x 2 minutos

Ciclos 1-31
Desnaturalizacion: 95°C x 30 segundos
Hibridacion: 62°C x 30 segundos

Extensién: 72°C x 60 segundos

3.4.6. Transformacion de E. coli por electroporacion y purificacion de plasmidos

amplificados

Las muestras de ADN total que incluian pldsmidos con insertos (verificadas por PCR
analitico), se emplearon para transformar la cepa TOP10 de E. coli (F—mcrd A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)-®80lacZAM15-AlacX74 recAl araD139-4(araleu) galU galK rps

7697 L (StrR) endAl nupG). El in6culo se dejé crecer durante toda la noche, y luego de
procesos de centrifugacion y enjuague, se resuspendid en suficiente agua fria para lograr
una densidad de 2 x 10! células/mL. De acuerdo al protocolo de electroporacion
(Eppendorf), se mezclaron 40uL de la suspension celular con 1uL de la solucién de ADN
recuperado de levadura, transfiriendo la mezcla a una cubeta de electroporacion para
someterla a un pulso eléctrico de 2500V. Luego se afiadié 1mL de caldo LB y se transfirio
a tubos de microcentrifuga para la incubacion a 37°C por una hora, finalmente se plaque6

en medio LB-Ampicilina.

Las colonias de E. coli aisladas fueron cultivadas en caldo LB-Ampicilina para la
purificacion de los plasmidos. EI método de purificacion, que estd basado en cambios de
pH para la eliminacion del ADN gendmico, incluyd la adicion de la mezcla acetato de
potasio 5M/fenol (7:3), y la precipitacion del ADN plasmidico con alcohol etilico. Los
sedimentos de &cidos nucleicos obtenidos fueron disueltos con 50 pL de buffer TE
conteniendo ribonucleasa 20 pug/mL y finalmente llevados a incubacion por 30 minutos a
37°C.
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3.4.7. Confirmacion de la obtencién de plasmidos recombinantes

Los plasmidos purificados fueron digeridos con las enzimas BamHI y Hindlll, ya que sus
sitios de corte flanquean a los insertos y se encuentran dentro del sitio de clonaje multiple
de pEGH (Figura 10). Se emplearon 10 pL de la solucién de plasmido obtenida, 0.5 pL
de cada enzima de restriccion, 2 pL del respectivo buffer de reaccion 10X, 0.2 uL de BSA
10 mg/mL, y agua destilada estéril para un volumen final de 20 pL. La incubacion se
realizé en bafio maria por dos horas a 37°C. El analisis de los tamafios de los productos

de digestion se realizo por corrida de electroforesis en gel de agarosa al 2 por ciento.

His His His His
GGA TCC CCG GGA ATT TCC GGT GGT GGT GGT GGA ATT CTA GGT AGA GGA TCG CAT CAC CAT CAC

BamHI  Smal EcoR]

His His l
CAT CAC GGT GGT CTA GAC TCC ATG GGT CGA CTC A(TGG TAT)9 TAA TC GAG CTC AAG CTT AAT

Xbal Neol Sall Hindlll

Figura 10: Sitio de clonaje miltiple del plasmido pEGH en el que se indican los
sitios de corte para las enzimas BamHI y Hindl 11, cuyas secuencias flanquean al

fragmento WY indicado en verde.

FUENTE: Edicion propia, 2018

3.4.8. Secuenciacién de plasmidos

Las muestras seleccionadas para la secuenciacion fueron purificadas empleando el kit
Zyppy Plasmid Miniprep de ZYMO RESEARCH. El andlisis de secuenciacion fue

Ilevado a cabo por Macrogen Inc., Seul-Korea del Sur (www.macrogen.com).

3.4.9. Construccion de la biblioteca para la expresion de oligopéptidos de secuencia

semialeatoria

Luego de establecer el protocolo de clonaje usando el fragmento WY, los procedimientos

fueron realizados empleando la plantilla semialeatoria SAdir, la cual contiene secuencias
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para la expresion de oligopéptidos con un total de 18 aminoacidos, de los cuales 12 son
aleatorios y 6 estan orientados a la expresion de Trp y Tir. Para la amplificacion por PCR,
se emplearon como plantillas principales a SAdir y a la plantilla complementaria EXTrv,
y a los mismos cebadores EG22rv y EG24dir. Los procedimientos seguidos fueron los

mismos descritos en la seccion anterior.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OPTIMIZACION DE LOS PROTOCOLOS DE PCR

Uno de los factores determinantes para la especificidad del PCR es la temperatura que se
emplea en la fase de hibridacion (Higuchi et al. 1993). Asi; a mayor temperatura de
hibridacién, mas se dificulta la union entre el cebador y la plantilla, haciendo a la reaccion
mas especifica (McPherson et al. 1991).

Para la optimizacion del protocolo se realizé la amplificacion por PCR a partir de la
plantilla WYdir, en la cual se probaron dos temperaturas de hibridacién: 66 y 68°C
(Figura 11). Se determin6 que empleando una temperatura de hibridacion de 66°C y solo
dos ciclos de amplificacion se obtenian altas cantidades del fragmento esperado de 185

pb, previniéndose la obtencidn de productos no especificos de mayor longitud.

WY1l Wy2 WY1l WY2
66° 66° 68° 68°

Marcador Marcador

Figura 11: Analisis electroforético de los productos de PCR obtenidos usando las
plantillas WYdir y EXTrv y dos diferentes temperaturas de hibridacion: 66 y 68
°C. Alicuotas de 3.5 pL de cada producto fueron cargadas en geles de agarosa 1.2
por ciento. El tamafio del fragmento esperado fue de 185 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018



Igualmente se realizd la optimizacion para la amplificacion a partir de plantilla
semialeatoria SAdir (Figura 12); empledndose la misma plantilla complementaria,
cebadores, y los dos ciclos de amplificacion previamente establecidos. Se probaron dos
temperaturas de hibridacion: 69 y 71°C, determinando que la temperatura mas apropiada

era 69°C. Se obtuvo como producto final al fragmento esperado de 182 pb.

SAT SA2 SA3
n° n°

SA1  SA2 SA3
69° 69°  69°

Marcador

—>100pb 100 pb

Figura 12: Analisis electroforético de los productos de PCR obtenidos usando las
plantillas SAdir y EXTrv y dos diferentes temperaturas de hibridacion: 69 y
71°C. Alicuotas de 3.5 pL de cada producto fueron cargadas en geles de agarosa

1.2 por ciento. El tamaiio del fragmento esperado es de 182 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018

4.2. TRANSFORMACION DE Saccharomyces cerevisiae

Previo a la transformacién, se realizé la digestion de 2.5 pg de plasmido pEGH con 5 uL
de la enzima Sall (NEB) (Figura 13), luego se llevé a un volumen final de 100 pL y a
incubacion por tres horas a 37°C. Este procedimiento favoreci la seleccién de plasmidos
con inserto en las placas —Ura, ya que a través de la digestion y linearizacion de pEGH se
induce al sistema de reparacion de ADN de S. cerevisiae, incrementando asi la eficiencia

de clonaje in vivo (Joska et al. 2014).
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PEGH pEGH
control digerido

Marcador

9.3 Kb wedp € 10kb

€3k

Figura 13: Analisis electroforético del plasmido pEGH digerido con la enzima
Sall en gel de agarosa 0.8 por ciento produciendo una banda del tamafio esperado

(9309 pb). El plasmido pEGH sin digerir fue también analizado como control.

FUENTE: Edicion propia, 2018

También se realizaron ensayos transformando a S.cerevisiae solo con pEGH digerido, y
con pEGH digerido mas el fragmento WY o SA. Los resultados permitieron verificar la
importancia de la presencia del fragmento junto al plasmido digerido en el proceso de
clonaje, ya que se evidencié un aumento en el nimero de transformantes debido a la
presencia de los fragmentos a clonar que permitieron la reparacion de plasmidos via

recombinacion homologa (Jacobus y Gross, 2015)

Para la transformacién con el fragmento WY se emplearon 175 ng de plasmido digerido
y 20 ng del fragmento amplificado. (Figura 14). Para la transformacion del fragmento SA
se emplearon 175 ng de plasmido digerido y 13 ng de fragmento amplificado. (Figura
15).
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Control

Figura 14: Transformantes de levadura obtenidos por clonaje del fragmento WY
y el respectivo control. La placa “WY” incluy6 en la transformacion tanto el
plasmido pEGH linearizado como el fragmento WY, y la placa control incluyo
solo el plasmido linearizado. Se obtuvieron aproximadamente 422 colonias de
levadura por pg de ADN en la placa control y un nimero evidentemente mayor
de colonias en la placa WY.

FUENTE: Edicion propia, 2018

Control

Figura 15: Transformantes de levadura obtenidos por clonaje del fragmento SA
y el respectivo control. La placa “SA” incluyé en la transformacion tanto el
plasmido pEGH linearizado como el fragmento SA, y la placa control solo el
plasmido linearizado. Se obtuvieron aproximadamente 399 colonias de levadura
por pg de ADN en la placa control y un mayor niimero de colonias en la placa SA.

FUENTE: Edicion propia, 2018



4.3. RECUPERACION DE PLASMIDO RECOMBINANTE Y ANALISIS
MEDIANTE PCR ANALITICO

Se realizé el aislamiento de 14 colonias de transformantes WY de levadura, que luego se
cultivaron en caldo —Ura para la recuperacion del ADN total y la verificacion de la
presencia de inserto por PCR analitico (tamarfio esperado de 185 pb). De las 14 muestras
analizadas; 12 tenian el inserto, obteniéndose un 86 por ciento de eficiencia de clonaje
(Figura 16). El nivel de eficiencia logrado dependio de la naturaleza del fragmento WY,

el cual es un fragmento de secuencia Unica que se amplificé eficientemente.

Marcador

Control WY WY WY WYy WY WYy WY WY Control

= 1 2 3 4 5 6 7 +

185 pb

Figura 16: Resultado de los ensayos de PCR para la identificacion de los
transformantes de levadura que incluyen el fragmento WY. El analisis
electroforético se realizo en gel de agarosa 1.2 por ciento con alicuotas de 2 pL. de
los productos de PCR obtenidos. Estos se realizaron en 8 muestras de ADN total
recuperado de los transformantes. Se usé como control positivo al fragmento WY
amplificado por PCR, y como control negativo a la amplificacion de solo

cebadores. El fragmento esperado fue de 185 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018

Para la determinacion de los transformantes con fragmento SA, se aislaron y analizaron
32 muestras por PCR analitico, de las cuales 22 tenian el fragmento; resultando con una

eficiencia de clonaje del 69 por ciento (Figura 17). Esta menor, pero todavia Optima
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eficiencia de clonaje, probablemente se debe a la presencia de las bases aleatorias que
dificultan todo el proceso, principalmente desde la sintesis de los oligonucle6tidos. Sin
embargo, las bases aleatorias de las secuencias de los fragmentos SA fueron importantes

para la determinacion de su variedad.

Marcador

Control SA SA SA
| 2 3

182 pb

Figura 17: Resultado de los ensayos de PCR para la identificacion de los
transformantes de levadura que incluyen los fragmentos SA. El analisis
electroforético se realizo en gel de agarosa 1.2 por ciento con alicuotas de 2 pL de
los productos de PCR obtenidos. Estos se realizaron en 10 muestras de ADN total
recuperado de los transformantes. Se us6 como control positivo al fragmento WY
amplificado por PCR, y como control negativo a la amplificacion de solo

cebadores. El fragmento esperado fue de 182 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018

4.4. TRANSFORMACION DE E. coli Y PURIFICACION DE PLASMIDOS

La transformacion de E.coli se realiz6 con la finalidad de recuperar y amplificar los
plasmidos recombinantes provenientes de los transformantes de levadura (Sambrook y
Green, 2012). Para la transformacion se emple6 la cepa de E. coli Topl0, y las muestras
de ADN total purificado que contienen el plasmido recombinante. Luego se realizé el

aislamiento de clones en placas LB+Ampicilina.
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4.5VERIFICACION-DE-LA-OBTENCION-DE-PLASMIDOS
RECOMBINANTES

Luego de la purificacion de los plasmidos amplificados por E.coli, se seleccionaron 16
muestras positivas con el fragmento SA para el ultimo ensayo de verificacion por PCR
analitico. Este ensayo ya no se realiz6 con las muestras purificadas de fragmento WY, ya
que son de secuencia Unica. De las 16 muestras SA analizadas; 8 muestras tenian el inserto
esperado de 182 pb, resultando en una eficiencia del 50 por ciento. El tamafio del

fragmento amplificado sin inserto fue de 127 pb (Figura 18).

Marcador

Marcador

SA SA SA
14 15 16

Figura 18: Resultados de los ensayos de PCR para la verificacion de la presencia
de insertos en los plasmidos SA amplificados en E. coli y luego purificados. Los
plasmidos con insertos SA presentan productos de 182 pb y los que carecen de

insertos, de 126 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018
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4.6.DIGESTION-DE-PLASMIDOS-PURIFICADOS-PARA-LA
COMPROBACION DE PRESENCIA DE INSERTO

Se realizé la digestion de las muestras de plasmidos recombinantes verificados por PCR
analitico. Se emplearon las enzimas BamHI y Hindlll, las cuales, al ser enzimas de corte
unico y flanquear al fragmento clonado, permitieron obtener fragmentos WY de 164 pb,
y de 161 pb para SA. El tamafio esperado para el fragmento sin inserto fue 106 pb. Todas
las muestras WY y SA analizadas resultaron positivas para la presencia de inserto (Figura
19).

WY WY WY SA  SA SA SA  SA
1 2 3 1 2 3 + 5

164 pb 161 pb

Figura 19: Analisis electroforético en gel 2 por ciento de los plasmidos purificados
WY y SA digeridos con las enzimas BamHI y HindIIl. Se usé como control
positivo al fragmento WY amplificado por PCR, y como control negativo a la
amplificacion de solo cebadores. En el caso de las muestras WY, el fragmento
esperado fue de 164 pb y para los plasmidos SA, de 161 pb. El fragmento

esperado para los plasmidos sin inserto fue de 106 pb.

FUENTE: Edicion propia, 2018

4.7. SECUENCIACION DE PLASMIDOS

Este analisis se realiz6 con la finalidad de confirmar el correcto clonaje de los insertos, y
verificar o confirmar las secuencias de los insertos. Las muestras que se secuenciaron
fueron: WY1, WY2, y WY3 de secuencia Unica; y SAl, SA2, SA3, SA4, y SA5 de
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secuencia semialeatoria. El cebador de secuenciacion que se empled fue GEX 5; el cual
fue facilitado por la compafiia que hizo el analisis, y que posee la secuencia
GGCAAGCCACGTTTGGTG.

4.7.1 Secuencia de los insertos WY

En la figura 20, se muestra la evidencia de la correcta construccion de los plasmidos de

secuencia Unica WY, la cual codifica para los nueve pares Trp - Tir.
4.7.2 Comparacion entre las secuencias de los insertos SA

En la figura 21 se presentan las secuencias codificantes halladas para los plasmidos SA1,
SA2, SA3, SA4, y SA5, lo que permitio destacar la diversidad entre las secuencias. Para
una mejor observacion, se incluye también la secuencia de la plantilla SAdir, la cual fue
empleada para la amplificacion de los insertos a clonar. En la imagen se han sefialado las
bases iniciales de los codones dirigidos a la expresion de los aminoéacidos Trp y Tir para

diferenciarlos de los codones aleatorios.

Secuenciacion WY

Sall

ATG GGT CGA CTA TGG TAT TGG TAT TGG
H 6 R L H Y H Y W
1 2 3 4 5

/51
TAT T6G TAT TGG TAT T6G TAT TGG TAT T6G TAT TGG TAT TAR TCG AGC TCA
Y H Y B Y H Y W Y W Y W Y * § § §
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 20: Confirmacion de la correcta construccion de los plasmidos WY1, WY2
y WY3 por secuenciacion de nucledtidos. Las secuencias obtenidas para los tres
plasmidos fueron idénticas y correctas, y permitirian la expresion de los nueve
pares Trp-Tir. El sitio de restriccion Sa/l y el codon de terminacion estan

indicados con lineas rojas.

FUENTE: Edicion propia, 2018
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Secuencias codificantes de

los insertos SA

1
[ |

vV VvV v

SA]* CTCATACGTTACCGCATTCTATACTGTTGTAGGTATATGGGCCTTTACTGGTAC
SA2* CGTTTCGCATATTTCGGCCAGTATTTGAGGGTC@ACGTCTTATGGTATTGGTAC
SA3*  CATICTICCTACSGATGTTTATATICTITAACGTATTTACGTCATTACTGITAT
SA4* CGTCCATTATACTCAM\GCTATATTGGCCTAGTTATGTGGACTCGEACTGG;AT
SAS*  CTGGATATGTATTTTTCAAGTTACTTTATAGTATATACACGTTGTTATTGTTAT

Secuencia

plantilla SAdir CNNNNNNNN%AYNNNNNNNNNTAYNNNNNNNNNTAYNNNNNNNNNTAYTGKTAY

Figura 21: Comparacion entre las secuencias codificantes de interés SA1, SA2,
SA3, SA4 y SAS, y de la secuencia de interés del oligo SAdir. Estan sefialados con

distintos colores los codones codificantes para los aminoacidos semialeatorios.

FUENTE: Edicion propia, 2018

En la figura 22 se muestran las secuencias de los oligopéptidos codificados por los
fragmentos identificados en los respectivos plasmidos SA. Estos resultados confirmaron

la exitosa construccion de la biblioteca de plasmidos.
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Sall 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
S A 1 GGT CGA CTC ATA CGT TAC CGC ATT CTA TAC TGT TGT AGG TAT ATG GGC CTT TAC TGG TAC TAA
Gli Arg Leu Ile Arg Tir Arg Ile Leu Tir Cis Cis Arg Tir Met Gli Leu Tir Trp Tir *

Sall

GGT CGA CGT TTC GCA TAT TTC GGC CAG TAT TTG AGG GTC TAC GTC TTA TGG TAT TGG TAC TAA
SA 2 Gli Arg Arg Phe Ala Tir Phe Gli Gln Tir Leu Arg Val Tir Val Leu Trp Tir Trp Tir *

Sall

GGT CGA CAT TCT TCC TAC GGA TGT TTA TAT TCT TTA ACG TAT TTA CGT CAT TAC TGT TAT TAA
SA?) Gli Arg His Ser Ser Tir Gli Cis Leu Tir Ser Leu Thr Tir Leu Arg His Tir Cis Tir *

Sal |

GGT CGA CGT CCA TTA TAC TCA AAG CTA TAT TGG CCT AGT TAT GTG GAC TCG TAC TGG TAT TAA
SA4 Gli Arg Arg Pro Leu Tir Ser Lis Leu Tir Trp Pro Ser Tir Val Asp Ser Tir Trp Tir *

Sal |

GGT CGA CTG GAT ATG TAT TTT TCA AGT TAC TTT ATA GTA TAT ACA CGT TGT TAT TGT TAT TAA
SAS Gli Arg Leu Asp Met Tir Phe Ser Ser Tir Phe Ile Val Tir Thr Arg Cis Tir Cis Tir *

Figura 22: Secuencias de los 18 aminoacidos codificados por los fragmentos SA1,
SA2, SA3, SA4 y SAS. Cada secuencia incluye a los cinco codones codificantes
para Tir (numerados en color rojo), uno para Trp o Cis (en color verde), y a los
12 codones restantes que codifican para los aminoacidos aleatorios. Estan

indicados el sitio de restriccion Sal/l y el codon de terminacion.

FUENTE: Edicion propia, 2018

En la figura 23 se muestran los diferentes aminoacidos codificados; los cuales incluyen a
los aminoéacidos aleatorios, y a las repeticiones de Tir en cada fragmento. Segun la tabla
5, los aminoé&cidos con mayor frecuencia relativa fueron leucina y arginina, ya que pueden
ser codificados por seis codones distintos. De estos aminoacidos aleatorios, Trp solo
estuvo presente en el plasmido SA4, resultando con la frecuencia relativa mas baja. Esta
informacién permitird realizar los posteriores ensayos de tamizaje y de esa manera
comprobar si, con la diversidad lograda en los oligopéeptidos, se ha disminuido,
mantenido, o potenciado la actividad fotoprotectora inicial.
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SA1 Leulle Arg Tir Arg Ile LeuTir Cis Cis Arg Tir Met Gli Leu Tir Trp Tir

SA2 Arg Phe Ala Tir Phe Gli GIn Tir Leu Arg Val Tir Val Leu Trp Tir Trp Tir

SA3 HisSer Ser Tir Gli Cis Leu Tir Ser Leu Thr Tir Leu Arg His Tir Cis Tir

SA4 Arg Pro Leu Tir Ser Lis Leu Tir Trp Pro Ser Tir Val Asp Ser Tir Trp Tir

SAS Tir Tir

Tir

Tir Cis Tir

omiasagir CNN NNN NNN TAY NNN NNN NNN TAY NNN NNN NNNTAY NNN NNN NNN TAY TGK TAY

Figura 23: Comparacion de las secuencias codificadas por los fragmentos SAl,
SA2, SA3, SA4 y SAS. En cada secuencia se observan los aminoacidos aleatorios
(colores), las cinco repeticiones del aminoacido Tir (negro), y los aminoacidos Cis
o0 Trp (crema). La flecha negra indica al aminoacido mas frecuentemente

incorporado.

FUENTE: Edicion propia, 2018

Tabla 5: Frecuencias relativas del total de aminoacidos codificados por los insertos
en los plasmidos SAL, SA2, SA3, SA4y SAS.

Aminoacido  Frecuencia Aminoacido Frecuencia Aminoacido Frecuencia
relativa relativa relativa

Leucina 0.18 Fenilalanina 0.06 Prolina 0.03

(Leu) (Phe) (Pro)

Isoleucina  0.05 Alanina 0.016 Serina (Ser) 0.13

(lle) (Ala)

Arginina 0.13 Glutamina  0.016 Treonina 0.03

(Arg) (GIn) (Thr)

Cisteina 0.06 Valina (Val) 0.06 Lisina (Lis) 0.016

(Cis)

Metionina  0.03 Triptofano  0.03 Aspartato 0.03

(Met) (Trp) (Asp)

Glicina 0.05 Histidina 0.03

(Gl) (His)

FUENTE: Edicién propia, 2018



1)

2)

3)

V. CONCLUSIONES

Se logro la construccion de la biblioteca de plasmidos por clonaje in vivo en S.
cerevisiae, la cual posee fragmentos semialeatorios para la expresion de
oligopéptidos que incluyen residuos de Trp y Tir, y otros aminoécidos

aleatorios.

Se logro optimizar y establecer el protocolo para el clonaje in vivo realizado por
S. cerevisiae, para lo cual se empled un fragmento disefiado para la expresion

de un oligopéptido de secuencia tnica WY (Trp-Tir)s.

Las eficiencias de clonaje fueron determinadas por medio del conteo de
transformantes, ensayos de PCR analitico, y finalmente por digestion; dichas
eficiencias resultaron en un 86 por ciento para el clonaje del fragmento WY, y

de un 50 a 69 por ciento para el clonaje de los fragmentos SA.



1)

2)

3)

V1. RECOMENDACIONES

Realizar estudios usando los plasmidos obtenidos con los insertos WY para
comprobar la potencial actividad fotoprotectora que brindan los aminoacidos Trp

y Tir.

Realizar los tamizados usando la biblioteca de plasmidos SA construida para
identificar los oligopéptidos con funcion fotoprotectora y verificar si los
aminoacidos aleatorios presentes potencian o disminuyen la funcién

fotoprotectora de los residuos Trp y Tir.

Realizar ensayos que permitan confirmar la adecuada expresion de los
oligopéptidos como proteinas de fusion con GST y His6, bajo el control del

promotor GAL.
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