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RESUMEN

A pesar de estar constituidos por unos pocos aminoécidos (2 a 20), los oligopéptidos
presentan gran diversidad en su composicion y tienen varias importantes aplicaciones.
Importantemente, es posible producir una gran variedad de éstos para permitir la
investigacion de sus propiedades recurriendo a diferentes estrategias, entre las cuales destaca
la construccion de bibliotecas de plasmidos. A su vez, los oligopéptidos sintetizados pueden
tener diferentes destinos, por ejemplo, el interior celular, algin organelo en particular, o ser
secretadas o ancladas en la superficie celular. De esta manera, una vez construidas las
bibliotecas usando plasmidos de expresion, se procede a realizar una busqueda de aquellos
oligopéptidos con las caracteristicas deseadas a través de estrategias de tamizado. En esta
tesis se reporta la estrategia seguida para lograr la produccion y secrecion de una gran
variedad de oligopéptidos aleatorios y semialeatorios en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, mediante la construccion de las respectivas bibliotecas de plasmidos. Los
fragmentos a clonar fueron obtenidos mediante una estrategia de PCR que fue optimizada
para garantizar el maximo rendimiento y reproducibilidad. El ensamblaje de los plasmidos
de expresion para formar la biblioteca se realizé mediante clonacién in vivo, consiguiendo

altas eficiencias de clonacion (62.5 % a 70 %).

Palabras clave: Clonacion in vivo, Construccion de plasmidos mediante reparacion de

brechas, Oligopéptidos aleatorios, Oligopéptidos semialeatorios.
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ABSTRACT

Although all oligopeptides are formed by a few amino acids (2 to 20), they are diverse and
have many important applications. Importantly, it is possible to produce them to allow
investigation of their properties using a variety of techniques, including the construction of
plasmid libraries. In turn, the synthesized oligopeptides might have different destinations,
for example, inside the cell, to be secreted into the extracellular space or anchored on the
cell surface. Thus, once these libraries have been obtained, a search for the desired
oligopeptides is carried out through screening strategies. This thesis describes the production
and secretion of a great variety of oligopeptides, using the yeast Saccharomyces cerevisiae.
The random and semi-random fragments to be cloned were obtained via an optimized PCR
strategy that allowed their efficient and reproducible generation. An in vivo cloning strategy
was applied for the assembly of the expression plasmids and library construction, achieving
high cloning efficiencies (62.5 to 70 %).

Keywords: In vivo cloning, Plasmid construction by gap repair, Random oligopeptides,

Plasmid library, NNK strategy, secretion, Saccharomyces cerevisiae.

vii



. INTRODUCCION

Los oligopéptidos tienen una gran relevancia debido a su versatilidad y relativa seguridad, a
tal grado que se producen masivamente en los sectores de la biocosmética, la farmacéutica,
la industrial y el sector agrario. Por ejemplo, se han producido antigenos del anticuerpo
monoclonal (Kim et al., 2015), péptidos con resistencia artificial a los solventes orgéanicos
(Zou et al., 2002), antifungicos de plantas (Lopez-Garcia et al., 2002) y fotoprotectores
(Merino, 2019).

El estudio y busqueda de los oligopéptidos de interés puede ademas facilitarse si se limita o
regula su localizacion. Para ello se tienen tres estrategias principales: el anclaje en la
superficie, la secrecion extracelular, y la produccion intracelular. Por ejemplo, de acuerdo
con la literatura, se han logrado secretar péptidos como: B-Endorfina (de 31 aminoacidos),
calcitonina (de 32 aminoacidos) (Zsebo et al., 1986) y molelina (de 97 aminoacidos) (Chen
etal., 2011).

Asimismo, en una tesis previa desarrollada en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y
Bioanalisis, lugar donde se llevo acabo la presente investigacion, se logré la secrecion de

tres oligopéptidos conocidos en la superficie de Saccharomyces cerevisiae (Mansilla, 2021).

Esta levadura es un organismo muy empleado para la produccion de proteinas y
oligopéptidos y ventajosamente, para la construccion de biblioteca de plasmidos mediante
la clonacion in vivo. Esta estrategia permite la sintesis de una gran diversidad de proteinas

u oligopéptidos en corto tiempo y con menor costo.

El presente trabajo tuvo como finalidad construir dos bibliotecas de plasmidos que incluyen
fragmentos con secuencias aleatorias o semialeatorias. EIl plasmido empleado en esta
investigacion tiene la particularidad de incluir la secuencia codificante para el péptido sefial
alfa, quién se encargara de dirigir a los oligopéptidos producidos fuera de la levadura. La
construccion de estas bibliotecas de plasmidos permitira su aplicacién en la bldsqueda de
oligopéptidos con funciones particulares, por ejemplo, aquellos que confieren proteccion

contra la radiacién UV.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Oligopéptidos y sus potenciales funciones

Los oligopéptidos son péptidos con secuencias cortas, de 2 a 20 aminoacidos (Buxbaum E.,
2015). Son muy utilizados debido a su flexibilidad estructural, versatilidad sintética y
bioseguridad (Berger et al., 2015), asi como por su bajo costo de produccién, buena
estabilidad y capacidad de sintesis a gran escala. Se han reportado oligopéptidos con diversas
funciones, por ejemplo, el oligopéptido LMGQW, aislado a partir de musculo de pejesapo o
rape, presenta actividad antioxidante (Chi C., et al., 2014); el oligopéptido conocido como
“leufasilo” o “pentapéptido-18”, es un componente de productos de antienvejecimiento
(Errante et al., 2020); los oligopéptidos DYDD y DDDY, obtenidos de la planta Dendrobium
aphyllum, muestran funcion antimicrobiana (Liu H. et al., 2021). Adicionalmente, se ha
encontrado un oligopéptido proveniente de una biblioteca, que tiene la capacidad de unirse
a la membrana de células cancerosas de ovario, permitiendo su deteccion (Wang et al., 2015).

Las secuencias de estos oligopéptidos se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1: Funciones de algunos oligopéptidos reportados

Funciones Secuencias Referencias
Antioxidante Leu-Met-Gly-GIn-Trp (LMGQW) Chi C. etal., 2014
Disminucion de Tyr-Ala-Gly-Phe-Leu
arrugas y cicatrizacion o Errante et al., 2020
de heridas (Pentapéptido-18)

o ) Asp-Tyr-Asp-Asp (DYDD) ]
Antimicrobiano Liu H. et al., 2021
Asp-Asp-Asp-Tyr (DDDY)

Deteccidn de células Met-Pro-His-Pro-Tyr-Lys-Asn-Phe-

cancerosas de ovario Asp-Leu-Tyr-Val Wang etal., 2015

Por otro lado, los aminoacidos presentan caracteristicas estructurales que les confieren
propiedades particulares. Por ejemplo, los aminoéacidos triptéfano y tirosina contienen

fluor6foros que permiten la absorcién de la radiacion UV (Fersht Alan, 1980; Fujisawa &



Masuda, 2018; Kuipers & Gruppen, 2007; Yang et al., 2015) (Tabla 2). Para el caso de la
tirosina, tiene absortividades molares de 341, 960 y 1405 M™cm™, para las longitudes de
onda de 254, 266 y 275 nm, respectivamente (Fujisawa & Masuda, 2018; Yang et al., 2015).
Mientras que, para el caso del triptéfano, presenta mayores absortividades molares a las
mismas longitudes de onda siendo estas 2760, 4777 y 5579 Mtcm?. Sin embargo, la
concentracion celular de este aminoacido es comparativamente baja (0.02 mM) y, ademas,
la sintesis de una mol requiere 78 moles de ATP (Braus, 1991). Por otra parte, los enlaces
peptidicos también pueden absorber la radiacion UV en un rango de 180-220 nm (Cantor C.
and Schimmel P, 1980) y presentan una absortividad de 923 M*cm™ (Kuipers & Gruppen,
2007). Estas caracteristicas deben ser tomadas en cuenta en el disefio de oligopéptidos o

proteinas fotoprotectoras.

Tabla 2: Aminoacidos con mayor absortividad molar de radiacion UV

. .. .. 1
Aminoacido Longitud de onda 6ptima Absortlwdad_lmolar M
(nm) cm
254 341
Tirosina 266 960
275 1405
254 2760
Triptofano 266 4777
279 5579
FUENTE: Fersht Alan, 1980; Fujisawa & Masuda, 2018; Kuipers & Gruppen, 2007; Yang et
al., 2015

2.2. Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota, unicelular, que pertenece
al filo Ascomycota. Es muy utilizado en la produccion industrial de panes, cerveza, etanol,
nutracéuticos, quimicos y farmacéuticos (Nielsen & Jewett, 2008). Su ADN genémico
nuclear tiene 12 068 kilobases (kb) organizados en 16 cromosomas, con cerca de 6 000 genes
que codifican para proteinas (Wood et al., 2001). Cuenta con aproximadamente 200 000
ribosomas (Warner, 1999; Firczuk et al., 2013) y aproximadamente entre 15 000 a 60 000
moléculas de ARN mensajero (Warner, 1999), logrando sintetizar grandes cantidades de
proteinas. Ademas, esta levadura es capaz de secretar proteinas al medio extracelular de

forma eficiente y es considerado un organismo seguro (GRAS), por lo que es usada



frecuentemente en la produccion de proteinas recombinantes por empresas internacionales

como Biogen, Bayer, Abbott (Nandy & Srivastava, 2018).
2.3. Secrecion de proteinas

Randy Schekman, James Rothman y Thomas Stidhof descubrieron los mecanismos que
permiten la secrecion de proteinas, lo que les hizo merecedores del premio Nobel de
Medicina en el afio 2013 (Hellvard & Mydel, 2013). La levadura presenta una via secretora
de proteinas con un sistema de plegamiento eficiente, el que, segin Nielsen (2013), requiere
de la participacion de cerca de 550 proteinas y de éstas, 160 se encargan del plegamiento

postraduccional.

- Sutunidades i
ribcaomalas
libres

Figura 1. Translocacién de un polipéptido hacia la membrana del reticulo endoplasmaético para su posterior
secrecién. La co-traduccién del polipéptido se realiza por intermedio del péptido sefial (en rojo), que se encarga
de dirigir al polipéptido sintetizado al interior del reticulo endoplasmatico por intermedio del translocon
(celeste). Al cumplir su funcioén se escinde por intermedio de una peptidasa.

FUENTE: Schekman R. (2016, diciembre).

Como se muestra en la figura 1, la sintesis de proteinas comienza en el citosol cuando el
ARN mensajero se une a las subunidades ribosomales 40S y 60S dando lugar a un ribosoma
funcional, que inicia la busqueda del coddn de iniciacion (Hinnebusch, 2011). Si emerge un
péptido sefal, éste promueve su translocacion hacia la membrana del reticulo endoplasmico
rugoso (RER), mediante el complejo proteico translocdn que incluye a la proteina Sec61.
Este complejo esta a su vez asociado a la particula de reconocimiento de sefial (SRP) y a una

peptidasa, la que escinde al péptido sefial. La sintesis completa de las proteinas o péptidos a



ser secretados puede realizarse de dos maneras: la pos-traduccional, donde primero ocurre
la sintesis y después el transporte al RER y la co-traduccional, donde la sintesis y el
transporte al RER ocurren de forma simultanea. Las proteinas plegadas correctamente en el
lumen del RER son secretadas mediante el ensamblaje de vesiculas de secrecion, las cuales
son transportadas hacia y desde el RER y el aparato de Golgi mediante los llamados

transportes anterogrado y retrégrado, como se muestra en la figura 2 (Bao et al., 2018).

Reticulo
endoplasmatico
rugoso
Bl ;reciclaje L
*\\ : o ."
- L J
Aparato de Golgi
= A se =% <=
Vesicula—>¢=- 2. -
@D E -
. Fews
Citosol &3
ot
é—\;;,}\ 4 == X /,,,,;,///'
\"\?’?’\\:—;—;} - = s S
———T T T T—— Secrecion de
Membrana celular proteinas
® Proteinas correctamente plegadas -* Transporte de ARNm al ribosoma
O Proteinas mal plegadas Transporte retrogrado (TR)
x Revestimiento de proteinas de cubierta COPI Transporte anterogrado (TA)
* Revestimiento de proteinas de cubierta COPII=L  Proteinas de reconocimiento v-SNARE
Proteina de reconocimiento t-SNARE

Figura 2. Ruta de secrecion de los péptidos o proteinas. EI ARN mensajero (ARNm) que codifica para el
péptido o proteina se dirige desde el ndcleo hacia el citoplasma (flecha punteada turquesa) para asociarse con
las subunidades ribosomales. La sintesis del polipéptido se inicia y la emergencia del péptido sefial permite su
reconocimiento por la particula de reconocimiento de sefial, que la transloca hacia el reticulo endoplasmico
(RE) para que se complete alli su sintesis y transporte hacia la membrana celular mediante vesiculas. Las
proteinas de cubierta COP Il (aspas de color verde) revisten las vesiculas que contienen a las proteinas
correctamente plegada (circulos azules) para su transporte anterégrado (TA) al aparato de Golgi. Por otro lado,
las proteinas mal plegadas contenidas en las vesiculas revestidas con las proteinas de cubierta COPI (aspa de
color rojo) son regresadas al RER (transporte retrégrado, TR). Para su procesamiento final, las proteinas pasan
por el aparato de Golgi, donde se glicosilan y se empaquetan en vesiculas recubiertas con proteinas SNARE
que permiten el reconocimiento entre las membranas celular y vesicular para lograr su fusién y completar la
secrecion.

Las vesiculas cubiertas con COPII, encargadas del transporte anterégrado de las proteinas
plegadas, constan de dos componentes: la cubierta interna (formada por las subunidades
Sec23 y Sec24, ensambladas por Sarl GTPasa y Secl?) y la externa (conformada por las

tétradas Sec13 y Sec31). Las proteinas correctamente plegadas se segregan y clasifican de



acuerdo a las proteinas de carga, ubicadas en la membrana del sitio de salida del RER. La
formacion de las vesiculas implica una remodelacion de fosfolipidos con un intercambio de
diacilglicerol de las ceramidas (ubicada en la membrana del RER) por proteinas (Aguilera
et al, 2023). Las vesiculas resultantes se dirigen al aparato de Golgi, donde las proteinas son
modificadas mediante glicosilaciones y son dirigidas a la red trans-Golgi (TGN) para
clasificarlas y transportarlas a la membrana plasmatica (Aguilera et al, 2023). La fusion de
las membranas, de la vesicula secretora y la plasmatica, comienza con la formacion del
complejo exocisto por los componentes Sec3, Sec5, Sec 10, Sec6, Sec 8, Secl5, Exo70 y
Exo 84 (unidos a la membrana de la vesicula), y el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato PI(4,5)P2
ubicado en la membrana plasmatica (He B. y Guo W., 2009) (figura 3). Los esfingolipidos
desempefian un papel importante en este proceso, porque regulan la localizacién subcelular
de Sec3 y Exo070, para la posterior formacion del exocisto (He & Guo, 2009). La liberacion
de las proteinas al medio extracelular es mediada por el complejo multimérico TRAPP vy el
complejo SNARE especifico (t-SNARE y v-SNARE), para la formacion de dominios
helicoidales con un sitio de asociacion de la a-SNAP, mediante la accion coordinada de la
Rab- GTPasa, Secl y Secl7. En el sitio se formara el poro de fusion cooperativo para la

secrecion de proteinas.

Por otro lado, el sistema de reciclaje de materiales se realiza mediante el transporte
retrogrado de las vesiculas COPI, donde intervienen la sefial K/HDEL, un motivo unido al
extremo c-terminal de proteinas de la vesicula, y la proteina receptora ERD2 del RE, es
transportada por la vesicula COPII al aparato de Golgi y de vuelta por este sistema de
recuperacion. Estas vesiculas de reciclaje estdn compuestas por las subunidades Ret1-3,
Sec27, Sec28, Sec26, Sec21 y son cubiertas por subunidades COPI por la accién reclutadora
de la GTPasa Arfl.
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Figura 3. Representacion de las proteinas que median el transporte de las vesiculas y la secrecion de proteinas
codificadas. Los organelos como el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi participan en la ruta de
secrecién de las proteinas, donde el transporte de las proteinas de un organelo a otro es realizado por las
vesiculas. La formacion de las vesiculas recubiertas con COPII requiere la participacion de las proteinas Sec12-
19, Sec 22-24, Sarl, Betl y Bosl. Estas vesiculas transportan a las proteinas correctamente plegadas y siguen
un transporte anterogrado desde el reticulo endoplasmatico hasta el aparato de Golgi. En este organelo las
proteinas son modificadas, clasificadas y exportadas a diferentes lugares de la célula. Las proteinas a ser
secretadas son dirigidas a la membrana plasméatica mediante vesiculas secretoras, en cuya formacidn participan
Sec7, Secl4 y Pikl. La interaccion de las membranas de las vesiculas y la plasmatica es mediada por Secl-10
y Secl5, un paso importante para su posterior fusidn, lo que finalmente permite la secrecion de las proteinas.
El reciclaje de las proteinas mal plegadas es realizado por vesiculas cubiertas con COPI, siendo Sec20-27,
Ret1-3, Ufel, Arfl los componentes que intervienen en su formacién.

FUENTE: Schekman R. y Rothman James, 2002

2.4. Péptido seial del factor de apareamiento alfa

Los péptidos sefial presentan entre 25 a 30 aminoacidos y se encargan de dirigir a las
proteinas hacia localizaciones particulares como los organelos o a la membrana plasmatica.
En S. cerevisiae, un péptido secretado de amplio estudio y aplicacion es el factor de
apareamiento alfa (“factor alfa”) que consta de 13 aminoacidos en su forma final procesada
(WHWLQLKPGQPMY), y es codificado por los genes MFal y MFo2 (Herskowitz, 1988).
Ambos codifican para el precursor que incluye al péptido sefial o secuencia lider pre-pro, y

repeticiones tdndem del factor alfa, cuyo nimero depende del tipo de gen MFa.

La pre-region del péptido sefial del factor alfa tiene 19 residuos y es escindida por la
peptidasa en la regién ALA (letras de color celeste, figura 4), después de su reconocimiento

por SRP del reticulo endoplasmatico (figura 1). La pro-regién de 64 residuos presenta tres



sitios de glicosilacion en el sitio NXT (donde: N corresponde a asparagina, X a cualquier
aminoécido, y T a treonina), que parecen facilitar el transporte desde el RE al aparato de
Golgi (Rakestraw et al., 2009; Caplan et al., 1991). Esta region y el espaciador de seis
aminoacidos promueven el procesamiento final mediado por las enzimas Kex2 y Kex1 para
liberar al factor alfa al medio extracelular, (Kurjan y Herskowitz, 1982). En diversas
aplicaciones, como es el caso de esta investigacién, se introducen modificaciones en la
secuencia del espaciador para evitar el procesamiento prematuro de la proteina a secretar
(Kjeldsen et al., 1996).

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNFFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGVSLDKREEGEPK
1 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 ]

Sitio KEX2

Figura 4. Caracteristicas del péptido sefial del factor alfa. La pre-region, representada por el cuadro rojo,
incluye al péptido sefial que es luego escindido en la secuencia Ala- Leu- Ala coloreada en azul. La pro-region,
representada por el cuadro verde, incluye tres sitios de glicosilacion Asn-X-Thr, coloreados en marrén (donde
X corresponde a cualquier aminoacido), y un sitio de reconocimiento por la proteasa Kex2, (cuadro de color
celeste). El cuadro de color azul oscuro representa a la secuencia que cumple el rol de espaciador.

2.5 Construccion de bibliotecas de plasmidos

Una biblioteca de plasmidos es una coleccion de fragmentos de ADN que se encuentran
insertados en un vector (plasmido), los cuales permiten la sintesis de una gran diversidad de
péptidos o proteinas. Las bibliotecas de plasmidos pueden cumplir varias funciones, desde
permitir el analisis de secuencias genomicas, de ADN complementario, metagendmicas, de
secuencias sintéticos y otros, hasta la expresion regulada (inducible) o no regulada
(constitutiva) de los genes clonados. La coleccion de secuencias clonadas puede ser por tanto
variable también, dependiendo del propdsito y la razon de su construccién, desde unas
cuantas secuencias hasta millones de millones de ellas. Entre las importantes aplicaciones
de las bibliotecas de plasmidos esta la identificacién de genes que confieren una funcién
particular, por ejemplo, supresién de la sensibilidad a altas temperaturas o algun otro agente
citotoxico, aumento en la resistencia a algiin compuesto quimico o tratamiento como la
radiacion UV, etc. (Schatz, 1994; Baxter et al., 2014; Bozovicar y Bratkovi¢, 2020). Para
construir las bibliotecas, se recurre a diferentes métodos de clonacion, algunos de los cuales

estan resumidos en la Tabla 3.



Tabla 3: Fundamentos de algunos tipos de clonacion.

Tipo de clonacion Fundamento Fuente

Uso de enzimas de restriccion y de

Convencional S . . S
ligacion mediante reacciones in vitro.

Requiere enzimas BP clonasa y LR
Gateway clonasa, la recombinacién se da entre los
sitios attB y attP.

Ashwini et al.,
2016

Es una clonacion sin cicatrices, usan Ashwini et al.,

Golden Gate enzimas de restriccion tipo 1IS. 2016

Sistema celular endogeno permite la | Kitazono 2011
recombinacion homologa del fragmento a
clonar y el vector de clonacion.

Reparacion de
brechas o in vivo

2.5.1 Clonacio6n in vivo

Conocido también como “clonacion por reparacion de brechas (gap repair)”, es una técnica
que tiene la particularidad de unir fragmentos de ADN en el interior de la levadura mediante
recombinacion homéloga (Gibson, 2009). La clonacién ocurre mediante las secuencias
homologas de los extremos libres de un plasmido y del o los fragmentos a ser clonados,

resultando en un plasmido circular (Ma et al., 1987; Orr-Weaver et al., 1983).

Respecto a los vectores usados en la clonacion in vivo en S. cerevisiae, pueden ser plasmidos
centroméricos (de bajo numero de copias, incluye la secuencia de replicacion autonoma
ARS) o plasmidos episomales (de alto nimero de copias, incluye al origen de replicacién
denotado como “2 p”) (Rizvi et al., 2018). Como se menciond, en los extremos deben estar
ubicadas las secuencias que permitiran la recombinacion homdloga, las cuales deben tener
una longitud minima de 30 pb en ambos extremos, aunque uno de ellos puede ser reducido
a 20 pb solo si el otro es lo suficientemente extenso (Hua et al., 1997; Lorenz et al., 1995;
Manivasakam P. et al., 1995). Los plasmidos son generalmente linealizados para facilitar la
insercion del fragmento de interés; no obstante, existe la posibilidad de que los extremos se
vuelvan a unir antes que se logre la insercién, por lo que se recomienda desfosforilarlos

previamente (Hu, 1993).

Por otro lado, con relacion a los fragmentos a ser clonados, se ha demostrado que la
recombinacion homéloga puede realizarse con productos de PCR de diversos tamafios

(Kitazono, 2011) o fragmentos fusionados (Lizasa & Nagano, 2006; Swers et al., 2004).



Entre las ventajas que se encuentran al usar la clonacion in vivo estan la posibilidad de
realizar esta técnica en cualquier laboratorio de biologia molecular por personas con
conocimientos basicos en el tema, el bajo presupuesto que se requiere y, a comparacion de
otras técnicas de clonacién, el proceso no es complejo. Adicionalmente, completada la
clonacion puede darse inmediatamente la expresion del gen clonado en la levadura

transformada, facilitando asi la busqueda de los productos de interés.

2.5.2 Estrategia para la obtencion de oligopéptidos de secuencias aleatorias o

semialeatorias

La generacién de oligopéptidos con secuencias aleatorias o semialeatorias es, por lo general,
mas eficiente si se realiza mediante la construccion de bibliotecas de plasmidos que incluyen
los respectivos fragmentos codificantes. Durante muchos afios, se han empleado bibliotecas
plasmidicas para la busqueda de peptidos de interés mediante diferentes estrategias,
usandose, por ejemplo, en la identificacion de proteinas TALEs (efectores de tipo activador
de la transcripcion), una serie de proteinas de union al ADN con 33-35 aminoécidos,
lograndose 64 % de clones positivos (Zhang et al., 2013), y de aptdmeros peptidicos,
proteinas que se unen especificamente a moléculas diana como ATP, proteinas, acidos
nucleicos y complejas estructuras multiméricas para modular su funcién (Bickle et al., 2006;
Miller, 2009).

La obtencidn de los fragmentos que incluyen a las secuencias codificantes es un paso clave
ya que de su exito dependera de la posibilidad de lograr la sintesis de una méxima diversidad
de oligopéptidos de secuencias aleatorias. Los fragmentos codificantes aleatorios pueden
ser facilmente obtenidos mediante PCR (Li et al., 2018), pero se requiere un cuidadoso
disefio para asegurar un buen rendimiento y la generacién de productos con la maxima
posible diversidad de secuencias. Asi, es posible sintetizar primers o cebadores que incluyen
secuencias completamente aleatorias que permiten la inclusion de cualquiera de las cuatro
bases en cualquier posicidn durante su sintesis (guanina, G; adenina, A; timina, T; o citosina,
C), para generar los 64 tipos de codones “NNN” (4x4x4 posibles combinaciones). Estos, al
poder codificar para cualquiera de los 20 aminoacidos son denotados como “codones
degenerados”. Sin embargo, como esta estrategia conduce a la generacion redundante de
codones, ya que se encontraria, por ejemplo, seis tipos de codones para arginina, serina o
leucina; cuatro tipos de codones para glicina, valina, prolina y otros; o tres tipos de codones

de terminacién (TAA, TGA, TAG). Mientras que habria aminoacidos codificados por solo
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un codon (metionina, triptéfano), o dos (fenilalanina, tirosina, cisteina, histidina, glutamato,

entre otros).

64 codones 32 codones
NNN NNK

Figura 5. Representacién radial del codigo genético y los efectos del uso de codones degenerados NNN o
NNK. La correspondencia entre cada coddn y el aminoacido codificado se define leyendo desde el circulo mas
interno hacia el externo, para obtener un codon (por ejemplo, TGG). La parte sombreada representa los
aminoacidos codificados por cada codon (por ejemplo, W, triptéfano, para el codén TGG). En la representacion
de la izquierda se encuentran los 64 posibles codones que se generarian si se permitiese la introduccidn en cada
posicion de cualquiera de los cuatro nucleotidos (T, A, G, o C, por consenso denotado como “N”). Sin embargo,
si solo se permitiese la introduccion de T o G (por consenso denotado como “K”) en la tercera posicion de cada
codon, el cddigo genético se reduce a 32 codones.

FUENTE: Adaptado de Kille et al. (2013).

Varias estrategias pueden ser implementadas para reducir la redundancia de codones
generada al usar codones “NNN”. Una de las mas usadas implica el uso de codones
degenerados “NNK” que permite una reduccion de la redundancia en un 50% (Figura 5)
(Kille et al., 2013). En esta, durante la sintesis del cebador aleatorio a emplear se restringe
la inclusion de bases en cada tercera posicion a solo “G” o “T”, logrando formar solo 32
codones (4x4x2 combinaciones). El uso de los codones degenerados NNK aumenta la
representatividad de los aminoacidos que son codificados por uno o dos codones. Por
ejemplo, el uso de codones NNN resulta en seis codones para arginina y uno para triptéfano,
mientras que, el uso de codones NNK cambia la proporcién a tres a uno. Es importante
destacar ademas que, entre los 32 codones formados, solo uno seria de terminacion (TAG),

disminuyendo asi la probabilidad de términos prematuros en la sintesis de los oligopéptidos.
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2.5.3 Seleccion de transformantes de S. cerevisiae mediante el gen que codifica para la

triosa fosfato isomerasa

Gliceraldehido fosfato
deshidroenasa

Mg"

Triosafosfato
O,
isomerasa o

..
M ilgliox
NADH, H 1w Gliceraldehido Dlhldroxmcetona fosfato : ; gosos

Pafosfato N A.D.u.. ! a;m;a fobfato
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Figura 6. Efectos de la ausencia de la enzima triosa fosfato isomerasa en S. cerevisiae. El incremento de
dihidroxiacetona fosfato (flecha amarilla arriba) y la falta de NADH (flecha verde abajo) causa la produccion
del metilglioxal, compuesto que tiene efecto citotdxico porque puede reaccionar con proteinas, ADN y ARN
afectando sus estructuras.

FUENTE: Modificado de UdeSantiagoVirtual, 2015.

La triosa fosfato isomerasa cataliza la interconversion de dihidroxiacetona fosfato a D-
gliceraldehido-3-fosfato (Alber, 1981). Estructuralmente, es un dimero de dos subunidades
idénticas de 27 000 dalton, que no utiliza cofactores ni iones metalicos. Los mutantes de S.
cerevisiae que carecen de esta enzima (tfiNE€) no proliferan en medio conteniendo glucosa,
y han sido construidos para facilitar la sobreproduccion de glicerol, pues permite la
acumulacion de dihidroxiacetona fosfato, que es su precursor (Figura 6). Esta sensibilidad
se debe a que la ausencia del gen TPI1 causa la acumulacién de dihidroxiacetona fosfato y
una menor sintesis de gliceraldehido-3-fosfato, causando el agotamiento del ATP
intracelular (Ciriacy & Breitenbach, 1979) y la produccion del compuesto citotoxico
metilglioxal (Figura 5). Estos mutantes crecen en medios con sustratos mixtos de diferentes
fuentes de carbono (Kawasaki G., 1982) como glicerol o etanol y concentraciones de glucosa
menores a 0.05 % (Mansilla, 2021).
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Figura 7. Principales caracteristicas del plasmido pTPI1. Este plasmido de 7.7 kb puede ser mantenido tanto
en células de la levadura S. cerevisiae (expresion de genes) como de E. coli (amplificacion de plasmidos para
permitir su eficiente purificacion). Para la seleccion de los transformantes de levadura (crecimiento en glucosa)
presenta al gen tpi* de Schizosaccharomyces pombe, que codifica para la enzima triosa fosfato isomerasa. Para
la seleccion de los transformantes de E. coli, presenta al gen que codifica para la betalactamasa (AmpR) que
confiere resistencia a la ampicilina. Se muestran ademas las representaciones del promotor y terminador del
gen TPI1 (Prrizy Trrin) Y el sitio de restriccion Kpnl que puede ser usado para su linealizacion.

Un plasmido basado en la enzima triosa fosfato isomerasa es pTPI1, construido por el
laboratorio del Dr. Jens Nielsen en la Universidad Tecnoldgica de Chalmers de Suecia (Liu
et al., 2012). El plasmido (Figura 7) incluye como marcador selectivo al gen tpil® de la
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe, que es homologo al gen TPI1 de S.
cerevisiae (Figura 8). Los mutantes tfiNEC que contienen el plasmido pTPI1 tienen una alta
estabilidad, alto nimero de copias y una expresion estable al crecer en medios con

concentraciones altas de glucosa (Kawasaki G., 1982).

10 20 30 40 50 60 70 80

Sp 1 MARKFFVGGNFKMNGSLESMKTIIEGLNTTKLNVGDVETVIFPQNMYLITTRQQVKK-DIGVGAQNVFDKKNGAYTGENSAQS 82
Sc 1 MARTFFVGGNFKLNGSKQSIKEIVERLNTASI-PENVEVVICPPATYLDYSVSLVKKPQVTVGAQNAYLKASGAFTGENSVDQ 82
10 20 30 40 50 60 70 80

90 100 110 120 130 140 150 160

Sp 83 LIDAAITYTLTGHSERRTIFKESDEFVADKTKFALEQGLTVVACIGETLADREANETITVVVRQLNAIADKVQNWSKIVIAYE 165
Sc 83 IKDVGAKWVILGHSERRSYFHEDDKFIADKTKFALGQGVGVILCIGETLEEKKAGKTLDVVERQLNAVLEEVKDWTNVVVAYE 165
90 100 110 120 130 140 150 160

170 180 190 200 210 220 230 240
Sp 166 PVWAIGTGKTGTPEEAQEVHAEIRKWATNKLGASVAEGLRVIYGGSVTGGNCKEFLKFHDIDGFLVGGASLKPEFPTNIVN 246
Sc 166 PVWAIGTGLAATPEDAQDIHASIRKFLASKLGDKAASELRILYGGSANGSNAVTFKDKADVDGFLVGGASLKPEF-VDIIN 245
170 180 190 200 210 220 230 240

Figura 8. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las enzimas triosa fosfato isomerasa de
Schizosaccharomyces pombe (Sp) y Saccharomyces cerevisiae (Sc). El alineamiento se realizé usando el
software SnapGene, con porcentajes de identidad y similitud de 56% y 59%, respectivamente. Se destacan en
negro a los aminoAcidos idénticos, en azul a los similares y en rojo, a los no similares.
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2.6. Aplicacion de mutantes deficientes en la reparacion de ADN dafiado como

estrategia de busqueda de oligopéptidos fotoprotectores

{ Q’%&
@

Figura 9. Asociacion de Rad9 permite la activacidon de los mecanismos de respuesta a la presencia de roturas
en las dos hebras del ADN. EI complejo MRX-Sae2 se recluta rapidamente en los extremos del ADN en los
que Rad9 ya esté unido a la cromatina mediante la interaccién con una histona metilada (puntos amarillos). A
su vez, MRX unido recluta y activa Tell, que a su vez fosforila a otra histona (puntos verdes), causando un
mayor enriquecimiento de Rad9. EI procesamiento por las nucleasas Exol y Dna2-Sgsl genera ADN de
monohebra (sSADN) que esté recubierto por RPA. El ssADN recubierto con RPA permite el reclutamiento de
Mecl1-Ddc2 y un cambio de la sefializacién Tell a Mecl. El cargador de abrazadera 9-1-1 recluta el complejo
9-1-1 en el extremo empotrado 5' de la unién entre el ADN monohebra y de doble hebra. Mecl, a su vez,
fosforila la subunidad Ddc1 del complejo 9-1-1 (puntos verdes), creando asi un sitio de acoplamiento para la
unién de Dpb11. Rad9, una vez fosforilado (puntos blancos), también puede unirse a Dpb11, que actia como
andamio para promover la interaccion Rad9-Mecl y, por lo tanto, la fosforilacion de Rad9 por Mecl. Rad9
fosforilado actlia primero como un adaptador para acercar Rad53 a Mecl para permitir la fosforilacién de
Rad53 dependiente de Mecl. Luego, Rad9 promueve la transautofosforilacion de Rad53 (puntos de color azul
claro) al aumentar la concentracion local de moléculas de Rad53. Luego, las moléculas Rad53 completamente
activadas se liberan del complejo Rad9.

FUENTE: Pizzul et al., 2022

Los mecanismos de reparacion del ADN dafiado por agentes genotdxicos se encuentran
mediados por los puntos de control (checkpoints) y una serie de cascadas de sefializaciones
(Sancar et al., 2004). Las proteinas Rad9 y Mecl son puntos de control que se activan
cuando el ADN es dafiado para dar lugar a la fosforilacion de maltiples componentes, como
Rad53 y Chk1, para detener el ciclo celular antes de la fase de mitosis (Gilbert et al., 2001;
Schwartz et al., 2002). Adicionalmente, las nucleasas como Dna2 se encargan del
procesamiento de roturas de doble cadena de ADN (DSB) (Pizzul et al., 2022) (Figura 9).
Los mutantes rad9, al contrario de las colonias nativas, son sensibles a la radiacion UV, pues
no ralentizan la replicacion del ADN, por lo tanto, son defectuosas en la detencion de la

division.
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I1l. METODOLOGIA

Todos los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y
Bioanalisis del Departamento Académico de Quimica, Facultad de Ciencias, de la
Universidad Nacional Agraria La Molina. Esta tesis fue parte del proyecto financiado por
el CONCYTEC-PROCIENCIA en el marco de la convocatoria Proyectos de Investigacion
Aplicada y Desarrollo Tecnolégico 2020-02 — Fase Il [Contrato N° 146-2020-FONDECYT]

3.1. Materiales

3.1.1 Cepas, cebadores y plasmidos

Se usaron dos cepas de la levadura S. cerevisiae (clonacion, ensayos preliminares de efectos
de la radiacion UV) y una de E. coli (recuperacion y amplificacion de los plasmidos

construidos), cuyas descripciones estan resumidas en la Tabla 4.

Tabla 4: Cepas utilizadas

Cepa Genotipo y caracteristicas Referencia
. MATa MAL2-8c tpil(41-707)::loxP
S. cerevisiae o o )
CEN.PK Crecimiento deficiente en medio con Liu et al.. 2012
. concentraciones de glucosa >2 % h
(mutante tfiNEC) ) _ _
Proveida por el Laboratorio del Dr. J. Nielsen
S. cerevisiae MATa leu2-3, 112 his3-11,15 ura3-1 ade2-1 canl-
' 100 trp 1-1 rad9::loxP-kanMX-loxP Gutiérrez, 2021
W303 Sensible a la radiacion UV
(F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) proAB+
E. coli lacl%acZ AM15Tn10 A(ccdAB)
Omnimax Adquirida de la compaifiia Invitrogen, presenta alta
eficiencia de transformacion




En la Tabla 5 se describen a los plasmidos usados en esta investigacion, indicando sus

caracteristicas mas relevantes y su origen. Todos éstos son derivados del plasmido pTPI1

(Figura 7) que presenta al gen tpil* como marcador de seleccion y fue gentilmente cedido

por el Laboratorio del Dr. Jens Nielsen.

Tabla 5: Plasmidos utilizados

Caracteristicas

Origen

pTPIL

Plasmido de clonacion, incluye a las secuencias
del promotor y terminador del gen TPI1 y como
marcador de seleccién, al gen tpil™ de
Schizosaccharomyces pombe

pTPI1-a

Plasmido control, derivado de pTPI1 que incluye a
la secuencia codificante para el péptido sefial del
factor alfa

pTPI1-0-
amilasa

Plasmido usado como plantilla para la
amplificacion de los fragmentos aleatorios y
semialeatorios, derivado de pTPI1-a e incluye al
gen que codifica para una a-amilasa (1437 pb)

Proveidos por el
laboratorio del Dr. J.
Nielsen

PMR2

Plasmido usado como control de fotoproteccion,
derivado de pTPI1-a que incluye la secuencia
codificante para un oligopéptido de dieciocho

aminoéacidos previamente identificado.

Secuencia identificada
por R. Merino (tesis
por publicar),
plasmido construido
por Mansilla, 2020.

pPMR3

Plasmido usado como control de fotoproteccion,
derivado de pTPI1-a que incluye la secuencia
codificante para un oligopéptido de dieciocho

aminodacidos previamente identificado.

Secuencia identificada
por R. Merino (tesis
por publicar),
plasmido construido
por Mansilla, 2020.

En la tabla 6 se listan los cebadores que se usaron para la amplificacion de los fragmentos

aleatorios y semialeatorios, del cassette de delecién rad9::loxP-kanMX-loxP y la

verificacion de la presencia de los fragmentos clonados mediante PCR.
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Tabla 6: Cebadores utilizados

Cebadores

Aplicacion

DLNnnkRV2

TTTTATATAATTATATTAATCTTAGTTTCTAG
ACTCGAGGCTAGCTTAMNNMNNMNNMNNM
NNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNM
NNMNNMNNMNNMNNTTTTGGTTCACCTTCT
TCTCTTTTATCC

Generacion de los
fragmentos
aleatorios

DLsemiNNKRV?2

TTTTATATAATTATATTAATCTTAGTTTCTAG

ACTCGAGGCTAGCTTAMNNMNNMNNMNNM

NNATAMNNMNNMNNMNNMNNATAMNNMN

NMNNMNNMNNATATTTTGGTTCACCTTCTC
TTTTATCC

Generacion de los
fragmentos
semialeatorios

DLO2FW

TAAATCTATAACTACAAAAAACACATACAT
AAACTAAAAGGTACC

Generacion de los
fragmentos
aleatorios y

semialeatorios

DLO02RV25

ATATTAATCTTAGTTTCTAGACTCG

Generacion de los
fragmentos
aleatorios y

semialeatorios

FWO01

AGGAGTTTAGTGAACTTGCAAC

Amplificacion de
los fragmentos
aleatorios y
semialeatorios

RV01

CGTCCCTTACAAGAACATTCAC

Amplificacion de
los fragmentos
aleatorios y
semialeatorios

R9chk424UP

TATCGACGAAACCTCAAGGG

Generacion del
cassette de delecion
del gen RAD9

R9chk462DW

CATCAAACAGCCATGCCATGCATGC

Generacion del
cassette de delecion
del gen RAD9

3.1.2. Materiales

- Matraces

- Palitos de dientes estériles

- Micropipetas y puntas de 1 mL, 200 uL, 20 pL, 10 pL
- Microtubos de PCR

- Microtubos de 1.5 mL y 0.6 mL

- Pipetas estériles de 10 mL y 25 mL

- Placas Petri de 90 mm y 150 mm

- Bandejas
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Papel toalla

Placas de 96 pocillos

Propipeta
3.1.3. Medios de cultivo

- Medio selectivo para las cepas de levadura tfiNE¢ (YPD, contiene extracto de levadura 1
%, peptona 2 %, glucosa 2%).

- Medio no selectivo para las cepas de levadura tfiNE® (extracto de levadura 1 %, peptona
2 %, glucosa 0.05 %, etanol 1 % (v/v), glicerol 3 % (v/v)).

- Medio no selectivo para levaduras con antibiotico (contiene 50 pg/mL del antibi6tico
G418).

- Medio Luria Bertani con ampicilina para la seleccion de transformantes de E. coli (LB-

Amp, contiene 50 pg/mL del antibidtico).

3.1.4. Soluciones y reactivos

- Alcohol etilico

- Buffer TE (Tris 10 mM pH 8.0 conteniendo 1mM EDTA)

- Isopropanol

- Enzima de lisis zymolyase T100®

- SDS10%

- Mezcla de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico en una proporcion 25:24:1 (v/v)
- Acetato de amonio

- Buffer TE conteniendo acetato de litio 0.1M

- Polietilenglicol (PEG) 3350 50% en buffer TE conteniendo acetato de litio 0.1M
- Agarosa

- Azul de bromofenol

- Bromuro de etidio

- Desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPS)

- Enzima de restriccion Kpnl

- Fosfatasa antartica®

- ADN de esperma de salmén

- Marcadores de ADN de 100 pby 1 kb

- Tag ADN polimerasa
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3.1.5. Equipos

- Agitador magnético

- Balanza analitica

- Céamaras de electroforesis y fuente de poder
- Cabina de flujo laminar
- Congeladora

- Electroporador

- Bafio Maria

- Incubadora

- Refrigeradora

- Mezclador de vortice

- Sonicador

- Termociclador

- Transiluminador

- Ultracongeladora -80 °C

- Equipo emisor de radiacion ultravioleta (equipo reticulante de UV)
3.2. Métodos

3.2.1. Construccion de la cepa sensible a la radiacion UV.

La Figura 10 muestra una representacion de los procedimientos seguidos para la delecion
del gen RAD9 en la cepa tfiNEC (tpil(41-707)::10xP), esto con la finalidad de aumentar su
sensibilidad a la radiacion UV. Se transformo la cepa mutante tfiNE® con el cassette rad9::
loxP-KanMX-loxP siguiendo la metodologia de Gutiérrez (2021). Al ingresar éste dentro
de la levadura se produce la integracion del cassette en las regiones flanqueantes al gen
RAD9 (representadas por los cuadros rosados), logrando el reemplazo de la secuencia RAD9

por el cassette, para generar el mutante rad9 tfiNE®,
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Cassette
rad9::loxP-kanMX-loxP

tpi1(41-707)lop | |

Figura 10. Representacion esquemaética de la estrategia seguida para la remocidn del gen RAD9. El cassette
rad9::loxP-kanMX-loxP fue amplificado a partir del ADN gendmico de un mutante anteriormente construido
y, posteriormente, fue usado para transformar la cepa tfiNE®. Este cassette reemplaza al gen RAD9 y genera
resistencia al antibiético G418, un antibi6tico aminoglucésido similar a la kanamicina.

La amplificacion del cassette fue realizada por PCR, con las caracteristicas indicadas en la
Tabla 7.

Tabla 7: Composicion de la mezcla usada para la amplificacion por PCR del
cassette de delecidn del gen RAD9

Componentes Volumenes (L)

ADN total de la cepa rad9 (W303, plantilla) 1.0
Buffer Tag ABM 10X 5.0

Cloruro de magnesio (50 mM) 3.1

Taq polimerasa ABM (5 U/uL) 0.5
dNTPs (25 mM) 0.5

Cebador R9chk424UP (50 uM) 1.0
Cebador R9chk462DW (50 uM) 1.0
Agua 37.9
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Una vez preparada la mezcla, se procedidé a llevar a cabo la amplificacién por PCR.
Inicialmente se realiz6 una desnaturalizacion a 95 °C por 90 segundos y luego se procedid
con los ciclos, que incluyd la etapa de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, la etapa
de hibridacion a 53 °C por 30 segundos y la etapa de extension a 72 °C por 30 segundos,
repitiendo el proceso en un total de 25 ciclos, para finalizar con una extension a 72 °C por

180 segundos.

Con el cassette amplificado, se hizo la transformacion de la cepa tfiNE¢ por choque térmico.
La presencia de regiones homologas en el cassette y en las regiones flanqueantes del gen
RAD?9 permiten la recombinacion y con ello la delecion del gen RAD9. Los transformantes
se seleccionaron en el medio no selectivo para la cepa tfiNE® que incluia el antibidtico G418
(50 pg/mL). Para verificar la presencia del cassette (obtencion del doble mutante
rad9::loxP-kanMX-loxP tpi1(41-707)::loxP, denotado como rad9 tfiNE®) se realizé el

ensayo de sensibilidad a la radiacion UV.
3.2.2. Generacion de los fragmentos aleatorios y semialeatorios a clonar

El disefio de los cebadores se realiz6 usando como guia al plasmido pTPI1-a-amilasa, de tal
forma que los fragmentos amplificados incluyan las secuencias homologas al plasmido
pTPI1, y las secuencias codificantes para el peptido sefial del factor alfa y los oligopéptidos
aleatorios o0 semialeatorios. La secuencia codificante para los oligopéptidos aleatorios
incluy6 dieciocho tripletes degenerados NNK. En éstos, N= guanina (G), timina (T),
citocina (C) o adenina (A); y K= G o T. Los oligopéptidos semialeatorios se generaron a
partir de fragmentos que incluian quince tripletes NNK vy tres codones TAT, codificantes
para tirosina, ubicadas cada cinco tripletes NNK. La composicion de la mezcla para la

amplificacion de los fragmentos por PCR se detalla en la tabla 8.
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Tabla 8: Composicion de la mezcla usada para la amplificacion por PCR de los
fragmentos aleatorios y semialeatorios a ser clonados.

Componentes Volumenes (uL)
pTPI1l-a-amilasa (31 ng/uL) 1.0
Buffer Tag ABM (10X) 5.0
Cloruro de magnesio (50 mM) 3.1
Taq polimerasa ABM (5 U/uL) 0.5
dNTPs (25 mM) 0.5
Cebador DLnnkRv2 o DLseminnkRv2 (50 puM) 2.0
Cebador DLfw02 (50 uM)) 4.0
Cebador DLO2Rv25 (50 pM) 4.0
Agua 29.9

La estrategia de amplificacion por PCR comprendi6 dos rondas. En la primera, se agregaron
todos los componentes de la mezcla maestra excepto por los cebadores, dentro de los cuales
solo se incluyd uno, el cebador DLnnkRv2 o DLseminnkRv2, de tal forma que se generen
solo las cadenas monocatenarias correspondientes. El protocolo de PCR al que se sometio
esta mezcla consistio en una previa desnaturalizacion a 95 °C por 90 segundos, seguida de
treinta ciclos de: desnaturalizacion a la misma temperatura por 30 segundos, luego una
hibridacion a 50 °C por 30 segundos y después una extension a 72 °C por 45 segundos.
Inmediatamente después, se agregd el cebador DLfw02 y se realizaron tres ciclos:
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, hibridacion a 50 °C por 30 segundos y extension
a 72 °C por 45 segundos. Finalmente, se adiciond el cebador DLO2Rv25 y se amplifico por
tres ciclos, con las mismas condiciones descritas en lineas anteriores. Los ciclos de PCR se

encuentran representados en las figuras 11, 12 y 13.
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Figura 11. Estrategia de PCR aplicada para la amplificacion de los fragmentos aleatorios y semialeatorios.
Inicialmente se agrega el cebador reverso DLNNKRV2 o DLSemiNNKRV2, dependiendo de la biblioteca, a
la mezcla maestra de PCR, luego se realiza una desnaturalizacion previa a 95 °C por 1.5 minutos y luego se
inician los treinta ciclos comprendidos por desnaturalizacion a 95 °C, hibridacion a 50 °C y extension a 72 °C.
Se colocan los tubos inmediatamente a temperatura ambiente para adicionar el cebador directo DLO2FW. La
mezcla es sometida a una segunda ronda de PCR, con tres ciclos para generar los fragmentos bicatenarios, y
tres ciclos adicionales después de agregar el cebador reverso DLRV25, para permitir su amplificacion.
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Figura 12. Representacion del procedimiento seguido para la obtencion de los fragmentos aleatorios por PCR. En los primeros 30 ciclos, el cebador DLnnkRV2
es extendido incorporandose la secuencia codificante para el péptido sefial alfa, usando el plasmido pTPI1-a-amilasa como plantilla. Como resultado se obtienen
cadenas monocaterianas de diversa longitud. Después de completar los treinta ciclos se adiciona el cebador DLO2FW, para que mediante tres ciclos se formen
los fragmentos aleatorios de la longitud requerida. Seguidamente, se agrega el cebador DLO2RV25 para permitir otros tres ciclos de amplificacion.




WTRAATCTATARCTACARRARACACATACATARLACTARARGGTACCARCADD
wSATTTAGATATTGATGTTTTTTGTGTATGTATT TGATTTTCCATGGTTGTT T

30 ciclos

WATTTAGATATTGATSTTTTTTEGTGTATGTATT TGATTT TCCATGSTTGTTT TRACTCTAARGST.. OO

TRARAATCTATAACTACARA AR AR CACATACATARACTARAAGGTAC CARCARD
LATTTAGATATTGATGTTTTTTGTGTATGTATT TGATTTTCCATGGTTGTTT

WTRAATCTATAACTACAAARAACACATACATALACTARAAGGTAC CARACARD &
SATTTAGATATTGATGTITTTTTGTGTATGTATT TGATTTTCCATGGTTGTTT TACTCT
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Figura 13. Representacion del procedimiento seguido para la obtencion de los fragmentos semialeatorios por PCR. En los primeros 30 ciclos, el cebador
DLseminnkRV2 es extendido incorporandose la secuencia codificante para el péptido sefial alfa, usando el plasmido pTPI1-a-amilasa como plantilla. Como
resultado se obtienen cadenas monocaterianas de diversa longitud. Después de completar los treinta ciclos se adiciona el cebador DLO2FW, para que mediante tres
ciclos se formen los fragmentos semialeatorios de la longitud requerida. Seguidamente, se agrega el cebador DLO2RV25 para permitir otros tres ciclos de

amplificacion.




3.2.3. Construccién de dos bibliotecas de plasmidos con insertos aleatorios o semialeatorios

mediante clonacién in vivo

El plasmido pTPIL se linealizé mediante la enzima de restriccién Kpnl, que corta “aguas
arriba” de la secuencia del promotor TPI1 (Figura 7). La mezcla para la digestion se realiz6
como esté sefialado en la tabla 9. Después de incubar la mezcla a 37 °C por tres horas, se
tratd al plasmido con una fosfatasa (Antarctic Phosphatase®, NEB #M289S). El
procedimiento de desfosforilacién se realiz6 agitando vigorosamente primero al plasmido
digerido con la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico en una proporcion 25:24:1,
recuperando el sobrenadante acuoso por centrifugacion y luego afiadiendo buffer acetato
7.5M y etanol al 96 %. Después de centrifugar a 12000 rpm por 15 minutos, el sedimento
fue lavado con etanol al 90 % y luego de ser secado, se resuspendid en una mezcla de 10 uL
de buffer fosfatasa NEB (10X), 2 uL de fosfatasa antartica NEB (5U/pL) y un volumen
suficiente de agua para un volumen final de 100 pL. La mezcla se incubo a 37 °C por 30
minutos para la reaccion de desfosforilacion y luego a 65 °C por 20 minutos para inactivar
alaenzima. En cada caso, la adecuada digestion e integridad del ADN plasmidico se verifico

mediante analisis electroforético en gel de agarosa al 0.8 %.

Tabla 9: Composicion de la mezcla usada para la digestion del plasmido pTPI1

Reactivos Volumen
Buffer NEB 10X 10 L
Albumina de suero bovino (10 mg/mL) 1L
Plasmido pTPI1 (2 pg/uL) 5uL
Enzima Kpnl NEB (10 U/uL) 4 uL
Agua 80 uL

Para la transformacion (clonacion in vivo y construccion de las bibliotecas, Figura 14), se
cultivo la cepa rad9 tfiNE® en caldo no selectivo hasta que alcance una densidad dptica a 600
nm (DOsoonm) de 1.0. Luego, se colectaron las células mediante centrifugacion y éstas fueron
resuspendidas en medio no selectivo, que incluye HEPES 10mM y 2-mercaptoetanol 10mM.
Los cultivos fueron incubados a 30 °C a una agitaciéon de 90 RPM por 20 minutos.
Culminado el tiempo, se lavaron las células primero con agua helada, luego con sorbitol 1M

y finalmente se resuspendieron en suficiente volumen de sorbitol 1M hasta obtener una
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densidad aproximada de 10*° células/mL. La transformacion se realiz6 mezclando 40 pL de
la suspension celular, 42 ng del fragmento a clonar y 120 ng del plasmido digerido y
desfosforilado. Luego, se trasvasd la mezcla a una cubeta de 2 mm para proceder a la
electroporacion con un pulso de 1500 V, e inmediatamente después, se afiadié 960 L de
sorbitol 1M. Las células fueron colectadas mediante centrifugacion, resuspendidas en caldo
no selectivo e incubadas a 30 °C por 60 minutos. Finalmente, se plaquearon 150 pL de la
mezcla de los transformantes en placas de 150 mm en medio selectivo (YPD). Las placas

fueron nuevamente incubadas a 30 °C por 15 horas.

Fragmento aleatorio o semialeatorl

o

Fragmento aleatorio

A 5 0 semialeatorio

Q
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Figura 14. Representacion del proceso de clonacion in vivo en S. cerevisiae. ElI fragmento aleatorio o
semialeatorio y el plasmido pTPI1 linealizado fueron usados para transformar a las células de levadura. En
cada transformante se realizé la recombinacion homoéloga para completar la clonacion. Los cuadros de color
naranja representan a las regiones flanqueantes homélogas y el cuadro negro a las secuencias que codifican
para el péptido sefial alfa y los oligopéptidos aleatorios o semialeatorios.

FUENTE: Modificado de Merino (2019)

Para las transformaciones a menor escala, se us6 un protocolo basado en la aplicacion de
choque térmico. La transformacion se inicio con el cultivo de la cepa rad9 tfiNE® en caldo
no selectivo y se dejé crecer a 30 °C hasta obtener una DOgoonm de 0.6. Para colectar a las
células se centrifugd el cultivo obtenido a 4500 rpm por 1 minuto, el sedimento fue lavado
con buffer TE conteniendo acetato de litio 0.1M vy resuspendido con 350 pL del mismo
buffer. Cada transformacion se realizé con 70 pL de la suspension, con 42 ng del fragmento
aleatorio o semialeatorio, 120 ng de plasmido pTPI1 linealizado, 10 uL de ADN de esperma
de salmdn (10 mg/mL), 1 mL de mezcla de PEG 3350 50% en buffer TE con acetato de litio
0.1M. Luego, la mezcla se incubd a temperatura ambiente en un rotador por 1 hora, para
proceder luego al tratamiento a 42 °C por 20 minutos. Los transformantes fueron

recuperados en caldo no selectivo por 1 hora y seleccionados en placas YPD.
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Para el andlisis de los transformantes y la verificacién de los plasmidos generados, se
seleccionaron al azar 18 transformantes de cada biblioteca, para la extraccién del ADN total
(ADN gendmico + plasmido). Para este procedimiento, se dejo crecer los transformantes en
3 mL de medio selectivo, se colect6 el sedimento para realizar lavados con 1 mL de agua,
luego se resuspendié con 1 mL de buffer de ruptura (50 mM buffer Tris pH 7.5, 10mM
EDTA, 0.3 % beta mercaptoetanol) y finalmente se agreg6 60 L de la solucion de la enzima
zymolyase 100T (5mg/mL). La reaccion enzimatica se realiz6 a 30 °C por 60 minutos.
Después del tiempo cumplido, se agreg6 37 pL de SDS 10 %, se dejo reposar unos minutos
hasta que la mezcla sea transparente, inmediatamente se adiciond 150 pL de acetato de
amonio 7.5 M . La mezcla se dejo6 reposar a -20 °C por 15 minutos, se centrifugd a 13000
RPM por 15 minutos para finalmente separar el sobrenadante a un nuevo microtubo. Para
la precipitacion del ADN total, se agrego el mismo volumen de alcohol isopropilico que el
volumen recuperado del sobrenadante, luego se reposdé por 15 minutos a temperatura
ambiente para permitir su precipitacion. El plasmido precipitado se recuperé mediante
centrifugacion a 13000 RPM por 15 minutos. El precipitado fue lavado con etanol al 70 %
(p/p), por tres veces, y luego de remover el sobrenadante, se dejé secar por aproximadamente

30 minutos y una vez seco se disolvio con 100 pL de buffer TE 0.5X.

La verificacion de la presencia de los fragmentos aleatorios y semialeatorios se llevé a cabo
mediante ensayos de PCR como se indica en la tabla 10. EI protocolo seguido incluyd una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 120 segundos, seguido de 25 ciclos que incluye: etapa
de hibridacion a 53.5 °C por 30 segundos, etapa de extension a 72 °C por 60 segundos y
etapa de desnaturalizacion a 95 °C por 60 segundos. Al finalizar, se incluy6 una extension a

72 °C por 30 segundos.

Los fragmentos amplificados pueden ser de tres tipos: el que corresponde a la secuencia
aleatoria o semialeatoria clonada en el plasmido (663 pb), el formado a partir del plasmido
recircularizado que por tanto carece del inserto (327 pb); y por ultimo, el que proviene del
ADN genomico y contiene secuencias del gen TPI1 modificado (412 pb, tpil(41-
707)::10xP).
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Tabla 10: Composicion de la mezcla usada para la verificacion por PCR de la presencia de los
fragmentos aleatorios y semialeatorios en los plasmidos purificados.

Componentes Volumen
Plantilla: ADN total de colonias de los transformantes
seleccionados y como controles, los plasmidos pTPI1 (60 ng/uL) y 1pL
PMR3 (60 ng/pL).
Buffer Tag ABM 10X 1pL
Cloruro de magnesio 50mM 0.25 pL
Taq polimerasa ABM 5 U/uL 0.25 pL
dNTP 25 mM 0.20 pL
Cebador directo FWO01 50uM 0.25 pL
Cebador reverso RV01 50uM 0.25 pL
Agua 21.8 pL

Para verificar la diversidad de secuencias en los fragmentos clonados, los plasmidos
seleccionados de algunas colonias de las bibliotecas fueron sometidos a analisis de
secuenciamiento de nucleétidos. Para ello, se uso el ADN total de colonias de transformantes
seleccionados al azar de cada biblioteca, para que las células de E. coli sean transformadas
y se logre recuperar a cada uno de los plasmidos. La purificacion de estos plasmidos se
realizd mediante el kit Zyppy Plasmid Miniprep de ZYMO RESEARCH. El

secuenciamiento fue solicitado a la compafiia Macrogen (Seul — Corea).

3.2.4. Ensayos preliminares de fotoproteccion

Se realizé la transformacion de la cepa rad9 tfiNE® con los plasmidos pMR2 y pMR3 que
incluyen secuencias codificantes de oligopéptidos obtenidos en un anterior estudio (Merino,
2019), denominados P2 y P3. También se us6 un plasmido obtenido a partir de las bibliotecas
construidas y, como control, al plasmido sin ningun inserto, pTPI1-a. La transformacion se
realiz6 por choque térmico, siguiendo los pasos descritos en la seccion anterior. Para

seleccionar a los transformantes, se dejaron crecer en medio selectivo a 30 °C por 48 horas.

Los transformantes a ensayar fueron cultivados en 2 mL de caldo selectivo y posteriormente,
se cuantifico la densidad celular usando una camara Neubauer y segun estos resultados, se
determinaron las diluciones y volimenes requeridos para obtener un aproximado de 300

colonias por cada placa. Después de esparcir las respectivas alicuotas en placas con medio
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selectivo, se dejo en incubacién a 30 °C por 20 horas. Para el tratamiento con radiacién UV,
se cubrieron la mitad de las placas con papel de aluminio (control sin irradiar), para luego
exponerlas a una potencia de 0,09 J/cm? con el equipo reticulante de UV (figura 15). Para

evidenciar el dafio del ADN, se dej6 a incubar las placas a 30 °C en oscuridad por 48 horas.

Figura 15. Equipo reticulante emisor de radiacion UV utilizado para los ensayos de fotoproteccion. Este tipo
de equipos, es generalmente usado para la reticulacion de ADN o ARN inmovilizado en membranas de nylon
y otros. Sin embargo, debido a que provee dosis precisas de radiacion UV, es también utilizado para los
ensayos de resistencia o sensibilidad. En este caso, el equipo es del modelo 23410 de la marca Boekel Scientific
y utiliza una lampara UV de 306 nm (UVB).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Construccion de la cepa mutante rad9

Las bibliotecas de plasmidos aleatorias y semialeatorias construidas como parte de esta
investigacion pueden ser aplicadas para diferentes propdsitos, dependiendo del tipo de
oligopéptido que se requiere identificar. Una aplicacién programada en el Laboratorio de
Quimica Bioldgica y Bioanalisis, en estudios posteriores, serd la busqueda de oligopéptidos
con capacidad fotoprotectora. Por esta razon, se optimizaron los protocolos para construir
las bibliotecas de plasmidos en una cepa de levadura que sea sensible a la radiacion UV, para
facilitar esa busqueda: Primero se realizo la delecion del gen RAD9 en la cepa tpil(41-
707)::1oxP, siguiendo la estrategia descrita en la figura 9. La proteina Rad9 funciona como
un punto de control (checkpoint) de la reparacién del ADN dafiado por agentes genotdxicos,
por ello, su ausencia conduce a una mayor sensibilidad a la radiacién UV. Para la delecién,
se tomo ventaja de la disponibilidad de un mutante rad9::loxP-kanMX-loxP (gen RAD9
completamente reemplazado por el cassette loxP-kanMX-1oxP) en una cepa de levadura de
tipo W303. Se procedido a amplificar el cassette de delecion rad9::loxP-kanMX-loxP
mediante PCR, usando como plantilla el ADN total de esta cepa (tabla 7), para después
introducirlo en la cepa tpil(41-707)::loxP. EI doble mutante sera denotado de aqui en

adelante como la cepa rad9 tfiNE®,

El cassette de delecion fue obtenido por PCR y la verificacién de la cantidad y tamafio del
producto generado (1.7 kb) se realiz6 mediante corrida electroforética en gel de agarosa al
1.2 % ( figura 16a). Este producto de PCR fue usado para transformar a la cepa tpil(41-
707)::1oxP, cultivando las suspensiones resultantes en el medio no selectivo, con bajas
concentraciones de glucosa, que incluia al antibidtico de G418 con la finalidad de
seleccionar colonias resistentes (por la integracion del gen que confiere resistencia a la
kanamicina y derivados, incluido en el cassette). Varios de estos transformantes fueron
cultivados y para verificar su nivel de sensibilidad a la radiacién UV. Los resultados son
mostrados en la figura 16b, donde se comparan cultivos de los posibles mutantes rad9 tfiNE®

y cepas no delecionadas que incluyen todavia el gen RAD9 (tfiNE®). Cuando se comparan la



placa irradiada y la no irradiada podemos evidenciar el dafio que produce la radiacion a las
celulas. En todos los casos, cuando comparamos los niveles de proliferacion en la placa
irradiada, observamos que los mutantes rad9 tfiNE¢ muestran mayor sensibilidad a esta

radiacion, verificando asi, la delecion del gen RADO.

Control

Figura 16. Construccion de la cepa rad9::loxP-kanMX-loxP tpi1(41-707)::loxP (rad9 tfiNE®). a. Verificacion
de la obtencion mediante PCR del cassette de delecidn rad9::loxP-kanMX-loxP, del tamafio esperado de 1,7
kb (gel de agarosa 1.2 %, M = marcador de tamafio). b. Comparacion de la sensibilidad de la cepa rad9 tfiNEG
a la radiacién UV. Cultivos de diferentes clones que incluyen el gen RAD9 (“R”) o las que tienen el gen
delecionado (“r) fueron irradiados con una dosis de UV 0,045 J/cm? (placa “UV”) o incubados sin irradiar
(placa “Control”).

4.2  Obtencion del plasmido pTPI1 linealizado y productos de PCR para la

construccion de las bibliotecas

La construccion de la biblioteca se inicio con la linealizacion del plasmido pTPI1, usando la
enzima de restriccion Kpnl, y su desfosforilacion para evitar la recirculacion. La eficiente
digestién y la cantidad de plasmido presente fueron confirmados mediante analisis

electroforético en gel de agarosa al 0.8 % (figura 17a).

El éxito de la construccion de una biblioteca de plasmidos aleatorios o semialeatorios
depende directamente de la diversidad de las respectivas secuencias en los fragmentos
clonados. Por esta razon, era importante implementar la estrategia adecuada para la
construccion y por esta razon, se optd por incluir los codones degenerados NNK. Esta
metodologia es una alternativa de aleatorizacion de fragmentos que reducen los esfuerzos de
busqueda de oligopéptidos de interés, pues solo tienen una sola secuencia stop, se reduce la

redundancia al 50 % y se distribuyen los codones residuales (Kille et al., 2013).
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Los oligonucle6tidos usados para la generacion de los fragmentos fueron disefiados de
manera tal que incluyan los codones degenerados NNK, considerando 18 de éstos para la
biblioteca aleatoria y 15 para la semialeatoria (que incluye ademas tres codones TAT
codificantes para tirosina). Una vez establecida la estrategia, era de suma importancia
también el implementar un protocolo que permita generar los fragmentos a clonar, aleatorios
0 semialeatorios, con alto rendimiento, pero sobre todo, de manera tal que se preserve los
niveles de diversidad obtenidos durante la sintesis de los oligonucleétidos. Los detalles de
la metodologia han sido descritos en la seccién 3.2.3, las figuras 11 a 13 y la tabla 8.

Ale SemiAle

Figura 17. Obtencion del plasmido pTPIL linealizado y los fragmentos aleatorios y semialeatorios a clonar.
a) Analisis electroforético del plasmido pTPI1 digerido con la enzima Kpnl y con extremos desfosforilados.
Dos muestras fueron procesadas independientemente y analizadas en los carriles 1y 2. Después de verificada
la calidad de las mismas, las soluciones fueron mezcladas y mantenidas a -20 °C hasta su uso. b) Corrida de
electroforesis en gel de agarosa (1.2 %) de los productos de PCR de los fragmentos aleatorios (Ale) vy
semialeatorios (SAle). EI marcador M que se usé en la corrida del plasmido linealizado es de 1000 pb y el
marcador M para la corrida de productos de PCR de fragmentos es de 100 pb.

Como se puede apreciar en la figura 17, se generaron cantidades adecuadas tanto del
plasmido pTPI1 linealizado y desfosforilado, como de los fragmentos aleatorios y
semialeatorios a clonar. Para estos ultimos, es necesario destacar que el protocolo de PCR
desarrollado para su generacion fue muy particular, y consistié en un total de 36 ciclos,
usando el plasmido pTPI1l-a-amilasa como plantilla. Importantemente, los 30 primeros
ciclos tenian como proposito lograr la eficiente elongacién o extension de los respectivos
oligonucledtidos aleatorios o semialeatorios que incluyen los codones degenerados
(DLNNKRV2 o DLSemiNNKRV2). Los tres ciclos siguientes se dieron después de la
adicién del cebador DLO2FW para generar los respectivos fragmentos bicatenarios.
Finalmente, después de la adicion del cebador DLRV25 se permitio la amplificacion de los
fragmentos generados (415 pb), limitando el namero de ciclos a solo tres, en un intento de
preservar la diversidad de las secuencias. De esta manera, en los fragmentos aleatorios o

semialeatorios generados se incluyen ademas de los codones degenerados, las secuencias
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codificantes para el péptido sefial del factor alfa y de las flanqueantes homdlogas al plasmido
para permitir la clonacion in vivo. Estos fragmentos y el plasmido linealizado fueron usados
para transformar la cepa rad9 tfiNEG, usando el medio selectivo con alto contenido de glucosa

para el crecimiento de las colonias de transformantes.
4.3 Determinacion de la eficiencia de clonacion en las bibliotecas construidas

Debido a que las colonias obtenidas en el medio selectivo después de la transformacion
podian incluir plasmidos recircularizados (sin inserto) o recombinantes (aleatorios o
semialeatorios), era importante determinar la eficiencia de clonacion. Para este ensayo se
seleccionaron 18 colonias de cada una de las bibliotecas, para determinar mediante PCR si
los respectivos plasmidos contenian o no un inserto. La amplificacion de los fragmentos se
realizd6 usando ADN total (genomico + plasmidico) purificado de cada uno de los

transformantes, y los cebadores RV01 y FWO01.

1 2 3 4 5 6 7 8 9M

Figura 18. Resultados de los ensayos de PCR implementados para determinar la presencia de plasmidos
recombinantes en los transformantes de la biblioteca aleatoria. Se usé ADN total recuperado de 18
transformantes para realizar la amplificacidn, utilizando los plasmidos pMR3 y pTPI1 como controles. El
andlisis electroforético se hizo en gel de agarosa al 1,2%. Uno de los marcadores de tamafio usados fue
preparado en el laboratorio y presenta bandas de 550 pb y 200 pb y el otro es comercial, de 100 pb (Fermentas).
El producto formado a partir de un plasmido recircularizado (pTPI1) seria de 327 pb (carriles 2, 13, 18),
mientras que un plasmido recombinante daria lugar a uno de 663 pb (carriles 1, 4, 5, 6, 14, 16, 17 sefialados
con las flechas blancas, y el plasmido control pMR3). Los carriles 3, 7, 8, 10, 11, 12, y 15 presentan bandas
de aproximadamente 412 pb, por lo que se puede inferir que provienen de la amplificacién del respectivo
fragmento gendmico.
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Bajo las condiciones del protocolo de PCR aplicadas, considerando que las muestras de
ADN total incluyen ADN gendmico y plasmidico, se esperaba obtener productos de 663 pb
si el plasmido contenia un inserto aleatorio o semialeatorio, de 327 pb para el plasmido
pTPI1 sin inserto; y ademds, de 412 pb si se amplificaba el fragmento gendmico
correspondiente al gen TPI1 mutado, tpil(41-707). En la figura 18, se muestran los
resultados de los ensayos de los transformantes de la biblioteca aleatoria. Como control
positivo se incluyo en el ensayo a una solucién del plasmido purificado, pMR3, construido
en el trabajo de una tesis anterior (Mansilla, 2021). Adicionalmente se incluyeron dos
reacciones con diferentes preparaciones del plasmido vacio pTPI1. Las bandas en los
carriles 1, 4, 5, 6, 14, 16 y 17; y la presente en la reaccion con el plasmido pMR3
corresponden a los productos de alrededor de 663 pb, esperados si el plasmido presenta un
inserto. Asi mismo, se observan tres bandas ubicadas en el carril 3, 13 y 18 que corresponden
al plasmido recircularizado y estan también presentes en las reacciones con el plasmido
pTPI1. Las otras reacciones solo muestran bandas que corresponden al fragmento genomico.
Por lo tanto, si se comparan los numeros de plasmidos con inserto (siete) y los
recircularizados (tres), se puede asignar una eficiencia de clonacion de 70 % para la

biblioteca aleatoria.

Figura 19. Resultados de los ensayos de PCR implementados para determinar la presencia de plasmidos
recombinantes en los transformantes de la biblioteca semialeatoria. Se analizaron el ADN total purificado de
18 colonias transformantes, siguiendo el mismo procedimiento descrito en la figura 17. En este caso, los
carriles 6, 10, 12, 17 y 18 presentan bandas del tamafio esperado para un plasmido recombinante (663 pb),
mientras que las muestras 7, 15y 16 corresponden a plasmidos recircularizados (327 pb). Las demas muestras
presentan productos que probablemente provienen de la amplificacion del fragmento genémico del gen mutado
(tpil(41-707).
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Los resultados del analisis de los transformantes de la biblioteca semialeatoria se muestran
en lafigura 19. Enéstos, los carriles 6, 10, 12, 17 y 18 presentan bandas del tamafio esperado
ante la presencia de un plasmido recombinante (663 pb), mientras que en los carriles 7, 15 y
16 corresponden al plasmido recircularizado (327 pb). Por lo tanto, en este caso se puede
estimar una eficiencia de clonacién de 62.5 %.

4.4  Verificacion de la correcta construccion de los plasmidos y de la diversidad de

las secuencias en los fragmentos clonados

Los transformantes SAlel12, SAlel7, Ale5, Ale4d y Alel6 fueron seleccionados para proceder
con los ensayos de verificacion. Primero, para recuperar a los respectivos plasmidos se
extrajo el ADN total de cada transformante. Estas soluciones fueron usadas para a su vez,
transformar la cepa E. coli Omnimax para permitir la amplificacion de los plasmidos. Luego,
se cultivaron los transformantes de E. coli en caldo LB conteniendo ampicilina y se procedio
a la purificacion de los respectivos plasmidos y su envio para el analisis de secuenciamiento

de nucledtidos.

TAT CAG CCG GIG CCG ACG TAT CAT CCG GAG AAT TCG TAT GCT TGT ACG GCG AGG TAA
SAel2 g o 22 Y 5 B E N BIY A @G EN A R O

TAT GTT ACG CCG AAG TGG TAT TGG GAG AAT CCG GCG TAT CGT GTG CAG CAG AAG TAA
SAel7 v I e IR Y B = N~ [P 2 ¥R HH9 o E O+

GTT TTG TTT TGT CGG TTT GCT ATT ATT CCT ACG TGG CCT GGT GTG CCG TTG GCT TAA

Ae5 |l ¢ 'F ¢ rR [E A EHME ?» I » EHE  ?» . a2 =~

CCT TGG AGG TAG ACG GAT AAG ACG CCG CAG CCG CCG TGG CCG AAT ACT GAG TGT TAA
Aed 5l = ~ B o BRI 2 o 2 2 Elle v N OE O -

CAG GAT ACT AAG GTG ACT TTG CCT CCT CCT AAT TCG GAG TCG AAG CAT AAG AAG TAA
Aels o8 o IEEIEE ¢ 25 2 v 9 = B E B =B -

Figura 20. Ejemplos de las secuencias de nucleétidos de algunos insertos en cinco plasmidos obtenidos de
transformantes de las bibliotecas aleatoria y semialeatoria. Dos colonias de transformantes de la biblioteca
semialeatoria (SAlel2 y Salel7) y tres de la aleatoria (Ale5, Ale4 y AlQ) fueron seleccionados al azar para su
analisis. Los respectivos plasmidos fueron recuperados mediante transformacion de células competentes de E.
coli para su posterior amplificacion y purificacion. Los plasmidos purificados fueron sometidos a analisis de
secuenciamiento de nucleétidos y los resultados permitieron inferir las respectivas secuencias de aminoacidos.
Se puede apreciar que solo uno de los codones degenerados dio lugar a la inclusion del codén de terminacion
TAG en la secuencia Ale4. Para evidenciar la representacion de los veinte posibles aminoacidos en estas
secuencias, se ha destacado cada uno con un color particular.
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En la figura 20 se muestran los resultados obtenidos del secuenciamiento de nucledtidos,
con las respectivas secuencias de aminoacidos inferidas para los fragmentos clonados en
cada plasmido analizado. En el caso de los plasmidos pSAlel2 y pSAlel7, los fragmentos
clonados muestran las secuencias esperadas, con los tres codones TAT codificantes para
tirosina ubicados cada cinco codones aleatorios NNK. De manera similar, las secuencias
obtenidas para los plasmidos obtenidos de la biblioteca aleatoria, pAle5, pAle4 y pAlel6,
muestran el namero esperado de codones. Importantemente en todos los plasmidos se pudo
confirmar la adecuada insercion de los fragmentos y por tanto, se puede anticipar que la

sintesis de los oligopéptidos estaria ocurriendo 6ptimamente.
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Figura 21. Andlisis de la composicién de los oligopéptidos codificados por los plasmidos sometidos a
secuenciamiento de nucledtidos. Se determiné la frecuencia de cada aminoAcido en todas las secuencias
reportadas en la figura 20. La tabla de la izquierda muestra las frecuencias encontradas para los dos
oligopéptidos semialeatorios SAlel2 y SAlel7 (en verde), los tres aleatorios (Ale5, Aled y Alel0, en rosado)
y las sumas correspondientes (celeste). En cada caso, se calculd el porcentaje respectivo, considerando el
numero total de codones NNK involucrados. Por este motivo, no se considero los seis residuos de tirosina
presentes en los oligopéptidos semialeatorios. La tabla también incluye los respectivos codones degenerados
NNK que codifican para cada aminoacido (por ejemplo, tres para leucina, dos para prolina, uno para tirosina).
La gréafica de la derecha representa los porcentajes encontrados para cada aminoacido (columnas celestes) y
los respectivos numeros de codones NNK codificantes (circulos rojos).

Para determinar la diversidad de las secuencias codificantes en estos plasmidos, se realizd
un conteo de la frecuencia en el que se presentaban cada uno de los veinte aminoacidos. La
estimacion se realizo sobre las secuencias inferidas de los cinco oligopéptidos, considerando
los 83 aminoéacidos que fueron codificados por los codones NNK (Figura 21). El nimero de
codones NNK codificante para cada aminoacido esta también indicado en la tabla incluida
en la figura. Para el caso de tirosina, solo se puede observar seis codones TAT que
correspondian a los de la biblioteca semialeatoria, pero ninguno producto de los codones

degenerados NNK. Asimismo, no se encontré ningin codén ATG codificante para la
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metionina pero, sorpresivamente, una alta frecuencia de residuos de prolina (19.3%) y
treonina (10.8%). Estos resultados son inesperados ya que, al usar la estrategia NNK se
producen, en cada caso, dos codones codificantes para prolina y treonina. Por otro lado, los
aminoécidos leucina, serina y arginina estan codificados, cada uno, por tres diferentes
codones NNK. Para representar mejor la falta de correlacion entre estos nimeros y la
frecuencia de amino&cidos encontrados, se realizd la grafica mostrada en la misma figura.
Las columnas celestes muestran la distribucién porcentual de todos los aminoacidos
encontrados en los cinco péptidos, que han sido codificados por codones NNK. Los circulos
rojos corresponden al niumero de codones NNK que codifica para cada uno de los
aminoacidos. Esta falta de correlacion puede explicarse, en primer lugar, por los diferentes
niveles de eficiencia en la sintesis de los oligonucleétidos utilizados para la construccion de
las bibliotecas. Asimismo, es posible que la representatividad de las secuencias se pierda
durante la generacion de los fragmentos a clonar o tambiéen, por posibles efectos ventajosos

o0 desventajosos de los oligopeptidos generados en la célula de levadura que los sintetiza.
45  Ensayos preliminares de fotoproteccion

Como se indicé anteriormente, una futura aplicacion de las bibliotecas de plasmidos
construidas sera la basqueda de oligopéptidos con capacidad fotoprotectora. Por esta razon,
se considerd importante investigar el comportamiento de las bibliotecas de transformantes
frente a la radiacion UV. Para estos ensayos, se realizd la co-transformacion del mutante
rad9 tfiNE® con los fragmentos aleatorios o semialeatorios, y el plasmido pTPI1 linealizado.
Como controles, se transformd con la misma cantidad de plasmido linealizado (sin
fragmento a clonar) o con plasmido sin digerir (intacto). En este caso, el método de
transformacion aplicado fue la electroporacion, a fin de aumentar el nimero de
transformantes obtenidos. Asi, para la biblioteca aleatoria se obtuvo un nimero mayor de
colonias transformantes (50 % mayor) que, en el control, mientras que para la biblioteca

semialeatoria se obtuvo 25 % mas colonias transformantes.

Las placas que contienen a los transformantes fueron primero incubadas a 30 °C por 20
horas. Para poder demostrar los efectos de la irradiacion, se cubri6 la mitad de la placa con
una lamina de aluminio, dejando la otra mitad expuesta. Las placas asi preparadas fueron
irradiadas con una dosis de 0.13 J/cm?. Los transformantes obtenidos con el plasmido
linealizado o sin digerir fueron procesados similarmente, como controles. Después de las

irradiaciones las placas fueron incubadas por dos dias a 30 °C.
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Los resultados se muestran en la figura 22, donde al comparar las zonas irradiadas de las
placas, se observa mayor presencia de colonias en la biblioteca semialeatoria en comparacion
con las otras placas, incluso la correspondiente a la biblioteca aleatoria. Por tanto, se puede
concluir que los oligopéptidos semialeatorios, debido a la presencia de los residuos de

tirosina, pueden presentar una sustancial capacidad fotoprotectora.

Plasmido linealizado Plasmido intacto

o
M

Bibliot. aleatoria

Figura 22. Comparacion del efecto de la radiacion UV en los transformantes de la cepa rad9 tfiNEC, Se
muestran resultados representativos de cuatro transformaciones de la cepa con cantidades similares de plasmido
linealizado, plasmido intacto (sin digerir), y las bibliotecas aleatoria y semialeatoria. Se esparcieron cantidades
similares de las respectivas mezclas de transformacién en cada placa y se dejaron incubar por 20 h a 30 °C.
Posteriormente, se cubrié la mitad de cada placa con papel de aluminio y se procedid a la irradiacién de todas
las placas, que fueron luego incubadas por 2 dias. Este ensayo permiti6 evidenciar, primero, las diferentes
eficiencias de transformacion, al comparar el nivel de crecimiento en el lado de la placa que no fue irradiado
al estar protegido por el papel de aluminio. Se observa el menor crecimiento en los transformantes que
recibieron el pldsmido linealizado, ya que se espera para éste, la menor eficiencia de transformacion.
Opuestamente, se observan mayor crecimiento en los otros tres casos. Por el otro lado, al comparar los niveles
de crecimiento en las células irradiadas, es obvio el mayor crecimiento de colonias en los transformantes con
la biblioteca semialeatoria.

Posteriormente, para poder evidenciar las capacidades fotoprotectoras con transformantes
que incluyen un plasmido Unico, se selecciono al azar uno de la biblioteca semialeatoria,
denominado “SAle6”. Para el experimento, se incluyé también a transformantes con los
plasmidos pMR2 y pMR3, que incluyen secuencias codificantes para oligopéptidos que
habian sido anteriormente identificados como potencialmente fotoprotectores (Merino,

39



2019; Mansilla, 2021). Los ensayos se realizaron como se describio en la figura 22, excepto
que la dosis de radiacion UV fue de 0,09 J/cm? En la figura 23 se muestran resultados
representativos, que muestran un mayor nimero de colonias en las partes irradiadas, para los
transformantes con los plasmidos pMR3, pSAle6 y pMR2 en comparacién con el control,
pTPI1-a.. Entre éstos, destacan los plasmidos pSAle6 y pMR3 debido a que confieren
mayores niveles de fotoproteccion, presentando un aumento de 60 % de sobrevivientes

comparado con el plasmido control.

pTPI1-a pMR2 pMR3 pSAle6

Figura 23. Comparacion de la respuesta a la radiacion UV de transformantes de la cepa rad9 tfiNsC¢ con
plasmidos Unicos. Las placas con medio selectivo contienen similar cantidad de colonias transformadas con
los plasmidos indicados. Antes de irradiar se cubri6 la mitad izquierda de cada placa con papel de aluminio y
las placas fueron expuestas a una dosis de 0,09 JJcm? de UV. Las areas delimitadas por las lineas rojas son de
similar tamafio en ambos lados de las placas, y fueron usadas para realizar el conteo de colonias.
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V. CONCLUSIONES

Se logro6 la construccion de las dos bibliotecas aleatoria y semialeatoria en el plasmido
pTPI1-a que permiten la produccién y secrecion de los correspondientes oligopéptidos

en Saccharomyces cerevisiae.

Se determind que la eficiencia de clonacién fue de 70 % para la biblioteca aleatoria y de
62.5 % para la semialeatoria.

Se completaron los ensayos preliminares que permitiran aplicar las bibliotecas

construidas en la busqueda de oligopeptidos con capacidad fotoprotectora.



VI. RECOMENDACIONES

Aplicar preferentemente la biblioteca semialeatoria para la bisqueda de oligopéptidos
fotoprotectores, sobre la base de los resultados que demuestran la presencia de

transformantes con mayor resistencia a la radiacién UV.

Investigar las estrategias que podrian aplicarse para mejorar la representatividad de los
codones degenerados que codifican, por ejemplo, a metionina y tirosina.

Emplear ambas bibliotecas en posteriores investigaciones de estudio y busqueda de
diferentes oligopéptidos con propiedades de interés, por ejemplo, antioxidantes,

quelantes de hierro u otros metales, y otros.
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