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RESUMEN

Se analizé la posibilidad de obtener variantes activas a partir de una quimera no
activa (EYE), producto de la recombinacién entre dominios de las enzimas
xenologas shikimato deshidrogenasa (SDH) y quinato/shikimato deshidrogenasa
(YdiB) de £ colj mediante evolucion dirigida usando mutagénesis al azar. Esta
técnica es una herramienta muy poderosa para elucidar relaciones de estructura-
funcion de proteinas, ademas de que permite la modificacién de las mismas para
mejorar o alterar sus caracteristicas. Se utilizd la técnica de PCR mutagénico,
modificando  las condiciones de reaccién para obtener distintas tasas de
mutagénesis. Basandonos en estudios de evolucion dirigida anteriores, utilizamos
3 tasas de mutagénesis. La  primera corresponde aproximadamente a 2
mutaciones/1000 pb, la segunda genera alrededor de 3.5 mutaciones/1000 pb y la
Ultima genera 8.1 mutaciones/1000 pb. Los productos de PCR mutagénico se
introdujeron en el vector de expresion pT4 y los bancos resultantes fueron
caracterizados mediante ensayos de complementacién en medio minimo M9 de
una cepa carente de la actividad SDH. En este trabajo se obtuvieron 4 bancos (C1,
C4, C9, C10) cuya nomenclatura refleja la tasa de mutagénesis utilizada. Se
obtuvieron un total de: 65000, 47600, 125000 y 585000 (C1, C4, C9, C10) variantes

respectivamente, sin embargo en ningun caso se encontraron variantes activas.
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I. INTRODUCCION
LI Recombinacidn de dominios

Durante el curso de la evolucidn, los procesos de duplicacion génica, divergencia de
secuencias y recombinacién génica han sido una de las fuentes principales para la
generacién de proteinas con nuevas funciones. Los genes involucrados en estos procesos
usualmente codifican dominios enteros [Basthon M y Chothia C, 2007], razdn por la cual
se consideran a los dominios como las unidades evolutiva del proteoma [Thornton et al,

1999].

Existen estudios detallados enfocados en investigar el papel de la duplicaciéon génica, la
divergencia de secuencias y la recombinacion de dominios para la creacion de proteinas
con nuevas funciones [Basthon M y Chothia C, 2007]. Este ultimo proceso (recombinacién
de dominios) es un mecanismo recurrente en la naturaleza ya que posibilita incrementar la
especificidad de enzimas, actuar como conexidon entre dominios con diferencias
funcionales y regular la actividad de proteina. Ademas de esto, la recombinacion de
dominios provee el contexto estructural para la busqueda de nuevas funciones con
aplicacion en la industria y en la biotecnologia, razén por la cual es un recurso

ampliamente utilizado en la Ingenieria de proteinas [Basthon M y Chothia C, 2007].

En la literatura existe una gran cantidad de reportes donde se aborda la recombinacion de
dominios en busqueda de novedades [Segatori L, et al, 2004; Giesecke A, Fang R, y
Joung J. 2006; Thulasiram H, Erickson H, y Poulter C. 2007; Wheeldon IR, Campbell 2009;
Peisajovich SG, et al, 2010]. La recombinacién de dominios de diferentes proteinas, da
lugar a proteinas quiméricas, las cuales se definen como proteinas hibridas codificadas por
secuencias de nucledtidos empalmados de dos o mas genes completos o parciales

[Shanmugaratnam S, Eisenbeis S y Hocker B 2012].

La mayoria de los estudios donde llevan a cabo recombinacion de dominios, se basan en
recombinar secuencias de proteinas homologas ya que esto permite utilizar el material

prexistente en la naturaleza e imitar el fendmeno evolutivo para investigar los

2
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determinantes de la funcion y el plegamiento de las proteinas [Espinosa A, 2010, Carbone

MN, Arnold FH, 2007]. Sin embargo, la obtencién de novedades funcionales no se limita a

recombinar proteinas homdlogas, también se pueden recombinan dos o mas dominios

que no se presentan juntos en la naturaleza (Ver tabla 1).

AUTOR

RESULTADOS OBTENIDOS

Segatori, et al.,
(2004).

Giesecke A, Fang
R,y Joung J
(2006).

Thulasiram H,
Erickson H, y
Poulter C (2007).

Wheeldon IR,
Campbell E, y
Banta S (2009).

Peisajovich et al.,
(2010).

Realizaron el intercambio de dominios entre 2 tioredoxinas que participan en la formacion de enlaces
disulfuro en las proteinas de membrana en E. coli. La tioredoxina DsbA forma los nuevos enlaces,
mientras que DsbC tiene un dominio que isomeriza los enlaces, y también presenta funcion de
chaperona. La quimera resultante de la combinacion del dominio de dimerizacién de DsbC con el de
tioreductasa de DsbA generd una proteina con novedad funcional, siendo que ademéas de formar
enlaces también los isomeriza. EI dominio de dimerizacién no contribuye a la catalisis, si no mas
bien contribuye a la interaccion de DsbC con otra proteina en la via que permite su reduccion
constante.

Los dedos de zinc Cys2His2 (C2H2 ZFs), median una gran cantidad de interaccién de proteina-DNA y
proteina -proteina. En este trabajo recombinaron los (C2H2 ZFs) del factor de transcripcion de
dimerizacion DZF, es decir de unién a DNA, dando lugar una quimera con especificidad de
interaccion de proteina-proteina. La recombinacion de dominios dio lugar a nuevos sitios de
reconocimiento y cambio de especificidad.

Generaron 11 quimeras a partir de la recombinacion de enzimas que sintetizan isoprenoides por
reacciones de elongacion, ciclopropanacion y ramificacion. Las enzimas recombinadas fueron:
crisantemil difosfato sintasa y farnesil difosfato sintasa con el 75 % de identidad. Las quimeras
resultantes, sintetizaron isoprenoides por ciclobutanizacion, el cual es un mecanismo que no se
presenta en las enzimas recombiandas parentales.

Generaron un quimera, producto de la recombinaron de tres dominios que no se presentan juntos en
la naturaleza: una aldo-ceto reductasa termoestable, dos dominios zipper « -hélice de leucina y un
dominio randomly-coiled. La quimera dio a la formacion de hidrogel y actividad de reductasa
generando un biomaterial activo, lo cual es un avance importante para la biotecnologia, ingenieria de
tejidos, la bioelectrocatalisis y la generacion de biosensores.

Construyeron 66 quimeras a partir de 11 proteinas involucradas en la via de division de levaduras.
Las recombinaciones resultaron en una mayor diversidad de respuestas en la via. Los resultados
obtenidos sugieren que la recombinacién de dominios prexistentes puede ser un mecanismo
importante en la evolucion de redes de proteinas y en la generacion de nuevos comportamientos
fenotipicos.

Tabla 1. Ejemplos de generacidon de quimeras por recombinacién de dominios.

Por otra parte, existe una gran cantidad de reportes donde se recombinan dominios de

enzimas deshidrogenasas [Lebbink JH et a/, 1995; Tripura C, y Podile A 2007; Goihberg E,

et al, 2010; Sharkey y Engle 2009; Kataoka et a/, 1994] las cuales son enzimas clave en el
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metabolismo energético y secundario de las células procariontes y eucariontes. Muestro a

continuacion dos ejemplos ilustrativos de recombinacion de enzimas deshidrogenasas:

En Tripura C, y Podile A (2007) reportaron la generacién de una quimera producto de la
combinacion de dominios de la enzima glucosa deshidrogenasa (GDH), dependiente de
pirrol quinolina quinona (PQQ) de £ col; (enzima que tiene un papel crucial en la
solubilizacion de fosfatos minerales, y también importancia industrial ya que es utilizada
como biosensor de glucosa), junto con la GDH (PQQ) de Serratia marcescens, enzima
eficaz solubilizando fosfatos, pero no se expresa en £.coli. Los dominios recombinados N-
terminal de £ coli y C-terminal de S. marcenses, generaron una quimera, que se logré
expresar en £ coli con un mayor porcentaje de tolerancia a altas temperaturas (58%),

comparado con la GDH parental de £ co/j, la cual solo tiene un porcentaje de 27.5%

En Kataoka et al/, (1994) recombinaron el dominio N-terminal de la fenilalanina
deshidrogenasa de Thermoactinomyces intermedius con el dominio C-terminal de la
leucina deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus. La quimera presentd los mismos
valores de K, para la fenilalanina y la leucina que la enzima parental fenilalanina
deshidrogenasa y una menor actividad especifica ante fenilalanina como sustrato; sin
embargo, presentd mayor actividad frente a isoleucina y valina, actividad que no se
encuentra en la fenilalanina deshidrogenasa parental. Se concluyé que ambos dominios se
pueden plegar independientemente y que la combinacién genera un nuevo sitio activo,

consistente con la nueva especificidad.

I. I Enzima shikimato deshidrogenasa

En el presente trabajo se utilizd una shikimato deshidrogenasa perteneciente a la
superfamilia de aminoacido deshidrogenasas dependientes de NAD (P). A continuacién se
presentan las caracteristicas de la enzima.

La enzima shikimato deshidrogenasa (SHD) cataliza la reduccion reversible del DHS a
shikimato utilizando NADPH como cofactor oxidandolo a NADP* (EC 1.1.1.25). Esta
reaccion es de particular importancia en el metabolismo central de la mayoria de los

organismos ya que forma parte de la ruta de biosintesis de compuestos aromaticos entre

4
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los que se encuentran los aminoacidos aromaticos: (Phe), (Trp), y (Tyr). La ruta de
biosintesis es conocida como “Via del Shikimato” debido a que histéricamente el shikimato
fue el primer intermediario encontrado, que servia como Unico requerimiento para el
crecimiento de ciertas cepas auxotroficas para AAA [Sprenger GA, 2007]. La via del
shikimato se encuentra en la mayoria de las bacterias [Pittard J 1996], parasitos
apicomplexos, [Roberts F et a/, 1998, Robets CW et a/, 2002], hongos y plantas [Herrmann
KM y Weaver LM 1999]. Por su por su parte, los organismos metazoarios carecen de la via
del shikimato, por lo que deben adquirir AAA del medio para su sobrevivencia [Sprenger
GA, 2007]. La via del shikimato comienza con la generacion de DAHP a partir de la
condensacion de la Eri-4P y PEP (provenientes de la ruta de las pentosas fosfato y ruta
glucolitica respectivamente) generando una serie de intermediarios que daran lugar a
corismato, precursor universal de los AAA [Sprenger GA, 2007]. Las reacciones de la via
del shikimato se llevan a cabo en el citosol de las bacterias y hongos (Figura 1) y en

plantas se lleva a cabo en organelos plastidicos [Roberts CW, et a/, 2002].

@ @ Via del Shikimato en E.coli

Figura 1. Via del shikimato en E.coli. Los precursores, (PEP) y (Eri4P) provienen de vias
metabdlicas centrales: glucolisis (Rosa) y via de pentosas fosfato (gris). En verde la via del
shikimato. Se muestran los genes que codifican las enzimas que llevan a cabo cada
reaccion. La SDH se muestra en morado. Modificado de Sprenger GA, 2007.
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I.II Estructura de AroE y YdiB

La caracterizacion de la estructura y funcion de la enzima shikimato deshidrogenasa ha
sido de principal interés para la generacién de antimicrobiales e insecticidas dirigidos a
esta enzima o a otras en la misma via, asi como para la produccién de antivirales como el
oseltamivir (tamiflt) [Espinosa A, 2010]. En £scherichia coli se han encontrado 2 enzimas
de SDH codificadas por los genes arof (NADPH-dependiente) [Anton JA, y Coggins JR
1988] y ydiB (NADH/NADPH-dependiente) [Michael G et a/, 2003]. Las dos enzimas (AroE
y YdiB) han sido ampliamente estudiadas, y hasta la fecha se cuenta con una gran cantidad
de informacién con respecto a su estructura tridimensional, determinada por cristalografia
de rayos X [Michel G et al/, 2003; Benach J et al/, 2003; Padyana AK'y Burley SK, 2003;
Singh S, et al, 2005, 2006; Ye S, et al, 2003; Gan, J et al, 2007, Han C, et al, 2009]. Las
estructuras de AroE y YdiB comparten el mismo plegamiento tridimensional el cual
comprende dos dominios separados por una hendidura que permite alternar una
conformacion cerrada y abierta. Estos dominios tienen arquitecturas a/B conectados por
a-hélices y un pequefio /inker. El dominio N- terminal esta interrumpido por el domino C-
terminal completado por una cola de 34 aminoacidos codificados en el extremo 3’ de la

secuencia del gen [Michel G et a/, 2003] (Figura 2).

Inicio de la cola (a9 v «10)

Dominio Catalitico "N Dominio Rossmann
N-terminal C-terminal

303pb (101 aa) 402 pb (134 aa) (102 pl;
34 aa

Figura 2. Estructura de AroE de E.coli. Las flechas de colores simbolizan la estructura del
gen aroE. Las flechas verde y roja pertenecen al dominio N- terminal, se observa como el
dominio Rossmann (azul) interrumpe la secuencia del primer dominio (Modificado de
Espinosa A 2010).
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El arreglo de estos dominios a lo largo de las hélices conectadas crea una hendidura en
donde se localiza el cofactor NADP* 6 (NADY). Tanto AroE como YdiB llevan a cabo un
cambio conformacional al cerrar los dos dominios una vez unido el cofactor y sustrato.
Los dos residuos de unién a sustrato se reposicionan para poder llevar a cabo la catalisis
(Figura 3) [Michel G et al, 2003]. AroE y YdiB comparten un porcentaje de identidad del
52 %. Los genes arof y ydiB que codifican a las isoenzimas, presentan un nivel de

identidad del 26.7%.

Figura 3. Estructuras de AroE y YdiB.

A) Moléculas de AroE y YdiB superpuestas en el sitio de
unién a nucleétidos con NADPH en representacion ball
and stick. En rojo se muestra la conformacion cerrada de
AroE, mientras que en azul se muestra YdiB en
conformacion abierta. En verde se representa la
conformacion intermedia de AroE. Los dos residuos que
actGan como bisagras para el cambio conformacional se
representan numerados en AroE. (B) Representaciones
de superficie de AroE, en conformacion cerrada (C)
Representaciones de superficie de YdiB en conformacion
abierta. B y C se colorean de acuerdo a su potencial
electrostatico con NADP* y NAD . (Tomada de Michael G
et al., 2003).

A continuacién, se hara una breve descripcion de la estructura y caracteristicas especificas

de los dominios que conforman a las enzimas AroE y YdiB.
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[. OI. I Dominio catalitico

El dominio catalitico o de union a sustrato posee un dominio sandwich afa el cual
también incluye una estructura de hairpin a-hélice al final de su C-terminal. El dominio
activo esta definido por la posicion del anillo de nicotinamida del cofactor y esta
delimitado mayoritariamente por los residuos del dominio N-Terminal. El sitio activo es un
hueco formado por el extremo del dominio C-terminal y cadenas  del dominio C-terminal
y el N-terminal, las hélices al, una cara de la hélice a-9, el loop extendido entre 1Y al,y

los primeros residuos de la hélice conectora a 5 [Michael G et a/, 2003].

En Michael et al, (2003) se reporta que la reaccién que se lleva a cabo en el sitio activo de
AroE es la oxidacion de shikimato utilizando NADPH como cofactor; a su vez YdiB lleva a
cabo la misma reaccién utilizando indistintamente NAD® o NADP* como cofactores, y
también lleva a cabo la oxidacion del DHQ para producir quinato. En cuanto al
reconocimiento del sustrato, AroE es altamente especifica para shikimato utilizando
solamente NADPH como cofactor cuando YdiB tiene una eficiencia catalitica mas baja
(~400) para el shikimato comparada con AroE [Michael et a/, 2003]. Por otra parte, en
Cortés-Tolalpa (2011) y Escalante 2012 (comunicacion personal), se sugiere que la catalisis
de YdiB, parece estar dirigida solamente en la sintesis de quinato, sin tener ninguna
participacion en la sintesis de shikimato a partir de DHS, y coinciden con Michael et a/,
(2003) en cuanto la actividad de AroE (Figura 4).

@mﬁi

H OH
OH

DAHP

Michael et al., (2003) \L Cortés-Tolalpa et al., (2011)
HQ_ ,CO;
é b\ ﬁ \~'O\
T OH HO Y “OH
Lo AroE © o YdiB* .
YdiB
Shikimato DHS DHQ Quinato

Figura 4. Reacciones catalizadas por AroE y YdiB. En Michael et al., (2003), se reporta
actividad de quinato/shikimato para YdiB, mientras que en Cortés-Tolapa et al., (2011), se
observa que YdiB* solo presenta actividad de quinato deshidrogenasa. Ambos trabajos
coinciden con la actividad de shikimato deshidrogenasa para AroE.
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[. II. I Plegamiento Rossmann

El dominio C-terminal es un dominio de union a dinucle6tidos (NADP/NAD) que adopta la
forma canonica del plegamiento Rossmann [Michel G et a/, 2003; Padyana AK y Burley

SK 2003; Lindern HA, et al, 2005]

El plegamiento Rossmann es caracteristico de enzimas deshidrogenasas, las cuales
catalizan la oxidacién o reduccion de un sustrato empleando coenzimas que actian como
aceptores o donadores de electrones y protones: NAD*/NADH, NADP*/NADPH,

FAD*/FADHj; siendo respectivamente la forma oxidada y reducida de la coenzima.

La estructura del dominio Rossmann esta compuesta de 6 hojas-f3 paralelas, en orden 3-2-
1-4-5-6, y a-hélices a ambos lados (Figura 5) [Bottoms CA et al, 2002, Garcia-Guevara
2012].

Figura 5. Topologia del plegamiento Rossmann. Se encuentra estructurado con 6 hojas-
B paralelas (amarillo) [Tomado de Garcia Guevara, 2012].

En la primera parte del dominio Rossmann (B1a1p2) se encuentran 3 residuos de glicina
rodeados por residuos hidrofébicos. Los residuos al final de la hoja 2 ayudan en la
identificacion de la coenzima (i.e. si la enzima se une a FAD", NAD* O NADPH) [Kallberg Y,
y Persson B 2006] (Figura 6). La presencia de residuos cargados negativamente indican que
FAD® o NAD" es preferiblemente el cofactor, por el otro lado, si se encuentran residuos
basicos en la posicidon que precede del segundo residuo de glicina indica preferencia de la

enzima por NADP [Kallberg Y y Persson B 2006].
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P, | o B, |
FAD AKIALLG..AGPASISCASFLARLGYySDITIFEKQ
NAD NNVVVIG..SGYIGIEAAEAFAKAG.KKVTVIDIL

NADP KTIT IVT(;:gnR('S— I(;:LAFTRAVAA?C'; . i;NVAVI?RS

91 gz 93 0:Iast 94 Bgﬁm ASp

Figura 6. Secuencias con plegamiento Rossman, a y 8 denotan elementos de la estructura
secundaria. Las fechas indican la posicion de importancia critica para la prediccion de la
especificidad de la coenzima. [Tomado de Kallberg Y y Persson B, 2006].

Existe una molécula de agua conservada en el dominio Rossmann, lo que genera puentes
de hidrogeno con el dinucledtido y el asa rica en glicinas; ademas parece estabilizar el asa
y mantener al cofactor en una conformacién extendida, asi como contribuir

entalpicamente a la energia libre del cofactor [Bottoms CA et a/, 2002].

El dominio Rossmann se puede encontrar en combinacién con otro tipo de plegamientos,
en el N-terminal o en el C-terminal [Brenner SE et a/, 1996, Bottoms CA et a/, 2002]. En el
caso de las SDH's el dominio Rossmann esta insertado en el dominio catalitico, a nivel de

secuencia génica como se observa en la figura 2 [Bashton M y Chothia C 2002].

Ademas de ser caracteristico de enzimas deshidrogenasas, el dominio Rossmann también
se ha reportado en enzimas con amplias actividades cataliticas tales como hidrolasas, liasas
e isomerasas, siendo asi un dominio ampliamente distribuido y abundante en la naturaleza
[Kallberg Y y Persson B, 2006]. Por lo anterior se ha propuesto que el plegamiento
Rossmann es uno de los 9 dominios mas antiguos. En el trabajo de Caetano-Anollés
(2007) se describe la evolucion de 776 plegamientos tomando como base la clasificacién
estructural de proteinas (SCOP). Mediante la reconstruccion de un arbol filogenético, se
muestra que el dominio Rossmann es uno de los plegamientos que aparecieron mas
tempranamente en la evolucién, ademas de estar ampliamente distribuido en los
proteomas de todos los organismos que han sido completamente secuenciados (Tabla 2)

[Caetano-Anollés et al, 2007].
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Clave SCOP PLEGAMIENTO
c.37 Loop-P que contiene el plegamiento nucleosido trifosfato hidrolasa
a4 Plegamiento de unién a DNA/RNA (haz triple helicoidal
c.1 TIM Bla-barrel
c.2 Rossmann. de unién a dinucleotidos NAD(P)
d.58 Ferredoxina-like
c.23 Flavodoxina-like
.55 Motivo Ribonucleasa H-like
b.40 Plegamiento OB
.66 S-adenosill-L-metionina-dependiente de metiltransferasas

Tabla 2. Los 9 plegamientos mas ancestrales, y ampliamente distribuidos del arbol
filogendmico que describe la diversificacion del mundo de las proteinas [Caetano-Anollés
et al., 2007].

11
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II. ANTECEDENTES

II. I Recombinacion de dominios de shikimato deshidrogenasas

Los miembros de la familia de shikimato deshidrogenasa (SDH) son un modelo interesante
ya que como se menciono anteriormente, cuentan con dos dominios claramente definidos:
un dominio versatil y antiguo - el plegamiento Rossmann- y un dominio catalitico. Las
enzimas SDH representan a una familia ampliamente distribuida con un papel esencial en
el metabolismo secundario, en el cual se sintetizan metabolitos que no estan involucrados
directamente en la reproduccién o crecimiento del organismo, si no que tienen funciones
vitales complementarias, como por ejemplo la sintesis de antibidticos, pigmentos, toxinas,

entre otros (Demain AL 1998).

La familia SDH se divide en 4 grupos de acuerdo a diferencias bioquimicas y funcionales:

AroE, YdiB, SdhLy Rifl [Michel G et a/, 2003; Ye S et al, 2003; Guo J, y Frost JW., 2004].

En Singh et a/ (2008) se realiz6 un analisis de ~250 secuencias homdlogas de la familia
SDH, pertenecientes a genomas bacterianos que representan la mayoria de los grupos
taxondmicos. Se determinaron las relaciones filogenéticas de los miembros de la familia
SDH mencionados anteriormente. Cabe resaltar que uno de los resultados de este analisis
filogenético fue la observacion de que YdiB de £ coli se encuentra relacionada a los
homodlogos de otras bacterias entéricas Gram Positivas (Firmicutes). Debido a que el
analisis obtenido para esta proteina, no es congruente con el arbol filogenético de los
taxones bacterianos obtenido por analisis del gen dell6S rDNA, se propone que la
secuencia de YdiB fue adquirida por transferencia horizontal, es decir es una proteina

xenologa en £ coli[Singh S et al, 2008].

Por lo anterior surgen diferentes interrogantes relacionadas con la diversificacion de la
misma familia SDH y los papeles biolégicos de sus miembros: ;Qué presiones selectivas
han impulsado la diversificacion a lo largo de esta familia? ;Cuantas veces se ha producido
la diversificaciéon de la familia ;El conjunto de homélogos SDH de un linaje puede

proporcionar informacién sobre la biologia del organismo? Y finalmente ;es posible

12
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recombinar dominios entre enzimas shikimato deshidrogenasa de diferentes especies y

generar quimeras funcionales? [Singh et a/, 2008].

Tomando en cuenta la Ultima cuestion, en el grupo del Dr. Lorenzo Segovia se llevd a
cabo la recombinacion de genes representantes de la familia SDH: AroE de £ coli (E), YdiB
de £ coli (Y) y AroE de B subtilis (B). Se construyeron 6 quimeras dobles, al substituir
exclusivamente el dominio Rossmann que se encuentra interrumpiendo la secuencia del

dominio catalitico.

Las quimeras se nombraron de acuerdo al origen del N-terminal (primera letra), origen del
C-terminal o dominio Rossman (segunda letra) y cola de 34 aa (Ultima letra) resultando en
las siguientes quimeras: EBE, BEB, EYE, YEY, BYB, YBY. Las quimeras se clonaron en el vector
de expresion pT4, y fueron caracterizadas mediante dos analisis: el primero fue el analisis
de la capacidad de plegamiento de las quimeras por medio del ensayo de CMI
(Concentracion Minima Inhibitoria a cloranfenicol) y geles de SDS PAGE los cuales sirvieron
para determinar el nivel de expresion y solubilidad de las quimeras. El segundo analisis fue
funcional, en el que se realizaron ensayos de complementaciéon en medio minimo M9 sin
aminoacidos aromaticos, de una cepa carente de la actividad SDH [Espinosa A, 2010;

Banda J 2011; Martinez-de la Escalera 2012].

En general se observo que las quimeras son inestables e incapaces de complementar una
cepa de E.coli carente del gen arof (AroE’) salvo en el caso de la quimera EBE, la cual
mostréd niveles de complementacién en medio minimo M9, semejantes a la cepa
transformada con el gen arof de E. coli. En los trabajos de Espinosa (2010), Banda (2011)
y Martinez de la Escalera (2012), a nivel estructural, no se sabe a donde ocurrieron los
cambios generados durante la recombinacion de dominios, que impiden un buen

plegamiento y por lo tanto nula actividad en las quimeras construidas.

La Unica quimera activa EBE, tiene una semejanza con la quimera EYE en cuanto al origen
del dominio N- terminal y la cola de 34 aminoacidos, los cuales provienen del gen arof de
E. coli. Por otra parte el domino Rossmann proviene del gen arof de B. subtilis. La

diferencia en el origen del dominio Rossman puede representar una limitaciéon en cuanto

13
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a semejanza estructural, sin embargo se sabe que el domino Rossmann es un plegamiento
estructuralmente muy conservado a lo largo de muchos linajes bacterianos. Por otra parte
las quimeras EYE y EBE comparten un porcentaje de identidad a nivel de secuencia génica
del 66.19%, y a nivel de secuencia de proteina del 54.55%. Por lo anterior se puede sugerir
que la proteina quimérica EYE presenta un parecido estructural a EBE y por lo tanto podria

ser una quimera funcional.

En este trabajo se sugiere que la quimera EYE necesita un minimo de cambios para poder
adquirir un plegamiento correcto, y por lo tanto una actividad que se refleje en los ensayos
de complementacion. Un acercamiento que puede posibilitar la obtencién de variantes
activas, es el enfoque de evolucion dirigida de proteinas. Es importante tomar en cuenta
que algunos autores consideran este enfoque como un apartado dentro de la ingenieria
de proteinas [Bornscheuer U, Kazlauskas RJ 2011; Bloom JD et a/, 2005], sin embargo, en

este trabajo se hara una clara distincién entre ingenieria de proteinas y evolucién dirigida.
II. I Ingenieria de proteinas

Uno de los primeros ejemplos donde se utilizo la ingenieria de proteinas, es el trabajo de
[Estell DA et al/, 1985] en donde modificaron una proteasa tolerante al blanqueador
detergente ampliamente utilizado en la industria. A partir de este trabajo, se ha
incrementado de manera impresionantemente la lista de reportes en donde se modifican
enzimas mediante ingenieria de proteinas, lo anterior ha tendido grandes contribuciones
particularmente en el area del mejoramiento de actividades de enzimas, alteracién de
sustrato y especificidad del producto [Foo JL et a/, 2012]. Como ejemplo de ello se puede
mencionar la modificacion de enzimas para la sintesis de intermediaros farmacéuticos de
sitagliptina, utilizado para el tratamiento de la diabetes [Savile CK et a/, 2010],
modificacién para la sintesis de poliésteres [McCarthy A, 2003] y manufactura de etanol

celulosico [Gray KA et al, 2006].

De esta forma, la ingenieria de proteinas ha sido un recurso ampliamente utilizado en la
biotecnologia. Sin embargo esta técnica cuenta con ciertas limitaciones que pueden ser
cruciales para asegurar el éxito en la modificacion de proteinas.

14
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Con la ingenieria de proteinas se puede alterar la estructura de una proteina para mejorar
o cambiar sus propiedades; introduciendo mutaciones en los sitios donde se “cree” que
puedan tener un efecto sobre la funcion de la proteina y utiliza la informacion evolutiva
para seleccionar el tipo de cambio que se desea. [SegoviaLl y Peimbert M 2010].
[Bornscheuer U y Kazlauskas RJ, 2011]. Esto se realiza con ayuda de la informacién de la
variabilidad de cada residuo, la posicién tridimensional y la interaccion con otros residuos

en el espacio [Anantharaman V et a/, 2003].

Por lo anterior, la ingenieria de proteinas depende del conocimiento a priori de una gran
cantidad de informacion estructural y evolutiva que no siempre esta disponible. Aunado a
esto, actualmente no se pueden hacer predicciones razonablemente precisas sobre los
efectos que tendran mutaciones especificas en las proteinas a nivel teorico [Segovia L y
Peimbert M, 2010]. En ausencia de informacién estructural o evolutiva, es imposible
disefiar cambios que permitan entender la relacion estructura-funcién de una proteina. Sin
embargo, existe otro enfoque que no se limita con estos pardmetros para poder operar
[Segovia L, Soberon X, 2008]. Este enfoque se denomina evolucion dirigida, el cual se
encarga de realizar cambios al azar en el gen de la proteina de estudio, y posteriormente

seleccionar las clonas modificadas de acuerdo a las propiedades deseadas.
II. I Evolucién dirigida

Las proteinas son maquinas moleculares de notable complejidad, constituidas por cientos
de aminoacidos lo que resulta en un impresionante sistema con varios miles de atomos,
lo que conlleva indiscutiblemente a una ardua tarea para determinar experimentalmente
la posicion relativa de estos atomos en el espacio. Aunado a esto, se conocen solo algunas
miles de estructuras de proteinas cuando se tienen registradas millones de secuencias
proteicas [Segovia L, Soberon X, 2008]. Aunque existen técnicas cada vez mas poderosas
que permiten suponer cual es la estructura tridimensional correcta a partir solo de la
secuencia de aminoacidos, existen un sin fin de secuencias proteicas de las cuales no se
tiene una idea clara de cual pueda ser su estructura, ya sea por limitaciones

experimentales, falta de capacidad o tiempo para determinarlas [Segovia L, Peimbert M,
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2010]. Aunque en teoria es posible llegar a conocer los sistemas proteinicos y modificarlos
con base en predicciones especificas, actualmente existen muchas limitaciones para logarlo

de manera correcta [Segovia L y Soberdn X, 2008].

En la actualidad existe un enfoque interesante que logra modificar proteinas en un periodo
relativamente corto de tiempo. Este enfoque se denomina evolucion dirigida, tomando en
cuenta su simil con el proceso de la evolucion natural que opera sobre tres componentes
fundamentales: la variacion genética, la reproduccién y la seleccion de los individuos
ganadores. La variabilidad genética es el motor de la evolucién, con el cual la seleccion
natural actla para ejercer un efecto controlador sobre el numero de variantes
sobrevivientes y seleccionando las que confieren mayor capacidad de adaptacién. En el
caso de la evolucion dirigida, la variacidon genética se obtiene a través de ciclos sucesivos
de mutagénesis. La reproduccidon se logra por medio de la amplificaciéon de las variantes
por medio de ciclos de duplicacién bacteriana y finalmente la seleccion se basa en
identificar la propiedad deseada de las variantes, con un método de seleccién adecuado

[Segovia L y Soberon X 2008; Segovia Ly Peimbert M 2010].

Este principio de introduccién de variabilidad acoplado a seleccion, es conceptualmente
bastante sencillo desde un punto de vista practico, sin embargo, existen limitaciones que
han evitado que se despliegue de manera significativa su tremendo potencial. Estas
limitaciones se presentan tanto en la generacion de diversidad, como en los métodos de

busqueda y seleccién [Segovia Ly Peimbert M 2010].

La evolucion dirigida de proteinas es una importante rama de la biotecnologia, ademas de
ser un acercamiento poderoso para optimizar funciones y caracteristicas de diversas
proteinas o también para desarrollar proteinas con caracteristicas totalmente diferentes o
novedades funcionales. [Dougherty MJ y Arnold FH 2009; Boéttcher D y Bornscheuer UT
2010; Kaur J y Sharma R 2006; Jackel C. et a/, 2008].

En la evolucién dirigida, al igual que en la ingenieria de proteinas, se modifica el gen de la
proteina de estudio, sin embargo no se hace de una manera racional, si no que se genera

variacion al azar dando como resultado una mayor diversidad de secuencias de DNA
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alterado o mutado, que al traducirse, originan proteinas con residuos diferentes a la
proteina parental, posteriormente pueden ser seleccionadas por la propiedad deseada

[Bornscheuer U y Kazlauskas RJ 2011].

Las técnicas de evolucion dirigida mas utilizadas actualmente, se basan en métodos de
mutagénesis al azar y recombinacion de genes parentales (DNA shuffling) [Stemmer WP
1994a, 1994b; Ness JE et al, 1999; Matsuura Ty Yomo T 2006; Shen B 2002; Harayama S
1998]. Estas técnicas han demostrado ser una poderosa herramienta para la optimizacién y

modificacion de las proteinas: [Labrou NE 2010; Blagodatski A y Katanaev VL 2011].

Para el caso de este trabajo seria inutil la utilizacién de la técnica de DNA shuffling debido
a que se crean mosaicos de quimeras que contienen fragmentos de diferentes proteinas,
imposibilitando la utilizacion de la quimera EYE tal y como fue disefiada. Aunado a esto,
las variantes generadas mediante esta técnica, contendrian demasiados cambios
estructurales, por lo que se dificultaria la identificacién de aquellos que contribuyeron a la
mejora, razon por la cual se mencionaran solo los aspectos fundamentales del método de

mutagénesis al azar, utilizado en este trabajo.
IL. IV Mutagénesis al azar

La mutagénesis al azar es una herramienta que permite elucidar las relaciones de
estructura funcion de una proteina. Es ampliamente utilizada para la modificacion de
proteinas para mejorar o alterar sus caracteristicas. La forma mas comun de introducir
mutaciones sencillas, es a través de una reaccion en cadena de la polimerasa, propensa a
errores (epPCR) [Wilson DS y Keefe AD, 2000]. Al copiar el DNA en condiciones de reaccion
no éptimas, es decir, agregando grandes cantidades de Mg** o Mn?" y concentraciones
desbalanceadas de dNTP, se incrementa la probabilidad de incorporar nucleétidos
incorrectos de 0.001% a 1% [Leung DW et a/, 1989; Cadwell RC y Joyce GF 1992].
Posteriormente los productos de la PCR con mutaciones, son introducidos en un vector de
expresion y en el banco resultante, se pueden seleccionar variantes buscando los cambios
deseados en la actividad de la proteina [Miyazaki K y Takenouchi M 2002; Miyazaki K
2003]. En métodos totalmente /n vivo, se emplean cepas de E£. coli carentes de algunas
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enzimas reparadoras de DNA favoreciendo sustituciones de forma similar a la técnica de

epPCR [Bornscheuer UT et a/, 1998, Blagodatski A y Katanaev VL, 2011].

La mutagénesis al azar permite identificar mutaciones benéficas en ausencia de
informacién estructural, o cuando dichas mutaciones son dificiles de predecir a partir de la
estructura de la proteina [You L y Arnold FH 1996; Wan L et a/, 1998; Bloom JD et al,
2005]. Por anterior, la técnica de mutagénesis al azar es una herramienta muy poderosa y
ampliamente utilizada en estudios de evolucion dirigida siendo asi que se ha empleado
para mejorar la selectividad, estabilidad, y actividad de enzimas. Como muestra de esto se
puede mencionar la creacién de catalisis enantioselectiva, a partir variantes de lipasas de
B. subtillis de estructura desconocida, en donde se utiliza una sola ronda de epPCR, para
producir docenas de ciclohexano monooxigenasas con selectividad R o S [Reetz MT, et a/,

2004].

Otro ejemplo del uso de la técnica epPCR, para el mejoramiento de la selectividad fue el
trabajo de Mahan SD, et al., 2004, en el cual mejoraron drasticamente el uso de una

citosina deaminasa disefiada para usarse en células tumorales.

Por otra parte, también existen reportes donde utilizan la técnica de mutagénesis al azar,
donde ademas de mejorar la estabilidad, actividad, y catalisis de enzimas, se evidencian
mutaciones seleccionadas en residuos inesperados dificiles de predecir mediante un
enfoque de disefio racional. Como muestra de ello se pueden mencionar los trabajos de
[Kumar S et al, 2005; Kim D y Guengerich FP 2004] en donde utilizaron el citocromo P450
para someterlo a multiples rondas de epPCR, aumentando la actividad para muchos
componentes biologicos activos. Una gran cantidad de las mutaciones se encontraron
distantes del sitio activo y no se pudieron haber predicho mediante un método de disefio

racional.

A su vez, en Kim YW et al, (2004) utilizaron 2 rondas de PCR para seleccionar y optimizar
una glucosa sintasa de Agrobacterium sp, aumentando su actividad catalitica y
expandiendo el repertorio de sustratos. Esta glucosa sintasa habia sido caracterizada

previamente con disefio racional y al igual que en [Kumar S, et a/, 2005; Kim D, Guengerich

18



DE ANDA 2012

FP 2004], las mutaciones seleccionadas se encontraron distantes del sitio activo. De
manera similar en [Lin H, et a/, 2004], se encontraron 4 sustituciones de aminoacidos

distantes del sitio activo de mutantes glucosa sintasas optimizadas por epPCR.

Otro ejemplo de optimizacién de enzimas mediante mutagénesis al azar, ha sido la
modificacién enzimatica de la TEM-1 B-lactamasa, donde por mutagénesis y seleccién para
la resistencia de un antibiético B-lactamico de tercera generacion (aztreonam), se crearon
mutantes capaces de hidrolizar el antibiético, aumentando la resistencia 150-veces [Camps

M, et al, 2003].
IL. V Frecuencia de mutagénesis

La mayoria de las estrategias de evolucion dirigida involucran pocos cambios en la
secuencia de la proteina, debido a que las enzimas ofrecen un rango de actividades débiles
promiscuas, que son rapidamente alteradas con pocas mutaciones [Aharoni A et a/, 2005].
Para estudiar la funcion de una proteina, existen estudios que sugieren crear una sola
sustituciéon de aminoacido, es decir una tasa de mutagénesis baja, lo cual corresponde
aproximadamente a 1.5 mutaciones por cada 1000 pb [Vartanian JP et a/, 1996]. Esto
permite caracterizar independientemente el efecto de cada sustitucién de aminoacido, en
la funcion de la proteina. Por otra parte, existen reportes donde describen que las tasas de
mutagénesis que varian entre 2-7 mutaciones por cada 1000 pb, se consideran mas
eficientes para la creacion de bancos o bibliotecas de proteinas mutantes con actividades
mejoradas [Shafikhani S et a/, 1997, Wan L et al, 1998; You Ly Arnold FH, 1996]. También
se ha reportado que las tasas de mutagénesis altas, las cuales superan 6 mutaciones por
cada 1000 pb, generalmente resultan en una completa perdida de la actividad de la
proteina [Suzuki M et al, 1996]. Sin embargo existen trabajos en donde describen que las
proteinas pueden tolerar niveles extremos de mutagénesis [Vartanian JP et al, 1996].
Siendo asi, la frecuencia de mutacién, un criterio a considerar para analizar la relacién de

estructura-funcion de proteinas, en estudios de evolucion dirigida.
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II. VI Métodos de seleccion

Otro criterio de igual importancia para asegurar el éxito en un estudio de evolucién
dirigida, es el método de seleccion. Estudios demuestran que los mejores métodos de
seleccion son los que se basan en la busqueda directa de las variantes deseadas, ya sea
por complementacion de mutantes carentes de esta actividad, o por conferir resistencia a

algun antibidtico [Arnold FH y Georgiou G 2003; Foo JL et a/, 2012; Jackel C et a/, 2008].
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III. PLANTEAMIENTO

La quimera EYE es una proteina que no muestra actividad en ensayos de complementacién
en medio minimo M9. Aunado a esto, se desconoce el efecto de los cambios ocurridos
durante la recombinacién de dominios que pudieron afectar su funcion. Sin embargo se
cuenta con informacién valiosa de las estructuras tridimensionales de las isoenzimas
parentales (AroE y YdiB). A demas existen estructuras homodlogas las cuales se pueden
modelar bien y finalmente se cuenta con la quimera activa EBE la cual es muy parecida

estructuralmente a EYE.

Un acercamiento que permitira obtener variantes activas de EYE, es la evolucion dirigida
que permite explorar la variacion al azar. Esta variacion se obtendrd al modificar las

frecuencias de mutagénesis (baja, media y alta).
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IV. HIPOTESIS

Se pueden obtener variantes activas de EYE por evolucién dirigida.

V. OBJETIVOS

V.I Objetivo General

Someter a evolucién dirigida mediante mutagénesis al azar, a la quimera EYE para la

obtencién de variantes activas.

V.II Objetivos Particulares

e Construcciéon de 3 bancos o librerias de mutagénesis, usando como templado el
gen de la quimera EYE.

e Analizar la variabilidad general de 10 variantes obtenidas en cada banco mediante
analisis bioinformatico.

e Identificar, aislar y caracterizar las clonas de cada banco que presenten actividad en

el ensayo de complementacion en medio minimo.
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VI. MATERIALES Y METODO
VI. I Cepas

Las cepas utilizadas en este trabajo se muestran en la tabla 3.

Cepa Caracteristicas

MC1061TrpF | Uso: Se utilizaron para amplificar los bancos de mutagénesis (Ver anexo 1)

Genotipo: F- A(ara-leu)7697 [araD139]B/r A(codB-lacl)3 galK16 galE15 A- e14- mcrA0 relA1
rpsL150(strR) spoT1 merB1 hsdR2(r-m+) TrpF

BW25113: Uso: Se utilizo para los ensayos de complementacion en medio minimo.

Genotipo: Gen aroE deletado (AroE-) de la coleccion de Keio de E.coli K-12 [Baba T et al., 2006].
También se le eliminé el gen de resistencia a Km (AroE- Km-) [Espinosa A, 2010]. AaroE: laclq rrnB T14
AlacZ WJ16 hsdR514 AaraBAD AH33 ArhaBADLD78 (Kmr) (Keio collection).

Tabla 3. Cepas utilizadas.

VL. I Plasmidos

Las construcciones utilizadas en este trabajo fueron donados por [Banda J 2011] (Figura 7).
Las secuencias YdiB y EYE, estan clonadas en el vector pT4, el cual presenta un origen de
replicacion de alto nimero de copias (Co/E1, presente en pUC), un promotor pT7rc fuerte,
un gen de resistencia a kanamicina (Km) y finalmente el gen de la enzima cloranfenicol
acetil transferasa (CAT) como reportero de plegamiento. La actividad de resistencia
cloranfenicol se correlaciona con un correcto plegamiento de CAT y de la proteina a la

gue se encuentra fusionada [Espinosa A, 2010].
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VL. Il Mutagénesis al azar

Se utilizo6 el método de mutagénesis al azar, empleando el kit comercial de Diversify® PCR
Random Mutagenesis, que permite controlar el nivel de mutacion al azar, variando las
concentraciones de manganeso y dGTP en la reaccion de PCR. La tasa de mutagénesis
aumenta, al incrementar la concentracion de manganeso (cerca de 640 yM) y también si
se aumenta la concentracion de dGTP en la reaccion. En este trabajo se utilizaron las tasas
de mutagénesis baja, media y alta; las cuales crean 2, 3.5 y 8.1 mutaciones por cada 1000

pb respectivamente.
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VI. IV Generacién de los bancos de mutagénesis

1. Extraccién de DNA plasmidico para la obtencion de vector: Se puso a crecer un

cultivo de 50mL LB/Km 25 pg/mL durante 18 h, 250 rpm, 30°C, con la construccion
pT4-EYE-CAT, a partir del cual se hizo una extracciéon de plasmido utilizando
Zyppy™ Plasmid Maxiprep. Se obtuvo una concentracion de 100ng/uL, las alicuotas
plasmido se analizaron en un gel de agarosa al 0.8%.

Reacciones de digestion: En todas las reacciones de digestién se utilizd un
volumen final de 60uL: 50 uL de plasmido pT4-EYE-CAT, 2 uL Ncol, 2uL BamHI, 6
ML Buffer BamHI (Fermentas). Las reacciones se incubaron durante 4 horas a 37°C.
Purificacion del vector: El vector correspondiente a 2770 pb, se purificd del gel de
agarosa con el QIAquick Gel Extraction Kit, donde se obtuvo una concentracién de
22.2 ng/uL, y también se purificé el inserto correspondiente 854 pb, con una
concentracién de 15ng/pL. Los fragmentos purificados se guardaron a -20°C.

PCR mutagénico: La construccion EYE-CAT, fue amplificada con los oligos pT4
10pm/uL y CAT-100 10pm/upL (ver secuencia en tabla 4), bajo condiciones
mutagénicas (1, 4 y 9) como se describe en Diversify® PCR Random

Mutagenesis,Clontech (Tabla 4).

C1 C4 C9

Mutaciones por 1000pb 2 35 81

Agua 39 36 31
10X TITANIUM Tagq Buffer 5 5 5
MnSO4 (8mM) 0 3 4
dGTP (2mM) 1 1 5
50X Diversify dNTP Mix 1 1 1
50X dNTP Mix 0o 0 ©
pT4 primer 10pm/pL. 5-GACATATAAACGGTTCTGGCA-3' 1 1 1
CAT-100 primer 10pm/uL. 5-CCTATAACCAGACCGTTCAG-3' | 1 1 1
pT4-EYE-CAT (templado) 1 1 1
TITANIUM taq Pol 1 1 1
Volumen total 50 50 50

Tabla 4. Soluciones de reaccién en volimenes de pL. Condiciones de mutagénesis C1, C4,

Co.

5. Purificacién de PCR: Los productos de PCR de 1124 pb fueron purificados con el

kit comercial GeneJET PCR Purification (Fermentas).

25



DE ANDA 2012

6. Digestion de los productos de PCR: Las digestiones de PCR se realizaron con los
mismos volimenes que se mencionaron anteriormente: 50 yL de reaccion de PCR
mutagénica purificada. 2 yL Ncol, 2uL BamHl, 6 uL Buffer BamHI (Fermentas) 60
pL volumen final.

7. Purificacion de PCR: Los productos de las digestiones de PCR mutagénico (854 pb)
fueron purificados por medio de gel de agarosa 1% usando GeneJET TM Gel
Extraction Kit.

8. Reacciones de ligacién: De la condicion C1 y C9 se ligaron 141.9 ng de vector
con 131.92 ng de fragmento correspondiente al gen mutagenizado (inserto). De la
condicion C4 se ligaron 100 ng de vector y 70.77 de inserto. Las reacciones de
ligacién se prepararon en una relacion 1:3 a 16°C por 16 horas en un volumen total
de 25 pL. Los plasmidos ligados fueron precipitadas con etanol absoluto, lavados
con etanol al 70%, y resuspendidos en 15 uL de agua tetradestilada estéril. De
cada ligaciébn se tomaron 2 pyL para electroporar las células competentes
MC1061Atrp. Se recuperaron en medio SOC durante 1 h a 37 °C, 180 rpm. Se
realizaron varias reacciones de electroporacidon para completar el volumen de
ligacion. Para la generacion del Gltimo banco de mutagénesis, se pusieron bajo la
condicién de mutagénesis (9), 10 reacciones de mutagénesis (razon por la cual se
nombro C10) como se describe en la tabla 4, reaccién C9. Posteriormente se
purifico de banda utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit, donde se obtuvo una
concentracién de 17 ng/uL. De este banco C10, se pusieron 15 reacciones de
ligacién 100 ng de vector y 97.5 ng de inserto, relacién 3:1, se dejaron 16 h, 16 °C.
Se agregd a cada una de las 15 reacciones, 500 yL de butanol, agitando cada una
por vortex, posteriormente se centrifugaron a 13 000 rpm. A continuacion se
decanto el butanol, y el resto se evapord en el Savant SpeedVac ® DNA 110
Concentrator por 20 minutos a temperatura media. Las 15 reacciones se
resuspendieron en 5 plL de agua, y se concentraron en una sola reaccion.

9. Transformacion: Todas las reacciones de ligacion (C1l, C4, C9, y Cl0), se

transformaron por el método de electroporacion en la cepa MC1061AtrpF. Lo
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determinante en este paso fue la eficiencia de transformacion de esta cepa, la cual
se hizo electro competente por el método descrito en el Anexo 1 (Ernesto Ortiz
comunicacién personal). Para los bancos C1, C4, C9 y C10, se obtuvieron 5,17, 1y
25 mL respectivamente de células recuperadas en medio SOC, las cuales se

dejaron crecer durante 1 h, 37°C a 180 rpm.

10. Tamafio de los bancos: Para estimar el tamafio de los bancos C1, C4, C9 y C10, se

platearon 1, 5, 1 y 5 ul respectivamente de las células recuperadas MC1061Atrp en
medio LB/ KM 25 pg/mL, se incubaron 16 h a 30°C, hasta la aparicion de colonias

las cuales sirvieron para calcular el tamafio de los bancos.

11. Amplificacion de los bancos: Para amplificar los bancos, se partié del volumen

restante de células transformadas, y se inocularon en medio LB/Km 25 pg/mL,
para amplificar los bancos. Los cultivos incubaron 16 h, 30°C, 250 rpm. Una vez
saturados los cultivos, se les hizo una extraccion de plasmido utilizando Zyppy™

Plasmid Maxiprep Kit.

12. Variabilidad general de los banco: Se extrajo DNA de plasmido de 10 colonias de

13.

cada banco, mediante el protocolo High pure Plasmid isolation Kit de Roche. Los
productos se mandaron a secuenciar utilizando los oligos pT4 10pm/uLy CAT-100
10pm/uL. Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia de EYE-CAT
parental, utilizando el programa CLUSTALW2 multiple sequence alignment.

Ensayo de complementaciéon medio liquido: Se transformaron las construcciones:
pT4-AroE-CAT, pT4-AroBS-CAT, pT4-YdiB-CAT, pT4-EYE-CAT, y el plasmido vacio
pT4, en la cepa BW25113 AroE’, Km™, competente por medio del método quimico
DMSO (Ver Anexo 2). Se agregaron a las células, ~60ng/uL de cada construccion y
se dejaron reposar 10 min en hielo. Las células se recuperaron 1 hora a 37°C a 250
rpm. Posteriormente se inocularon 100ul de células transformadas, en 3 mL de
LB/Km 25 pg/mL y los cultivos se dejaron crecer 16 h, 30°C a 250 rpm. Se
centrifugd 1mL de los cultivos originales durante 2 minutos a 5000 rpm. Se decantd
el sobrenadante, y los pellets se resuspendieron en 1mL de buffer de sales 1X (Ver

composicion en anexo 3). Se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 min y volvid a
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decantar el sobrenadante. Este proceso se repitid 5 veces y a continuacién se
resuspendieron los pellets de células en 1 mL de sales 1X. Se tomaron 20 pL de
las células anteriores y se inocularon en 2 mL de medio minimo M9 (Ver anexo 3)
con las siguientes concentraciones de aminoacidos aromaticos: 100 pug/mL, 200
pg/mL, 300 pg/mL, 400 pg/mL y 500 ug/mL. Los cultivos se incubaron a 37°C, 250
rpm durante 30 horas monitoreandose la D.O a 600 nm en intervalos de 2 horas.

Ensayo de complementacién medio sélido: En todos los casos se transformaron
~60ng/uL de los plasmidos: bancos (C4, C9, y C10), pT4-YdiB como control positivo
y el plasmido vacio como control negativo, y la construccion pT4-EYE-CAT como
control de referencia en la cepa BW25113 AroE'’Km'. Se recuperaron en 1mL de
medio SOC durante 1:30 horas, a 37°C, 180 rpm. Posteriormente el mL recuperado
se centrifugd 2 min, a 5000rpm, y el pellet se resuspendié en 1 mL de sales 1X y
se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones anteriores. Este proceso se
repitid 2 veces y finalmente, se resuspendié en 1mL de sales 1X. Una vez lavadas
las células con sales, eliminando cualquier resto de medio rico, se inocularon en
tres medios diferentes: 1) Medio LB/Km 25 pg/mL, que sirve como control de
viabilidad 2) Medio M9 con AAA, tiamina (Tm 10 pg/mL), y Km (25 pg/mL), que
sirve como control positivo de crecimiento, y finalmente el medio de seleccion de
variantes activas, 3) Medio M9/Km25 pug/mL y Tm (10 pg/mL) sin AAA. Las células
se inocularon en los 3 medios descritos anteriormente, de acuerdo a la tabla 5.

Posteriormente se dejaron crecer a 37°C durante 96 horas hasta la formacion de

colonias.
LB/Km M9/Km/Tm/ AAA M9/Km/Tm

Construccion | Dilucion1x10-*  Diluciéon1x10-3

pT4-YdiB 100 pL 100 pL 100 L Dilucién1x10-3
pT4 100 pL 100 pL 100 pL (Directos)
pT4EYE 100 pL 100 pL 100 L (Directos)
C4 100 uL 100 uL 800 pL en 8 cajas
C9 100 uL 100 uL 800 pL en 8 cajas
C10 100 pL 100 pL 800 pL en 8 cajas

Tabla 5. Células transformadas con 6 construcciones, e inoculadas en 3 medios diferentes
1) LB/Km 25pg/mL, 2) M9/Km 25ug/mL/Tm10pg/mL/ AAA 500 mg/mL, 3) M9/Km 25ug/mL/Tm

10pg/mL.
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15. Ensayo de concentracion minima de aminoacidos aromaticos: Se transformaron
por medio de electroporacion células BW25113 AroE-Km- con 1 uL de los
plasmidos de las variantes 1 y 2 del banco C9, y C10, el plasmido vacio como
control negativo, y la construccion pT4-EYE-CAT como control de referencia. Se
recuperaron en 1 mL de SOC durante 1:30 horas, a 37°C a 180 rpm. Se inocularon
en medio LB/Km 25 pg/mL, se dejaron crecer durante 16 horas hasta la formacion
de colonias. Posteriormente, se tomd una colonia de cada transformacion y se
inoculé en 3 mL de medio LB/Km 25 ug/mL, durante 13 horas. Se midié la D.O de
los cultivos, y se igualaron a una D.O de 0.6 nm. Se tomd 1 mL de cada uno de los
cultivos anteriores y se centrifugaron 2 min a 5000rpm. Se decantaron los
sobrenadantes, y se resuspendieron en 1 mL de buffer de sales 1X, a continuacion
se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones anteriores. Este proceso se
repitid 2 veces y finalmente se resuspendié en 1 mL de sales 1X. Una vez lavadas
las células con sales, se realizaron diluciones de 10° a 10”7. Se sembraron 5 pl de
las diluciones de cada construccion en 12 medios diferentes, i) LB Km 25 pg/mL, ii)
M9, Km/Tm 25 pug/ml con concentraciones de AAA 1) 500, 2) 250, 3) 125, 4) 62.5,
5) 31.25, 6) 15.63, 7) 7.81, 8) 3.91, 9) 1.95, 10) 0.98, 11) 0 ug/mL (medio minimo M9).

Las cajas se incubaron 96h a 37°C.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CLONACION
Zyppy™ Plasmid
Maxiprep
pT4-EYE-CAT
. Reaccion Digestidn
PCR mutagenico pT4-EYE-CAT para
Eaht obtencion de vector
Purificacion por gel Purificacion por gel
Dige;h'dn Nco/ «. | Purificacion por e emiTan s i
amH| gel
GENERACION DE BANCO
Transformacion en
cepa MC1061
TAMANO DEL BANCO AMPLIFICACION DEL
conteo de colonias BANCO
VARIABILIDAD . . Extraccion plasmido
Secuenciar y Alinear con
dailaiL CLUSTAL 2.1 multple Zyppy
Extraccion de ‘l' A Alicuotas de BANCO
Plasmido 10 colonias SEGLENCE augnimer
ENSAYO DE COMPLEMENTACION
Transformacion en
cepa BW25113
LB
Medio minimo M9 z Sembrar

Medio minimo M9 con
aminoacidos aromaticos
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VIIL. RESULTADOS

Antes de amplificar la construccion mediante PCR mutagénico, se decidido obtener la
temperatura de extension 6ptima de los oligos pT4 y CAT100, utilizando como DNA
templado pT4-EYE-CAT, mediante PCR de gradiente con las siguientes temperaturas: 61,
60.6, 58.2, 54.7, 53 °C. Los ciclos fueron los siguientes: 94°C por 4 min, 94°C por 30 s, [T°
Gradiente] 72 °C por 45 min, 72°C por 5 min, 25°C. Los productos obtenidos se analizaron
en un gel de agarosa al 0.8%. Como se observa en la figura 8, la temperatura de extensién
con la que se obtiene mayor cantidad de producto especifico amplificado es 53°C. Por lo
que para las reacciones de PCR mutagénicas se utilizd esta temperatura de extensién, con

las condiciones anteriores.

1000pb

Figura 8. Amplificacién de la construccion pT4-
EYE.CAT con diferentes temperaturas de extension:
1) 61°C, 2) 60.6°C, 3) 58.2, °C, 4) 54.7 °C, 5) 53 °C.

VIIL I Bancos de mutagénesis

Debido a que la generacion de bancos implica clonar los genes mutantes generados por
PCR en vectores para su expresion, se procedid a obtener una gran cantidad de vector a

partir de la construccion parental pT4-EYE-CAT (Figura 9).

L

Figura 9. Extraccion de plasmido pT4-EYE-CAT. L: marcador de peso
molecular. Los carriles siguientes pertenecen al pldsmido pT4-EYE-CAT
(200ng/ pL).
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Una vez obtenido suficiente plasmido para digerir, se realizdé una prueba para verificar el
corte de cada una de las enzimas por separado (Ncol, BamHI de Fermentas) en sus buffers

correspondientes, ademas de que se hizo una doble digestion en buffer BamHI (Figura 10).

3000pb =2

1000pb

500pb =2

Figura 10. Digestion para la obtencion de vector de
clonacion carril:

1) Plasmido pT4-EYE-CAT

2) Digestion del plasmido con enzima BamHI

3) Digestion del plasmido con enzima Ncol

4) Plasmido digerido con las dos enzimas BamHI y
Ncol.

Como se puede observar en la figura 10, el corte de las enzimas produce los fragmentos
esperados, tanto con la enzima Ncol como con BamH], el plasmido se linealiza, y por otro
lado, con la doble digestion se obtiene el fragmento correspondiente al gen de la quimera
EYE (854 pb) y un fragmento de mayor tamafo, (2770 pb), el cual sirve como vector para

clonacion.

Se decidio probar 3 condiciones mutagénicas debido a 2 razones. La primera es por que
no sabemos cuales son los cambios que necesita la quimera EYE para adquirir actividad y
por lo tanto, al explorar diferentes frecuencias mutagénicas se aumenta la probabilidad de
encontrar variantes activas. En segundo lugar se ha reportado en estudios de evolucion
dirigida, que las tasas de mutagénesis que varian entre 1 hasta 9 mutaciones por cada

1000 pb, son eficientes para la creacién de bancos de mutagénesis.
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VIIL. I Tamafio de los bancos

Para determinar el tamafio de los bancos (niUmero de variantes), se parti¢ del producto de
ligacion y el conteo de colonias de la transformacién. En la tabla 6 se resume la

determinacién del tamafio de los bancos.

ML de células Colonias ML Inoculados en ~ Tamaiio Bar?co (Numero de
BANCO recuperadas @) LB/km (25ug/mL) Variantes)
(1) (3) (1*2)/3
C1 5,000 13 1 65,000
C4 17,000 14 5 47,600
C9 1000 124 1 124,000
C10 25,000 17 5 585,000

Tabla 6. Determinacion del tamafio de cada banco (No de variantes).

VIIL Il Variabilidad general de los bancos

Para determinar la variabilidad generada en los bancos se analizaron las secuencias de 10
colonias obtenidas en cada uno. En total se obtuvieron 40 secuencias crudas, las cuales se
editaron manualmente, con ayuda del programa BioEdiT y se analizaron mediante el
programa CLUSTALW2 multiple sequence alignment (Ver materiales y métodos). Con los
datos obtenidos se calculé el nimero total de cambios de nucleétidos, la tasa mutagénica,
asi como el tipo de cambio de purina a purina (transiciones) o purina por una pirimidina
(transversiones). Por otra parte, las secuencias nucleotidicas se tradujeron a secuencias de
proteinas con ayuda del programa ExPASY-Translate. A partir de estos datos, se
contabilizd el numero de cambios de aminoacidos, codones de paro, mutaciones

sinbnimas y no sindnimas (Tabla 7).
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Banco Banco Banco Banco
C1 C-4 C9 C-10
No. Variantes 65,000 47,600 124,000 585, 000
No. total de cambios de 22 29 84 76
nucleotidos
Tasa mutagénica (Total 0.25% 0.33% 0.98% 0.88%

de cambios de nucledtidos | (2.5cambios porgen)  (3.30 cambios por gen) (9.8 cambios por gen) (8.8 cambios por gen )
/8540 pb *100

Transiciones (100%) (68.97% ) (88.10%) (86.84%)
Transversiones 0 (31.03%) (11.90%) (13.16%)
Mutaciones sindnimas 100% (48.28%) (34.52%) (47.37%)
Mutaciones no sinénimas 0 (48.28%) (65.48%) (52.63%)

Tabla 7. Andlisis de la variabilidad de los bancos.

Ademas de los datos anteriores, también se calcul6 el nUmero de combinaciones posibles,
al mutar 1, 2 o 3 posiciones (mutaciones sencillas, dobles y triples respectivamente) en el
gen de la quimera EYE (854 pb) (Ver Anexo 5). Tomando en cuenta los datos anteriores,
también se calcul6 el tamafo de banco necesario para poder tener representadas a las
variantes sencillas, dobles y triples, con una probabilidad de 0.95% para lo cual se utilizé
la férmula de cobertura (Ver Anexo 6). Los datos de los anexos 5y 6 se resumen en la

tabla 8.

MUTACIONES VARIANTES COBERTURA
Sencillas 2,562 7674
Dobles 3,278,079 9,820,246
Triples 2,792,923,308 8,366,849,787

Tabla 8. Niamero de variantes sencillas, dobles y triples posibles y datos de cobertura.

Como se observa en la tabla 8, el niumero de combinaciones posibles que se pueden
obtener al mutar el gen EYE aumenta casi mil veces al cambiar solo una posicion, es decir,
el nimero de variantes dobles, es mas de mil veces mayor al nimero de variantes sencillas,
asi como el numero de variantes triples, es casi mil veces mayor al nimero de variantes
dobles. Esto dificulta la exploracion de variantes en el laboratorio, ya que como se observa,
puede ser extremadamente limitada en comparacion con la realizada por la evolucion
natural, tomemos a consideracion el siguiente ejemplo: una proteina de £. coli tiene en
promedio 319 aminoacidos, para lo cual existen 6061 variantes de mutaciones sencillas,

18 millones de variantes dobles, 36 mil millones de variantes con tres cambios y 19 x10 319
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variantes con cambios en todas las posiciones. Este Ultimo ndmero es mayor al numero
de particulas atomicas en el universo [Segovia L y Soberén X 2008]. Debido a lo anterior
s6lo es posible analizar un numero extremadamente restringido de variantes en un

experimento.

Un tamafio de banco con un gran numero de variantes aumenta las probabilidades de
encontrar por lo menos una mutacién que sea benéfica para la caracteristica buscada. En
este trabajo se obtuvieron bancos de 65000, 47,600, 125,000 y 585, 000 (C1, C4, C9, C10)
variantes respectivamente, el Ultimo banco C10, al tener mas de medio millon de variantes,
aumentaba la posibilidad de encontrar una mutacion que permitiera a EYE adquirir
actividad de SDH por ser mas grande. La actividad /n vivo de las variantes se busco a
través de ensayos de complementacién en medio sélido, el cual se describe en materiales y

métodos.
VIIL. IV Método de seleccion

Debido a la diversidad de reportes donde se describen diferentes concentraciones de
aminoacidos aromaticos para preparar medio minimo de seleccion M9 [Espinosa A, 2010,
Banda 2011, Chengue 2010, y Flores Soto (comunicacion personal)], se decidié disefiar un
medio minimo, con el objetivo de obtener un medio de control positivo de crecimiento en
aminoacidos aromaticos (Ver ensayo de complementacion en medio liquido en materiales

y métodos) (Figura 11).

Para elegir el medio de crecimiento adecuado, se decidio utilizar aquel, en el cual la cepa
BW25113 AroE" Km’, transformada con cualquiera de las construcciones empleadas,
tardara el menor tiempo posible en entrar a fase exponencial. Debido a lo anterior se
eligié la concentracion mas alta de aminoacidos aromaticos 500ug/mL (Figura 11E). Sin
embargo, no se realizaron replicas para obtener la desviacion estandar y poder discernir
entre diferencias significativas en el crecimiento, ya que el objetivo no era la
estandarizacion del medio, si no un medio que sirviera como control positivo de

crecimiento
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Una vez obtenida la concentracion de aminoacidos aromaticos necesaria para el dptimo
crecimiento de la cepa BW25113 en medio liquido, se buscé la actividad /n vivo de las
variantes en medio sélido. Lo anterior debido a dos razones fundamentales. En primer
lugar, en medio sélido se hace mas facil el aislamiento de las variantes. Y en segundo
lugar, en medio liquido se facilita la contaminacién de los cultivos de los bancos (datos
no mostrados).

36



DE ANDA 2012

Debido a que en el banco C1, todas las variantes secuenciadas mostraron solo 1 o 2
cambios a nivel de gen, que resultaron en la misma secuencia de proteina EYE parental, se
decidié no trabajar con este banco para la seleccion de variantes activas. En el caso de los
bancos C4, C9 y C10, se realizd lo descrito en materiales y métodos para el ensayo de
complementacion en medio sélido. Las células se dejaron crecer a 37°C, durante 96 h hasta
la formacion de colonias. Con los controles positivos de viabilidad y crecimiento, se
esperaba crecimiento de colonias. Por otro lado, en medio minimo M9, se esperaba
encontrar por lo menos una variante activa en cada caso. Las colonias se contabilizaron

como se muestran en las tablas 9, 10y 11.

Construccion Colonias en Colonias en M9/ AAA Colonias en M9
LB/Km 25 pg/mL 500 mg/mL
pT4-YdiB 600 473 500
pT4 289 251 0
pT4EYE 320 265 0
C4 267 163 0

Tabla 9. Nimero de colonias del banco C4 en 3 diferentes medios.

Construccion Colonias en Colonias en M9/ AAA Colonias en M9
LB/Km 25 pg/mL 500 mg/mL
pT4-YdiB 500 379 458
pT4 209 202 0
pT4EYE 200 210 0
C9 111 115 7
Tabla 10. Nimero de colonias del banco C9 en 3 diferentes medios.
Construccion Colonias en Colonias en M9/ AAA Colonias en M9
LB/Km 25 pg/mL 500 mg/mL
pT4-YdiB 280 160 132
pT4 241 93 0
pT4EYE 235 80 0
C10 287 100 2

Tabla 11. Nimero de colonias del banco C10 en 3 diferentes medios.

Como se puede observar en la tabla 9, no se obtuvo ninguna colonia en el medio de
seleccion en el banco C4, por su parte, en el banco C9 (tabla 10) se obtuvieron un total de
7 colonias y finalmente en el banco C10, (tabla 11) se contabilizaron 2 colonias. Debido a
que era posible que estas 9 colonias pudieran contener alguna quimera activa, se les
realizaron los siguientes tratamientos: en primer lugar se restriaron en medio rico (LB/Km
25 pg/mL), posteriormente se pusieron en cultivos liquidos de 3mL LB/Km 25 pg/mL, para

extraccion de plasmido mediante el protocolo de High pure Plasmid isolation Kit (Roche).
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Los productos se mandaron a secuenciar y se compararon con la secuencia de EYE-CAT
parental, utilizando CLUSTALW2 multiple sequence alignment. Una vez obtenidas las
secuencias de nucledtidos, se analizd el nimero de mutaciones, la tasa mutagénica y el

numero de cambios de aminoacidos que tenian en la secuencia proteica.

Mediante la comparacién de secuencias de las 7 variantes obtenidas en el banco C9, se
observd que 5, contenian la secuencia del gen arof, siendo falsos positivos generados por
un problema de contaminacion. Sin embargo para términos de este trabajo, esta
contaminacién no representa un problema mas grave, ya que las colonias que contenian
la secuencia de arof, se desecharon, y las otras colonias que contenian la secuencia EYE,
se almacenaron como posibles colonias que pudieran contener variantes de EYE activas. El
total se obtuvieron sélo cuatro posibles variantes activas: 2 secuencias del banco C9 y 2

secuencias del banco C10.

A continuacion se muestra la comparacion a nivel de secuencia de nucledtidos vy
aminoacidos, de las cuatro variantes con la secuencia EYE parental, utilizando el programa

CLUSTALW2 multiple sequence alignment.
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EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
v1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

EYE
V1.C9

ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT
ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATACATTCAT

****************************************************|*******

CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC
CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC

ER R R R R R

AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG
AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAGTGTG

*******************************************************$***

ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTTACTGAACGGGCAGCG
ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTCACTGAACGGGCAGCG

********************************************'***************

TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT
TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT

E R R R R R

ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG
ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG

B R R R R R R R R R R I I S S S

ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA
ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA

B R R R R R R R R R I I e S S S S

GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTCGCC
GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTTGCC

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k********************&***

TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT
TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT

B R R R R R R R R R R I I e S S S S

CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG
CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG

B R R R R R R R R R R R I I S S S

GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA
GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA

R R R R R R R R R R R I I S S S S

CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA
CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA

R R R R R R R R R R R R I e S S S S

CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC
CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTTTAGGAATGCTGGTGGCGCAGGCGGCTCATGCC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkk Kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG
TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG

dhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk
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R R

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

Figura 12. Alineamiento de la variante 1 del banco C9 con el gen de la quimera EYE
parental. Las flechas indican las 5 mutaciones encontradas.
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EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

EYE
v2.C9

ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT
ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACGGCAAATCGCCATTCATTCAT

***************************************|********************

CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC
CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCGCCCATC

*****************************************************'******

AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG
AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAGGGTGCGAATGTG

***********************************************I************

ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTTACTGAACGGGCAGCG
ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTCACTGAACGGGCAGCG

********************************************I***************

TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT
TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT

E R R R R R

ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG
ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTCTGGTATCAAAGGCAAAACG

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*****‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k**********

ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA
ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCTATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*****

GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTCGCC
GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTTTTCGATAAAGCCCTTGCC

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*****‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k***&***

TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT
TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT

B R R R R R R R R R R I I e S S S S

CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG
CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG

B R R R R R R R R R R R I I S S S

GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA
GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGGTATCAGTCTGTTACATCCGGGA

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k&(‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*******

CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA
CCTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA

‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k********

CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC
CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTCTAGGAATGCTGGTGGTACAGGCGGCTCATGCC

**************************%**************%ﬁc***************

TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG
TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTGGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG

********************************&***************************
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Figura 13. Alineamiento de la variante 2 del banco C9 con el gen de la quimera EYE
parental. Las flechas indican las 14 mutaciones encontradas.
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V1.C10 ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT 60
EYE ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT 60

kA hkk Ak hkhkrhhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkkhkxkkxk*k

V1.C1l0 CAGCAATTTGCCCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC 120
EYE CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC 120

***********'************************************************

V1.C1l0 AACGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG 180
EYE AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG 180

**4“********************************************************

V1.C10 ACGGTGCCTTTTAAAGAGGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTCACTGAACGGGCAGCG 240
EYE ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTTACTGAACGGGCAGCG 240

*****************I**************************I***************

V1.C1l0 TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT 300
EYE TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT 300

Ak hkhk Ak hkrhkhkhkhhAhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhdAhkhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkhxhkkhkxkkxk*x

V1.C10 ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG 360
EYE ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG 360

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdAhhkrhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

V1.C10 ATGGTGCTGTCAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAGTTGGCGCGCAGGGGGCAATCGAA 420
EYE ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA 420

**********&*************************'**********************

V1.C10 GGTTTAAAAGAGATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTTGCC 480
EYE GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTCGCC 480

***********4********************************************&***

V1.C1l0 TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT 540
EYE TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT 540
Kok ok ok ok kK K Kk ok ok ok kK K K ko ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok Kk ko ok ok kK K K ok ok kK
V1.C1l0 CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG 600
EYE CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG 600
ok ok ok ok kK K Kk ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ko ok ok kK K Kk ok kK
V1.C1l0 GGTATGGAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA 660
EYE GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA 660

* Kk kK kK I*****************************************************

V1.C10 CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGTAGTTATTGCAGCAGGCGCAA 720
EYE CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA 720

***************************************&********************

V1.C10 CGAGCTGGTTGCAAAACGATTGGTGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC 780
EYE CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC 780

*4********************4*************************************

V1.C10 TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG 840

EYE TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG 840
Kok ok ok kK K Kk ko ok Kk K K K ko ok ok ok K kK K K ko ok ok ok K K ko ok ok kK kK ko ok ok kK X K Kk ko

V1.C10 GAATTGTCCGCGTG 854

EYE GAATTGTCCGCGTG 854

KAk k kK kA kA khkhkkKhkkk

Figura 14. Alineamiento de la variante 1 del banco C10 con el gen de la quimera EYE
parental. Las flechas indican las 13 mutaciones encontradas.
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V2.Cl10
EYE

Vv2.Cl10
EYE

Vv2.Cl10
EYE

Vv2.Cl0
EYE

Vv2.Cl10
EYE

V2.Cl10
EYE

V2.Cl10
EYE

Vv2.C10
EYE

Vv2.C10
EYE

V2.C10
EYE
V2.Cl10

EYE

V2.Cl10
EYE

V2.Cl10
EYE

V2.C10
EYE

V2.C10
EYE

ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT

ATGGAAACCTATGCTGTTTTTGGTAATCCGATAGCCCACAGCAAATCGCCATTCATTCAT
ok kK ok kK ok kK ok ok ko k kK ok kK ok ok ok k kK ok ok ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok ok ok ok kK k ok ok ok ok ok k kK ok ok ok

CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC

CAGCAATTTGCTCAGCAACTGAATATTGAACATCCCTATGGGCGCGTGTTGGCACCCATC
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok ko k ok ok ok ko ok kK ok k ok ok ok ok k kK k ok ok ok ok ok k ok Kk kK

AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG
AATGATTTCATCAACACACTGAACGCTTTCTTTAGTGCTGGTGGTAAAGGTGCGAATGTG

Ak hk kA hkhk A hhkhkhhkhhk Ak hrhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhrkhkhkrhkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkdhkkrhkkrxkhkkxk

ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTCACTGAACGGGCAGCG

ACGGTGCCTTTTAAAGAAGAGGCTTTTGCCAGAGCGGATGAGCTTACTGAACGGGCAGCG
*******************************************yr***************

TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT

TTGGCTGGTGCTGTTAATACCCTCATGCGGTTAGAAGATGGACGCCTGCTGGGTGACAAT
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok ko k ok ok ok ko ok ko k ok ok ok ok k ko k k ok ok ok ok ok k kK ok ok ok

ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG
ACCGGCACGGGCCATATTCGCGCCATTAAAGAGAGCGGTTTTGATATCAAAGGCAAAACG

kA hkhkhkhkhkhhkhkhk kA hk A hhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkhkhkhkrkrhhkxkkxk*k

ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA
ATGGTGCTGTTAGGGGCCGGTGGTGCCTCAACGGCAATTGGCGCGCAGGGGGCAATTGAA

KA AR A AR AR A A A A AR AR A AR A A A AR A A A A A A A A AR A AR AR A AR A A A AR A AR AR A AR A X kK

GGTTTAAAAGAGATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAGGCCCTTGCC
GGTTTAAAAGAAATTAAACTCTTTAACCGTCGGGATGAGTTCTTCGATAAAGCCCTCGCC

***********N*************************************'*****'***

TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT
TTCGCGCAGCGGGTTAATGAAAACACCGATTGTGTCGTCACGGTCACCGATCTCGCCGAT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A I A A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR A A A AR A X kK

CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG
CAGCAAGCCTTTGCTGAAGCCCTGGCTTCCGCCGACATTTTAACCAATGGCACAAAAGTG
ok ok ok ok kK K Kk ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok ok Kk ko ok ok ok ok kK ok ko ok ok kK K Kk ok kK
GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAGTCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA

GGTATGAAACCCCTTGAGAATGAATCATTGGTTAATGATATCAGTCTGTTACATCCGGGA
**********************ﬁ$:***********************************

CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA
CTTCTGGTCACTGAATGCGTGTATAACCCGCATATGACGAAGTTATTGCAGCAGGCGCAA

khkhkkrkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGGTGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC
CAAGCTGGTTGCAAAACGATTGATGGTTTAGGAATGCTGGTGGCACAGGCGGCTCATGCC

khkhkkrkhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhhd ,khhhhkhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

A

TTTCTTCTCTGGCGCGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG
TTTCTTCTCTGGCACGGTGTTCTGCCTGACGTAGAACCAGTTATAAAGCAATTGCAGGAG

*************N*********************************************

GAATTGTCCGCGTG 854
GAATTGTCCGCGTG 854

khkkhkkkhkkkkhkhkk kK kK
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120
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180
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240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600

600

660

660

720
720

780
780

840
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Figura 15. Alineamiento de la variante 2 del banco C10 con el gen de la quimera EYE
parental. Las flechas indican las 7 mutaciones encontradas.
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EYE METYAVFGNPIAHSKSPFIHQQFAQQLNIEHPYGRVLAP—-INDFINTLNAFFSAGGKGA 58

vV1.C9 METYAVFGNPIAHSKSPYIHQQFAQQLKLNIPMGACWHPSMISSTH-TLSLVLVVKVRV- 58
*****************:*********::: * % *¢~k.. **. .

EYE NVTVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGFDIKG 118

v1.C9 -RCLLKKRLLPERMSSLNGQRWLVLLIPSCG-KMDACWV-TIPARAIFAPLKRAVLISKA 115

*. R HE *. : T

EYE KTMVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDL 178

v1.C9 KRWCC-GPVVPQRQLARRGQLKV-KKLNSLTVGMSSSIKPLPSRSGLMKTP----IVSSR 169
* *. .. H O *LxL Lot *.

EYE ADQQAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNDISLLHPGLLVTECVYNPHMTKLLQQ 238

vV1.C9 SPISPISKPLLKPWLPPTF-PMAQKWV-NPLRMNHWLMISVCYIRDFWSLNACITRI-RS 226
HER I oo .. H HEN HH : *oovxiro

EYE AQQAGCKTIDGLGML~----VAQAAHAFLLWHGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284

V1.C9 YCSRRNKLVAKRLMV-ECWWRRRLMPFFSGTVFCLT-NQL-SNCRRNCPR 273

* . * . . * . .

Figura 16. Alineamiento de aminoacidos de la variante 1 del banco C9 con la quimera EYE
parental. La flecha indica el codén de paro que modifico la secuencia 'y generé una proteina
truncada.

v2.C9 METYAVFGNPIAHGKSPFIHQQFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFEFSAGGKGANV 60
EYE METYAVFGNPIAHSKSPFIHQQFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFFSAGGKGANV 60

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k&‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*****************i******

v2.C9 TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGSGIKGKT 120
EYE TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGFDIKGKT 120
Kok kA KA KKKk h ok hkhkhh kA A A KA KKk hhhkhkhkhh kA kXXX KKK Kk kkkkhk JINK* %% %
v2.C9 MVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDLAD 180
EYE MVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDLAD 180

B R R R R R R R R R R I e I S S S S S

v2.C9 QQAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNGISLLHPGPLVTECVYNPHMTKLLQQAQ 240
EYE QQAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNDISLLHPGLLVTECVYNPHMTKLLQQAQ 240

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k$k‘k‘k‘k‘k‘k‘ky‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k********

v2.C9 QAGCKTIDGLGMLVVQAAHAFLLWHGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284
EYE QAGCKTIDGLGMLVAQAAHAFLLWHGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284

‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k| R R R R R R I

Figura 17. Alineamiento de aminoacidos de la variante 2 del banco C9 con la quimera EYE
parental. Las flechas indican los 6 cambios de aminoacido.
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Cl.C10
EYE

Cl.C10
EYE

Cl.C10
EYE

Cl.C10
EYE

Cl.C10
EYE

METYAVEFGNPIAHSKSPFIHQQOFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFEFSAGGKGANV 60
METYAVFGNPIAHSKSPFIHQQOFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFEFSAGGKGANV 60

KA A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR A IR A I A AR A A A A A A AR A AR A A AR A A AR A X kK

TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGFDIKGKT 120

TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGEFDIKGKT 120
ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok ok kK ok ko ok ok ok ok ko ok ko ok ok ok ok ok k ko k ok ok ok ok ok ok k kK ok ok ok

v

MVLSGAGVPQRQLARRGQSKV —KRLNSLTVGMSSSIKPLPSRSGLMKTP----IVSSRSP 175
MVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLEFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDLAD 180

e P . ok *i.
ISPISKPLLKPWLPPTF-PMAQKWVWNPLRMNHWLMISVCYIRDFWSLNACITRI-RSYC 233
QOAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNDISLLHPGLLVTECVYNPHMTKL----L 236
...... R H HEN H : ook
SRRNELVAKRLVV-ECWWHRRLMPFFSGTVFCLT-NQL-SNCRRNCPR 278
QOAQOAGCKTIDGLGMLVAQAAHAFLLWHGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284

* . . * . .

Figura 18. Alineamiento de aminoacidos de la variante 1 del banco C10 con la quimera EYE
parental. La flecha indica el codén de paro que modifico la secuencia y gener6 una proteina

truncada.

C2.C10
EYE

C2.C10
EYE

C2.C10
EYE

C2.C10
EYE

C2.C10
EYE

METYAVEGNPIAHSKSPFIHQQFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFFSAGGKGANV 60
METYAVEGNPIAHSKSPFIHQQFAQQLNIEHPYGRVLAPINDFINTLNAFFSAGGKGANV 60

kA hkkhkhkhkhhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdAhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkrhkkxkkxk*x

TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGEFDIKGKT 120
TVPFKEEAFARADELTERAALAGAVNTLMRLEDGRLLGDNTGTGHIRAIKESGEFDIKGKT 120

khkhkkrkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhhhkrhkhkhhhhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhkkhkrhkkhkhhkrkrhkxkkxk*k

MVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDLAD 180
MVLLGAGGASTAIGAQGAIEGLKEIKLEFNRRDEFFDKALAFAQRVNENTDCVVTVTDLAD 180

khkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkrhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*x

QQAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNDISLLHPGLLVTECVYNPHMTKLLQQAQ 240
QQAFAEALASADILTNGTKVGMKPLENESLVNDISLLHPGLLVTECVYNPHMTKLLQQAQ 240

khkhkhkhkhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhhhkrhkhkhhhhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkxkkxk*x

QAGCKTIGGLGMLVAQAAHAFLLWRGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284
QAGCKTIDGLGMLVAQAAHAFLLWHGVLPDVEPVIKQLQEELSA 284

*******4¢***************4v******************

Figura 19. Alineamiento de aminoacidos de la variante 2 del banco C10 con la quimera EYE
parental. Las flechas indican los 2 cambios de aminoéacido.
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El analisis de las variantes 1 y 2 del banco C9 (Figura 12 y 13), revel6 que éstas contenian
5y 14 cambios respectivamente a nivel de la secuencia génica. Por otro lado, las variantes
1y 2 del banco C10, contenian 13y 7 cambios respectivamente (Figura 14y 15). A nivel
de secuencia de aminoacidos, se encontr6 que la variante 2 del banco C9 (Figura 17) vy la
variante 2 del banco C10 (Figura 19) contenian 6 y 2 cambios respectivamente a nivel de
residuos. A su vez, la variante 1 del banco C9 (Figura 16) y la variante 1 del banco C10
(Figura 18), contenian cambios en la secuencia primaria del gen que dieron lugar a
codones de paro en la proteina, dando lugar a proteinas truncadas. En la tabla 12 se
resume el analisis de los cambios que se generaron en las cuatro variantes de los bancos

C9y C10.

Banco | Variantes activas No. Mutaciones Tasa mutagénica Cambio aa
c9 1 5 .58% Proteina truncada
2 14 1.5% 6
10 1 14 1.6% Proteina truncada
2 7 0.81 2

Tabla 12. Analisis de las variantes obtenidas en medio minimo.

VIIL. V Retransformacion

Una vez analizadas las variantes, se decidi6 observar si repetian el fenotipo,
complementando la cepa BW25113 AroE-Km-. Para esto, se utilizaron los plasmidos de las
cuatro variantes y los plasmidos descritos en materiales y método. Se transformo
mediante el mismo procedimiento que se describe en materiales y métodos para
complementacion en medio sélido. Las células se pusieron a crecer en los medios: 1)
LB/Km 25 pg/mL, 2) M9/Km 25 pg/mL/Tm 10 pug/mL/AAA 500 mg/mL, 3) M9/Km 25
pug/mL/Tm 10 pg/mL, en este Ultimo se esperaba que la variante 2 del banco C9 y la
variante 2 del banco C10 repitieran el fenotipo. Por otra parte, no se esperaba crecimiento
de la variantes 1 del banco C9 y variante 1 del banco C10, ya que éstas daban lugar a

proteinas truncadas. Sin embargo en ningun caso se observo crecimiento (Tabla 13).
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Tabla 13. Nimero de colonias obtenidas en 3 diferentes medios.

Colonias en Colonias en M9 /AAA Colonias en M9
Construccion LB/Km (25 pg/mL) (500 mg/mL) 100 ul directos
Dilucion1x10- Dilucion1x10- H
pT4-YdiB 460 360 487
pT4 440 202 0
pT4EYE 365 341 0
V1.C9 460 432 0
V2.C9 433 418 0
V1.C10 455 395 0
V2.C10 426 397 0

Debido a que ninguna de las 4 variantes complementé en medio minimo (tabla 13) se
exploré la posibilidad de que alguna de ellas, pudiera tener una mejor actividad
comparada con la quimera parental EYE. Se planteé que alguna de las variantes requeriria
minimas de cantidades de aminoacidos aromaticos para poder para poder crecer en un
medio minimo para lo cual se realizé un ensayo de concentracion minima de aminoacidos
aromaticos en medio M9 que se describe en materiales y métodos. Las cajas se incubaron
hasta la formacién de colonias. Como se observa en la figura 20, en todos los casos donde
el medio contenia aminoacidos aromaticos en concentraciones 1) 500, 2) 250, 3) 125, 4)
62.5, 5) 31.25, 6) 15.63, 7) 7.81, 8) 3.91, 9) 195, 10) 0.98 ug/mL, se pudo observar
crecimiento. Por lo anterior podemos concluir que no hubo ninguna diferencia entre las
variantes obtenidas, la quimera EYE parental y el plasmido vacio, lo cual nos ayudo a
confirmar el fenotipo observado en el ensayo de complementacion inicial. Esto es que las
variantes no crecen en medio minimo M9 y no existe ninguna diferencia de crecimiento

con la quimera EYE parental.
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LB 1 2 3

12 3 4 5 6 |12 3 4 5 6 |-1 2 3 4 5 6 |-1 2 3 4 5 6

|-1 2 3 4 5 -6|-1 2 3 4 5 -6|-1 2 3 4 5 6 |12 3 4 5 6

pT4

EYE

C109

209

C1c10

C2C10 &

Figura 20. Ensayo de para determinar la concentracion minima de aminoacidos aromaticos.
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IX. DISCUSIONES

Las cuatro variantes obtenidas en los bancos C9 y C10 no tienen actividad de shikimato

deshidrogenasa, y su comportamiento fue igual al de la quimera parental EYE, la cual no

muestra actividad. Lo anterior nos lleva a suponer que el primer crecimiento de las

variantes en medio minimo M9 (Tabla 10 y 11) se pudo deber a 3 posibles fenédmenos:

“Fendbmeno de Cross-feeding”: Ninguna de las mutantes inoculadas es capaz de
crecer en medio minimo, sin embargo se puede llevar a cabo un fendmeno
conocido como “cross-feeding” o complementacion intrabacteriana. En donde una
mutante puede acumular intermediarios que pueden estimular el crecimiento de la
mutante vecina, permitiendo su desarrollo en medio minimo. De esta forma
pudieron obtenerse las 4 variantes que en una primera instancia crecieron en
medio minimo, sin embargo cuando se extrajo el plasmido de cada una de ellas y
se retransformo en la cepa BW25113 carente de la actividad SDH, se perdio el
fenotipo observado.

El crecimiento de la cepa BW25113 “per se” permitio el crecimiento de las 4
variantes en medio minimo y no fue debido al plasmido que contenia la cepa: Lo
anterior puede explicarse al tomar en cuenta que el potencial global para la
generacion de diversidad es muy alto en cultivos celulares, pudiendo expandirse de
miles a millones. En este caso bajo condiciones de oligotrofia, la cepa de E.coli
utilizada BW25113 pudo acumular mutaciones en su cromosoma provocando un
cambio en el fenotipo, dirigido a incrementar su adaptacion a este medio minimo.
Al momento de extraer el plasmido de la bacteria, se perdieron dichas mutaciones
el cromosoma y por lo tanto no se observé el mismo fenotipo.

Bajo el mismo esquema anterior, la cepa utilizada BW25113 pudo acumular
mutaciones en su cromosoma permitiéndole una mayor expresion de YdiB, y
debido a que esta enzima tiene actividad de shikimato deshidrogenasa, pudo
completar la via del shikimato, sintetizando los aminoacidos necesarios para su

crecimiento en medio minimo. De la igual manera, al momento de extraer el
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plasmido de la bacteria BW23113, se perdio el genotipo adquirido, en este caso, la

sobrexpresién de YdiB.

Ahora bien, la falta de actividad en las variantes obtenidas, nos lleva a suponer varios

posibles escenarios que expliquen por que no se pudieron obtener variantes activas:

Primero: la técnica de epPCR, no es completamente aleatoria ya que en la incorporacién
de nucledtidos es mas probable cambiar A por T (unidas por 2 puentes de hidrogeno), que
G por C (unidas por 3 puentes de hidrogeno) y aiun menos probable intercambiar A por C.
El gran cambio estructural, al sustituir una purina de dos anillos, con una pirimidina de un
anillo, hace este tipo de mutaciones (transversiones) menos probable que el cambio de
una purina por una purina, o pirimidina por otra pirimidina (transiciones) [Wong TS et a/,
2006], y esto se observa claramente en la tabla 7, donde el nimero de transiciones en
todos los bancos es significativamente mayor, por ejemplo en el Banco C1, todas las
mutaciones obtenidas fueron transiciones 100%, en el caso del banco C4 el 68.97% fueron
transiciones, y solo el 31% transversiones, a su vez, se observa que en el banco C9, y C10,
se obtiene un porcentaje similar en transiciones 88.10% y 86. 84% respectivamente, vy

11.90% y 13% de transiciones obtenidas respectivamente.

Ademas, del sesgo que se observd en cuanto a la introduccién de transiciones con
respecto a las transversiones, también se puede decir que existe una limitacién en el
muestreo de 10 colonias por banco, ya que este ultimo nimero no es estadisticamente
significativo de las variantes obtenidas en cada banco, esto puede explicar las diferencias

en la frecuencia de transversiones, transiciones y mutaciones que se muestran en la tabla 7.

Por otra parte, podemos afirmar que el nUmero de variantes obtenidas en cada uno de
los bancos (65000, 47,600, 125,000 y 585, 000; C1, C4, C9, C10 respectivamente), fue
suficiente para poder representar a todas las variantes sencillas, debido a que sbélo se
necesitan 7674 variantes para representaras variantes con solo una mutacion, sin embargo,
el tamafo de los bancos obtenidos no fue suficiente para poder representar las variantes

dobles y triples, ya que se necesitaria un banco de mas de 9 millones de variantes para
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poder representar a las mutaciones dobles, y mas de 8 mil millones para representar a
todas las mutaciones triples, posibilitando analizar solo una fraccion infinitesimal, del vasto
ndmero de las posibles combinaciones. En cuanto a este trabajo, se obtuvo solo un
banco mayor a medio millén de variantes. Con lo anterior se puede sugerir que la quimera
EYE, necesita mas de dos o tres cambios para poder adquirir actividad de SDH, los cuales

no se vieron reflejados en las variantes analizadas.

Para evitar las limitaciones que pudieran surgir con la técnica de mutagenesis al azar,
podemos tomar en cuenta otros métodos que permitan obtener variantes con la
caracteristica de actividad deseada, por lo que se puede indicar que en la actualidad,
existen muchos reportes en donde se utiliza una combinacion de dos acercamientos:
disefio racional para limitar los cambios a cierta regiones, e incorporando mutagénesis
dirigida para buscar esos cambios que producen mutantes que exhiben las propiedades

desaseadas.

Para aumentar las probabilidades de obtener quimeras activas, se puede seguir el ejemplo
de Sharkey MA y Engel PC (2009), en donde se optimiz6 el sistema de expresion, con
vectores mas regulables y con ayuda de chaperonas. En su trabajo, generaron 4 quimeras
producto de la recombinacion de dos glutamato deshidrogenasas provenientes de
Clostridium symbiosum'y E. coli; con el fin de determinar la autonomia de los dominios.
Las deshidrogenasas presentan el 54% de identidad a nivel de secuencia de aminoacidos.
Las quimeras fueron insolubles, solamente una quimera se pudo caracterizar gracias a la
optimizacion del sistema de expresion con vectores mas regulables, y junto con la

expresion de una chaperona GrokEl/Es.

También se podria utilizar un acercamiento bioinformatico y estructural para optimizacion
de quimeras. Como ejemplo de ello se puede mencionar los trabajo de Eisenbeis S et al,
(2012) y Bharat TA et al, (2008), donde construyeron una quimera al combinar partes de
la enzima de respuesta CheY, y la enzima imidazol glicerol fosfatasa sintasa, ambas de
Thermotoga maritima. La proteina quimérica resultante, dio lugar a un mondémero no

estable. Mediante la estructura cristalografica, y mediante acercamiento de disefio

50



DE ANDA 2012

computacional, se optimizaron las interfaces entre los fragmentos con mutaciones
puntuales, dando lugar a una proteina estable. Como muestra de otro reporte donde se
utiliza un enfoque bioinformatico se encuentra el trabajo de Tripura C, Podile A (2007), en
donde introdujeron mutaciones puntuales en regiones conservadas en alineamientos
multiples de unas quimeras de glucosa deshidrogenasa, mejorando asi la afinidad de las
quimeras a distintos sustratos.

Por lo anterior, seria util incluir un analisis bioinformatico, donde se pudiera conocer la
secuencia del mayor nimero de ortélogos posibles de SDH para determinar la variabilidad
de las secuencias, identificando las zonas de menor variabilidad, asociadas al sitio activo o
a zonas reguladoras, construir un alineamiento multiple identificando secuencias

homologas e identificar los sitios en donde han caido las mutaciones seleccionadas.

Independientemente del acercamiento bioinformatico de secuencias, seria interesante
dilucidar la estructura tridimensional de la quimera EYE con ayudad de la cristalografia de
rayos X, para explorar la naturaleza conservativa de las mutaciones. Sin embargo para esto,

se necesitaria primero que la quimera se produjera soluble y en gran cantidad.
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X. CONCLUSIONES

Se utilizd el enfoque de evolucion dirigida mediante mutagénesis al azar, para obtener
variantes activas a partir de la quimera EYE. Esta Ultima es producto de la recombinacion
entre dominios de las enzimas xendlogas: shikimato deshidrogenasa AroE de £ coli'y

quinato/shikimato deshidrogena YdiB de £.coli.

En este trabajo, se generaron cuatro bancos utilizando tres diferentes tasas de
mutagénesis: baja, media, y alta. Los bancos con tasa de mutagénesis alta generaron el

mayor numero de variantes.

Se extrajo DNA plasmidico de 10 variantes seleccionadas de cada banco, y las secuencias
fueron compradas con la quimera EYE parental, a nivel de secuencia de nucleétidos y

aminoacidos, utilizando el programa CLUSTALW2 multiple sequence alignment.

Para observar la variabilidad, se analizaron 10 secuencias de cada banco, lo que
corresponde a 3, 416, 000 nucleétidos. Mediante formulas de combinatoria binomial, se
determind que los bancos obtenidos fueron lo suficientemente robustos para representar
todas las combinaciones entre variantes sencillas, sin embargo no lo fueron para

representar las dobles, triples etc.

En un primer ensayo de seleccion en medio minimo, se obtuvieron cuatro variantes, a las
cuales se les extrajo el plasmido y se compararon con la secuencia EYE parental. Se
observd que dos de estas variantes tenian codones de paro en la proteina codificada lo
que daba lugar a una proteina totalmente diferente a la quimera EYE parental. Las otras
dos variantes tenian seis y dos cambios de residuos. Para comprobar si estas variantes
eran activas vy repetian el fenotipo se volvieron a crecer en medio minimo M9, sin

embargo en ningun caso se obtuvo crecimiento de variantes.
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XI. PERSPECTIVAS

Existen muchos criterios a considerar para asegurar el éxito en la funcionalidad y actividad
de la quimera producida por recombinacion de dominios. Esto conlleva a sugerir que se
requiere una descripcibn mas completa de como las propiedades de los dominios
individuales se combinan para producir la funcién deseada en la proteina, siendo de suma
importancia contar con informacién de la quimera resuelta (estructura 3D), los dominios
recombinados por separado, secuencias y estructuras homologas etc. Siendo asi que el
incorporar la informacién estructural y bioinformatica, sin duda potenciara la posibilidad

de adquirir actividad en la quimera EYE.

No en todos los trabajos de recombinacién de dominios o evolucién dirigida, se obtienen
proteinas funcionales, por lo que seria interesante llevar a cabo un enfoque de disefio
racional en conjunto con informacién estructural para mutar residuos que se consideren

importantes, o que se encuentren conservados en la familia de shikimato deshidrogenasas.

Finalmente, se tiene que tomar en cuenta la limitacion que implica el seleccionar colonias
al azar de bancos de miles de variantes, por lo anterior puede optimizarse el sistema de
seleccion en medio minimo M9 para poder tener representadas a mas variantes en los

bancos obtenidos.

53



DE ANDA 2012

XII. BIBLIOGRAFIA

Aharoni A, Gaidukov L, Khersonsky O, McQ Gould S, Roodveldt C y Tawfik DS (2005). 7he
‘evolvability' of promiscuous protein functions. Nat Genet; 37(1):73-6.

Anantharaman V, Aravind L y Koonin EV (2003). £mergence of diverse biochemical activities in
evolutionarily conserved structural scaffolds of proteins. Curr Opin Chem Biol; (1):12-20.

Anton JA y Coggins JR (1988). Sequencing and overexpression of the Escherichia arof gene
encoding shikimate dehydrogenase. Biochem J; 249:319-326.

Arnold FH y Georgiou G., eds. (2003). Directed enzyme evolution: screening and selection methods.
Methods in Molecular Biology Humana Press, Totowa, N.J

Baba T, Ara T, Hasegawa M, Takai Y, Okumura Y, Baba M, Datsenko KA, Tomita M, Wanner BL y Mori
H (2006). Construction of Escherichia coli K-12 in-frame, single-gene knockout mutants:
the Keio collection. Mol Syst Biol; 2:2006.0008

Bashton M y Chothia C (2007). The generation of new protein functions by the combination of
domains. Structure; (1):85-99.

Benach J, Lee [, Edstrom W, Kuzin A, Chiang Y, ActonT, Montelione G T, y Hunt, J F (2003). 7he 2.3-
A crystal structure of the shikimate 5-dehydrogenase orthologue YdiB from Escherichia
coli suggests a novel catalytic environment for an NAD- dependent dehydrogenase. J. Biol.
Chem; 278, 19176-19182.

Banda J (2011) Andlisis de proteinas quiméricas entre Arof y YdiB de Escherichia coli. Tesis de
licenciatura. UNAM.

Bharat TA, Eisenbeis S, Zeth Ky Hocker B (2008). A beta alpha-barrel built by the combination of
fragments from different folds. Proc Natl Acad Sci U S A; 105(29):9942-7.

Blagodatski Ay Katanaev VL (2011). 7echnologies of directed protein evolution in vivo. Cell Mol Life
Sci; 68(7):1207-14.

Bloom JD, Meyer MM, Meinhold P, Otey CR, mACmILLAN y Arnold FH (2005) £volving strategies for
enzyme engineering. Curr Opin Struct Biol; 15 (4): 447-52.

Bornscheuer U y Kazlauskas RJ (2011). Survey of protein engineering strategies. Curr Protoc Protein
Sci. 9; Cap 26: Un 26.7.

Bornscheuer UT, Altenbuchner J y Meyer HH (1998). Directed evolution of an esterase for the
stereoselective resolution of a key intermediate in the synthesis of Epothilones. Biotechnol.
Bioeng; 58:554-559.

Bottoms CA, Smith PE y Tanner JJ (2002). A structurally conserved water molecule in Rossmann
dinucleotide-binding domains. Protein Sci; 11(9):2125-37.

Bottcher D y Bornscheuer UT (2010). Protein engineering of microbial enzymes. Curr Opin Microbiol;
(3):274-82.

Brenner SE, Chothia C, Hubbard TJP y Murzin AG (1996). Understanding protein structure: using
scop fo fold interpretation. Methods Enzymol; 266, 635-643.

Cadwell RCy Joyce GF (1992). Randomization of genes by PCR mutagenesis. PCR Meth. App; 2:28-
33.

Caetano-Anollés G, Kim HS y Mittenthal JE (2007). The origin of modern metabolic networks
inferred from phylogenomic analysis of protein architecture. Proc Natl Acad Sci USA;
104(22):9358-63.

Carbone MN y Arnold FH (2007). £ngineering by homologous recombination: exploring sequence
and function within a conserved fold. Curr Opin Struct Biol; 17(4):454-9.

Camps M, Naukkarinen J, Johnson BP y Loeb LA (2003). 7argeted gene evolution in Escherichia coli
using a highly error-prone DNA polymerasel. Proc Natl Acad Sci USA; 100(17):9727-32.

54



DE ANDA 2012

Cortes-Tolalpa L, Carmona SB, Cervantes-Salinas A, Garcia MA, Gosset G, Escalante A, Bolivar F
(2011). Ingenieria de vias metabdlicas en Escherichia coli para la produccion de Shikimato
como precursor para la sintesis de compuestos antivirales contra influenza. Biotecnologia
y Bioingenieria, 15, 30-47.

Chenge, M (2010). Generacion de quimeras por intercambio de dos dominios entre dos proteinas
pardlogas. Tesis de licenciatura, UNAM.

Demain AL (1998). Induction of microbial secondary metabolism. Int Microbiol; 1(4):259-64.

Dougherty MJ y Arnold FH (2009). Directed evolution: new parts and optimized function. Curr Opin
Biotechnol; 20(4):486-491.

Eisenbeis S, Proffitt W, Coles M, Truffault V, Shanmugaratnam S, Meiler J y Hocker B (2012).
Potential of fragment recombination for rational design of proteins. ) Am Chem Soc; 134
(9):4019-22.

Espinosa A (2010) Obtencion de una quimera activa por la recombinacion de dominios entre dos
Shikimato deshidrogenasas. Tesis de Maestria en Ciencias Bioquimicas. UNAM.

Estell DA, Graycar TP, y Wells JA (1985). £ngineering an enzyme by site-directed muta- genesis to be
resistant to chemical oxidation. ). Biol. Chem; 260:6518-6521.

Foo JL, Ching CB, Chang MW y Leong SS (2012). 7he imminent role of protein engineering in
synthetic biology. Biotechnol Adv; (3):541-9.

Garcia-Guevara  JF (2012). Sitios  con  acoplamiento  estadistico en la  familia
CheY. Tesis de Maestria en Ciencias Bioquimicas. UNAM.

Gan, J, Wu, Y, Prabakaran P, Gu Y, Li Y, Andrykovitch M, Liu H, Gong Y, Yan H y Ji X (2007). Structural
and biochemical analyses of shikimate dehydrogenase Arof from Aquifex aeolicus:
Implications for the catalytic mechanism. Biochemistry; 46, 9513-9522.

Giesecke A, Fang Ry Joung J (2006). Synthetic protein-protein interaction domains created by
shuffling Cys2His2 zinc-fingers. Mol Syst Biol; 2. 2:2006.2011.

Goihberg E, Peretz M, Tel-Or S, Dym O, Shimon L, Frolow F y Burstein Y (2010). Biochemical and
structural properties of chimeras constructed by exchange of cofactor-binding domains in
alcohol dehydrogenases from thermophilic and mesophilic microorganisms. Biochemistry;
49(9):1943-53.

Gray KA, Zhao Ly Emptage M (2006). Bioethanol. Curr Opin Chem Biol; (2):141-6.

Guo J y Frost JW (2004). Synthesis of aminoshikimic acid. Org Lett; 6:1585-1588.

Han C, Hu T, Wu D, Qu S, Zhou J, Ding J, Shen X, Qu D, y Jiang H (2009) X-ray crystallographic and
enzymatic analysesof shikimate dehydrogenase from Staphylococcus epidermidis. FEBS J;
276, 1125-1139.

Harayama S (1998). Artificial evolution by DNA shuffling. Trends Biotechnol; 16(2):76-82.

Herrmann KM y Weaver LM (1999). The shikimato pathway. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol;

50:473-503.
Jackel C, Kast P y Hilvert D (2008). Protein design by directed evolution. Annu Rev Biophys; 37:153—
173.

Kallberg Y y Persson B (2006). Prediction of coenzyme specificity in dehydrogenases/reductases. A
hidden Markov model-based method and its application on complete genomes. FEBS J;
273(6):1177-84.

Kataoka K, Takada H, Tanizawa K, Yoshimura T, Esaki N, Ohshima T y Soda K (1994). Construction
and characterization of chimeric enzyme consisting of an amino-terminal domain of
phenylalanine dehydrogenase and a carboxy-terminal domain of leucine dehydrogenase. )
Biochem; 116(4):931-6.

Kaur J y Sharma R (2006). Directed evolution: an approach to engineer enzymes. Crit Rev Biotechnol;
(3):165-99.

55



DE ANDA 2012

Kim D y Guengerich FP (2004). Selection of human cytochrome P450 1A2 mutants with enhanced
catalytic activity for heterocyclic amine N-hydroxylation. Biochemistry; 43(4):981-8.

Kim YW, Lee SS, Warren RA y Withers SG (2004). Directed evolution of a glycosynthase from
Agrobacterium sp. increases its catalytic activity dramatically and expands its substrate
repertoire. ) Biol Chem; 279(41):42787-93.

Kumar S, Chen CS, Waxman DJ y Halpert JR (2005). Directed evolution of mammalian cytochrome
P450 2B1: mutations outside of the active site enhance the metabolism of several
substrates, including the anticancer prodrugs cyclophosphamide and ifosfamide. ) Biol
Chem; 280(20):19569-75.

Labrou NE (2010). Random mutagenesis methods for in vitro directed enzyme evolution. Curr
Protein Pept Sci; 11(1):91-100.

Lebbink JH, Eggen RI, Geerling AC, Consalvi V, Chiaraluce R, Scandurra Ry de Vos WM (1995).
Exchange of domains of glutamate dehydrogenase from the hyperthermophilic archaeon
Pyrococcus furiosus and the mesophilic bacterium Clostridium difficile: effects on catalysis,
thermoactivity and stability. Protein Eng; 8(12):1287-94.

Leung DW, Chen E y Goeddel DV (1989). A method for random mutagenesis of a defined DNA
segment using a modified polymerase chain reaction. Technique; 1:11-15.

Lin H, Tao H y Cornish VW. (2004) Directed evolution of a glycosynthase via chemical
complementation. ) Am Chem Soc; 126(46):15051-9.

Lindner HA, Nadeau G, Matte A, Michel G, Ménard R y Cygler M (2005). Site-directed mutagenesis
of the active site region in the quinate/shikimate 5-dehydrogenase YdiB of Escherichia col.
J Biol Chem; 280(8):7162-9

Mahan SD, Ireton GC, Knoeber C, Stoddard BL y Black ME (2004). Random mutagenesis and
selection of Escherichia coli cytosine deaminase for cancer gene therapy. Protein Eng Des
Sel; 17(8):625-33

Martinez de la Escalera- Fanjul, X (2012). Creacion y andlisis de quimeras producto de intercambio
de dominios entre dos proteinas homdlogas. Tesis de licenciatura. UNAM

Matsuura Ty Yomo T (2006). /n vitro evolution of proteins. J Biosci Bioeng; 101(6):449-456.

McCarthy, A (2003). Metabolix, Inc. and Tepha, Inc. Bioplastics for industry and medjcal devices.
Chem. Biol; 10:893-894

Michel G, Roszak AW, Sauve V, Maclean J, Matte A, Coggins JR, Cygler M y Lapthorn AJ (2003).
Structures of shikimate dehydrogenase Arof and its paralog YdiB. ) Biol Chem; 278:19463—
19472

Miyazaki K (2003). Creating random mutagenesis libraries by megaprimer PCR of whole plasmid
(MEGAWHOP). Methods Mol Biol; 231:23-8.

Miyazaki K y Takenouchi M (2002). Creating random mutagenesis libraries using megaprimer PCR of
whole plasmid. Biotechniques; 33(5):1033-4, 1036-8.

Ness JE, Welch M, Giver L, Bueno M, Cherry JR, Borchert TV, Stemmer WP y Minshull J (1999). DNA
shuffling of subgenomic sequences of subtilisin. Nat Biotechnol; 17(9):893-896.

Padyana, AK y Burley SK (2003). Crystal structure of shikimate 5-dehydrogenase (SDH) bound to
NADP: Insights into function and evolution. Structure; (11), 1005-1013.

Peisajovich SG, Garbarino JE, Wei P y Lim WA (2010). Rapid diversification of cell signaling
phenotypes by modular domain recombination. Science; 328(5976):368-72.

Pittard J (1996). Biosyinthesis of the aromatic amono acid. In Neidhardt FC (ed) Escherichia coli and
Salmonella: cellular and molecular biology, vol 1. ASM. Washington D.C. pp 458-484.

Reetz MT, Soni P, Fernandez L, Gumulya Y, y Carballeira, JD (2010). /ncreasing the stability of an
enzyme toward hostile organic solvents by directed evolution based on iterative saturation
mutagenesis using the B-FITmethod. Chem. Commun; 46:8657-8658.

56



DE ANDA 2012

Reetz MT, Brunner B, Schneider T, Schulz F, Clouthier CM y Kayser MM (2004). Directed evolution as
a method to create enantioselective cyclohexanone monooxygenases for catalysis in
Baeyer-Villiger reactions. Angew Chem Int Ed Engl; 43(31):4075-8.

RobertsF, RobertsCW, JohnsonlJJ, KyleDE, KrellT, CogginsJR, CoombsGH, Milhous WK, Tzipori S,
Ferguson DJ, Chakrabarti D y McLeod R (1998). £vidence for the shikimate pathway in
apicomplexan parasites. Nature; 393:801-805.

Roberts CW, Roberts F, Lyons RE, Kirisits MJ, Mui EJ, Finnerty J, Johnson JJ, Ferguson DJ, Coggins JR,
Krell T, Coombs GH, Milhous WK, Kyle DE, Tzipori S,Barnwell J, Dame JB, Carlton J y
McLeod R (2002).7he shikimate pathway and its branches in apicomplexan parasites. )
Infect Dis; 185 Suppl 1:525-36.

Savile CK, Janey JM, Mundorff EC, Moore JC, Tam S, Jarvis WR, Colbeck JC, Krebber A, Fleitz FJ,
Brands J, Devine PN, Huisman GW y Hughes GJ (2010). Biocatalytic asymmetric synthesis
of chiral amines from ketones applied to sitagliptin manufacture. Science; 329:305-309.

Segatori L, Paukstelis PJ, Gilbert HF y Georgiou G (2004). £ngineered DsbC chimeras catalyze both
protein oxidation and disulfide-bond isomerization in Escherichia coli: Reconciling two
competing pathways. Proc Natl Acad Sci U S A; 101(27):10018-23.

Segovia L y Soberon X (2008). £volucion experimental de proteinas en: Lopez-Munguia, A. Una
ventana al quehacer cientifico. Instituto de Biotecnologia de la UNAM 25 aniversario, cap
26. México, D.F. UNAM. péags. 291-302.

Segovia L y Peimbert M (2010). /ngenieria de proteinas y evolucion dirigida Mensaje Bioquimico, 34,
135-141.

Shafikhani S, Siegel RA, Ferrari E y Schellenberger V (1997). Generation of large libraries of random
mutants in Bacillus subtilis by PCR-based plasmid multimerization. Biotechniques;
23(2):304-10.

Sharkey MA y Engel PC (2009). Modular coenzyme specificity: a domain-swopped chimera of
glutamate dehydrogenase. Proteins; 77(2):268-78.

Shanmugaratnam S, Eisenbeis S y Hocker B. (2012). A highly stable protein chimera built from
fragments of different folds. Protein Eng Des Sel [Epub ahead of print].

Shen B (2002). PCR approaches to DNA mutagenesis and recombination. An overview. Methods Mol
Biol; 192:167-174.

Singh S, Korolev S, Koroleva O, Zarembinski T, Collart F, Joachimiak A y Christendat D (2005). Crystal
structure of a novel shikimate dehydrogenase from Haemophilus influenzae. ). Biol. Chem;
280(17):17101-8.

Singh SA, y Christendat D (2006). Structure of Arabidopsis dehydroquinate dehydratase-shikimate
dehydrogenase and implications for metabolic channeling in the shikimate pathway.
Biochemistry; 27; 45 (25):7787-96. Erratum in: Biochemistry. 2006; 45(34):10406.

Singh SA, Stavrinides J, Christendat D y Guttman DS (2008). A phylogenomic analysis of the
shikimate dehydrogenases reveals broadscale functional diversification and identifies one
functionally distinct subclass. Mol Biol Evol; 25(10):2221-32.

Sprenger GA (2007). Aromatic Amino Acids. Microbiology monographs; (5):93-127.

Stemmer WP (1994a). Rapid evolution of a protein in vitro by DNA shuffling. Nature; 370(6488):389-
391.

Stemmer WP (1994b). DNA shuffling by random fragmentation and reassembly: in vitro
recombination for molecular evolution. Proc Natl Acad Sci USA; 91(22):10747-10751.

Suzuki M, Christians FC, Kim B, Skandalis A, Black ME y Loeb LA (1996). 7olerance of different
proteins for amino acid diversity. Mol. Divers; 2(1-2):111-118.

Thornton JM, Orengo CA, Todd AE y Pearl FM (1999). Protein folds, functions and evolution. ) Mol
Biol. 293(2):333-42.

57


http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:lorenzo
http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/libro_25_aniv/capitulo_26.pdf
http://www.ibt.unam.mx/server/PRG.base?tipo:doc,dir:PRG.curriculum,par:lorenzo
http://bq.unam.mx/wikidep/uploads/MensajeBioquimico/Mensaje_Bioq10v34p135-142_LorenzoSegovia20http:/dx.doi.org/10.pdf

DE ANDA 2012

Thulasiram H, Erickson H y Poulter C (2007). Chimeras of two isoprenoid synthases catalyze all four
coupling reactions in isoprenoid biosynthesis. Science; 316(5821):73-6.

Tripura C y Podile A (2007). Properties of a chimeric glucose dehydrogenase improved by site
directed mutagenesis. ) Biotechnol; 131(2):197-204.

Vartanian JP, Henry M y Wain-Hobson S (1996). Hypermutagenic PCR involving all four transitions
and a sizeable proportion of transversions. Nucleic Acids Res; 24(14):2627-31.

Wan L, Twitchett MB, Eltis LD, Mauk AG y Smith M (1998). /n vitro evolution of horse heart
myoglobin to increase peroxidase activity. Proc Natl Acad Sci U S A; 95(22):12825-31.

Wheeldon IR, Campbell E, y Banta S (2009). A chimeric fusion protein engineered with disparate
functionalities-enzymatic activity and self-assembly. ) Mol Biol; 392(1)129-42.

Wilson DS y Keefe AD (2000). Random mutagenesis by PCR. Curr. Protoc. Mol. Biol; 51:8.3.1-8.3.9.

Wong TS, Zhurina D y Schwaneberg U (2006). 7he diversity challenge in directed protein evolution.
Comb Chem High Throughput Screen; 9(4):271-88.

Ye S, Von Delft F, Brooun A, Knuth MW, Swanson RV y McRee DE (2003). 7he crystal structure of
shikimate de- hydrogenase (Arof) reveals a unique NADPH binding mode. ) Bacteriol;
185:4144-4151.

You L y Arnold FH (1996). Directed evolution of subtilisin E in Bacillus subtilis to enhance total
activity in aqueous dimethylformamide. Protein Eng; 9(1):77-83. Erratum in: Protein Eng
9(8):719.

58



DE ANDA 2012

ANEXO 1. PROTOCOLO PARA PREPARAR CELULAS ELECTRO-COMPETENTES

MATERIALES:
e 2 Matraces Erlenmeyer de 2.8 L
e 10 Celdas para medir en espectrofotémetro
e 4 Botes de centrifuga de 250 mL estériles (para rotor Beckman JA14)
e 2 Tubos para rotor JA20 estériles
e Hielo seco

SOLUCIONES:
e 1L de medio SB (500 mL para cada matraz) Esterilizar por autoclave.
e 100 mL de Glicerol al 10%. Esterilizar por autoclave.
e 2L de medio HEPES 1mM (a partir del stock de 100 mM). Esterilizar por autoclave.

PROCEDIMIENTO:

Todos los materiales y soluciones deben estar previamente en hielo o a 4°C antes de usarse.

1. Tomar 2 mL de medio SB estéril para utilizar como blanco en la curva de crecimiento.

2. Dia 1: Estriar la cepa que se desea hacer competente. Dejar incubar 15 h con el antibidtico
correspondiente.

3. Dia 2: Tomar una colonia de la cepa estriada anteriormente y hacer un pre inoculo de 15

mL de medio con el antibidtico correspondiente, dejar incubarl5 h.

4. Dia 3: Tomar del pre inoculo 5 mL para inocular cada matraz con medio SB, es decir, se toman
10 mL del pre inoculo. De cada matraz inoculado tomar 1 mL y medir su densidad 6ptica inicial.
Dejar incubar a 37° C 250 rpm y medir cada media hora hasta que la densidad éptica se encuentre
entre 0.5 y 0.7. Una vez alcanzada la densidad optica colocar los matraces en hielo durante 15 min.
5. Todos los procedimientos siguientes se realizan en cuarto frio a 4 °C. Una vez enfriados los
matraces colocar 250 mL de cultivo en cada bote de centrifuga, en total 4 botes.

7. Centrifugar a 3300 rpm por 15 minutos a 4°C, max. Aceleracion y deceleracion (9 y 9)

8. Cuidadosamente descargar el sobrenadante y re suspender cuidadosamente el pellet en 150 mL
de HEPES 100mM.

9. Distribuir la suspension celular en 2 botes.

10. Centrifugar a 4500 rpm por 15 minutos a 4°C, méax. Aceleracion y deceleracion (9y 9).

11. Cuidadosamente descargar el sobrenadante y re suspender cuidadosamente el pellet en

100 mL de HEPES 100 mM.

12. Distribuir la suspensién celular en 1 bote.

13. Centrifugar a 4500 rpm por 15 minutos a 4°C, max. Aceleracion y deceleracién (9 y 9).

14. Cuidadosamente descargar el sobrenadante y re suspender cuidadosamente el pellet en

20 mL de glicerol al 10%.

15. Centrifugar a 4700 rpm por 15 minutos a 4°C, max. Aceleracién y deceleracién (9y 9).

16. Cuidadosamente descargar el sobrenadante y re suspender cuidadosamente el pellet en

1.2mL de glicerol al 10%.

17. Con la suspensién se hacen alicuotas de 50 pL y posteriormente se congelan en hielo seco o
nitrégeno liquido y se guardan a -80°C.

18. Electroporar con 1lpg de plasmido pUC19 para determinar la eficiencia de electroporacion.
Plaquear diluciones 1:100000.
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ANEXO 2. PROTOCOLO PARA PREPARAR CELULAS COMPETENTES DMSO

SOLUCIONES:

75S:
5 g de PEG 8000.
1.5 mL 1M MgCl; (o 0.30 g MgCl *6H,0).
Aforar a 47.5mL con LB.
Ajustar pH a 6.5-6.7, esterilizar por membrana (0.22 um).
Agregar 2.5 mL de DMSO. Guardar a -20°C.

PROCEDIMIENTO

Tomar 2 mL de medio LB estéril para utilizar como blanco en la curva de crecimiento.

2. Dia 1: Estriar la cepa que se desea hacer competente. Dejar incubar 15 h con el antibidtico
correspondiente.

3. Dia 2: Tomar una colonia de la cepa estriada anteriormente y hacer un pre inoculo de 5 mL de
medio con el antibidtico correspondiente, dejar incubar 15h.

4. Dia 3: tomar 500 pL del cultivo anterior cultivo anterior en 50 mL de LB fresco en un matraz de
200 mL. Dilucién del cultivo diluir 1/100.

5. Crecer el cultivo diluido a una densidad 6ptica de 0.2-0.5 nm.

6. Centrifugar por 10 minutos a 3000 rpm (1000g) a 4°C.

7. Decantar el sobrenadante. El pellet de células debe de ser lo suficientemente compacto para
realizar este paso. Pipetear cualquier resto de medio.

8. Resuspender cuidadosamente en 5 mL buffer TSS, no dejar restos de agregados celulares.

9. De la suspensién anterior, se hacen alicuotas de 100 uL y posteriormente se congelan en hielo

seco o nitrdgeno liquido y se guardan a -80°C.

PARA TRANSFORMAR
1) Descongelar las células en hielo durante 5 minutos.
2) Agregar 100 ng de DNA y dejar reposar en hielo durante 10 minutos, moviendo
cuidadosamente las células cada 2 minutos.
3) Agregar 1 mL de LB, y recuperar las células a 37°C, a 180 rpm.

4) Platear 100 pL de células recuperadas en cajas de LB con el antibidtico correspondiente.

60



DE ANDA 2012

ANEXO 3. SOLUCIONES PARA PREPARAR MEDIO MINIMO M9

Soluciones [] STOCK [] FINAL Para 250mL
Sales 5X 1x 50
Glucosa 20% 0.40% 5
MgS04 M 2mM 0.5
CaCl2 200mM 0.1mM 0.125
Tiamina 10mg/mL 10ug/mL 0.25
Km 25mg/mL 25ug/mL 0.25
Triptéfano 10mg/mL 500ug/mL 12.5
Fenilalanina 10mg/mL 500ug/mL 12,5
Tirosina 10mg/mL 500ug/mL 12,5
AGAR (autoclave) 69
SOLUCIONES
Buffer de Sales M9 (5X)
-Na;HPO, 16.89¢g Tiamina 10 mg/mL

-KH; PO4 759

-Nacl 1.25g

-NH,CI 25g
Aforar con H20 a 500 mlL esterilizar en
autoclave  (Almacenar a  temperatura
ambiente).

Glucosa 20%

Glucosa 4 g. Aforar con H,0 a 200 mL y
esterilizar en autoclave solo una vez.
(Almacenar a temperatura ambiente).

MgS0, IM (PM= 246.48)

MgS0, 6.1525 g. Aforar con H,0a 25 mL y
esterilizar en autoclave (Almacenar
temperatura ambiente).

[}

Cacl, IM

CaCl, 14. 7 g. Aforar con H,0 a 100 mL y
esterilizar en autoclave. (Almacenar a
temperatura ambiente). Tomar 10mL vy
llevarlo a 50 mL para hacer solucién 200 mM.

Tiamina 0.1 g en 10 mL.
Esterilizar por membrana y guardar a 4°C.

Triptéfano 10 mg/mlL

Pesar 0.5 g, agregar 40 mL de agua, agregar
40 pL de NaOH 10N vy agitar por vortex hasta
disolver, aforar a 50 mL (pH=38). Esterilizar por
membrana y guardar a 4°C.

Fenilalanina 10 mg/mL

Pesar 0.5 g, agregar 40 mL de agua, agitar
por vortex hasta disolver, aforar a 50 mL
(pH=5 Esterilizar por membrana y mantener
a 4°C. (Se disuelve en agua completamente).

Tirosina 10mg/mL

Pesar 0.5 g, agregar 30 mL de agua, agitar
por vortex. Agregar HCl 5 M (1-2mlL) aforar a
50 mL. (pH =1). Esterilizar por membrana y
almacenar a 4°C.
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ANEXO 4. MEDIOS Y SOLUCIONES

SB (Super Broth)

900 mL de H,0 de fuerza idnica extra-baja
35 g bacto- triptona

20 g extracto de levadura

5 g NacCl

Mezclar todo hasta disolver

Llevar a pH 7.5 con NaOH 5N

H,O hasta 1 L

Esterilizar por autoclave

HEPES 100 mM

2.3 g de HEPES

90 mL de H,0 de fuerza iénica extra- baja
Llevar a pH 7 con NaOH 5N

H,O hasta 100 mL

Esterilizar por autoclave

LB
10g NadCl
Extracto de Levadura 59
Triptona 10g
Agregar un litro de agua miliQ
Esterilizar por autoclave

SOC (Super Optimal broth with Catabolic repressor):

2 g Bacto Triptona

0.5 g de Extracto de Levadura
0.05 g de NaCl

Disolver en 75 mL de H20
Agregar 1 mL de KCI 250 mM
Ajustar pH a 7 con NaOH 4M
Aforar con H,0 a 100 mL
Esterilizar por autoclave
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ANEXO 5. ECUACIONES

Coeficiente binomial

!
(B =srm—
Donde:

n= Tamafio del gen en pb (854)
x= Mutaciones sencillas (x=1), dobles (x=2) o triples (x=3)

C= Numero de combinaciones restantes para cada base donde C=3 para sencillas, C=9 para
dobles, C=27 para triples

Variantes sencillas:

854! 854+ 853! _ 854+ 3 = 2562 variant il
= = = * =

v 1' (854— 1)' 1[ (853)' variantes senctilias

Variantes dobles:
Bod 854+ 853 852 _ 364231+ 9 = 3.27 variantes dobl
= = = * = .
V= oI (854 = 2)! 21(852)! variantes cobtes

Variantes triples:

Bo4! 854853 + 852+ 851! _ 1 03441604 = 27 = 2.79° variantes tripl

= = = * =
v 31 (854 — 3)' 3'(851)' . variantes T'lp es
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DE ANDA 2012

Cobertura
Nf = In(1- {)
In(1-2)

Donde:

Nf= Numero total de muestras a analizar, es decir la cobertura.
f=Probabilidad con que se desea completar la bisqueda en el banco (0. 95).
v= NUmero de variantes sencillas, dobles o triples.

Resolviendo las ecuaciones para cada variante, se obtiene lo siguiente:

Cobertura para variantes sencillas:

In(1 — 0.95)
Nf =————"2 =7674

In(1-7562)

Cobertura para variantes dobles:
In(1 - 0.95)
Nf = 1 = 9,820,246

In(1 = 3278079

Cobertura para variantes triples:
In(1 — 0.95)
Nf = 1 = 8,366,849,787
In(1 = 2792923308

64



	Portada

	Tabla de Contenido

	Índice de Figuras

	Índice de Tablas

	Abreviaturas

	Resumen

	I. Introducción

	II. Antecedentes 

	III. Planteamiento 

	IV. Hipótesis   V. Objetivos

	VI. Materiales y Método

	VII. Estrategia Experimental

	VIII. Resultados

	IX. Discusiones

	X. Conclusiones

	XI. Perspectivas

	XII. Bibliografía

	Anexos




