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RESUMEN

Las peroxidasas inespecificas (UPO por sus siglas en inglés) son enzimas de la familia
hemo-tiolato peroxidasa (HTPs) que catalizan reacciones de oxidacion y oxigenacion
sobre sustratos diversos empleando un mecanismo de reaccion tipo “ping-pong”, en
donde el perdxido de hidrégeno actia como cosustrato, activando al grupo hemo. Son
enzimas muy versatiles, extracelulares, solubles y estables en el medio ambiente, que
utilizan al peroxido de hidrégeno como aceptor final de electrones. De forma particular,
su existencia sélo ha sido probada experimentalmente a partir de cultivos de hongos y de
genomas fungicos a modo de proteinas hipotéticas.

Son interesantes desde el punto de vista biotecnoldgico debido a que catalizan reacciones
de oxidacién y oxigenacion sobre maltiples sustratos, de forma especial en carbonos no
activados, las cuales son reacciones quimicas altamente demandantes desde el punto de
vista de sintesis quimica y cuyos productos muchas veces consisten en precursores de
compuestos biolégicamente activos.

A la fecha se ha confirmado experimentalmente la existencia de 12 UPOs, de las cuales
han sido plenamente caracterizadas 9, siendo la correspondiente a Agrocybe aegerita
(AaeUPOQ) la més estudiada. A partir de la gran cantidad de genomas de hongos
disponibles en el GenBank, estudios recientes postulan que pudieran existir cientos de
UPOs en especies fangicas, principalmente basidiomicetos y ascomicetos. Ademas,
estudios filogenéticos realizados en secuencias de UPOs hipotéticas revelan que como tal
integrarian una superfamilia de peroxidasas dividida en 7 subfamilias, cada una con
dominios conservados especificos e integrada por especies no cercanas taxonomicamente,
y que las UPOs completamente caracterizadas al momento solo corresponden a dos de
estas subfamilias, por lo cual es importante ampliar el conocimiento respecto a este tipo
de enzimas.

El presente proyecto tuvo por objetivo evaluar y caracterizar enzimaticamente los
productos de genes correspondientes a UPOs hipotéticas encontrados en genomas de
basidiomicetos, utilizando a Saccharomyces cerevisiae como sistema de expresion, bajo
la hipotesis de que las enzimas codificadas en estos genomas son efectivamente activas y
capaces de ser producidas y caracterizadas in-vitro. Para ello se utilizaron métodos de
modelamiento molecular y similitud conformacional del sitio activo respecto a AaeUPO,
seguido de técnicas de biologia molecular para el clonamiento y expresién en levaduras
de los genes seleccionados para intentar demostrar que las secuencias predichas
corresponden a proteinas funcionales.

Como resultado se logré clonar 2 genes correspondientes a UPOs de los basidiomicetos
Galerina marginata y Sphaerobolus stellatus, detectdndose actividad oxidativa sobre
ABTS para la UPO de S. stellatus. De esta manera, se concluye que la UPO de S. stellatus
es una enzima funcional y, a reserva de experimentos complementarios, podria tratarse
de una peroxigenasa funcional.
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INTRODUCCION

La superfamilia de peroxigenasas inespecificas (unspecific peroxigenases — UPQs) (Faiza
et al. 2019) esta compuesta por enzimas del tipo 6xido reductasa que pertenecen al grupo
de las hemo-tiolato peroxidasas (HTPs); utilizan peroxido de hidrégeno como
cosustrato/aceptor final de electrones en la catalisis de reacciones de oxidacion y
oxigenacion sobre sustratos diversos, siendo esta inespecificidad la razén de su nombre.
El grupo hemo de las UPOs, al igual que en otras hemo-enzimas, se encuentra estabilizado
por un ion magnesio (Mg*?) en el sitio catalitico (Hrycay & Bandiera, 2015). Los
principales tipos de reacciones catalizadas por este grupo de enzimas se ilustran en la
figura 1. La diversidad de sustratos sobre los cuales las UPQOs acttan influyeron en que
fueran llamadas originalmente peroxigenasas aromaticas (APOs) (Grobe et al. 2011), para
finalmente recibir la denominacién de peroxigenasas inespecificas (UPOSs).
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Figura 1. Principales tipos de reacciones catalizadas por las UPOs. Oxifuncionalizacion de carbonos no
activados (hidroxilacion de compuestos alifaticos, tanto lineales como ciclicos), hidroxilacion de compuestos
aromaticos, epoxidacion de compuestos alilicos, reacciones de halogenacion y reaccion de dismutacion de
peréxido de hidrogeno.
Imagen tomada de Wang et al. 2017.

A diferencia de las hemo-peroxidasas clasicas, las UPOs poseen el grupo hemo
coordinado a la proteina a través del atomo de azufre de un residuo de cisteina, siendo
este un punto de similitud con las enzimas de la familia de los citocromos p450
(CytP450). No obstante, las enzimas de la familia CytP450 requieren de cofactores como
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aquellos derivados de flavina (NADPH) a modo de fuente de poder reductor y oxigeno
molecular como agente oxidante; estos cofactores necesitan ser reciclados por lo que
normalmente los biocatalizadores basados en citocromo P450 son células completas.
CytP450 es una amplia familia de proteinas de membrana (con més de 11000 enzimas
conocidas a la fecha) por lo que un gran nimero de estas enzimas no son solubles en
suspension y son altamente inestables en condiciones de reaccion fuera del lumen celular;
ademas, la diversidad de reacciones que catalizan es debido a la gran cantidad de enzimas
diferentes que integran esta familia ya que cada una es altamente especifica por un
sustrato particular.

Por el contrario, las UPOs son enzimas glicosiladas extracelulares, solubles, estables y
autosuficientes que utilizan H.O. como aceptor de electrones y fuente de oxigeno. Tienen
relativa poca especificidad por sustratos, lo cual constituye en si mismo una ventaja en la
busqueda de un biocatalizador eficiente y “multiusos” (Hrycay & Bandiera, 2015). El
H20,, a diferencia del NADPH en caso de CytP450, se comporta como un cosustrato de
las reacciones catalizadas por las UPOs, por lo que se consume: Estas enzimas no
necesitan regenerar su poder reductor.A la fecha se han caracterizado experimentalmente
12 enzimas de esta familia (Tabla 1.) a partir exclusivamente de hongos filamentosos. Asi
mismo, la existencia de cientos de UPOs ha sido predicha exclusivamente en genomas
fangicos (Hrycay & Bandiera, 2015).

El rol que estas enzimas cumplen en la naturaleza no se conoce aun, a excepcion de la
UPO de Leptoxyphium fumago (LfuUPQO), cuya funcion fisiologica es participar en la
sintesis de la caldariomicina, un metabolito clorado (Morris & Hager, 1966). Sin
embargo, es posible que la funcién fisiologica de las UPOs sea tan versatil como sus
propiedades cataliticas. Por ejemplo, la LfuUPO es una enzima predominantemente
halogenasa que muestra baja actividad de peroxigenasa mientras que las UPOs mas
recientemente descubiertas tienen alta actividad peroxigenasa y algunas, como la UPO de
Marasmius rotula (MroUPO), tienen casi nula actividad halogenasa (Grobe et al. 2011).

Tabla 1. UPOs producidas v caracterizadas.

Enzima Produccion Especie Phyllum Referencia
AaeUPO :\rle?:tc;\r;abi nante y Agrocybe aegerita Basidiomycota Eslgéf: ;t::.' 22852 Molina
CraUPO Nativa Coprinellus radians Basidiomycota | Ahn et al. 2007
CveUPO* Nativa Coprinopsis verticillata Basidiomycota | Ahn et al. 2008
MroUPO Nativa Marasmius rotula Basidiomycota | Grobe et al. 2011
CciUPO Recombinante Coprinopsis cinérea Basidiomycota | Babot et al. 2013
ApaUPO* Nativa Agrocybe parasitica Basidioycota Hofrichter et al. 2015
AniHTP Recombinante Aspergillus niger Basidiomycota | Dachs et al. 2016
CglUPO Recombinante Chaetomium globosum Ascomycota Kiebist et al. 2017
MweUPO* | Nativa Marasmius wettsteinii Basidiomycota | Ulrrich et al. 2018
HinUPO Recombinante Humicola insolens Ascomycota Aranda et al. 2019
LfuCPO Nativa I(‘:Z%(:?i/gm;:; s ffljjmm %9(3 (ex Ascomycota Morris & Hager, 1966
PabUPO Recombinante Psathyrella aberdarensis Basidiomycota | Kimani et al. 2019
*: Su existencia ha sido experimentalmente confirmada, pero carece de una caracterizacion bioquimica detallada
y/o con sustratos estandar.




La estabilidad y versatilidad de las UPOs, asi como su capacidad de actuar con relativa
estereoselectividad y regioselectividad sobre determinados sustratos complejos, muchos
de ellos precursores de moléculas biolégicamente activas, sumado a sus bajos costos de
produccion y reaccion, han hecho que algunos autores las denominen “el biocatalizador
sofiado” y que la industria biotecnoldgica propicie investigaciones dirigidas a este grupo
de enzimas (Martinez et al. 2017; Wang et al. 2017).



ANTECEDENTES
Mecanismo de accion de las UPOs y selectividad

Las UPOs poseen un mecanismo de tipo “ping pong”, el cual es ilustrado en la figura 2
(Wang et al. 2015). Este mecanismo involucra la formacion del “compuesto I a partir de
la reaccion entre el grupo hemo y una molécula de peroxido de hidrégeno, facilitada por
un par &cido-base conformado por un glutdmico y una base como arginina. EI compuesto
I es un radical oxoferril con dos equivalentes oxidativos por encima del estado basal, y es
la especie responsable de realizar la oxidacion del sustrato, tal y como también ocurre en
otras hemo-peroxidasas de las plantas, bacterias y hongos. En las reacciones de
peroxigenacion catalizadas por las UPOs, el 4&tomo de oxigeno del compuesto | es
transferido al sustrato, segun se muestra en la figura 2.

Cpdl

Figura 2. Mecanismo de reaccion general propuesto para las UPOs - “peroxido — ping
pong”. Fue demostrado experimentalmente mediante marcaje con is6topos de oxigeno al
utilizar H20'® y posterior analisis de los productos.
Imagen tomada de Wang et al. 2017.

Las UPOs en su estado nativo frecuentemente enfrentan un problema de poca selectividad
en lo que respecta a productos obtenidos. Por ejemplo, la hidroxilacion de grupos CH3-
y CH2- frecuentemente es acompariada de reacciones de sobreoxidacién en el sentido de
que la formacidn del primer alcohol (quiral) en algunos casos es susceptible de volver a
ser oxidado, dando como resultado el correspondiente compuesto cetonico, aldehido o
acido carboxilico. Este problema, que varia de UPO a UPO, también es frecuentemente
observado en la hidroxilacién de enlaces C-H activados, tanto alilicos como bencilicos.
Estd reportado que, en el caso de hidroxilacion del ciclohexano, AaeUPO forma



mayoritariamente ciclohexanol mientras que MroUPO forma predominantemente
ciclohexanona (Peter et al. 2014); por su parte, en caso de la hidroxilacion del tolueno por
parte de LfuUPO, se obtiene una mezcla de productos de sobreoxidacion: alcohol
bencilico, benzaldehido y &cido benzoico (Zak and Dodds, 1995). En la figura 3 se ilustra
el problema de sobreoxidacion.

OH (0]
O + H,0, —1- O/ + Cf + H,0
1 : 1.7

MroUPO:
AaeUPQ: 61 : 1
CO-H
©/+ H20; CfuCPO — ©/\ ©/\ ©/ + H,0

trace

Figura 3. Problemas de sobreoxidacion en productos de hidroxilaciones catalizadas por UPOs sobre enlaces
C-H. Dependiendo de la UPO utilizada, la oxidacion de ciclohexano produce mayoritariamente ciclohexanol o
ciclohexanona. Por su parte, la oxidacién catalizada por LfuUPO del tolueno produce una mezcla de productos de
sobreoxidacion como lo son el alcohol bencilico, benzaldehido y acido benzoico. Imagen tomada de Hobish et al.
2021.

UPO de Agrocybe aegerita

La UPO mas estudiada al momento es la correspondiente al basidiomiceto comestible
Agrocybe aegerita (AaeUPO), la cual fue aislada por primera vez por Ullrich y
colaboradores en 2004 (Ullrich et al. 2004). Algunas de las reacciones que esta enzima
puede catalizar se listan en la tabla 2, e ilustran en la figura 4.
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Figura 4. Reacciones representativas descritas para AaeUPO.



Tabla 2. Principales reacciones descritas para AaeUPO

Km

kcat

kcat/Km

Sustrato Producto mayoritario Tipo de reaccién M) (s7-1) (1/M*s) Referencia
i Oxigenacion 1A Kluge et al.
Naftaleno 1-Naftol aromética 320 166 5.17*10"5 2007
Diclofenaco 4-hidroxidiclofenaco | OXI9ENACION 1 6qq | g5 | gapxions | POral-kobielska
aromatica et al. 2013
Piridina N-6xido de piridina N-oxidacion 69 021 | 3.04*10"3 ;J(;gé‘:h et al
2-metil-2-buteno | 2,3-epoxi-2-metilbuteno | Epoxidacion 4976 1257 2.3*10"5 Peter et al. 2013

. . Hidroxilacion 1A
Ciclohexano Ciclohexanol de alcanos 994 72 7.2*10M Peter et al. 2014
Etilbenceno (R)-Feniletanol Hidroxilacion | 6o | 499 | 59%10n5 | Kluge et al.

de alquilos 2012
3,4- 3,4- o- Kinne et al
Dimetoxibencilm Dimetoxibenzaldehido, Desalauilacion 1430 720 5.0%10"5 2009 "
etil éter metanol q
5- - - . .

- - 4-Nitrocatecol,  Acido | N - 1N Poraj-kobielska
Nitrobenzodioxol férmico Desalquilacion 1190 a5t 3.8%10%5 et al. 2012
(NBD)

Alcohol bencilico | Benzaldehido Oxidacion ~ de | 191 | 269 | 2.69%1005 | Ullich et al.
alcohol ciclico 2004
- . - Oxidacion de un 1A Ullrich et al.
2,6-Dimetoxifenol | Cerugilona electron 298 108 3.61*10"5 2004
Radical catiénico de | Oxidacion de un 1A Ullrich et al.
ABTS ABTS electrén 37 283 7.6771076 2004
Propanolol 5’-hidroxipropanolol Hidroxilacion 2239 150 6.7*10™4 ggg’éos et al.
4-hidroxiisoforona T 1A Aranda et al.
Isoforona 4-ketoisiforona Hidroxilacion 1380 | 20.1 14.6¥10"3 | 5019

En lo que respecta a la selectividad de los productos obtenidos con esta enzima, se tiene
que la accion sobre alquenos frecuentemente produce mezclas de epoxidos y productos
de hidroxilacién alilica; no se han encontrado productos de oxidaciones en metilos
terminales de alquenos (Peter et al. 2013). Para las reacciones de hidroxilacion catalizadas
por AaeUPO sobre alquilos aromaticos, se sabe que pueden producirse oxidaciones sobre
la cadena alifatica o el anillo. Se tiene asi que, por ejemplo, la hidroxilacion de etil
benceno produce casi exclusivamente (R)-1-fenil etanol, presentandose los productos de
sobreoxidacidn en concentraciones traza, mientras que su accion sobre tolueno produce
una mezcla compleja de alcohol bencilico y varios productos de sobreoxidacion e
hidroxilacion del anillo aromatico, segun se ilustra en la figura 5 (Peter et al. 2014; Ullrich
and Hofrichter, 2005). Si bien algunas reacciones o condiciones de reaccion favorecen
que haya enantioselectividad y regioselectividad en la formacién de productos, esto no es
necesariamente extrapolable a todas las reacciones catalizadas por AaeUPO u otras
UPOQOs. Las causas fundamentales que condicionan su selectividad o falta de selectividad
en ese sentido son motivo de investigacion.
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Figura 5. Problemas de selectividad observados en reacciones de hidroxilacion catalizadas por AaeUPO
sobre sustratos bencilicos o alilicos activados. Imagen tomada de Hobish et al. 2021.

La amplia diversidad de reacciones catalizadas por AaeUPQO y su bajo nivel de produccion
por el hongo A. aegerita (2 ABTS U/L) ha hecho que se desarrollen sistemas
experimentales que someten esta enzima a evolucion dirigida con el fin de favorecer su
produccion recombinante en levaduras (6500 ABTS U/L) (Molina-espeja et al. 2014) y
su produccién a gran escala (232000 ABTS U/L) (Molina-Espeja et al. 2015). Esto ha
impulsado a su vez diferentes investigaciones orientadas al mejoramiento y
especializacion de dicha enzima en la catalisis de reacciones especialmente relevantes
para la industria. En la tabla 3 se presentan algunas variantes obtenidas por evolucion
dirigida 0 mutacion puntual, para generar enzimas con propiedades especificas.

Por ejemplo: La variante PaDa-1 es una variante generada por evolucién dirigida con el
Unico objetivo de mejorar su secrecidn en un sistema recombinante basado en levaduras
(Molina-espeja et al. 2014) y posee las mutaciones F12Y-Al14V-R15G-A21D en el
péptido sefial y V57A-L67F-V751-1248V-F311L en la proteina madura, las cuales se
localizan lejos del sitio activo y se hipotetiza que tendrian un rol en la estabilizacion del
plegamiento de la proteina. La variante JaWa fue obtenida con el propoésito de
incrementar la eficiencia catalitica de PaDal en la reaccion de sintesis de alfa-naftol, tras
la introduccién de las mutaciones especificas G241D-R257K. La variante SoLo fue
obtenida pensando en su aplicacion industrial para la sintesis de 5’-hidroxipropanolol
bajo un sistema de regeneracion de H2O2 y donde se favorezca especificamente la
actividad peroxigenativa de esta enzima pero se reduzcan al maximo la actividad
peroxidativa y su inactivacion por peroxido de hidrogeno por medio del incremento del
numero total de recambios (TTN), fue producida a partir de JaWa e incluye la mutacion
puntual F191S. Finalmente, la variante JEd-I fue generada a partir de PaDal con la
finalidad de estudiar el rol de la mutacion puntual A316P, la cual se ubicada en un loop



de entrada al tanel y restringe la flexibilidad local, y demostro ser benéfica en términos
de kcat/Km (incremento de 1.5 — 6 veces) para los sustratos NDB y ABTS.

Debido a la versatilidad de AaeUPO y sus variantes, se han desarrollado multiples
investigaciones dirigidas a comprender las bases estructurales que permiten la diversidad
de reacciones catalitizadas por este grupo de enzimas (Molina-espeja et al. 2016;
Ramirez-Escudero et al. 2018; Gomes de Santos et al. 2018).

Tabla 3. Parametros cinéticos determinados para AaeUPO nativa y sus variantes obtenidas mediante evolucion dirigida.

Referencia Enzima | Sustrato | Km (uM) kcat (s™) kcat/Km (M™*s™)
Molina- AaeUPO | ABTS 25+2 221+6 8 *1076 + 6.92 *10"5
Espeja et al. NBD 684 + 207 219+ 25 3.2*10M5 + 6.4 * 1074
2014 Bencil-OH 1900 + 110 329+7 1.74 * 1075 + 7 * 10"3
VA-OH 5200 + 310 88+ 2 1.7*10M + 7 * 1072
H20: 1370 + 160 290 + 15 2.11*1075 + 1.5*10M
PaDa-1 | ABTS 48+ 4 395 + 13 8.2*10"6 + 5.98 *10"5
NBD 483+ 95 338 +22 7%10°5+9.9* 10
Bencil-OH 2470 + 320 307 +15 1.24* 1075 + 1.1 * 10
VA-OH 7900 + 700 121+5 1.5*10M + 9 * 1072
H20: 490 + 60 238+8 5% 1075 4.2 * 10
Molina- PaDa-1
Espeja et al. DMP 126 + 14 68 + 2 5.4* 105 + 4.8 * 1074
2016 Naftaleno 578 + 106 229 17 4.0* 1075+ 4.0 * 100
JaWa ABTS 181 +22 125+5 6.9* 1075+ 6.3 * 10"
DMP 866 + 108 142 +8 1.6 * 1075 + 1.2 * 1074
Naftaleno 127 +27 78+3 6.2* 1075 + 1.1 * 105
H20: 1250 + 300 447 + 40 3.6 * 1075 + 5.9 * 104
Gomez de | AaeUPO Propanolol 2239 + 333 150 + 12 6.7 * 10" + 4.8 * 10"3
Santos et al. papat Propanolol 2268 £ 220 212+11 9.3*10M + 4.3 *10"3
2018 JaWa Propanolol 244+ 92 765 + 76 3.1*10M6 +0.9 * 105
SoLo ABTS 568+/-91 365 + 23 6.4* 1075 + 6.7 * 104
Propanolol 391+/-97 497 +35 1.3*10% + 0.2 * 10"5
Ramirez PaDa-1 DMP 380 + 20 175+5 4.64*10°5 + 1.7 * 10M
Escudero et all VA-OH 10300 + 1400 75+5 7.3*10"3+6* 1072
2018 NBD 1000 + 110 412 +21 3.80 * 1075 + 2.2 * 10M
PaDa-1 ABTS 46+ 8 1359 £31.5 | 2.98* 1077 +4.37 * 10°6
revertida DMP 3102 165+ 4.6 5.28 * 1075 + 2.3 * 1074
VA-OH 6600 + 700 152+6 2.3*10M + 1.7 * 1073
NBD 710 + 100 307 +18 4.3*10°5+3.7 * 10M
JeDi ABTS 27+6 1220 + 25 4.5*10°7 + 8.83 * 10°6
DMP 230 + 30 166+ 6 7.06 * 10°5 £ 5.2 * 10M
VA-OH 5800 + 500 191+5 3.3*10M + 2 * 10"3
NBD 910 + 80 491 +21.2 5.41 * 1075 + 2.8 * 10M

VA-OH: Alcohol veratrilico. DMP: Dimetoxifenol.




Caracteristicas del sitio activo: tinel de acceso del sustrato

Las UPOs poseen un grupo hemo en el sitio activo. La presencia del grupo hemo en las
hemo-enzimas fue determinada originalmente tras analizar la presencia de hierro
mediante reaccion con 1, 10 — fenantrolina, descrita por Cameron en 1965. La primera
enzima UPO que se estudié mediante cristalografia fue la LFuCPO, donde se propuso por
primera vez una posible relacion con las enzimas Cyt P450 (Sundaramoorthy et al. 1995).
Se observo que en ambas enzimas el grupo hemo se encuentra coordinado con el grupo
tiol de un residuo de cisteina (Pecyna et al. 2009) (Figura 6A). En el caso de la AaeUPO
el grupo hemo se encuentra flanqueado por los residuos Phe-69, Phe-121 y Phe-199
(Figura 6B), lo que sugiere que tienen la funcion de restringir su movimiento al interior
del sitio, a la vez que dan forma a la cavidad, la cual tiene un didmetro de 8.5 A (Piontek
et al. 2013). Adicionalmente los propionatos del grupo hemo interacttian con un cation de
magnesio en lugar de manganeso como lo indicaban las descripciones iniciales. Este
cation se encuentra formando otras interacciones polares con 3 atomos de oxigeno
correspondientes a los residuos Glu-122, Gly-123 y Ser-126 (Figura 6C) (Piontek et al.
2013). Por otra parte, se sabe que el par acido-base necesario para la formacion del
compuesto 1 esté integrado por los residuos Glu-196 y Arg-189 (Figura 6D), los cuales
facilitan el rompimiento heterolitico de la molécula de peroxido de hidrogeno (Wang et
al. 2012).

En lo que respecta a la interaccion entre el grupo hemo y el sustrato, es necesario que éste
se acergue a una distancia suficiente para que ocurra la transferencia del atomo de oxigeno
presente en el compuesto 1; de esta manera el sustrato debe internalizarse en la proteina
a través de un tdnel de acceso al sitio activo, que conecta el seno de la solucién con el
grupo hemo activado (Figura 6E). En AaeUPO, el tdnel tiene una longitud total de 17 A
desde la superficie de la proteina hasta el grupo hemo y esta conformado por 9 residuos
aromaticos, 8 Phe y 1 Tyr (Figura 6F). Los residuos Phe-76 y Phe-191 se ubican en la
entrada y se ha postulado que cumplirian la funcion de guiar al sustrato hacia el sitio
activo (Ramirez-Escudero et al. 2018); sin embargo, estudios recientes evidenciaron que
estos residuos mas bien cumplen un rol en la estabilizacion conformacional del tdnel, a
modo de andamiaje (Ramirez et al. 2020).



A) B)

PHE-199

PHE-121 @P/

D) ARG-189
GLU-196
ARG-124

SER-123

GLU-122

F) =\ :‘I\-IE-274
TYR-281 \  PHE-191
N o ¢

PHE-190 \«:f /,,1/

Figura 6. Estructura molecular de la AaeUPQO y disposicion de los principales residuos de aminoacidos en el sitio
activo e inmediaciones. A) Grupo hemo coordinado al grupo tiol de Cys-36. B) Residuos de Phe-69, Phe-121 y Phe-
199 al interior de la cavidad catalitica. C) Atomo de Mg*2 (esfera verde) e interacciones con los residuos Glu-122, Ser-
123y Ser-126, y propionatos del grupo hemo. D) Disposicion del par acido-base (Arg-189 y Glu-196) al interior de la
cavidad catalitica. E) Vista frontal al tinel de acceso al sitio activo de AaeUPO. F) Disposicion de residuos arométicos
principales para dar arquitectura al tinel de acceso al sitio activo e inmediaciones.
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Diversidad de UPOs

La existencia de esta familia de enzimas, interesantemente, sélo ha sido evidenciada en
hongos filamentosos ya sea a modo de enzimas nativas aisladas a partir de extractos o
producidas de forma recombinante y posteriormente caracterizadas. Dado que dia a dia
la cantidad de genomas fangicos registrados en el GenBank se incrementa, resulta sensato
pensar que la cantidad de UPQOs hipotéticas en genomas también lo hace.

Un reciente estudio realizado por Faiza y colaboradores analizé el total de genomas
fangicos depositados a la fecha de su publicacion (febrero de 2019) en busca de genes
que posiblemente codifiquen a UPOs activas. Para la busqueda, se basaron en criterios
como la identidad de secuencia con AaeUPO y MroUPO (las UPO mas estudiadas a la
fecha), la presencia de motivos importantes para la catalisis como lo son EGD, PCP y
RXXXXXXE (los cuales consisten de los residuos que interactian con el cation de
magnesio, el residuo de cisteina que coordina al hemo y el par acido base catalitico),
tamafo y peso molecular de la UPO hipotética, e identidad conformacional del sitio activo
con los de AaeUPO y/o MroUPO. Como resultado de este estudio, los autores propusieron
35 secuencias de UPOs tentativas, pertenecientes a 35 especies de hongos para las cuales
no se ha explorado la produccion o actividad de estas enzimas.

Por otra parte, en este mismo estudio se buscaron relaciones filogenéticas entre las
secuencias seleccionadas, encontrando que las UPOs podrian agruparse en 7 subfamilias
pertenecientes a una misma superfamilia UPO (Figura 7.A). Cada subfamilia posee
motivos conservados a nivel de las secuencias de aminoacidos predichas, y los autores
suponen que estos motivos podrian conferir caracteristicas, funciones o propiedades
particulares (Figura 7.B) (Faiza et al. 2019). En esta clasificacion estarian presentes
especies no taxondmicamente asociadas como también habia sido previamente observado
por Hofrichter y colaboradores en 2015 (Figura 8).

Se puede notar entonces que, ademas de las enzimas de referencia y la LfuUPO
(cloroperoxidasa), solo 1 de las UPOs de las que se tiene evidencia experimental, la UPO
de Coprinopsis cinérea — (CciUPO), se asocia a uno de los clados (subfamilia 1). Esto
revela que solo 2 de las 7 subfamilias UPO han sido exploradas. No se especifica en el
estudio como se manejo la informacion correspondiente a UPOs descritas
experimentalmente al momento; no obstante, y en funcion a los motivos conservados y
con cierta reserva, algunas UPQOs pueden asociarse a determinada subfamilia como es el
caso de la UPO de Chaetomium globossum (CglUPO) que corresponderia a la subfamilia
denominada “Pog — Peroxidasas” o a la de las CPOs.
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A) Subfamilia 2-UPO Subfamilia 3-UPO

_ Subfamilia 4-UPO
Subfamilia 1-UPO —_—
Subfamilia 5-UPO
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AaeUPO
CciUPO

Peroxidasa-Peroxigenasa
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CPOs Clasicas [PS;CP ,.@._..é

Figura 7. A) Dendrograma resumido a los 7 clados correspondientes a las subfamilias de UPOs. B) Motivos
conservados y caracteristicos para cada subfamilia UPO. En rojo se destacan los motivos conservados
correspondientes al par &cido base, al residuo de cisteina que coordina al grupo hemo y los residuos que enlazan
al atomo de magnesio.

Imagen tomada y adaptada del estudio publicado por Faiza et al. 2019.
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Figura 8. Andlisis filogenético de posibles secuencias UPO y su relacion con la clasificacion taxonémica
de sus respectivos hongos a nivel de phylum. En 2015 un capitulo publicado por Hofrichter y colaboradores
mostraron una primera diferenciacion entre UPOs largas y cortas (las cuales a grandes rasgos consisten de
longitud de secuencia, motivos alfa-hélice a la entrada del ttnel y conformacion del N-terminal) y un estudio
filogenético esperando encontrar relaciones evolutivas entre sus hongos correspondientes. Sin embargo,
dicha relacién evolutiva entre especies no se observd. Adicionalmente, cabe mencionar que para la

construccion del presente dendrograma, las secuencias no fueron curadas antes de su analisis.
Imagen tomada de Hrycay & Bandiera, 2015.

Blsqueda y caracterizacion de nuevas UPOs

Aunque en principio es posible obtener variantes de AaeUPO que catalicen reacciones de
forma maés eficiente o adicionales ya sea mediante evolucion dirigida o disefio racional,
esto tiene un limite. En ese sentido, desde 2011 se ha venido investigando nuevas enzimas
UPO en diferentes hongos filamentosos, de modo que a la fecha se ha comprobado
experimentalmente la existencia de 12 UPOs de las cuales 9 han sido plenamente descritas
(mencionadas en la tabla 1.), y han sido capaces de catalizar reacciones novedosas y con
elevados niveles de especificidad en muchos casos, siendo las principales las
mencionadas en la tabla 4. Si bien algunas de estas enzimas no lograron ser obtenidas de
forma nativa, fueron expresadas de forma recombinante con éxito tras tomar secuencias
de genes hipotéticos anotados en bases de datos de genomas fingicos, evidenciando
experimentalmente que participan en reacciones de peroxigenacion que utilizan sustratos
complejos o en reacciones donde no se ha logrado adecuados niveles de estéreo o
regioselectividad por métodos convencionales de sintesis. Estos trabajos, algunos
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exploratorios, han tenido como parte de sus objetivos la busqueda de una potencial
aplicacion biotecnoldgica para este grupo de enzimas. Por su parte, las reacciones mas
interesantes y/o novedosas desde el punto de vista quimico son ilustradas en la Figura 9.

Si bien no se tiene ningln proceso industrial comercial registrado de produccion de algln
compuesto que implique el uso de estas enzimas, no se descarta que, en el corto o mediano
plazo y dada la tendencia de “quimica verde”, estas enzimas sean activamente
incorporadas al mercado y/o en la produccién de moléculas bioldgicamente activas.

Tabla 4. Reacciones representativas que son catalizadas por UPOs diferentes a AaeUPO y que esta ho
puede catalizar o que lo hace con muy baja eficiencia.

K kcat
. Sustrato o | Producto . L m kcat/Km .
Enzima . Tipo de reaccion AL * Referencia
sustratos mayoritario (UM) (s (1/M*s)
1)
Colesterol Derivados S .
MroUPO | Ergosterol oxidados e OX|da_C|on de _ R Ullrich et
; . . esteroides al. 2018
sitosterol hidroxilados
MroUPO Di-C14 Acidos  grasos | Alfa-oxidacion de | 557 32 966.7 Olmedo et
c10 derivados (n-i) acidos grasos 703 293 | 7000 al. 2017
Colesterol Derivados S .
MweUPO | Ergosterol oxidados e OX|da_C|on de _ o Ullrich et
- : - esteroides al. 2018
sitosterol hidroxilados
4f - Hidroxilacién Aranda et
CglUPO | Isoforona hidroxiisoforona | qejectiva de 4- [ 300 | 44 | 14.2*10° L2010
4-ketoisiforona hidroxiisoforona
o Hidroxilacion  y -
CglUPO | Testosterona | 4>-Deta-epoxido | o oiiacion  de | 0.0165 | 0.26 | 1.6%10° | Kiebist et
de testosterona al. 2017
testosterona
. Acidos Acidos  grasos Oxidacion de Gutierrez et
CciUPO . . . compuestos - I
grasos varios | hidroxilados o al. 2013
alifaticos
4 hidroxilacién Aranda et
HiNUPO | Isoforona | Nidroxiisoforona | qoieciva  de  4- | 633 | 42.0 | 66.4%10° L2010
4-ketoisiforona hidroxiisoforona
VA ! Hidroxilacién de | 88 | 34 | 386710°
BA : | Derivados naftaleno 635 176 | 2.77*%10° AR et al
CraUPO | ABTS ;| oxidados 0| prominiis d’é 49 123 | 2517100 | 5o & %
DMP .| hidroxilados COMDLESLoS 342 2 5.85*10°
Naftaleno P 584 |15 | 2.57*10°
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H202 Km kcat kcat/Km

: (HM) (s™-1) (1/M%s)
/x J\ u 2239* 150* 6.7*10"4*

AaeUPO 391 497 1.3*10"%6

(EVO SOLO) Gomes de Santos et al. 2018
* : AaeUPO nativa
Propanolol 5’-hidroxipropanolol
B) 3 H202 3H20 + CO2 Km kcat kcat/Km

(uM) (s"-1) (1/M*s)
- \)OL N Ry o 557 32 96.7
._L{ )n OH MroUPO

> O Olmedo et al. 2017
Aci B *: Datos tomados para un acido graso de 14C
Acido graso (n) Acido graso (n-1) P gl
H7OP HO H;O H,0 209 H;0
WI\ \Q/\H‘\ N + CO,
OHﬁ W
H202 H20

63
N !O i u ) I SH OH Km k::at kcat/Km
LY+

H | / CglUPO H }S OH g L S

] I PPN 0.0165 0.26 1.6*10"3
SOL A _fr)n oL e
P 07 T A A Kiebist et al. 2017
5 0 0

Testosterona Testosterona 4,5b-ep6xido 16a-hidroxitestosterona

Figura 9. Algunas reacciones Unicas catalizadas sobre sustratos particulares, quimicamente demandantes,
catalizadas por UPOs. A) Diferencia pardmetros cinéticos entre AaeUPO nativa y AaeUPO sometida a evolucion
dirigida (SoLo). B) Reaccion de alfa oxidacidn de acidos grasos catalizada por la UPO de Marasmius rotula. C)
Reaccién de epoxidacion e hidroxilacion de testosterona por parte de la UPO de Chaetomium globossum.

Expresion de UPQOs en sistemas heterdlogos

Si bien recientemente se ha explorado la expresion heter6loga de UPOs en sistemas
bacterianos con relativo éxito, como ha sido el caso de la UPO de Psathyrella
aberdarensis (PabUPQ) (Kimani et al. 2019), histéricamente se ha tenido mayor éxito al
emplear sistemas flngicos ya que estas enzimas requieren modificaciones
postraduccionales y glicosilacion para ser estables en el medio en que se encuentren.

Estas enzimas pueden ser expresadas satisfactoriamente en la levadura metilotrofica
Pichia pastoris empleando los vectores de expresion integrativos del tipo pPICZa
(Molina-Espeja et al. 2015). Aunque esto permite mejorar aspectos en la produccién de
UPOs en biorreactor, el uso de un plasmido integrativo resulta poco practico al momento
de realizar investigaciones relacionadas a ingenieria de proteinas en las que se requiere
evaluar multiples mutaciones a lo largo del gen codificante. Por esta razon fue necesaria
la implementacion de nuevos vectores de expresion en levaduras, como fue el caso del
vector pJRoC30.
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Originalmente desarrollado por la compania Novozymes™, el vector pJRoC30 (Figura
10) es un vector de expresién episomal de tipo shuttle que cuenta con un gen de resistencia
a ampicilina (criterio de seleccion en bacterias) y el gen URAS3, fundamental para sintesis
de uracilo por parte de cepas de levadura que tienen irrumpida esta via metabdlica
(Criterio de seleccion en levaduras, por ejemplo: Saccharomyces cerevisiae Hansen -
ATCC:BJ5465). La produccién de proteinas recombinantes estd gobernada por el
promotor de galactosa.

Este vector ha sido particularmente utilizado en la expresion de lacasas fangicas y de
UPOs por parte del grupo de investigacion conformado por Alcalde y colaboradores
debido a que, entre otras cosas, este plasmido puede ser utilizado en técnicas de
mutagénesis sitio dirigida por métodos poco convencionales de tipo saturacion de
combinaciones, destacAndose el método de in-vivo overlap extension (IVOE) (Alcalde et
al. 2007).

Si bien a la fecha han sido estudiados experimentalmente unas cuantas enzimas UPO, la
diversidad tedrica de este grupo de enzimas contenidas en genomas fungicos es mucho
mayor. Multiples secuencias de UPOs hipotéticas estan actualmente depositadas en bases
de datos como la del GenBank pero carecen evidencia experimental que respalde su
funcionalidad. En ese sentido, el presente estudio busca ampliar el conocimiento respecto
a las UPOs, por medio de la expresion y caracterizacion de nuevas enzimas de este grupo.

(203) BamHI MgoMIV (254
J Nael (286)
- Fsel (zgg)
- —xhol (326)
— ——xhol (382)
AccH51 (474)
T —Kpnl (478)

_ Sacl (840)
S Sall (1136)

. Motl (1326)
. %hol (1332)

. Mlul (1530)

. Drdl (1893
BoiVI (1983)

(8840) Bsu36I _

(8269) Swal —
(8238) BspDI* - Clal* ———

pJRoC30-PaDal

10,661 bp AhdI (z678)

— NmeAIll (za26)

{7941) Mscl* ———
(7899 Boll* —

" sbfl (4385

Nhel (4588)
Bmtl (4532)
SnaBl (4539)

Hpal {5241}

(5647) Mrul

Figura 10. Mapa del vector pJRoC30. Se presenta conteniendo el gen correspondiente a PaDal delimitado por
los sitios de restriccion Xhol (1332) y BamH1 (203). Estos sitios de restriccion, junto con el sitio Notl (1326)
son los que normalmente se utilizan para clonar en este plasmido.
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HIPOTESIS

La correcta disposicion de motivos conservados y de los residuos que componen el tinel,
en el modelo por homologia para enzimas UPO hipotéticas, permitira reconocer y
expresar nuevas UPOs funcionales.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar y caracterizar los productos de genes correspondientes a UPOs hipotéticas
encontrados en genomas de hongos, priorizados en funcién a la disposicion tedrica de
motivos conservados y propiedades del tanel, con respecto a AaeUPO.

Objetivos especificos

» Priorizar secuencias de UPOs hipotéticas con criterios estructurales y de identidad
de secuencia, tomando como referencia a la UPO de Agrocybe aegerita (AaeUPQO)

» Analizar in silico las propiedades del tinel de las secuencias seleccionadas, a
través de modelamiento y simulaciones.

» Comprobar si los genes seleccionados codifican para UPOs funcionales por medio
de su expresion heterologa en levadura y ensayo de actividad
oxidasa/peroxigenasa sobre los sustratos clave ABTS, NBD y Guaiacol.
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METODOLOGIA

Blasqueda de nuevas secuencias UPO codificantes y potencialmente
funcionales

Obtencion de secuencias hipotéticas codificantes para UPOs funcionales.

Se descargaron las secuencias aminoacidicas correspondientes a UPOs hipotéticas a partir
de los codigos de acceso NCBI (National Center of Biotechnology Information)
propuestos en el articulo publicado por Faiza y colaboradores en 2019. Las secuencias de
amino&cidos que no se encontraron directamente disponibles en la base de secuencias de
proteinas de este portal fueron obtenidas por medio del uso de la herramienta tBLASTN,
tomando el genoma anotado del hongo de referencia. Se consideraron exclusivamente
UPOs cuyo templado propuesto en el estudio de Faiza y colaboradores haya sido AaeUPO
y carecieran de evidencia experimental a la fecha. Las secuencias propuestas para
integrantes de las subfamilias de UPOs 2 y 3, POG peroxigenasas y CPO fueron excluidas
del presente estudio por presuntamente poseer predominantemente la actividad de
halogenasa (Faiza et al. 2019), asi como la secuencia de Glarea lozoyensis por no
encontrarse actualmente disponible en GenBank.

Analisis de secuencia primaria

En primer lugar, se realiz6 un alineamiento por subfamilias (Faiza et al. 2019) y
posteriormente se realizd el analisis de los residuos situados en las posiciones
equivalentes a los residuos que integran el tinel de la UPO de Agrocybe aegerita,
informacion tomada de la descripcion de dicha enzima realizada por Ramirez y
colaboradores en 2020 (Ramirez et al. 2020). Se utilizo la herramienta WebLogo® para
ilustrar de forma gréfica la secuencia consenso por subfamilia para dichas posiciones.

Tomando como referencia a Faiza et al. 2019, se confirmd la presencia de motivos
conservados clave para la catalisis: EGD, PCP, P-P-P, RXXXXXXE.

Generacion de modelos in-silico por homologia

Se empled el programa SwissModel® (Expassy™) para proponer un modelo generado
por homologia para las diferentes UPOs seleccionadas y tomando como referencia la
estructura de la UPO de Agrocybe aegerita (PDB: 2YP1). Se continu0 el estudio con
aquellas secuencias en las que su modelo presento el sitio activo integrado por el grupo
hemo debidamente unido al motivo PCP, un atomo de magnesio formando interacciones
polares con los residuos del motivo EGD, y el par catalitico RXXXXXXE debidamente
dispuesto. Asi mismo, se tomaron en consideracion los valores de QMEAN (Qualitative
Model Energy ANalysis) y Z score calculados por el software como indicadores de la
calidad de los modelos generados. Estos valores pueden ser interpretados respectivamente
como el resultado de una funcién compuesta que describe los aspectos geométricos
principales de la estructura del modelo propuesto, y como una estimacion de qué tan
comparable es el modelo respecto a estructuras experimentalmente sustentadas del mismo
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tamafno depositadas en el PDB (Benkert et al. 2007; Benkert et al. 2011). Fueron
priorizadas secuencias cuyos modelos presentaron valores de QMEAN > -4, y un Z score
<az2.

Inspeccion visual del tinel y analisis de residuos que integran el tlnel

Los residuos que integran el tinel de acceso al sitio activo para cada caso se determinaron
por medio de un analisis de superficies que partio desde la cavidad catalitica (delimitada
por los residuos presentes en la vecindad del grupo hemo) y continu6 hacia el exterior del
modelo haciendo uso del software Pymol® (Schrodinger™). Estos fueron comparados
tanto con la secuencia consenso previamente obtenida mediante alineamiento multiple de
secuencias por subfamilia, como con los residuos correspondientes a tinel de AaeUPO.

En lo que respecta a los tineles, se analizd que efectivamente haya conexion entre la
cavidad catalitica y la superficie de la proteina, su conformacion y disposicién espacial,
los aminoacidos que los componen y cémo se agrupan a lo largo del tinel (aromaticos,
hidrofdbicos, cargados y otros). Aquellas secuencias cuyos modelos presentaron tineles
con mayor similitud respecto a AaeUPO fueron priorizadas para su ensayo experimental
y enviadas a sintetizar a la compafiia Integrated DNA Technologies™ (IDT), optimizando
el uso de codones para S. cerevisiae e introduciendo sitios de corte con enzimas de
restriccion: BamHI - 3” y Xhol / Notl - 5°.

Clonamiento de UPOs hipotéticas y transformacion en E.coli DH5a

Preprocesamiento de genes UPO y del vector pJRoC30

Los genes seleccionados fueron originalmente insertados por el fabricante en el plasmido
pUCIDT (pUCIDT-GmaUPO, pUCIDT-SstUPO y pUCIDT-UmaUPQ), resistente a
ampicilina. Los diferentes plasmidos conteniendo los genes de interés fueron
transformados en la cepa de E. coli DH5a mediante el método de transformacion por
choque térmico descrito por Inoue y colaboradores en 1990 (Inoue et al. 1990) (Ver
Anexo 1).

El vector pJRoC30 (Shuttle vector, URA3, Amp(r) - episomal en Saccharomyces
cerevisiae), fue proporcionado por el Dr. Miguel Alcalde del CSIC, Espafia, conteniendo
la secuencia codificante para la enzima PaDa-1 (plasmido pJRoC30-PaDal). Previo al
clonamiento de los genes de intereés, se realizo el colapso del sitio Xhol sobre el plasmido
pJRoC30-PaDal de modo que un segmento mayoritario del gen PaDal fue removido,
generando el plasmido denominado como pJRoC30-Clpso, el cual fue transformado
también en E. coli DH5a. El plasmido pJRoC30-Clpso fue posteriormente utilizado
también como control negativo en las diferentes pruebas de PCR (Ver Anexo 1).

Se seleccion6 una colonia transformante de E. coli correspondiente a cada uno de los
diferentes plasmidos pUCIDT vy al vector pJRoC30-Clpso para ser cultivada en 25ml de
caldo LB + Amp para posteriormente purificar los plasmidos mediante el kit Zimo
Plasmid Miniprep® (ZimoResearch®) de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Anexo 1). La calidad y concentracion del DNA extraido fueron evaluadas
espectrofotométricamente en NanoDrop® y/o mediante electroforesis en gel de agarosa
0.8% - TAE.

19



Clonamiento de genes UPO en el vector pJRoC30 y seleccion de colonias
recombinantes

Los plasmidos correspondientes a las UPOs hipotéticas fueron sometidos a doble
digestion seriada con las enzimas de restriccion Xhol y BamH1 (Anexo 1), modificando
las condiciones sugeridas por el fabricante (ThermoScientific®).

Los fragmentos resultantes tras la digestion fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa 0.8% - TAE. Las bandas del peso molecular correspondientes a los
productos de doble digestion, inserto y vector, fueron purificados mediante el kit
Zimoclean™ Gel DNA recovery (ZimoResearch®), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La pureza y concentracion del material purificado fueron evaluadas
espectrofotométricamente en NanoDrop® y/o mediante electroforesis en gel de agarosa.

Los productos de digestion purificados fueron sometidos a ligacion mediante ligasa T4,
empleando una relacion molar de 9:1 inserto — vector, en dos reacciones separadas
partiendo 100ng de vector. El buffer ligasa T4 fue 1X, y 5U de ligasa T4. La mezcla se
incubd 2 horas a 22°C. Los productos de ambas reacciones fueron purificados y
concentrados en 20ul empleando el kit PCR Clean-UP (Qiagen®). Se emplearon 10ul de
cada producto purificado en su transformacion por choque térmico (5ul c/u) en la cepa de
E. coli DH5a de acuerdo al procedimiento descrito. La seleccion de colonias
transformantes se realiz6 mediante PCR de colonia (ver Anexo 1).

Las colonias transformantes seleccionadas fueron cultivadas en LB + Amp (100 pg/ml)
para posteriormente extraer los plasmidos recombinantes con el kit Zimo Plasmid
Miniprep® (ZimoResearch®) a partir de la biomasa contenida en 25ml de cultivo en
saturacion. La concentracion e integridad del plasmido purificado fueron evaluadas
espectrofotométricamente en NanoDrop®. La conformidad e integridad de la secuencia
insertada fue verificada mediante secuenciamiento, empleando para ello los primers
RMLN-Nu4 (5° - CTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCG - 3°), y RMLC (5 -
GGGGGAGGGCGTGAATGTAAGC —3’) (Anexo 1).

Transformacion de las construcciones en S. cerevisiae BJ5465

El plasmido extraido, purificado y verificado fue utilizado para trasformar la cepa de
Saccharomyces cerevisiae Hansen, teleomorph (ATCC - BJ5465) mediante el método de
acetato de litio, de acuerdo a las instrucciones del kit de trasformacién proporcionado por
SigmaAldrich - ThermoFisher® (ver Anexo 1). Dado que esta cepa de levadura como tal
es URA3(-), las cepas transformantes con el plasmido pJRoC30 veran reestablecida la via
sintética de uracilo y seran seleccionadas en medio minimo carente de uracilo (Anexo 2).
Se eligieron las colonias transformantes que generaron mayor biomasa al cabo de un
tiempo de incubacion de 48h a 28 °C para estudios posteriores.
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Expresion de UPOs hipotéticas en S. cerevisiae BJ5465

Produccién de UPOs hipotéticas en sistema heterdlogo y su concentracion.

Dado que el vector pJROC30 posee una region promotora correspondiente a GAL1, se
requiere galactosa como fuente de carbono e inductor en el medio de expresion (Anexo
2).

El preindéculo fue elaborado tras sembrar un volumen de 5ml de medio SC-Rafinosa en
un matraz de 25 ml e incubarlo a 28 °C durante 48h a 220 rpm. A partir de este se preparo
el cultivo in6culo, el cual consistio de 50ml de medio SC-rafinosa en un matraz
convencional de 250 ml y una OD600 inicial = 0.25, que fue incubado a 28-30 °C durante
8 horas hasta lograr una ODsqo final = 1. EI medio de cultivo de expresién suplementado
con galactosa como inductor y FeClsz (Anexo 2) fue de un volumen de 100 ml dispuesto
en un matraz bafleado de 500 ml, y fue incubado a 28 — 30 °Cy 220 rpm durante 72 horas,
partiendo de una biomasa inicial ODeoo = 0.1. El esquema correspondiente a esta etapa se
presenta en la Figura 11.

La colecta del medio libre de células se realizé tras un paso de centrifugacion a 10000
rpm en un rotor JA-14 durante 20 minutos y a 4 °C del total del cultivo para cada una de
las UPOs ensayadas. La biomasa fue descartada en todos los casos. Las proteinas
presentes en sobrenadante fueron concentradas mediante un paso de ultrafiltracion en una
membrana Amicon® con un cut-off de 30 kDa y cambio a buffer de fosfatos de potasio
pH=7,50 mM.
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Figura 11. Esquema general del ensayo de expresion de UPOs hipotéticas en S. cerevisiae BJ5465. Los experimentos
fueron disefiados con la finalidad de probar la expresion y funcionalidad de los genes de UPOs hipotéticas a evaluar en el
presente estudio. La estrategia general consistio en la cosechar el cultivo a las 72 h, centrifugar y concentrar el volumen
total del sobrenadante mediante ultrafiltracion en Amicon (30 kDa cut-off), seguido de ensayo cualitativo de actividad
enzimatica sobre NBD, ABTS y Guaiacol.
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Ensayos de actividad enzimética sobre NDB, ABTS y Guaiacol.

Ensayos de actividad sobre ABTS

Este ensayo mide la actividad peroxidasa. Esta basado en cuantificar el producto de
oxidacion del ABTS, como resultado de la remocion de un electrén y consecuente
formacion de un radical libre, segin se presenta en la figura 12. El ensayo de actividad se
Ilevo a cabo en condiciones &cidas utilizando un buffer fosfato/citrato a pH 4.3 y 10 mM,
ABTS 0.3 mM (&cido 2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6- sulfonico) y peroxido de
hidrégeno a una concentracion final de 2mM. Se midié el cambio de absorbancia por
minuto (AAbs/min) a una longitud de onda de 418 nm (€=36000 M-1cm-1) de acuerdo a
la metodologia seguida por Molina-Espeja et al. 2014.
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Figura 12. Reaccidn de peroxidacion catalizada por una UPO sobre ABTS.

Actividad sobre NBD

Este ensayo mide la actividad peroxigenasa, una reaccion de transferencia de dos
electrones, y es especifico de enzimas UPO. Esta basado en la hidroxilacion enzimatica
de un éter y su posterior degradacion para formar 4-nitrocatecol; la reaccion general se
presenta en la figura 13. La actividad sobre NBD (5-nitro-1,3-benzodioxol) se midid
empleando buffer de fosfatos de potasio 50 mM — pH 7, NBD 0.5 mM en 10% de
acetonitrilo y H.O2 a 1 mM. EI NBD es primero hidroxilado y después por una reaccion
de naturaleza no enzimatica es hidrolizado a 4-nitrocatecol y acido férmico, siendo el
primero cuantificable espectrofotométricamente a 425 nm (€=9700 M1cm™). El progreso
de la reaccion se siguié minuto a minuto con la finalidad de determinar la actividad (Poraj-
kobielska et al. 2012).
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Figura 13. Reaccion de peroxigenacion catalizada por una UPO sobre NBD.

Actividad sobre Guaiacol (G-OH)

Este ensayo mide la actividad peroxidasa. El guaiacol es un fenol susceptible de perder
un electrén en presencia de la enzima, formando radicales libres capaces de formar 3,3’-
dimetoxi-4,4’-dihidroxibisfenil, que posteriormente es oxidado para formar 3,3’-
dimetoxi-4,4’-bisfenoquinona, un compuesto cuya aparicion puede seguirse
espectrofotométricamente a 470 nm (€=26600 M-cm™) (Doerge et al. 1997). La reaccion
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general se presenta en la figura 14. En este ensayo no es necesario que el guaiacol ingrese
propiamente dicho a un sitio activo por lo que es el ensayo tipico de peroxidasas sin tunel.
El medio de reaccion empleado consistio de buffer de fosfatos de potasio 60 mM — pH 6,
G-OH 5 mMy H,0, 1ImM.

Todas las reacciones enzimaticas previamente descritas fueron realizadas en un volumen
de 1 mly a 25°C (temperatura ambiente).
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Figura 14. Reaccion de peroxidacion catalizada por una UPO sobre guaiacol.
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RESULTADOS y DISCUSION

Blsqueda de posibles nuevas secuencias UPO codificantes y funcionales

Obtencidn de secuencias hipotéticas a UPQOs funcionales.

Las secuencias hipotéticas a estudiar fueron tomadas a partir del estudio realizado por
Faiza y colaboradores en 2019 donde, luego de aplicar métodos bioinformaticos dirigidos
al andlisis filogenético, evolutivo y de funcionalidad te6rica de secuencias
correspondientes a UPO hipotéticas presentes en genomas de 812 especies de hongos
depositadas en bases de datos de genomas ensamblados, se propuso 35 secuencias
potencialmente codificantes de UPOs funcionales. Este estudio es el Gnico a la fecha en
el que se analizan bases de datos completas de genomas en busqueda de nuevas UPOs.
Dado que se cuenta en el laboratorio con un sistema optimizado para la expresion de la
UPO de Agrocybe aegerita, ésta fue la enzima utilizada como modelo y control en el
presente estudio.

Esta enzima también fue utilizada por Faiza et al. 2019 para proponer las 35 secuencias
hipotéticas mas probables, de modo que optoé por explorar secuencias de UPOs cuyo
andlisis realizado en ese estudio haya tomado como templado a AaeUPO y cuyo
organismo de origen fuese un hongo basidiomiceto que forme micelio propiamente dicho
ya que a la fecha del estudio son el tipo de UPOs cuya produccién ha tenido éexito en el
sistema utilizado en el presente estudio, prescindiéndose de 9 secuencias. Con la intencion
de explorar la diversidad funcional se prescindio también de secuencias correspondientes
a UPOs que a la fecha poseen evidencia experimental. Asi mismo, se prescindio de
secuencias correspondientes a genomas fungicos no disponibles en bases curadas
GenBank, descartando asi 2 secuencias adicionales. Asi mismo, y de acuerdo a lo
planteado por Faiza y colaboradores respecto a las subfamilias UPO, fueron omitidas del
analisis para el presente estudio las subfamilias 2 y 3 debido a tener presuntamente
actividad mayoritariamente halogenasa, lo cual no quiere decir que no sea interesante
explorar su funcionalidad en un futuro. De esta manera, se continu0 el estudio con 17
secuencias que son presentadas en la tabla 5.

Tabla 5. Primera acotacion de secuencias codificantes a UPOs hipotéticas a partir del estudio de
Faiza et al. 2019.

Nombre del organismo Subfamilia Cadigo
Agaricus bisporus (AbiUPO) 1 EKM83318
Hebeloma cylindrosporus (HciUPO) 1 KIM43689
Piloderma croceum (PcrUPO) 1 KIM85662
Fibulorhizoctonia sp. (FibuUPO) 1 KZP09816
Ustilago maydis (UmaUPO) 5 KI1S69141
Sphaerobolus stellatus (SstUPO) 1 K1340725
Galerina marginata (GmaUPO) 1 KDR72025
Hypholoma sublaterium (HsuUPO) 1 KJA15764
Kalmanozyma brasiliensis (KbrUPO) 5 EST07231
Mixia osmundae (MosUPO) 1 GAA97831
Laccaria amethystine (LamUPO) 1 KIK06072
Paraphaeosphaeria sporulosa (PspUPO) 4 OAG12657
Phialocephala scopiformis (PscUPO) 4 KUJ12795
Tilletia walkeri (TwaUPO) 1 0OAJ19358
Acidomyces richmondensis (AriUPQ) 4 KXL42501
Tilletia controversa (TcoUPO) 1 0OAJ12013
Phialocephala subalpina (PsuUPQ) 4 CZR67509
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Priorizacion de secuencias UPO a estudiar

Se generaron modelos por homologia para las 17 secuencias de UPOs hipotéticas
tomando a AaeUPO (PDB: 2YP1) como templado. Luego se realizdé un analisis de
secuencia primaria en términos de identidad de secuencia para cada modelo respecto a
AaeUPO. La primera observacion realizada consistié en evaluar el QMEAN, dato
calculado y proporcionado por el propio software SwissModel®. Se priorizaron aquellas
secuencias que tuviesen un resultado de QMEAN > -4 ya que, este es un valor de la
calidad general del modelo generado que indica la fiabilidad del mismo para poder
realizar predicciones, siendo un valor inferior a -4 de muy mala calidad mientras que un
valor superior a -2, fiable. Tomando en cuenta que en general este término se relaciona
directamente con el porcentaje de identidad general y el porcentaje de cobertura, era de
esperarse que aquellas secuencias con menor porcentaje de identidad fueran excluidas,
siendo 6 en total y pertenecientes mayoritariamente a la subfamilia 4. Estos resultados se
presentan en la tabla 6.

Si bien este procedimiento no es infalible, nos permitio6 reducir el universo de secuencias
a estudiar con un enfoque conservador. Esto deja la posibilidad de que alguna de las
secuencias que no fueron tomadas en realidad codifiquen UPOs funcionales.

Tabla 6. Priorizacion se secuencias en funcion a QMEAN. Las secuencias presentadas en celdas
sombreadas fueron descartadas en esta etapa debido a que su modelo posee un QMEAN < -4,
*:Basidiomicetos
**: Ascomicetos.

UPO hipotética Subf. QMEAN Identidad de secuencia (%)

PsuUPO** IV  -7.04 32.18
MosUPO* | -6,44 20.26
PscUPO** IV -593 34.31
AriupPO** IV  -481 33.61
KbruPO* vV  -478 36.54
PspUPO** IV~ -454 36.92
UmaUPO* vV  -375 35.00
FibuUPO* | -2.64 55.76
TwaUPO* | -2.49 56.78
TcoUPO* | -24 55.21
HsuUPO* | -2.26 63.84
SstUPO* | -2.13 66.56
PcruUPO* | -1.82 54.11
LamUPO* | -1.76 67.08
HciUPO* | -1.74 62.93
GmaUPO* | -1.49 71.52
AbiUPO* | -1.36 65.74

A continuacion, las secuencias restantes fueron priorizadas en funcién de su porcentaje
de identidad de secuencia de aminoacidos respecto a AaeUPO, siendo exclusivamente
para la subfamilia | descartadas aquellas secuencias cuyo porcentaje de identidad se
encuentre fuera del rango de 60 — 80%. Esto se hizo debido a que se buscé una UPO
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similar pero no idéntica a AaeUPO con la finalidad de evitar posibles problemas de
expresion de levadura (S. cerevisiae), pero que tampoco sea una molécula muy diferente.

Como se determinara posteriormente en este estudio, los criterios de priorizacion
empleados tomaron la informacion obtenida de los modelos generados y no solo la
secuencia primaria de las UPOs hipotéticas para esta etapa dado que un anélisis solamente
de secuencia primaria no es suficiente para realizar predicciones acerca del tinel de
acceso al sitio activo.

Dado que otro de los propoésitos del estudio es la exploracion de UPQOs novedosas, se
decidio conservar la secuencia correspondiente a la UPO de Ustilago maydis (UmaUPQ)
como miembro representante de la subfamilia V a pesar de contar con un bajo porcentaje
de identidad respecto a AaeUPO. Este resultado se presenta en la tabla 7.

Tabla 7. Priorizacién de secuencias en funcién a su porcentaje de identidad respecto a

AaeUPO.

UPO hipotética Subfamilia QMEAN  Identidad de secuencia (%)
GmauUPO | -1.49 71.52
LamUPO I -1.76 67.08

SstUPO I -2.13 66.56
AbiUPO I -1.36 65.74
HsuUPO I -2.26 63.84
HciUPO I -1.74 62.93
TwaUPO | -2.49 56.78
FibuUPO | -2.64 55.76
TcoUPO | -2.4 55.21
PcruPO | -1.82 54.11
UmaUPO V -3.75 35.00

Las secuencias presentadas en celdas sombreadas, y correspondientes a la subfamilia I, fueron
descartadas en esta etapa debido a que poseen un porcentaje de identidad de secuencia total respecto a
AaeUPO fuera del rango 60 — 80%. Como UPO representante de la subfamilia V se decidié continuar el
estudio con UmaUPO.

Analisis de residuos correspondientes al tinel de acceso al sitio activo:
Alineamiento multiple de secuencias.

Los alineamientos multiples realizados con las secuencias completas de aminoacidos son
presentados en la seccion de Anexos 3. Un analisis de los aminoacidos presentes en
regiones no continuas pero que corresponden a las posiciones referenciadas en el tanel de
AaeUPO nos indica que en caso de la subfamilia 1 es presuntamente posible generar una
secuencia consenso representativa, cosa que no ocurrié con el resto de subfamilias
probablemente porque el nimero de secuencias estudiadas fue menor o igual a 4, lo cual
es poco para sustentar un juicio. En la figura 15 se ilustra esta observacion por medio del
software WebLogo® 3.7.4, a la vez que se presentan alineamientos representativos a las
subfamilias de UPOs hipotéticas.

Los porcentajes de identidad respecto al consenso para los aminoacidos presuntamente
en tuneles de UPOs hipotéticas correspondientes a la subfamilia 1 fueron: HciUPO=100%
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(18/18); TwaUPO=72.22% (13/18); AaeUPO=11/18 (61.11%); CciUPO 10/18 (55.56%);
PcrUPO=10/18 (55.56%); TcoUPO=13/18 (72.22%); FibuUPO= 15/18 (83.33%);
LamUPO=18/18 (100%); SstUPO= 18/18 (100%); HsuUPO=17/18 (94.44%) ;
GmaUPO= 15/18 (83.33%); AbiUPO= 14/18 (77.78%). Los porcentajes de identidad
respecto al consenso para los aminoécidos presuntamente en tineles de UPOs hipotéticas
correspondientes a la subfamilia 4 fueron: PsuUPO = 90.9% (10/11); PscUPO= 100%
(11/11); PspUPO=81.81% (9/11); AriUPO=9/11 (81.81%). Los porcentajes de identidad
respecto al consenso para los aminoécidos presuntamente en tineles de UPOs hipotéticas
correspondientes a la subfamilia 5 fueron: KbrUPO = 100% (20/20); ColUPO = 70%
(14/20); ManUPO = 90% (18/20); Uma= 95% (19/20); Ser= 95% (19/20). En la figura
10 se ilustra esta observacion por medio del software WebLogo® 3.7.4, a la vez que se
presentan alineamientos representativos a las subfamilias de UPOs hipotéticas.

Por otro lado, y para comprobar si realmente un alineamiento multiple de secuencias
como el mostrado en la figura 15 es confiable para predecir los residuos en el tanel, los
modelos estructurales generados para las secuencias de UPOs hipotéticas fueron
analizados en la region del tanel. Los residuos que los conforman son presentados en la
tabla 8. Los residuos observados en los modelos fueron comparados en primer lugar con
los residuos predichos por el alineamiento de secuencias multiples, a la vez que fueron
comparados con los residuos de AaeUPO tanto por identidad de aminoacidos como por
el tipo de estos. La posicion de dichos residuos en la secuencia primaria de cada UPO se
presenta en la seccion Anexo 4.
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Figura 15. Aminoacidos que presuntamente integrarian los tineles de acceso a los sitios activos de acuerdo a
andlisis de secuencia primaria de UPOs hipotéticas agrupadas por subfamilia. Dada la cantidad de secuencias
disponibles, solo se pudo preparar logos informativo con la secuencia consenso para las subfamilias 1 y 5. En la parte
superior y en color rojo se indican los residuos correspondientes al tinel de AaeUPO (Ramirez et al. 2020). A)
Alineamiento y logo de residuos correspondientes al tnel para la subfamilia 1. B) Alineamiento y logo de residuos
correspondientes al tunel para la subfamilia 4. C) Alineamiento y logo de residuos correspondientes al tanel para la
subfamilia 5.
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Tabla 8. Analisis de residuos que conforman el tanel de las diferentes UPOs priorizadas. Leyenda de colores:
Residuos aromaticos (Rojo), residuos hidrofébicos no aromaticos (negro), residuos polares (verde), residuos
cargados (azul).

%

Residuos del tunel en funcién de la identidad %

UPO L Residuos del tanel en funcién de Identidad
.. Subf. comparacion estructural de los modelos B . . del modelo
hipotética un alineamiento multiple (21aa) to gl MeSPectoa
propuestos con AaeUPO e b elPO
Alin.
| FDQAFATAAFFRFTEFLSFAA (21aa) FDQAFATAAFFRFTEFLSFAA 61.0
33.33% ; 33.33% ; 19.05% ; 14.29% 33.33% ; 33.33% ; 19.05% ; 14.29% :
| MVALVAFRFTAAEFFGL (17aa) MESVLVTAAFPRFTEFFGFSD 58.8 50.0
52.94% ; 23,53% ; 11.76% ; 11.76% 28.57% ; 23.81% ; 28.57% ; 19.05% ’ '
| MESLFITAFPRFTAEFFFSD (20aa) MESLFITAAFPRFTEFFAFST 90.0 45.0
25% ; 30% ; 25% ; 20% 28.57% ; 28.57% ; 23.81% ; 14.29% ’ '
| MLAFVTAFYTYAEFLEIFFSF (21aa) MGDLFVTAAFPRYTEFFIFAL 61.9 47.62
38.1% ; 38.1% ; 14.29% ; 9.52% 38.1% ; 28.57% ; 19.05% ; 14.29% ’ !
MLAFVFRFTAAESIFTLDL (19aa) MGDLFVTAAFPRFTEFFIFVS 50.0 44.44
47.37% ; 21.05% ; 15.79% ; 15.79% 28.57% ; 28.57% ; 28.57% ; 14.29% ’ '

MGDLFVTAAFPRFTAEFFGLFAN (23aa) MGDLFVTAAFPRFTEFFVFAD 82.6 60.87

34.78% ; 26.09% ; 26.09% ; 13.04% 33.33% ; 28.57% ; 23.81% ; 14.29%
MLAVFVTAFRFTAEFFN (17aa) MGDLFVTAAFPRFTEFFIFNS 824 64.71
41.18% ; 29.41% ; 17.65% ; 11.76% 28.57% ; 28.57% ; 28.57% ; 14.29% '

LLAILALGSVWRLVAYGESGFVTTPLSLD
(29aa) e --- 13.79
48.28% ; 10.34% ; 31.03% ; 10. 34%

Un andlisis mas fino de los residuos que integran el tunel de acceso al sitio activo en los
modelos de las UPOs hipotéticas (tabla 8) mostrd que las diferentes UPOs presentan
diferencias en cuanto a los residuos que integran el tunel, asi como la proporcion y
distribucion de estos segln su tipo.

Los residuos predichos por el simple alineamiento multiple de secuencia para la
subfamilia 1, la mas representativa de este grupo de enzimas hipotéticas, no son
consistentes con los residuos observados en los modelos tanto en cantidad como en tipo,
presentando una identidad de residuos de entre 50 y 90%, valores obtenidos al comparar
los residuos presentados en el alineamiento multiple de secuencias con lo observado en
los modelos conformacionales tras hacer un alineamiento estructural con AaeUPQO, para
cada UPO hipotética analizada. Una primera conclusion que se desprende hasta esta etapa
es que el alineamiento simple de residuos correspondientes a las posiciones de los del
tinel de AaeUPO no es suficiente para predecir los residuos que conformarian el tunel en
una UPO hipotética.

Por su parte, el porcentaje de identidad de los residuos que componen el tinel en los
diferentes modelos respecto a AaeUPO es de entre 50 y 64.71%, lo cual quiere decir que
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los modelos predicen amplias diferencias en el tipo de residuos que integran los tineles
respecto a AaeUPO y que ello seguramente se verd reflejado en su arquitectura y
funcionalidad.

Algo importante en este punto es que tras realizar un nuevo alineamiento multiple esta
vez con los residuos que integran los tuneles de los modelos de las diferentes UPOs
(Figura 16) no fue posible obtener un consenso fiable dado que este solo cubrié 12 de las
25 posiciones correspondientes a residuos en la secuencia de tnel méas extensa. Si bien
una cobertura de 12/25 residuos es poco, no quiere decir que sea bueno o malo debido a
que uno de los propdsitos del presente trabajo era evaluar UPOs novedosas, lo cual
implica la busqueda de taneles diferentes.

Al comparar los entre 20 y 25 aminoécidos que conforman los taneles se observa que
algunos se conservan. Notoriamente, y como era esperado, se conservan los residuos
cataliticos R y E correspondientes a las posiciones 189 y 196 en AaeUPO. Por su parte,
se conservan también dos residuos de F correspondientes a las posiciones 76 y 191 en
AaeUPO, lo cual podria tratarse incluso de una firma de la subfamilia. En un trabajo
publicado por nuestro grupo (Ramirez et al. 2020), se demostro que el rol de estas F es
mantener la topologia del tunel y si son reemplazadas el tunel adquiere flexibilidad. El
rol de otros residuos conservados como la metionina, un aminoacido susceptible a
oxidarse, esta pendiente de estudio.

MODELOS
AaeUPO FDCAFATAAFFRFT--EFLSFAA——
HsuUPO MLA-FVT-AFYR-TYAEFLEIFESF
HciUPO M-LAFV-—-——-FRFTAAESIFTLDL-
AbiUPO M-—-——-VALVAFRET FFGL——--
SstUPO MGDLEVTAAFPRFT-AEFFGLFAN-
GmaUPO MESLF-ITAFPRFT-AEFFFSD——-
LamUPO MLAVEV--TAFRFT-AEFFN-————
ke vV ———FV-——A-FRFT-AEFF——————

¥ $oon

Figura 16. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas correspondientes a los tuneles observados en los
modelos generados por homologia. Los residuos analizados corresponden a posiciones no continuas en las secuencias
sino que componen el tinel en las diferentes UPOs hipotéticas. En flechas rojas se remarcan los residuos correspondientes
al par &cido-base cataliticos, en amarillo los residuos correspondientes a las posiciones 76 y 191 en la AaeUPO
responsables de dar arquitectura al tinel, y en flechas moradas se marcan residuos presuntamente importantes para la

estabilidad de la cavidad catalitica (Ver Figura 20).

Vista de los tuneles de acceso al sitio activo

Los diferentes modelos estructurales fueron inspeccionados visualmente en blasqueda de
un tanel de acceso al sitio activo que conecte el solvente con la cavidad catalitica de forma
ininterrumpida, confirmando en primer lugar la existencia del mismo. Aquellos tlneles
que presentaron obstrucciones (perdida de continuidad en algun punto de su superficie
que impida la conexién propiamente dicha entre la superficie de la proteina y el grupo
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hemo de la cavidad catalitica) o bifurcaciones (dos sitios de entrada al sitio activo desde
el solvente) fueron considerados atipicos.

Una visualizacion frontal de los tuneles (figura 17), mostré que los modelos estructurales
de HsuUPO y HciUPO presentan obstruido el tinel mientras que los modelos propuestos
para las otras secuencias no. Una visualizacion transversal de los diferentes modelos en
la que se destaca la vista de la superficie del tunel (figura 18), permitié observar diferentes
arquitecturas para estos. Tomando como referencia el tinel de AaeUPO, algunos de los
modelos generados para las diferentes secuencias UPO fueron atipicos en el sentido de
que presentaron bifurcaciones (AbiUPO) u obstruccion (HciUPO y HsuUPO) (figura 19).
Ya que hasta este momento se han sefialado diferencias grandes, no se espera haber
cometido una apreciacion erronea. No obstante, para un analisis cuantitativo mas riguroso
si seria necesario el uso de herramientas bioinformaticas mas sofisticadas dirigidas a
medir el volumen propiamente dicho de la cavidad.

Una vista detallada de la disposicion de motivos conservados importantes para la catalisis
(PCP. EGD y RXXXXXXE) (figura 20), mostré que éstos estarian ordenados
espacialmente de la forma esperada. Por su parte, y en funcion a la disposicion de residuos
hidrofébicos/aromaticos importantes para la estabilizacion del hemo (Phe-69, Phe-121 y
Phe-199 en AaeUPQ), los modelos generados podrian clasificarse en aquellos modelos
en los que el grupo hemo se encuentra presuntamente estabilizado por 3 Phe (Fig. 20.A),
2 Phe (Fig. 20. B) y 1 Phe (Fig. 20.C); en este sentido, las UPOs descritas
experimentalmente al momento presentan 0 3 o 2 residuos de Phe presuntamente
estabilizando al grupo hemo al interior de la cavidad catalitica, en ningn caso hasta el
momento se tiene un caso en el que haya solo 1 o ningun residuo de Phe.

HciUPO SstUPO LamUPO UmaUuPO

Figura 17. Entrada del tinel de acceso al sitio activo para las diferentes UPOs modeladas. Con referencia a AaeUPO, se eligid
como caracteristica favorable aquellos modelos que presenten un tdnel que conecte al grupo hemo, coloreado en color rojo. En color
verde se presenta la superficie correspondiente a los residuos que integran el tunel.
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AbiUPO GmaUPO

HciUPO SstUPO LamUPO UmaUPO

Figura 18. Vista interna de la estructura propuesta para las diferentes UPOs, destacando el tinel y posicion
del ién Mg+2. Con referencia a AaeUPO, se eligié como caracteristica favorable aquellos modelos que presenten
un tanel no interrumpido desde el interior de la cavidad catalitica con el exterior.

GmaUuPO HsuUPO
¥
\.o N
N N

HciuUPO SstUPO LamUPO UmaUPO

Figura 19. Detalle de la superficie del interior de los tneles de las estructuras propuestas para las diferentes
UPOs. Con referencia a AaeUPO, se eligié como caracteristica favorable aquellos modelos que presenten un Gnico
tunel que conecte el exterior con el interior de la cavidad catalitica. Estaimagen en 2D es el resultado de un anélisis
maés exhaustivo en 3D.
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HsuUPO  SstUPO HciUPO

Figura 20. Visualizacion de los residuos correspondientes a los motivos PCP, EGC y RXXXXXXE presentes
en las estructuras propuestas para las diferentes UPOs. Con referencia a AaeUPO, se eligié como caracteristica
favorable aquellos modelos que presenten en la posicion correspondiente los residuos exactos correspondientes a los
motivos mencionados, asi como 4 enlaces de coordinacidn al idn Mg*2. A) Disposicion de los residuos en la enzima
de referencia AaeUPO; se disponen 3 residuos de PHE en la cavidad catalitica. B) Disposicién de los residuos en los
modelos generados para UPOs hipotéticas de la subfamilia 1; se disponen 2 residuos de PHE en la cavidad catalitica
y 1 de MET. C) Disposicion de los residuos en los modelos generados para UmaUPO (Subf. 5); se disponen 1
residuos de PHE y 2 de LEU en la cavidad catalitica.

Disposicion de los residuos que conforman el tinel de acceso al sitio activo
Se estudio la disposicion espacial de los residuos antes presentados en la tabla 8, no
encontrandose un patron especifico para la disposicién de estos.

En el caso de HsuUPO, la obstruccion previamente observada en el tinel se debe a la
disposicion mayoritaria de residuos aromaticos a la entrada del mismo (Figura 21). Esto
podria relacionarse con que quiza haya mayor afinidad por residuos hidrofobicos o que
la enzima hipotética simplemente no sea funcional, a reserva de que posteriormente se
genere evidencia experimental que verifique o refute esta hipdtesis. En el caso de
HciUPO, no se observo tendencia alguna o agrupacion por tipo de residuo en alguna
seccidn del tanel (Figura 21) pero si un pequefio bloqueo a la entrada; si bien de acuerdo
a lo previamente establecido esto constituye una obstruccidn, es muy pequefia y la propia
naturaleza del analisis empleado deja caber también la posibilidad de que se trate de un
artefacto del modelo. Una alternativa para tratar de explorar in-silico si es 0 no el caso
de un artefacto es relajar la estructura y permitir su movilidad mediante herramientas de
dindmica molecular por tiempos mayores a 100ns para asi poder detectar posibles
movimientos a nivel de cadena principal y en el tanel; no obstante, la mejor manera de
probar esta hipdtesis seria medir experimentalmente la actividad y especificidad de esta
enzima.

Para AbiUPO se obtuvo la prediccion de un tunel bifurcado, es decir, un tanel que
desemboca en dos cavidades orientadas al solvente; con la informacion disponible no hay
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forma de predecir si esto serd ventajoso o perjudicial para la enzima en términos de
eficiencia catalitica por algun sustrato en particular.

AaeUPO

HciuPO SstUPO LamUPO UmauPO

Figura 21. Visualizacién de residuos que conforman el tanel de los modelos estructurales generados para las
diferentes UPOs hipotéticas analizadas. Leyenda de colores: Residuos aromaticos (Rojo), residuos hidrofébicos no
aromaticos (negro), residuos polares (verde), residuos cargados (azul). El detalle de estos residuos se presenta en la table
8.

Una comparacion gruesa de la proporcion de los residuos que conforman los tuneles
(Figura 22) agrupados por su tipo muestra que estos no tienen una tendencia definida o
que sea undnimemente compartida. Entonces, en esta etapa del analisis, cualquier
secuencia cuyo modelo sea afin a la estructura de AaeUPO en términos de la
estructuracion del tunel hipotéticamente podria ser activa, cosa que tendria que ser
corroborada experimentalmente casi con seguridad mediante su expresion heterdloga.

Los modelos propuestos hasta el momento permiten predecir que, aunque HsuUPO y
AbiUPO pudieran ser correctamente expresadas y plegadas en S. cereivisae,
probablemente no serdn funcionales o presentardn una actividad muy diferente a la
exhibida por AaeUPO, cosa que también responderia al propdsito del estudio de encontrar
una UPO novedosa. No obstante, estas secuencias al presentar un tunel atipico y distinto
al de AaeUPO pueden ser consideradas como “riesgosas” y por ende se decidio
investigarlas como parte de un estudio independiente.

Tomando esto en consideracion, y habiendo reducido el universo de secuencias a explorar
experimentalmente a solo 4, se decidié que todas ellas eran igualmente adecuadas para
iniciar la etapa experimental del estudio de modo que se eligieron por una parte las dos
secuencias pertenecientes a la subfamilia 1 que presenten los mayores porcentajes de
identidad y similitud estructural respecto a AaeUPO (GmaUPO y SstUPO), y al Unico
representante de una subfamilia distinta que fue conservada hasta el final (UmaUPO).
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Figura 22. Comparacién porcentual del tipo de residuos que integran el tinel de acceso al sitio activo para
las secuencias UPO priorizadas. Una representacion visual de los datos presentados en la tabla 8 permite observar
que los diferentes modelos generados difieren en cuanto a la proporcién de los tipos de residuos que integran el
thnel.

Clonamiento de UPOs hipoteéticas en E. coli DH5a

Preprocesamiento de genes UPO y del vector pJRoC30

Se decidio por la sintesis de los genes correspondientes a GmaUPO, SstUPO y UmaUPO.
Para la sintesis de las secuencias nucleotidicas se optd por optimizar los codones para su
expresion en Saccharomyces cerevisiae y conservar el péptido sefial original de cada
secuencia puesto que estudios previos han demostrado experimentalmente que
reemplazar el péptido sefial no es una estrategia beneficiosa para la expresion heterologa
de estas enzimas, cosa que por si mismo podria suponer un cuello de botella en el presente
estudio. (Molina-espeja et al. 2014; Pérez, 2018).

Las secuencias fueron insertadas en el vector de clonamiento pUCIDT (2752pb), el cual
confiere resistencia a ampicilina, para ser transformados en la cepa de E. coli DH5a. La
metodologia propuesta para su transformacion y los mapas de los plasmidos utilizados se
presentan en el Anexo 1.

Durante los ensayos de clonamiento iniciales realizados de acuerdo a la metodologia
planteada en Anexos 1 se obtuvieron muchos resultados negativos, lo que planted
preguntas sobre la integridad del plasmido pJRoC30-PaDal y la mutagenicidad de la E.
coli utilizada. Tras demostrar experimentalmente deficiencias en ambos elementos, se
decidio continuar el estudio con una E. coli DHSa, trabajar con una version mas primitiva
del plasmido pJRoC30-PaDal y realizar un colapso del sitio de restriccion Xhol como
preprocesamiento de este plasmido con la finalidad de retirar parte de la secuencia de
PaDal (AaeUPOQO) que alli se encontraba, generando asi el plasmido pJRoC30-Clpso
(Anexo 1). La secuencia de la region procesada fue verificada por secuenciacion. El
plasmido pJRoC30-Clpso sirvidé propiamente dicho como plasmido donador del vector
de expresion y como control negativo en los ensayos de clonamiento (Figura 23) mientras
que el propio plasmido pJRoC30-PaDal, como control positivo.
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Los diferentes plasmidos fueron transformados en E. coli DH5a con la finalidad de
propagarlos y posteriormente purificar, a partir de cultivos de 25ml, una cantidad superior
a 5mg para cada uno de los diferentes plasmidos.

Clonamiento de genes UPO en el vector pJRoC30 y seleccidon de colonias
recombinantes.

Los plasmidos pUCIDT-GmaUPO, PUCIDT-SstUPO y pJRoC30-Clpso fueron
procesados satisfactoriamente mediante la metodologia propuesta y detallada en el Anexo
1. Se logré obtener los plasmidos recombinantes pJROC30-GmaUPO y pJRoC30-
SstUPO, segln se presenta en la Figura 24, si bien el porcentaje de clonas exitosas
obtenidas fue bajo (20 y 8.33% respectivamente). La secuencia y el marco de lectura de
los genes insertados en el vector pJRoC30 fueron verificados mediante secuenciacion. El
plasmido correspondiente a UmaUPO no logré ser clonado en esta etapa.
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Figura 23. Preprocesamiento del plasmido pJRoC30-PaDal. A) Mapa del plasmido pJRoC30-PaDal. Se resalta la region

correspondiente al gen codificante para AaeUPO. B) Mapa del plasmido pJRoC30-Clpso. Se resalta el fragmento residual
correspondiente al gen codificante para AaeUPO. C) Digestion del plasmido pJRoC30 con Xhol. D) PCR de colonia tras la

ligaci

6n y transformacion mediante shock térmico en E. coli DH5a. En todos los casos se verifico la pérdida de la mayor parte

del gen correspondiente a AaeUPO. Se seleccionaron las colonias 3y 5 para ensayos posteriores.
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Figura 24. Clonamiento de los genes UPO en el vector pJRoC30. A) Dable digestion de los plasmidos pJRoC30-
Clpso y pUCIDT-GmaUPO con las enzimas de restriccion Xhol y BamH1. B) Daoble digestion de los plasmidos
pJRoC30-Clpso y pUCIDT-SstUPO con las enzimas de restriccion Xhol y BamH1. El pldsmido correspondiente a
pUCIDT-UmaUPO no pudo ser procesado lamentablemente debido a degradacién. C) Seleccidon de colonias
recombinantes pJRoC30-GmaUPO tras la ligacidn y transformacion de los productos de digestion mediante PCR. D)
Seleccidon de colonias recombinantes pJRoC30-GmaUPO tras la ligacion y transformacion de los productos de digestion
mediante PCR. E) Mapa del plasmido recombinante pJRoC30-GmaUPO. Se resalta en celeste la region correspondiente
al gen de GmaUPO. F) Mapa del pldsmido recombinante pJRoC30-SstUPO. Se resalta en celeste la region

correspondiente al gen de SstUPO.
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Transformacion de UPOs hipotéticas en Saccharomyces cerevisiae

BJ5465

Se realiz6 satisfactoriamente de acuerdo a lo planteado en la seccion de protocolos,
comprendida en la seccion Anexos 1, obteniéndose un recuento >2400 UFC en las placas
de transformacion, y una eficiencia de transformacion estimada >120 UFC/ng de
plasmido (Figura 25). Las 4 colonias de mayor crecimiento fueron repicadas en placa, a
la vez que se comprobd mediante tincion gram la naturaleza fangica de las colonias
seleccionadas.

Figura 25. Transformacion de los plasmidos recombinantes pJRoC30-GmaUPO, pJRoC30-SstUPO y
pJRoC30-PaDal en S. cerevisiae BJ5465. A modo de control positivo de procedimiento se utilizd el plasmido
pRs36, el cual fue proporcionado en el kit de transformacion.

Expresion de UPOs hipotéticas en Saccharomyces cerevisiae BJ5465

Ensayos de expresion de UPOs hipotéticas en sistema heterologo

Estos ensayos de expresion se realizaron de acuerdo al esquema mostrado en la seccion
metodoldgica (Figura 11). Los factores de concentracion (FC) alcanzados para cada caso
tras la cosecha a las 72 horas de cultivo fueron de 15.36X para GmaUPO, 40.00X para
SstUPO y 15.15X para PaDal y se logré mediante ultrafiltracion en membrana Amicon®
30kDa cut-off y cambio a buffer fosfato de potasio pH7 — 50mM. Los factores de
concentracion fueron calculados tras dividir el volumen del medio de cultivo libre de
células (volumen inicial) sobre el volumen del medio concentrado (volumen final). Este
paso fue critico ya que en funcién al estudio realizado en 2014 por Molina-Espeja y
colaboradores en el cual se optimiz6 la produccién volumétrica de AaeUPO (ABTS U/L)
mediante evolucion dirigida en el mismo sistema de expresion utilizado en este estudio,
se tuvo que en condiciones iniciales la produccion de AaeUPO es de apenas 2 U ABTSI/L,;
en este sentido, era esperable una produccion infima para cualquiera de las UPOs
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ensayadas puesto que ello fue lo observado en estudios similares de expresion heteréloga
de UPOs nativas en S. cerevisiae, y la razon de aplicar métodos de evolucion dirigida con
el proposito de maximizar su produccion volumétrica (Molina-Espeja et al. 2014).

Los valores iniciales y finales de biomasa, medidos en densidad Optica para cada uno de
los cultivos se presenta en la tabla 9.

Tabla 9. Valores de biomasa iniciales y finales medidos durante la produccién de UPOs hipotéticas en el
sistema heterélogo S. cerevisiae BJ5465.
FC: Factor de concentracion.

ODsoo ODsoofina|

R iicial (72h) =
GmaUPO  0.160 4152  15.36X
SstUPO 0.136 5216 40.00X
PaDal 0.114 4892  15.15X

Ensayos de actividad enzimatica sobre NDB, ABTS y Guaiacol.

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron por duplicado en tubos de ensayo.
Como control interno de expresion se empled el producto del plasmido pJRoC30-PaDal
mientras que como control externo se empleé PaDal producida previamente por parte del
laboratorio de Biocatalisis Redox (IBT- UNAM) en un estudio independiente. El control
negativo consistio en la propia mezcla de reaccion, pero en ausencia de biocatalizador.

Ademas, y de forma complementaria, se incluyé un ensayo de tratamiento térmico de
95°C durante 10 minutos con la finalidad de denaturar el biocatalizador producido ya que
este deberia ser de naturaleza proteica y termolabil, ayudando asi a discriminar de la
presencia de algin compuesto quimico desconocido en el medio de reaccion que permita
la peroxidacion de los sustratos y sirviendo como un control interno adicional de
actividad.

Si bien ninguna de las reacciones observadas fue comparable en intensidad respecto al
control positivo (PaDal), si se observo reaccion tenue pero positiva para ABTS (Figura
26.A) por parte de SstUPO, mientras que la reaccion para NBD no pudo ser detectada
visualmente. Los mismos ensayos fueron repetidos esta vez por un método cuantitativo
en el espectrofotometro, pero no se logro obtener una medicién legible tras 10 minutos
de captura de datos para la reaccién en ABTS para SstUPQO. Los resultados de ello a modo
de calculo de unidades de actividad enzimatica se presentan en el anexo 3.

Si bien los factores de concentracion de los productos para GmaUPO y SstUPO fueron
diferentes (15.36X y 40.00X respectivamente), se detectd actividad sobre ABTS
(actividad peroxidasa) por parte de SstUPO pero no para GmaUPO, cosa que podria
explicarse con la diferencia en factores de concentracidn entre GmaUPO y SstUPO, pero
también deja la posibilidad de que GmaUPO no seria una enzima funcional mientras que
SstUPO si ya que la actividad peroxidasa sobre este sustrato es comun a todas las enzimas
UPOQ descritas hasta la fecha.
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Figura 26. Ensayos cualitativos de actividad enzimatica sobre ABTS, NBD y Guaiacol. Fotografias ilustrativas
de los tubos tras 10 minutos de reaccion a temperatura ambiente con cada uno de los sustratos, para cada uno de
las enzimas producidas. A) Reaccion con ABTS. B) Reaccion con NDB. C) Reaccién con Guaiacol.

Haber observado actividad sobre NBD (actividad peroxigenasa) hubiese sido muy
deseable y concluyente respecto a la actividad peroxigenasa de SstUPO, pero no fue el
caso. Una posible explicacion, nuevamente, pudiera ser que la concentracion de enzima
producida fue tan baja que no pudo ser detectada actividad con este sustrato dado que, a
pesar de que la reaccion fue revisada a los 10, 30 minutos y 12 horas de incubacién, no
se detectd ningun progreso luego del minuto 10. Esta explicacion puede apoyarse en que
la reaccion con ABTS, transferencia de 1 electrén, procede mucho maés rapido respecto a
la reaccion con NBD, transferencia de 2 electrones, siendo los valores de eficiencia
catalitica (kcat/Km) reportados para PaDal de 4.92*10° + 3.59*10* mM™min?y 4.2*10*
+5.94*10° mM™min? respectivamente (Molina-Espeja et al. 2014); es decir, la reaccion
de peroxidacion del ABTS es un orden de magnitud mas eficiente que de la
peroxigenacion del NBD y por ende es mucho mas sencilla de detectar incluso con bajas
cantidades de biocatalizador.

Por otra parte, no es claro si se dio una reaccion positiva o no para la peroxidacion de
guaiacol (actividad peroxigenasa) y esto sencillamente también podria ser explicado por
la baja cantidad de enzima producida y lo cual, como ya se menciond, era absolutamente
esperable. La produccion volumétrica de SstUPO no logré ser cuantificada
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electroforéticamente en geles de poliacrilamida puesto que no se detectd banda alguna en
correspondiente al peso molecular esperado, por lo que el resultado de actividad
enzimatica detectado es el Gnico al momento que indicaria que probablemente la UPO de
Sphaerobolus stellatus es una enzima funcional y puede expresarse satisfactoriamente en
un sistema heterélogo de levadura.

Este experimento fue repetido de acuerdo a lo planteado en la figura 9 para SstUPO pero
a una escala mayor (1L de medio), logrando un factor de concentracién de x268 pero
prolongando el tiempo de concentracion del producto de 8 a 30 horas. Los resultados
observados a pequefia escala no lograron ser replicados a mayor escala lo cual plantea
preguntas adicionales respecto a estas novedosas enzimas y cuanto realmente se sabe de
estas como grupo: ¢Necesariamente todas las UPOs seran igual de estables que AaeUPO?
¢ Diferentes UPOs requieren diferentes condiciones para su concentracion y purificacion?,
entre otras. Se requerirdn estudios adicionales para dar respuesta a esta y otras
interrogantes.
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CONCLUSIONES

Las herramientas in-silico son Utiles para estudiar en detalle enzimas
desconocidas, permitiendo hacer una seleccion de secuencias interesantes a
reserva de la evidencia experimental que se genere posteriormente.

A pesar de utilizar secuencias de UPOs muy similares a la de Agrocybe aegerita,
los tuneles predichos mediante modelado por homologia pueden llegar a ser
bastante diferentes y particulares, ademas de no ser consistentes en composicion
a lo predicho en un alineamiento simple de secuencia.

La UPO hipotética correspondiente a Sphaerobolus stellatus (SstUPO), a reserva
de una caracterizacion bioquimica detallada, puede expresarse en un sistema
heter6logo de levadura y es funcional en términos de poder catalizar reacciones
de peroxidacion.

PERSPECTIVAS

Explorar diferentes estrategias dirigidas a mejorar la produccion y tiempo de
concentracion de la SstUPO a escala laboratorio.

Clonar y expresar el gen correspondiente a la UmaUPQ de acuerdo a la estrategia
seguida en el presente trabajo.

Explorar experimentalmente otras secuencias correspondientes a UPOs

hipotéticas presentadas como candidatas a UPOs funcionales con alto porcentaje
de identidad de secuencia a la AaeUPO.
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ANEXOS
ANEXO 1: METODOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

PREPARACION DE CELULAS QUIMIOCOMPETENTES —E. coli DH5a
Preparar un preinoculo en 5mL en caldo LB. Incubar a 37°C toda la noche a 200rpm.

e Inocular un cultivo de 500mL de caldo LB a una OD600 = 0.05. Incubar a 37°C
y 250rpm de agitacion hasta alcanzar una biomasa OD600 = 0.5 - 0.6.
Enfriar las células en bafio de hielo durante 10 minutos.
Centrifugar a 2500xg por 10’ a 4°C.

e Resuspender el pellet en 80mL de TB (transformation buffer) frio (4°C) y
mantener en bafio de hielo durante 10’ adicionales.
Centrifugar a 2500xg por 10’ a 4°C.
Resuspender el pellet en 20mL de TB.

e Agregar DMSO hasta alcanzar una concentracion de 7% (Ejm: 1.4mL DMSO
para un total de 20mL). Mantener la agitacion en el proceso.

e Incubar en hiclo durante 10°.

e Dispensar arazon de 0.5 — 1mL en tubos eppendorf (polipropileno) y congelar de
inmediato directamente en una refrigeradora -70°C.

NOTAS:

» La eficiencia de transformacion calculada para el lote utilizado en el presente
estudio fue de 156.6 UFC/ng pJRoC30-PaDal (10661pb).
» Las células se mantienen competentes durante al menos 3 meses.

PROTOCOLO DE TRANSFORMACION DE E. coli DH50 MEDIANTE
CHOQUE TERMICO
(Referencia: Inoue et al. 1990)

e Descongelar las células de E. coli DH50 quimiocompetentes en bafio de hielo por
al menos 10’ antes de iniciar el proceso. Dispensar a razon de 50ul en microtubos
de polipropileno previamente enfriados.

e Incorporar minimo 10pg del plasmido a la suspension celular ocupando un

volumen de hasta 20ul (agua o buffer TE) y homogeneizar.

Incubar en bano de hielo durante 30°.

Shock térmico: 42°C por 45segundos. Retornar al bafio de hielo durante 10°.

Incorporar 1mL de medio SOC. Incubar a 37°C y en agitacion durante 1 hora.

Plaquear en Agar LB + 50ug/mL de ampicilina
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EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO - Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit
Se realizara a partir de un cultivo de E. coli de 25mL de caldo LB + Amp (50ug/mL)
inoculado toda la noche hasta saturacion (12 - 14h) incubado a 37°C — 250rpm.

e Concentrar el volumen total del cultivo mediante centrifugacion (6000xg) y
resuspender en 3mL de H20 -MQ estéril, y dispensar a razon de 600ul en tubos
de microcentrifuga de 1.5mL.

e Agregar 100ul de 7X Lysis Buffer y homogeneizar por inversion a temperatura
ambiente durante 2 — 4 minutos, o hasta que la mezcla cambie de color opaco a
azul claro.

e Agregar 350ul de Buffer de Neutralizacion frio y mezclar por inversion hasta
que la mezcla torne de color amarillo y forme un precipitado de color anaranjado,
prueba de que la neutralizacién ha concluido.

e Centrifugar a 13000rpm durante 4 minutos.

e Transferir el sobrenadante (=900 ul) en la columna Zymo-Spin™ IIN, sin
arrastrar el pellet. Colocar la columna en un tubo colector y centrifugar a
13000rpm por 30 segundos.

Descartar el eluido y colocar la columna de vuelta en el tubo colector.
Agregar 200 pl de Endo-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a 13000rpm por
307

e Agregar 400ul de Zyppy Wash Buffer a la columna. Centrifugar a 13000rpm por
1’. Descartar el eluido y repetir.

e Trasferir la columna a un tubo limpio de 1.5mL y agregar 30 — 50ul de Zyppy™
Elution Buffer precalentado a 70°C directamente a la matriz de la columna y
esperar 1°.

e Centrifugar a 13000rpm por 30”’. Almacenar el DNA cluido a -20°C hasta su uso
posterior.

e Determinar espectrofotométricamente la concentracion y pureza del DNA
extraido en el equipo NanoDrop®.

PROTOCOLO DE PURIFICACION DE DNA A PARTIR DE GEL DE
AGAROSA — Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

En todos los casos se purificaran bandas a partir de corridas electroforéticas en gel de
agarosa - TAE 0.8% y revelados con Bromuro de Etidio.

e Cortar las bandas de DNA de interés a partir del gel de agarosa con ayuda de un
bisturi y transferidos a tubos de microcentrifuga de 1.5mL a razén de un volumen
de entre 200 y 250 pl.

e Agregar 3 volimenes de ABD (+ 1 volumen de agua y 100ul extra de ABD para
fragmentos mayores a 8Kb) con respecto al volumen de agarosa a purificar.
Vortexear hasta resuspender la agarosa y dar un spin.

e Incubar a 55°C y agitacion durante 5 — 10 minutos hasta que el gel de agarosa
haya sido completamente disuelto.

e Transferir la solucion con agarosa disuelta a una columna Zymo-Spin™
previamente colocada en un tubo colector.

e Centrifugar a 13000rpm por 60°’. Descartar el volumen eluido.
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e Agregar 200ul de DNA Wash Buffer a la columna 'y centrifugar a 13000rpm por
30", Repetir este paso una vez mas y descartar el volumen eluido.

e Agregar 20ul de DNA Elution Buffer precalentado a 70°C directamente a la
matriz de la columna y esperar 1°. Colocar la columna en un tubo de
microcentrifuga nuevo de 1.5mL y centrifugar a 13000rpm por 2.

e Almacenar a -20°C hasta su uso posterior.

e Determinar espectrofotométricamente la concentracion y pureza del DNA
extraido en el equipo NanoDrop®.

MAPAS DE LOS PLASMIDOS pUCIDT GmaUPQ, SstUPO y UmaUPO

Las zonas coloreadas en morado, anaranjado y verde corresponden a los genes UPO, los
cuales tienen una longitud de entre 1150 y 1250pb. En todos los casos, el gen de interés
se encuentra flanqueado por sitios de restriccion a BamH1, Xhol y Notl.

(38582) EcoO1091

(3828) Aatll [Pfol (46)
(3@ze) Zral | BstAPI (185)
o\ [ Kasl {235)
{3710) SSDI.___. A\ [ Nart (238)
' \ ' [/ sfel (237)
—— BbelI (239)

(3505) XmnlI

- BspDI - Clal {425)

(3386) Scal ~~_—BamHI (451)

Btgl - Ncol - 5tyl {658)

(3054) WmeAIIl
(2986) BsrFI
(2967) Bsal ——
(za08) AhdI

A Bclr* (esy)

[/ Ecor1 (1106
T heel (1212)

__HindIII (1498)

—_ MNdel (1566}
~— NotI (1580}
—_ Aval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - TIil - Xhol {1536
(23(22)1;)353;13?1 BmeT1101 (1587)
ECcoRY (1623}

(zzo9) PFIFI - Tth111l Miul (1654}
{2013) Pcil

(2429) AlWNI
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Created with SnapGene™

(3885) Eco0109I1

(3831) Aatll Pfol (46)
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| [ KasI (235)
! Marl (236)
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(3508) anl_\‘ [ ——— Bbel (239}

= - BspDI - Clal (a25)

—— BamHI (451)
" ampR Promog,. ,

(33589) Scal\

. ¥Xbhal (541}
XcmlI (6507

—~

(3057) NmeAIII -
(2989) BsrFl __
(z970) Bsal —

e Cfi—— pUCIDT - SstUPO

3896 bp

| Psil (1064)
"~ EcoRI {110d)

- dcel (1438)
— BstZ171 (1439)

(24323 AlwNI _ MNotl {1553)
— Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - Tlil - XhoI {1589}

(2324) PspFI~ / S
. BmeT110I (1590}
(2320) Bsevl / f EcoRY (1626}

(zz12) PFIFI - Tth111l | Miul (1657}
{z016) Pcil

(3993) Eco01091 Created with SnapGene
{3939) Aatll [Pfol (46
(3937 Zral\ BstAPI (185)
., [ KasI (235}

_MNarl (238)
- Sfol (237)
—— Bbel (239

- BspDI - Clal (4z5)
—— BamHI {451}

~—— Sphl (538)

(3497) Scal

CPsil (734)
Earl ({747}

(3165) NmeAIIl

(3097) BsrFI
(30758) Bsal =

{3017y Ahdl —

__— BalII (877)
—— Mfel (898)

pUCIDT - UmaUPO
4004 bp

T Xbal 1201}

\Y
o
lac profa>

T BsStXI (1382)

{2540) AWNI
(2432) PspFI~

(24z28) Bse¥I
BmeT110I (169&)

{z320) PFIFI - Tth111I ECORY (1734)
Mlul (1765)

__ Swal (1677)
~NotI (1691)

(2124) Pcil

Aval - BsoBI - PaeR71 - PspXI - ThI - XhoI {1697)
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PROTOCOLO DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION
Colapso del sitio Xhol de restriccion en el plasmido pJRoC30-PaDal: Generacion del

plasmido pJRoC30-Clpso

Calculos digestion Xhol

Pmol/sitio

N° pb Pmol/pg Xhol *ug U*g/h
Lambda 48502 0.0312 1 0.0312 1
pJRoC30-
TrEeal 10661 0.1419 3 0.4258 13.65
DNA DNA
Sul 4.63ul
(196ng/ul) W (32.4ng/p) K
Buffer R apl Buffer Ligasa 2ul
Xhol 1ul (10U) Ligasa T4 1ul (1U)
H20 30ul H20 12.37ul
Total 40 Total 20

Purificacion producto de ligacion: 17.4 ng/ul
Transformacion por electroporacién: 32.6 * 1002 UFC/ml

(160 .. 181) RMLN

(373 .. 392)
~MIuT (524)
~DrdI (s37)
“BaiVI (382)
_ AhdI (1672)
~

(7834) Bsu36T . - NmeATIT (1620)

53) Swal—_

(72 PIROC30-Clpso
(7232) BspDI* - Clal*

9655 bp

(6935) Mscr* ——\
(6693) Bell* |

T SbfI (3379)
|7 Nhel (3582)
| Bmtr (3s85)
SnaBI (3593)

\ Hpal (4235)
Nrul (4641)

Digestion Xho1 PCR colonia

3%y
pJROC30 -+ pIROC30 -
PaDat - paDat
No digerido

£
§
3
i)
=
=

CTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGCAAAAACTGCATAAC
CACTTTAACTAATACTTTCAACATTTTCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAAAGTATCAACAAAA

TCCCCTGTTCCCAACCTTGGTCTACGCAGTGGGGGTCGTTGCTTTTCCTGACTACGCCTCATTGGCCGGCC
TCAGCCAGCAGGAATTGGACGCTATAATCCCAACACTCGAGCATGCATCTAGAGGGCCGCATCATGTAATT

AGTTATGTCACGCTTACATTCACGCCCTCCCCCCACATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAAC
CTGAAGTCTAGGTCCCTATTTATTTTTTTATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTTATATTTCAAATTTTTC

Leyenda:

Celeste: Fragmento residual de la secuencia correspondiente al gen de AaeUPO
(PaDal) presente en el plasmido pJRoC30-Clpso.

Morado: Sitio de restriccion BamH1

Amarillo: Sitio de restriccion Notl

Rosado: Localizacion de los primers RMLN y RMLC

Digestion Xhol — BamH1 de los plasmidos pJRoC30-Clpso y pUCIDT-GmaUPO:

Generacién del plasmido pJRoC30-GmaUPO

Calculos digestion BamH1/Xhol

N° pb pmol/pg BamH1 Pmt:lls'rtio u*g/h Xhol Pm:l]sitio Utglh pUCIDT-  pJRoC30-
Mg Mg GmaUPO Clpso
Lambda 48502  0.0312 5 0.156 1 0.0312 1 (122.5ng/ (189.6ng/
- nl) ul)
Ppes 10661  0.1419 1 01593  1.0211 0.1593  5.1058
UCIDT- DNA 16.33pl 10.55p!
P - 3893 0.3887 1 0.3887 2.4917 0.3887 12.4583
GmauPO Buffar
BamH1 2l el
osu oS
BamH1 (5U) (5U)
pJRoC30-Clpso 7210l
Purificacién producto de ligacién: 26.3 ng/ul (20.8ng/pl) -eLH Hz0 55.17ul 60.95pl
Total 80 80
GmaUPO
., L. 32.4ng/ul 4.63 Purificacion kit limpieza
Transformacién por electroporacién(1:100): 14 UFC (32.4ng/l)
Transformacion Shock Térmico (5pl): SUFC Buffer Ligasa 2ul DNA 30 30
Buffer R 8 8
Ligasa T4 1ul (10) '
Xhol 1 1
H20 5.16pl
H20 41 41
Total 20
Total 80 80
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Digestion Xhol — BamH1 de los plasmidos pJRoC30-Clpso y pUCIDT-SstUPO: Generacion
del plasmido pJRoC30-SstUPO

Célculos digestién BamH1/Xhol
N° pb Pmolfug  Bambi  TOVSO g Xhot  PMOVSEO e pUCIDT-  pJRoC30-
e o] SstUPO Clpso
Lambda 48502 0.0312 5 0.156 1 1 0.0312 1 (131.2ng/ (189.6ng/
N nl) nl)
P 10661 01419 1 0.1593  1.0211 1 0.1593  5.1058
LCIDT- DNA 15.24ul 10.55pl
F;stupo 3896 0.3887 1 0.3887 2.4917 1 0.3887 12.4583
Buffer aul sul
BamH1 A L
Ligacion (x2) BamH1  1pl (10U) 1pl (10U)
pJRoC30-Clpso &7l H20 55.76pl 60.45pl
Purificacion producto de ligacion: ----- (17.5ng/pl) JAH Total 80 80
Purificacién kit limpi
Transformacién Shock Térmico (10ul): 24 UFC SstUPO 5.8l .
(17.2ng/pl) DNA 30 30
Buffer Ligasa 2ul Buffer R 8 8
Ligasa T4 1l (1U) Xhol 1 1
H20 5.49l H20 41 41
Total 20 Total 80 80

Comprobacion de actividad mutagénica en E. coli

El estudio originalmente inici6 con la cepa de E. coli XL1-Blue. No obstante, aun tras
repetidos ensayos de clonamiento por meétodos convencionales y modificando las
condiciones y parametros recomendados por el fabricante, no se logro tener éxito en
ninguno de los casos. Tras realizar un secuenciamiento de diferentes “generaciones”
producidas de plasmido pJRoC30-PaDal, entendiéndose por generacion un ciclo de
transformacion, cultivo en 25mL de LB y purificacién de plasmido, se encontré una
delecion de 8pb exactamente en el sitio de restriccion BamH1 para la tercera generacion
la cual fue el lote de plasmido para el presente trabajo, habiendo también una serie de
mutaciones conservadas y acumuladas en plasmidos de generaciones previas.

Las medidas correctivas empleadas fueron por una parte regresar hasta un plasmido
“original” (presuntamente de segunda o primera generacion y producido fuera de este
estudio) y cambiar la cepa de E. coli XL1-Blue por E. coli DH5a ya que se tenia evidencia
de actividad mutagénica en la cepa de E. coli XL1-Blue utilizada hasta el momento; no
se hicieron experimentos para determinar la causa de este fendbmeno. Posteriormente se
colapsaria el sitio de restriccién Xhol con la finalidad de incrementar la eficiencia de
digestion al llevar a cabo la reaccion con menos sustrato.
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Original: ¢Segunda generacion?

PaDal 351 AAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAG TATAG | 400
|HIII|IIII||IIIHIIIIIIIIHIIIIIIIIH|IIIHIII
7527 451 AAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAG 497
p—
PaDal 481 GATCATAQGATCCATGAAATATTTTCCCCTGTTCCCAACCTTGETCTACG 450
LERUEELTELCEEEE T E P EE e e
7527 498 ----- TAQGATCCATGAAATATTTTCCCCTGTTCCCAACCTTGETCTACG 542
—-—

Primera propagacion del plasmido (Tercera generacion)

Se-Rev3
I

491 GGATC----

----CATGAAATATTTTCCCCTGTTCCCAACCTTGGTCTAC 442

FEEEEEEEEEE e F PR e e

PaDal 363 GEATCATAGGATCCATRAAATATTTTCCCCTGTTCCCAACCTTGGTCTAC 412

Segunda propagacion del plasmido (Cuarta generacion)

a0 10
I TTT WY T AT GTG

el plasmido original
disponible para este
estudio ya presenta
alteraciones. No
obstante, en un
origen si se tiene un
sitio de restriccion
BamH1 intacto
propiamente dicho

PCR DE COLONIA

Tabla A.2.1. Componentes utilizados en PCR de colonia y su concentracion.

Componente Concentracion Concentracion 1 Rx 15 Rx
inicial final

Buffer PCR 10X 1X 2 ul 30 ul

MgCl, 25mM 2.5mM 2 ul 30 pl

dNTPs 2mM 0.2mM 0.4 ul 6 ul

Primer RMLN | 10uM 1uM 2 ul 30 ul

(FW)**

Primer RMLC | 10uM 1uM 2 ul 30 ul

(RV)**

Taq Pol. 5 U/ul 0.5 U/Rx 0.06 pl 1 ul

H,O* - - 11.54 pl 173

*Volumen de Rx = 20ul

**Considerar que los Oligos se encuentran en los extremos del vector que flanquean la region

insertada.

RMLN: CCTCTATACTTTAACGTCAAGG

RMLC: GGGGGAGGGCGTGAATGTAAGC

El programa de ciclamiento utilizado en PCR de colonia sera:

1) 95°Cx 5’

2) 95°Cx30”
3) 55°Cx30”
4) 72°Cx 30
5) 72°Cx 5’

6) 4°C x 12 horas

x34 ciclos
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TRANSFORMACION DE Saccharomyces cerevisiae ATCC - BJ5465 —
METODO DE ACETATO DE LITIO (Yeast transformation kit ThermoFisher® )
Preparacion de levaduras quimiocompetentes
e Inocular un cultivo de 25mL de caldo YPD (matraz de 125mL) directamente
desde el criovial de S. cerevisiae BJ5465. Incubar toda la noche a 30°C y 250rpm.
e Inocular un cultivo de 100mL de YPD (matraz de 500mL) hasta obtener una
biomasa inicial OD600 = 0.3. Incubar a 30°C — 200rpm hasta lograr una biomasa
ODG600 = 1 —1.2. Este proceso tarda aproximadamente 4 horas.
e (Cosechar las células en su totalidad por centrifugacion a 6000rpm x 5° — 4°C.
Resuspender el pellet en 50mL de H.O-MQ.
e Repetir el paso de centrifugacion y lavado a las mismas condiciones.
e Resuspender las células mediante agitacion orbital en 1mL de Transformation
Buffer (Thermo®). Almacenar en hielo durante 1 — 1.5 horas.

NOTAS:

e Las células ya competentes pueden ser almacenadas en refrigeracion a 4°C hasta
por una semana aunque su estado de competentes se reduce gradualmente dia a
dia. Asi mismo, pueden ser almacenadas por tiempos prolongadas en 15% de
glicerol y a-70°C.

Transformacién de levaduras mediante choque térmico

e En untubo de microcentrifuga de polipropileno de 1.5mL, colocar 10ul de

ssSDNA acarreador Salmon testes (10mg/mL).

e Adicionar 100ng de cada uno de los plasmidos a transformar. El plasmido
pRS316 (+ URAZ3) se incluye a modo de control interno de la técnica.
Adicionar 100ul de células competentes y homogeneizar.

Adicionar 600l de plate buffer y homogeneizar.

Incubar en agitacion a 30°C en agitacion (250rpm) durante 30 minutos.
Adicionar DMSO hasta un 10% v/v y homogeneizar.

Choque térmico: Someter la mezcla a 42°C durante 15 minutos en agitacion.
Dar un spin de 5’ en microcentrifiga. Retirar el sobrenadante con micropipeta.
Resuspender las celulas ya transformadas en 500ul de H.O-MQ estéril.
Sembrar a razén de 100pl en placas de medio minimo SIN uracilo +
Cloranfenicol 25ug/mL. Incubar a 30°C durante 48 horas.
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ANEXO 2: Soluciones de trabajo y medios de cultivo utilizados.

Soluciones y medios utilizados para el clonamiento en E. coli
LB (Luria bertani ; pH=6.8 -7)

e Cloruro de sodio 5g/L
e Extracto de levadura 5¢/L
e Peptona de caseina 10g/L

Transformation buffer - TB (pH = 6.7 ; ajustar pH con KOH)

e 10mM Hepes/Pipes - 2.3830 g/L

e 55mM MnCl; - 6.92142 g/L (Anhidro)
e 15mM CaCl; - 1.6647 g/L

e 250mM KClI - 18.6378 g/L

o MnCI2 agregar al final. Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C.

SOC (pH =6.8 - 7)

e Bacto triptona 2% (w/v) - 20 g/L

e Extracto de levadura 0.5% (w/v) - 59g/L

e NaCl 10mM - 0.5844 g/L
e KCI2.5mM - 0.1864 g/L
e MgCl2 10mM - 1.2584 g/L
e MgSO; 10mM - 1.2036 g/L
e Glucosa 20mM - 3.6031 g/L

o NOTA: Recomendable incorporar glucosa previamente filtrada desde un

stock.

Soluciones y medios utilizados para la transformacion y expresion en S.
cerevisiae
Transformation buffer - TB - pH 7.6

e Acetato de litio 100mM - 0.5101g / 50mL
e Tris-HCI (pH 7.6) 10mM - Stock 100mM : 0.3029g / 25mL
e EDTA1mM - Stock 50mM : 0.4653g / 25mL

o NOTA: Esterilizar por filtracion.
Plate Buffer

e Acetato de litio 100mM - 0.5101g / 50mL

e Tris-HCI (pH 7.6) 10mM - Stock 100mM : 0.3029g / 25mL
e EDTA1mM - Stock 50mM : 0.4653g / 25mL
e 40% (p/v) PEG

o NOTA: Valido utilizar directamente Transformation buffer. Preparar un
minimo de 5mL.

YNB 10X

Disolver 6.7g de Yeast Nitrogen Base without aminoacids en 100mL de H20-MQ.
Prefiltrar en membrana de 0.45um antes de esterilizar por filtracion en membrana de
0.22um.
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Suplemento sintético de levadura (SIN Uracilo) 10X
Disolver 1.92g de suplemento sintético SIN uracilo en H20-MQ. Esterilizar por
filtracion en membrana de 0.22pm.

Glucosa 50% (p/v)
Disolver 50g de glucosa en 100mL de H>0 -MQ. Esterilizar por filtracion en membrana
de 0.22um.

Rafinosa 20% (p/v)
Disolver 20g de rafinosa en 100mL de H.O -MQ. Esterilizar por filtracién en membrana
de 0.22um.

Galactosa 20% (p/v)
Disolver 20g de galactosa en 100mL de H20 -MQ. Esterilizar por filtracion en
membrana de 0.22um

Cloranfenicol 25mg/mL
Disolver 0.25g de cloranfenicol en 10mL de Etanol. Esterilizar por filtracion en
membrana de 0.22um.

Caldo YPD
e Bactopeptona 20g/L
e Extracto de levadura 10g/L
e Glucosa 20g/L
o NOTA: Deseable incorporar glucosa 50% (40mL /L) después de
autoclavar.

Medio minimo para levaduras SIN uracilo

e YNB 10X 10% (v/v)
e Suplemento sintético SIN uracilo 10X 10% (v/v)
e Glucosa 50% 4% (vIv)
e Agar 2% (p/v)
e Cloranfenicol 25mg/mL 0.1% (v/v)

o NOTA: Esterilizar por autoclave agua y agar.

Medio Indculo Rafinosa SIN uracilo

e YNB 10X 10% (v/v)
e Suplemento sintético SIN uracilo 10X 10% (v/v)
e Rafinosa 20% 10% (v/v)
e Cloranfenicol 25mg/mL 0.1% (v/v)

o NOTA: Utilizar H;O-MQ estéril.

55



Medio de expresion Galactosa — S. cerevisiae — pJRoC30

e Extracto de levadura 10g/L
e Peptona 20g/L
e Buffer fosfato de potasio 60mM pH6
o KH2PO4 0.7691 g/L
o KzHPO4 0.0607 g/L
e Sulfato de magnesio 1mM 0.2465 g/L
e HO 865 mL /L
e Galactosa 20% (p/v) 10% (v/v)
e FeClz (100mM) 0.5% (v/v)
e FEtanol 3% (viv)
e Cloranfenicol 25mg/mL 0.1% (v/v)

o NOTA: Ajustar el pH a 6 con KOH o KCI previo a la esterilizacion por
autoclave de aquellos componentes que pueden ser pesado y diluidos en

agua.

Soluciones utilizadas para ensayos de actividad enzimatica

Buffer de fosfatos de potasio pH 7 - 50mM
o KH2PO4 0.4205 g/100mL
o KyHPO4 0.3327 g/100mL
o NOTA: Ajustar el pH con KOH 5N

Buffer de fosfatos de potasio pH 6 - 60mM
o KH2PO4 0.7691 g/100mL
o K;HPO4 0.0607 g/100mL
o NOTA: Ajustar el pH con KOH 5N

Buffer citratos pH 4.3 - 100mM
e Acido citrico 0.6404 g/100mL
e NaHPO, 0.9464 g/100mL
o NOTA: Ajustar el pH con HCI 5N
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ANEXO 3: Detalle de alineamientos, modelos, esquema de clonamiento y
calculo de unidades
Detalle del calculo de unidades enzimaticas de UPQOs hipotéticas.

Vol. PROMEDIO Unidades
Extracto L1 L2 L3 (Abs/seg)  Desv.Est %Error Abs/min
10ul (1:100) 0.13912 0.13648 0.13784  0.1378133 0.0013202 0.9579639 0.0082688
100ul 0.008424 0.008672 0.008331 0.0084757 0.0001763 2.092515 0.0005085
€(420nm) = 36000 (M.cm)A-1
Volumen
total
Vol. U (umol/min) = recuperado Factor 10ul
Extracto FD ((Abs/min)/e)*FD FD muestra :6500ul U totales
10ul (1:100) 100 0.0230 6500 100 650 1492.9778
100ul 1 0.0000 2500 1 25 0.0003532

Detalles de alineamiento de secuencias UPQOs propuestas.

# Aligned_sequences: 2

# 11 AasUPD

# 11 Gralpo

# Matrix: EBLOSLMEL

# Gap_penalty: 18.8

# Extend_penalty: 8.5

w

# Length: 374

# Identity: 2537374 (B7.5%)

# Similarity: 298/374 (79.1%)

# Gaps: a73m4 { 1.1%)

# Score: 1363.5

w

w

AasUpa 1 MKYFPLFPTLV--FMRW&FPﬂYASLAﬁLSWELDAIIPTLEAREPGLP
|z, Al e DA ez ez LT d e ]

GmaUpa 1 MRETMI&VLI&LFMT&FPﬂYE\SLAGLTKEQLDEVLPTLE]’.RELTSP

AasUpa 49 PGP LENSSAKLVNDEAHPWKPLRPGDIRGPCPGLNTLASHGY LPRNGVAT
P ez TR DT = L T ETEE T T T T

GmalPO 51 PGP LNDTSAKLYNDK AHPUMPVAPADT RGP PG LNTLASHGHLPRNGLAS

AasUpa 99 PYRLINAVOEGLNFDNQAAYF ATY AAHLVOGNL ITDLLS IGRKTRLTGPD
R e e N e A ey A T AN

GmaUpa 181 PSE ILTAVQEGFNMENS LAVF ITYAAHLVDGANYLTDOLS IGVKTALTGPT

AaglpPg 149 PPPPASVGGLNEHGT FEGDASMTRGDAF FGNNHDF NE TLFEQLVDYSNRF
e ey s R |

GmaUpa 151 PPAPAIVGGLNTHAYFEGDTSMTRGDFF FGNNADF NE TLFDE FVDF SNRF

AasUpa 199 GGGKYNLTVAGELRF KRIQDS IATNPHFSFYDFRFFTAYGETTFPANLFY
TN IIIIIIIIIII RN Y

GmaUpa 281 I.‘VGBKYNLTV.QSEFRNKRT.QDSIMNPTFSF\I‘SPRYFTAYAESTFPIEFI

AasUpa 249 DGR RODGYLOMDAAR SF FQFSRMPLOFF RAPSPREGTOVEVY LJAHPMOP
III NI T R R R ey e R A e RN

GmalPa 251 Dal QHDGQLI‘JL'I'VARGFFQNSSMPDDFYMI\IGTMT&GINVVMN—!PI P

AasUpa 299 GRNVGKINSYTVOPTSSOFST PCLMYEK FUNITWESLYPNPTWILRKALN
N R R A A A A PN N e e

GmaUpa 381 GTNVGGVMNYWOPMSANFNT FCLLYENFUNNTVEGLYPNPTGALLQALN

Aaglp0 349 TNLDFFFQGVA-AGL TOVFPY GRD Eval
e

GmaUpa 351 TMLDFFFSGLSDTGL TOVFPYGK- 373
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# Aligned_sequences: 2

# 1: A3=UPD

# 21 SstUPD

# Matrix: EBLOSLMG2

# Gap_penalty: 18.8

# Extend_penalty: 8.5

w

# Length: 176

# Identity: 2397376 (63.B%)

# Similarity: 2787376 (73.9%)

# Gaps: FF376 ( 1.9%)

# Score: 1236.5

w

w

AasUPd 1 MENFPLFPTLVFAARVVAFPAYASLAGLS)QELDATIPTLEAREPGLPPG
ey B e N N N N AN R T Py

SstUPO 1 MARFAA.LLL‘\FVLASTVI.nFPMESL&GLSREVLDQIIPTLKI.,QKPPPPPE

AasUPd 51 PLENSSAKLYNDEAHPREKPLRPGDIRGPCPGLNT LASHGYLPRNGVAT PV
I R A e

SstUPO 51 PLNOTSAKLYNDPAHPRLPLRHGDIRGPCPGLNT LASHGYLPRNGLATPA

AasUPd 181 QLINAVOEGLNFONQAAVFATYAAHLVDGHLITOLLS LGRKTRLTGPDPP
RN e e L A R R e R N A e A

SstUPO 181 QIVNAVQEGF NMGNDLAVFYTYAAFLVDGHLVTHNLLS LGEK TPLTGPNPP

AasUPd 151 PPASVGGLNEHGTFEGDASMTRGDAF FGNMHDFNE TLFEQLVIYSNRF GG
e e N e ey R A R A AN e PN

SstUPO 151 APAIVGGLDTHAVFEGDAST TRADAF FGOMHSFNETLFQELVSFSNKFGA

AasUPd 281 GKYNLTVAGELRFKRIDOSIATNPNFSFVOFRFF TAYGE TTFPANLFVDG
NN A s N e e

SstUPO 281 GNYNLTVGEOFRFORIGOS IATNPQRSFISPRYF TAYAESVFPTIFFVDG

AasUPd 251 RRDDGQLI:IM‘JAARSFFQFSH.MPDUFFRAPSPRS----GTGVEWIQAHPN
eI e HERPRIIE

SstUPO 251 R ANGQLNNUV&RBFFQI\MSMP&GFFRTNAS.WGLAAVAAGJ’.BEVFAAHPI

AasUPd 297 QPGRAVGKINSYTVDPTSSDFSTPCLMYEKFVMITVKSLYPNPTWLRKA
Ly R N P e P LR N R AN R oy

SstUPg 381 EPGANQGAIMTF TLDPNAADF SDICKLY TOFVNI TWKGLYPNPTGYL

AaslPd 347 LNTNLDFFFQGMA-AGT TQWF PYGRD in
A e e T

SztuP0 351 LNTNLNFLFQPLANDGL TQUPPFG-- Er ]
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& Aligned_sequences: 2
& 1: AzelPO

& 2: Lmalpo

# Matriz: EBLOSUMG2

# Gap_penalty: 18.8

& Extend_penalty: 8.5
[

 Length: 457

# Tdentity: 1217457 [26.5%)

A Sinilarity: 1727457 (37.6%)

# Gaps: 1337457 (28.1%)

A Score: 359.8

L]

L

Mmoo msmmismom——oo—osssmos

AzelPD 1 MKNFPL FFIL\J'FAAR.\J\AI'FA'!'.IISLJGLSQQELDAIIPTI. EAREPGLPRG =]
I e I | NN |

UmallPO 1 HHLSFNLFI.LLSAA FWALA ————————————— I.PNI.HAH MPG 33

BaellF0 3 T —— 58
| tr]oa]t]

UmalFo 14 PMGEPSMLEKRLLSANE LMLNNL FNDIKRKNAEL NSMVTVRDVGSLLNTE Bl

AzelPD [ e LT WNDEA) IMPLRFGDIRGPCFGLNTL BS

Al e

UmallPO =] HDITPESI'PNTFEIRRDLGLLPFAEMW|MPPPKGANRGPCPGLNTI 131

AzelPO B5 ASHGYL PRNE\J'&IP\!'QIM\ Q[GLNrDmMWAWulL\.’DmLmL 135
IR R T Ry e laeeantatn, [T

UmalFo 114 AMHGYL PRSMNPIDLMTFLGI.NLSPDLMILMIST\UEWLLM 181

AzelPD 116 I_VJGRNTRI.TCPDPPPPASWELNEIEI'EII)QS“TRGD,II.I'FMIDTNE 185
I]-zee s I NE s

LmalPO 184 LSIGGRYGLG---------- GGLSHHGT LEIIMS\:"I'EKI:N'\"F DﬁDP 211

BaelPD 185 TLTEQL\ID'I'SMFWK'!NLWMELRTKRT@ST.QTNPNI’SF\I‘DFRT FT 235

HE AAlel-leaz]s

UmallPO 4 lCL'\"KQr IQETNT'I'EEGN\NIHSLMSRWDWRHMWFDWLMLU 271

AaelPO 236 AYGETTFPANL FVDGRRDOGOLDMDAARSFFQFSAMP DDF FRAPSPRSGT 2B%
[E N1 T PN DUDIIFEEY PO P PSSO O

LmaUPO 274 AYGESGFVHEVL ---RGSFVKFDETMIENWF ICERFPEGASKRIVPHTTR ]

AzelPD 286 G- E\NTQN |P"QPERM GK - IHS'I'T\I'DPTSSDFSTPELM'I'EN Y 318

: 3l | A [
UmallPO in EILAMI\W&KP’FIPMIENG&FIF LP'I_I'DGA\"QELNS ~LLOPKTT 36E
AaelPO 329 NIT\'KSLVPNPT\"QLRK.ALMNLDFF ———————————— FOGWAA--GCTQ 364
:| | [--l-].]- 11 L]

LmaUPO 363 EﬂTLESL LCD;\SMVLGFFPSQITNL[MGTHG\WKCK 418

AzelPD 365 VFPYGRD in

UmalPO 411 ------- 41g

Detalle de los modelos generados para las GmaUPO, SstUPO y UmaUPO

En lo que respecta al modelo obtenido para la UPO de Galerina marginata (GmaUPO),
el porcentaje de identidad de la secuencia a modelar fue de 71.52% con respecto al
modelo generado para AaeUPO (2ypl) y un porcentaje de cobertura del 100%,
obteniendo un valor de QMEAN = -1.49 y un QMQE = 0.89 (Figura A3.1.A), lo cual
quiere decir que la consistencia del modelamiento puede considerarse adecuada para la
elaboracion de inferencias. En el diagrama de calidad local estimada se ilustra en color
amarillo aquellas regiones que implican el residuo de cisteina y el par acido base
requerido para la catalisis, mientras que en color verde se ilustran aquellas regiones que
corresponden al tinel de GmaUPO (Figura A3.2.B), observandose un alto grado de
similitud respecto a AaeUPO. Por su parte, el diagrama de valores Z (Figura A3.1.C)
mostré que el plegamiento propuesto calza, aunque casi marginalmente, dentro de la base
de plegamientos reportados. Todo esto es util para indicar que el modelo propuesto para
GmaUPO es similar a AaeUPQ Yy es confiable. Asi mismo, el valor de RMSD calculado
para el presente modelo fue de 0.631, con 23714tomos alineados.

Haciendo un analisis mas exhaustivo de la region C-terminal, la cual corresponde a los
residuos 360 en adelante y no fueron modelados adecuadamente de acuerdo al diagrama
de calidad local (figura A3.2.B), se tiene que serian solo los residuos 360 — 364 aquellos
que formarian parte de la entrada al tinel mientras que aquellos desde el 364 hasta el 373,
no, segun se observa en la figura A3.2.B. Ademas, segin lo observado en las figuras
A3.2.C, no se espera que aminoacidos 360 — 364 afecten negativamente la entrada al tanel
del sitio activo en el sentido de que no deberian obstaculizar o bloquear la entrada, en su
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lugar, se esperaria que al ser diferentes a los de AaeUPO, permitan la captacion de nuevos
sustratos.

Por su parte, respecto a SstUPQO, el porcentaje de identidad de la secuencia a modelar fue
de 71.52% con respecto al modelo generado para AaeUPO (2ypl) y un porcentaje de
cobertura del 100%, obteniendo un valor de QMEAN = -2.13 y un QMQE = 0.56 (Figura
A.3.3.A), lo cual quiere decir que la consistencia del modelamiento puede considerarse
adecuada para la elaboracion de inferencias, aunque de acuerdo al QMEAN, éste se
encuentra ligeramente por debajo del limite inferior -2.00 para hacer predicciones
altamente fiables, declarado por el software. En el diagrama de calidad local (Figura
A.3.3.B) estimada se ilustra en color amarillo aquellas regiones que implican el residuo
de cisteina y el par &cido base requerido para la catalisis, mientras que en color morado
se ilustran aquellas regiones que corresponden al tinel de SstUPO, observandose un
grado de similitud conformacional respecto a AaeUPO de 85%, aunque con regiones
marcadamente diferentes. Por su parte, el diagrama de comparacion (Figura A.3.3.C) nos
muestra que el plegamiento propuesto es marginal con respecto a la base de plegamientos
reportados. Todo esto es util para indicar que el modelo propuesto para SstUPO es similar
a AaeUPO y confiable para realizar inferencias al respecto, obteniéndose a su vez un valor
de RMSD de 1.23, con 2252 atomos alineados.
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Model-Template Alignment ~

Figura A.3.1. Modelamiento por reemplazo molecular de GmaUPO. A) Resumen general de la calidad del
modelamiento de GmaUPO respecto a AaeUPO (2ypl). B) Diagrama de calidad local del modelamiento generado
respecto a AaeUPO. C) Diagrama de comparacién del modelo generado respecto a otros modelos para proteinas de
tamafo similar. D) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de AaeUPO y GmaUPO.
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Residuos 360 - 373

Figura A.3.2. Modelamiento por reemplazo molecular de GmaUPO (morado) respecto a AaeUPO (celeste), con énfasis en region
de la cadena de aminoacidos no modelada satisfactoriamente. En los colores blanco se tiene a los aminoacidos que integran el
tunel de acceso al sitio activo de GmaUPQ y en verde se tiene a los aminoacidos correspondientes a la regién no adecuadamente
modelada. A) Se tiene que la region sefialada correspondo al extremo C terminal de la proteina y que solo 4aa (360 — 364)
participan del tunel de acceso al sitio activo. B) Enfasis en la superficie modelada para los Residuos 360 — 364 y su disposicién en
el tanel de acceso al sitio activo. C) Disposicion espacial de la entrada al tinel, donde se presentan en verde los Residuos 360 —
364.

Sphaerobolus stellatus

Ofigo-State Ligands.

e s (snatehion N S - - Local Quality Estimate

= | '«wmkwm--w

Global Quality Estimate
aovean BT T TN 213 .
ce HEEEEETTT U139

Model 01 +

oo BT e |
sonaton ST .l 150 2 [~

torsion -1.39

Template Seqidentity Coverage Des "E
2yp11A 67.08% I AR

- 00—

80 - 120- 160 200 -240 - 280 - 320 - 260
. . . Residue Number . .

Proton B2e [Rosues)
Model-Template Alignment ~

%

A AVE . TYAA-LVDGYLITIL]

GAPNLIV G  RE/RIQDSIADNP NSDULIRLFTAYJE-(ERArY 222

3 3 2 a2z
FUNITUK DYPNRTIU, 3%¢
22
33

Figura A.3.3. Modelamiento por reemplazo molecular de SstUPO. A) Resumen general de la
calidad del modelamiento de SstUPO respecto a AaeUPO (2ypl). B) Diagrama de calidad local del
modelamiento generado respecto a AaeUPO. C) Diagrama de comparacion del modelo generado
respecto a otros modelos para proteinas de tamafio similar. D) Alineamiento de secuencias
aminoacidicas de AaeUPO y SstUPO.
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A) Residuos 360 - 374 Residuos 280 - 295 B)

Figura A.3.4. Modelamiento por reemplazo molecular de SstUPO (anaranjado) respecto a AaeUPO (celeste), con
énfasis en las regiones de la cadena de aminoacidos no modeladas satisfactoriamente. En los colores blanco se tiene a
los aminoéacidos que integran el tanel de acceso al sitio activo de SStUPO y en morado se tiene a los aminoacidos
correspondientes a la regién no adecuadamente modelada y que a su vez forman parte del tnel. A) Se tiene que la region
correspondiente a los Residuos 280 — 295 se encuentran formando un loop que se encuentra espacialmente lejos del sitio
activo aunque el Residuos LEU 284 forma parte del tGnel. La regién correspondiente a Residuos 360 — 374 correspondo
al extremo C terminal de la proteina y solo 4aa (360 — 364) participan del tinel; dada su localizacidn, no se esperaria que
participen sustancialmente de la catalisis. B) Enfasis en los residuos. que integran el tinel de SstUPO, asi como de la
superficie modelada para estos. Se tiene que ALA-363 y ASN-364 forman una estructura por encima de la entrada al
tunel pero de acuerdo al modelo, no constituye un obstaculo. C) Disposicion espacial de la entrada al tinel.

Finalmente, respecto a UmaUPQ, el porcentaje de identidad de la secuencia a modelar
fue de 31.75% con respecto al modelo generado para AaeUPO (2ypl) y un porcentaje de
cobertura cercano al 80%, obteniendo un valor de QMEAN = -3.75 y un QMQE = 0.56
(Figura A.3.4.A), lo cual quiere decir que la consistencia del modelamiento no es
adecuada para la elaboracion de inferencias. En el diagrama de calidad local estimada
(Figura A.3.4.B) se ilustra en color amarillo aquellas regiones que implican el residuo de
cisteina y el par acido base requerido para la catalisis, mientras que en color verde se
ilustran aquellas regiones que corresponden al tunel de UmaUPO, observandose un grado
de similitud respecto a AaeUPO bastante bajo, con regiones gue tan solo alcanzan un 0.3
de similitud. Por su parte, el diagrama de comparacién (Figura A.3.4.C) nos muestra que
el plegamiento propuesto cae fuera respecto a la base de plegamientos reportados. Todo
esto permite afirmar que el modelo propuesto para UmaUPO es diferente al de AaeUPO,
lo cual a su vez se evidencia en el valor de RMSD, calculado en 5.234, con 1728 4tomos
alineados.

Analizando en detalle el modelo generado, se tiene que las regiones correspondientes a
los residuos 184 — 194, 285 — 290, 317 — 326, 342 — 350 y 368 — 380 fueron las que peor
se ajustan al modelo generado. De estas, las regiones 184 — 194 y 285 — 290 se encuentran
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del lado opuesto a la entrada al tanel, por lo que se espera un efecto minimo sobre la
catélisis (Figura A.3.5.A). Por su parte, la region 368 — 380 no es exactamente la C
terminal, a diferencia de los otros casos, pero es justamente aquella que no se ajusta para
nada al modelo; esto era esperado puesto que se trata de una UPO “corta” y por ende tiene
muchos menos aminoacidos en su secuencia primaria. De las regiones 317 — 326, 342 —
350 y 368 — 380, se tiene que los aminoécidos que participan del tunel serian solo los
residuos 317 — 323; sin embargo, se tiene a otro grupo de aminoacidos que no pertenecen
a estas regiones mayoritarias pero que también participan del tanel y tampoco son
debidamente modelados respecto a AaeUPO (Figura A.3.5.B). Dada la calidad del
modelo, solo se puede deducir que esto solo proporcionara propiedades diferentes al tinel
y que muy probablemente se veran reflejadas en el perfil de sustratos que esta enzima
seria capaz de utilizar. Finalmente, se realiz6 un analisis de los amino&cidos que integran
la entrada al tunel, encontrandose que también es bastante diferente al de AaeUPO y no
muestra indicios de blogueos u obstrucciones (Figura A.3.5.C).
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Figura A.3.5. Modelamiento por reemplazo molecular de UmaUPO. A) Resumen general de la calidad
del modelamiento de UmaUPO respecto a AaeUPO (2yp1l). B) Diagrama de calidad local del modelamiento
generado respecto a AaeUPO. C) Diagrama de comparacion del modelo generado respecto a otros modelos
para proteinas de tamafio similar. D) Alineamiento de secuencias aminoacidicas de AaeUPO y UmaUPO.
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Figura A.3.6. Modelamiento por reemplazo molecular de UmaUPO (verde) respecto a AaeUPO (celeste), con énfasis
en las regiones mayoritarias de la cadena de aminoacidos no modeladas satisfactoriamente. En los colores blanco se
tiene a los aminoacidos que integran el tinel de acceso al sitio activo de UmaUPO y en morado se tiene a los
aminoacidos no adecuadamente modelada y que a su vez forman parte del tdnel. A) Disposicion en el espacio de
regiones mayoritarias no modeladas adecuadamente. B) En color morado se muestran los aminoacidos que integran
el tinel de UmaUPQ, segun el modelo, y que discrepan respecto a AaeUPO. C) Vista frontal del ttnel de acceso al

sitio activo.
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Detalle de los alineamientos de las secuencias de UPOs hipotéticas analizadas sin
AaeUPO

Subfamilia 1
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Subfamilia 2
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Subfamilia 4
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PsuUPO
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Subfamilia 5
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Detalle de aminoacidos aromaticos en secuencias de UPOs seleccionadas

AaeUPO

S. stellat
G. margina
U. maydis
consensus
AaeUPO

S. stellat
G. margina
U. maydis
consensus
AaeUPO

S. stellat
G. margina
U. maydis
consensus
AaeUPO

S. stellat
G. margina
U. maydis
consensus
AaeUPO
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U. maydis
consensus
AaeUPO

S. stellat
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AaeUPO
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AaeUPO
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KNKVAELNSNVTVPDVGSLLNTKITDITPESIYNTFGIRRDLGLLPPAEDKYHPIQPPPK

* * % *

* Kk k  x

GDIRGPCPGLNTLASHGYLPRNGVATPVQIINAVQEGLNFDNQAAVFATYAAHLVDGNLI
GDIRGPCPGLNTLASHGYLPRNGIATPAQIVNAVQEGFNMGNDLAVEVTYAAFLVDGNLV
ADIRGPCPGLNTLASHGILPRNGIASPSEIITAVQEGFNMENSLAVFITYAAHLVDGNVL
GAKRGPCPGLNTIANHGYLPRSGVINPIDLIVGTFLGLNLSPDLAGILAAISFVGMGDLL

kkhkkkkkkhkkk Kk k*x Kkkk K * * % * *

TDLLSIGRKTRLTGPDPPPPASVGGLNEHGTFEGDASMTRGDAFEFGNNHDENETLEFEQLV
TNLLSIGSKTPLTGPNPPAPAIVGGLDTHAVFEGDASTTRADAFEFGDNHSEFNETLFQELV
TDQLSIGVKTALTGPTPPAPAIVGGLNTHAVFEGDTSMTRGDFFEFEFGNNHDENETLEDEFV
OMKLSIGGRYGLGG-=====—=—— GLSHHGILEGDASVTRKDNYFGNSIDADPKLVKQFI

* Kk x x * % *k K JEKK X kk ok Kk k

DYSNRFGGGKYNLTVAGELRFKRIQDSIATNPNESEFVDFRFFTAYGETTFPANLEVDGRR
SESNKFGAGNYNLTVGGQFRFQRIQODSIATNPQEFSFISPRYFTAYAESVFPTIFEVDGRV
DFSNRFGGGKYNLTVASEFR.KRIQDSIATNPTFSFVSPRYFTAYAESTFPINFFIDGRQ
QETNTYGKGNVNIISLANSRYRA.DYGRKNNPVFDFNPIRMLVAYGESGFVHEVLRG———
.*..*.* .* ....... **-*-*---*-. *x * .*.

DDGQLDMDAARSFFQFSRMPDDFFRAPSPR-—---SGTGVEVVIQAHPMOPGRNVGKINSY
ANGQLNMDVARGFFONMSMPAGFFRTNASAGLAAVAAGIGEVFAAHPTEPGANQGAINTF
HDGQLDLTVARGFFONSSMPDDFYRANGTR---—-ATAGINVVAAAHPIQPGTNVGGVNNY
SFVKFDETMIKNF IDERFPKGHSKRIVPMTTPET LARAGI VEVAKPTI PGS TGKGAFT

* % * % *

TVDPTSSDEFSTPCLMYEKFVN-ITVKSLYPNPTVQLRKALNTNLDFFFQGVA-AGCTQVE
TLDPNSADFSDICKLYTDFVN-ITVKGLYPNPTGVLLNNLNTNLNFLFQPLANDGCTQVP
VVDPMSANEFNTEFCLLYENFVN-NTVKGLYPNPTGALLQALNTNLDFFFSGISDTGCTQVE
PLPTTDGAYQELKSLLDPKTTGATLESLLCDASNAVLGFFPSQITNLLGVIGIKGVGAQF
* * *

PYGRD
PFG--
PYGK-
KCK--

En verde y amarillo se muestran los residuos de Trp y Tyr presentes en las secuencias.
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Historia de clonamiento para la produccion de los plasmidos pJRoC30-GmaUPO
y pJRoC30-SstUPO.

BamHI Ganeg BamHI Gene™
pIR0C30-GmaUPO pIR0C30-SStUPO
10,867 bp 10,670 bp
INSERTT INSERTT
FRAGMENT [pepiace Insert FRAGMENT [pepiace Insert
BamHI (203) — xhol (326) BamHI (451) — xhol (1586) BamHI (203} — Xhol (325) BamHI (451} — xhol (1589)

_BamHI

BamHI  Xhol BamHI BamHI  Xhol

“xhet “Xhel
pUCIDT - GmaUPO PUCIDT - S5tUPO
3893 by 3896
pIR0C30-Clpso " pIR0C30-Clpso "
3655 bp 655 bp
DELETE Remove DELETE Remave
RESTRICTION [(plFE o sz RESTRICTION |01 1356) — xhal (1332)
FRAGMENT FRAGMENT
®hol ®hol
pJRoC30-PaDal pJROC30-PaDal
10,681 bp 10,681 bp
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ANEXO 4: Posicion de residuos que integran el tanel en la secuencia
primaria para las UPOs estudiadas.

Tabla A.4.1. Residuos de aminoacidos que conforman el tinel para cada una de las UPOs hipotéticas evaluadas. En rosado,
se presentan los residuos que conforman el tinel de AaeUPO. En verde se presentan los residuos de las diferentes UPOs hipotéticas
tras alineamiento con el tinel de AaeUPO. En Azul por su parte se presentan los residuos observados que integran el tanel en los
modelos generados para cada una de las UPOs hipotéticas.

Tunel AaeUPO - Propuesto en Ramirez et al. 2020

GmaUPO - Observado

F-69 D-70 | Q-72 A-73 F-76 A-77 T-78 | A-80 | M-66 | E-67 S-69 L-70 F-73 1-74 T-75 | A-78
A-81 | F-121 | F-188 | R-189 | F-191 | T-192 | E-196 | F-199 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | A-192 | E-193 | F-196
L-203 | S-240 | F-274 | A-316 | A-317 F-200 | F-271 | S-313 | D-314
AbiUPO - Observado GmaUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO
M-66 V-70 A-71 L-73 V-74 A-77 | F-118 | F-188 | M-66 E-67 S-69 L-70 F-73 1-74 T-75 A-T7
T-189 | A-190 | A-192 | E-193 | F-196 | F-200 | G-237 | L-238 | A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | E-193 | F-196
AbiUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO F-200 | A-237 | F-271 | S-313 | D-314
M-66 E-67 S-69 V-70 L-73 V-74 T-75 | A-77 UmaUPO - Observado
A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | E-193 | F-196 | L-59 L-63 A-64 1-66 L-67 | A-68 | L-101 | G-103
F-200 | G-237 | F-271 | S-313 | D-314 S-106 | V-107 | W-168 | R-169 | L-171 | V-172 | A-173 | Y-174
HciUPO - Observado G-175 | E-176 | S-177 | G-178 | F-179 | V-180 | T-217 | T-218
M-66 L-70 A-71 F-73 V-74 | F-118 | F-188 | T-189 | P-219 | L-222 | S-260 | L-262 | D-263
A-190 | A-192 | E-193 | S-194 | 1-195 | F-196 | T-237 | L-238 UmaUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO
D-239 | L-316 L-59 | S-60 | D-62 | L-63 1-66 L-67 | A-68 | I-70
HciUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO S-71 | L-101 | W-168 | R-169 | L-171 | V-172 | E-176 | F-179
M-66 | G-67 D-69 L-70 F-73 V-74 T-75 | A-77 | V-183 | T-217 | Y-255 | G-298 | 1-299
A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | E-193 | F-196 LamUPO - Observado
F-200 | T-237 | F-275 | V-317 | G-318 M-66 | L-70 A-71 V-72 F-73 V-74 T-75 | A-78
SstUPO - Observado F-118 | R-186 | F-188 | T-189 | A-192 | E-193 | F-196 | F-200
M-66 | G-67 D-69 L-70 F-73 V-74 T-75 | A-77 | N-316
A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | A-192 | E-193 LamUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO
F-196 | F-200 | G-237 | L-238 | F-275 | A-317 | N-318 M-66 | G-67 D-69 L-70 F-73 V-74 T-75 | A-77
SstUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | E-193 | F-196
M-66 | G-67 D-69 L-70 F-73 V-74 T-75 | A-77 | F-200 | G-237 | F-274 | N-316 | G-317
A-78 | F-118 | P-185 | R-186 | F-188 | T-189 | E-193 | F-196 HsuUPO - Observado
F-200 | G-237 | F-275 | A-317 | A-318 M-66 | L-70 A-71 F-73 V-74 | T-75 | A-78 | F-118
Y-188 | R-186 | T-189 | Y-191 | A-192 | E-193 | F-196 | L-238
E-240 | 1-245 | F-249 | F-275 | S-276 | F-278
HsuUPO - Alineamiento desde LPPG respecto a AaeUPO
G-67 | N-68 L-70 A-71 | V-74 | T-75 Y-76 | A-78
F-79 | E-119 | R-186 | F-187 | T-189 | A-190 | S-194 | P-197
F-201 | L-238 | S-272 | G-314 | P-315
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