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RESUMEN

La alta incidencia de anemia en el Pert se debe en gran medida al bajo consumo de
alimentos ricos en hierro, siendo los mas afectados los nifios menores de cinco afios y las
mujeres en estado de gestacién. Es por tanto de suma importancia encontrar mecanismos
eficientes que ayuden a prevenir y curar la anemia en nuestro pais. La ferritina es una
proteina multimérica que almacena miles de iones férricos en su interior y presenta alta
biodisponibilidad. La presente investigacién tuvo como objetivo generar variantes de
ferritina que permitan la acumulacion de hierro en la levadura. En primer lugar, se
construy6 una variante de ferritina de soya, denotada como “ferritina hibrida”, en la cual
se reemplazaron cinco de sus aminoacidos (residuos nimero 204 a 208) por aquellos
existentes en la ferritina de arveja. Adicionalmente, se construyé una biblioteca de
plasmidos que permite la generacion de variantes de ferritina de soya con secuencias
aleatorias en el fragmento que comprende los mismos cinco aminoacidos. La
construccién de la ferritina hibrida (Pro204Leu, GIn205Glu, Leu206Met, Ala207Thr y
Asp208His) se completd exitosamente mediante la estrategia de clonacion in vivo. Sin
embargo, el cambio realizado posiblemente tuvo un efecto negativo en la estructura y
funcidn de la ferritina hibrida, mostrado en el bajo crecimiento de la levadura en un medio
de cultivo conteniendo 10 mM de sulfato ferroso. La estrategia de construcciéon de una
biblioteca de plasmidos para la produccién de variantes de ferritina de soya con cambios
aleatorios en las posiciones 204 — 208 se implementd exitosamente, abriendo asi la

posibilidad de continuar y ampliar su estudio.

Palabras clave: Anemia, ferritina de soya, levadura, clonacion in vivo, biblioteca de

plasmidos.



ABSTRACT

The high incidence of anemia in Peru is largely due to the low consumption of iron-
containing food, mostly affecting children under five years of age and pregnant women.
Therefore, it is extremely important to search for efficient strategies to help prevent and
cure anemia in our country. Ferritin is a multimeric protein that stores thousands of ferric
ions and exhibits high bioavailability. The purpose of this research was to generate ferritin
variants that cause iron accumulation in yeast. First, a soybean ferritin variant was
constructed, in which five amino acids were replaced by those found in pea ferritin.
Additionally, a plasmid library was built that allows the production of soybean ferritin
variants with random sequences in that five amino acid domain. The replacement of
amino acids 204-208 of soybean ferritin by those present in pea ferritin (Pro204Leu,
GIn205Glu, Leu206Met, Ala207Thr and Asp208His) was successfully achieved, using
an in vivo cloning strategy. However, the changes affected both the structure and function
of the hybrid ferritin, which allowed only poor yeast growth in medium containing 10
mM ferrous sulfate. On the other hand, the plasmid library construction was successfully
implemented, which will allow the analysis of a large number of random ferritin variants

that include random changes in amino acids 204 — 208.

Key words: Anemia, soybean ferritin, yeast, in vivo cloning, plasmid library.



I. INTRODUCCION

La anemia es una condicion de salud causada principalmente por la deficiencia de hierro,
la misma que puede deberse a varios factores como: su bajo consumo, la forma en que se
encuentra el hierro en la dieta y su interaccion con otros nutrientes, ademas de su posible
relacién con diversas enfermedades. Los nifios menores de cinco afios y mujeres en estado
de gestacion presentan la mayor incidencia de anemia en el Peru. Se conocen distintos
productos y estrategias que contribuyen a disminuir la anemia, pero la incidencia
permanece con valores elevados y, por tal motivo, es necesario identificar nuevas

alternativas para su prevencion y tratamiento (Gomez et al. 2015).

La ferritina es una proteina de almacenamiento de hierro presente en bacterias, plantas y
animales. Entre ellas, las ferritinas de origen vegetal (fitoferritinas) como las del frijol,
arveja y soya se encuentran concentradas en sus semillas. La mayoria de las fitoferritinas
estan formadas por dos subunidades (H1 y H2), que se asocian para formar el complejo
heteropolimérico con un total de 24 subunidades. La ferritina ya ensamblada es capaz de
almacenar hasta 4500 atomos de hierro en su cavidad interna (Perfecto et al. 2018).
Ademas, esta proteina ha sido producida heter6logamente en organismos como el arroz,
Escherichia coli y la levadura Saccharomyces cerevisiae, los cuales lograron acumular y
tolerar mayores niveles de hierro (De Llanos et al. 2016; Goto et al. 1999; Masuda et al.
2001).

La levadura S. cerevisiae es un organismo utilizado como hospedero para estudiar
expresion de genes de otros organismos. Esto es posible porque S. cerevisiae cuenta con
eficientes mecanismos para ensamblar fragmentos de ADN y construir plasmidos de
expresion con caracteristicas de interés y ademas, tiene la capacidad de realizar complejas

modificaciones de las proteinas (Buckholz & Gleeson 1991; Kitazono 2011).

Por otro lado, el consumo de la levadura S. cerevisiae ha demostrado ser de gran
importancia nutricional debido a su alto contenido de vitaminas y micronutrientes. El
efecto principal que se le atribuye es el buen mantenimiento de la microbiota intestinal,

ademas de mejorar la biodisponibilidad de minerales mediante la degradacién del fitato



gue secuestra minerales como el hierro en el lumen intestinal e impide que los enterocitos

puedan internalizarlos (Moslehi-jenabian et al. 2010).

La biodisponibilidad del hierro, en algunos alimentos ricos en este micronutriente como
las legumbres, se ven disminuidas cuando son sometidas a tiempos prolongados de
coccion, ademas de las altas temperaturas. Dicho proceso de coccidn afecta la estabilidad
y asociacion de la ferritina con el hierro, por lo tanto, el contenido de hierro consumido
sera en gran parte en su forma inorganica y no en su forma mas biodisponible (hemo)
(Perfecto et al. 2018). En este sentido, se han desarrollado diversas alternativas para evitar
la deficiencia de hierro y disminuir la prevalencia de anemia, entre ellas se promocionan
el consumo de sangrecita, higado, bazo, galletas y chocolates enriquecidos, y productos
farmacéuticos como el sulfato ferroso y el multinutriente “Chispitas”. Sin embargo, no
han causado el impacto esperado dado su alto costo o bajos niveles de aceptacion. Como
alternativa, este estudio propone a la levadura como un suplemento con alto contenido de

hierro organico.

Se ha demostrado que la levadura puede producir ferritina de soya, de tal forma que tolera
e incorpora gran cantidad de hierro en su interior. Sin embargo, se requiere mejorar el
nivel de acumulacion en la ferritina para que los niveles de hierro sean suficientes. El
presente estudio tuvo como objetivo la busqueda de variantes de ferritina de soya que al
ser producidas en S. cerevisiae presenten elevada acumulacion de hierro. Para ello se
identifico una region de la secuencia de la ferritina de soya para realizar cambios dirigidos
y, ademas, mediante la construccion de una biblioteca de plasmidos que generan variantes
con cambios aleatorios en la region mencionada. Las variantes de ferritina producidas en

las levaduras fueron evaluadas, caracterizadas y secuenciadas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DEL HIERRO EN HUMANOS

El hierro es un micronutriente muy importante y con alta demanda durante el crecimiento
y desarrollo de nifios y bebés. La adecuada ingesta del metal es necesaria porque estas
poblaciones requieren niveles altos de hierro para procesos de aumento del volumen
sanguineo, desarrollo del cerebro y crecimiento de los tejidos. Ademas, son requeridos en
la generacion de respuestas inmunitarias clave para el optimo desarrollo de los infantes
(Armitage 2019). Hasta la fecha y a nivel mundial, se ha tratado de combatir la deficiencia
de hierro en nifios menores de 5 afios y en mujeres gestantes implementando diversas

estrategias.

En el Perl, segin el Instituto Nacional de Salud (INS) y el Centro Nacional de
Alimentacién y Nutricion (CENAN), la prevalencia de anemia en nifios menores de cinco
afios pasé de 47,2 por ciento en el afio 2015 a 28,2 en el 2019 (INS 2020). Para el caso
de mujeres gestantes los valores fueron de 24,2 y 18,5 por ciento en el 2015 y 2019,
respectivamente. Estas cifras representan el promedio a nivel nacional, por lo que no
refleja el estado real de ciudades alejadas de la capital, en donde existen muchos
problemas nutricionales. Como se muestra en la Figura 1, los departamentos de la selva

y sierra son los mas afectados con una prevalencia de anemia superior al 40 por ciento.

En el 2016 el gobierno peruano elaboré el Plan Nacional para la Reduccion y Control de
la Anemia Materno Infantil y la Desnutricion Cronica Infantil, en el cual se indicaba que
la meta para el 2021 era llegar al 19 por ciento de tasa de anemia en nifios de 6 a 35 meses
de edad (MINSA 2017). Sin embargo, el estudio realizado por el INEI en el 2020 (ver
Figura 1) mostré que dicha meta estaba muy lejos de lograrse, ya que el promedio de

prevalencia de anemia en infantes de 6 a 45 meses fue de 40,1 por ciento.

Entre las principales acciones tomadas en cuenta en el plan, estd el promover la
disponibilidad de productos alimentarios de origen animal ricos en hierro. El hierro de

fuente animal se encuentra principalmente formando parte del grupo prostético hemo,



presente en proteinas como la hemoglobina, mioglobina, entre otras. El grupo hemo esta
compuesto por un ién Fe*? ubicado en el centro de un anillo organico heterociclico de
gran tamafio denominado porfirina. La forma quimica del hierro en el grupo hemo permite
que ingrese directamente a las células de la mucosa del intestino en forma de complejo
hierro-porfirina, lo cual evita que sustancias inhibidoras afecten su absorcién (Gonzélez
Urrutia 2005). Por otro lado, el hierro no-hemo se encuentra principalmente en alimentos

de origen vegetal como componente metalico de proteinas que participan en reacciones

redox (Marschner 1995).

Puno I 69.9
Cusco N 574
Huancavelica N 54.2
Ucayali N 53.7
Loreto N 53.0
Junin NN 52.6
Madre de Dios N 51.4
Pasco [ 50.2
Apurimac [N 47.9
Ayacucho [ 45.0
Tumbes [N 44.4
SanMartin [ 443

A:::: __ 4403_ '28 Promedio Nacional
Hudnuco 39.1 40,1%
Lambayeque | ! 39.0
Ica 375
Amazonas 36.4 | Leyenda
Callao PC 0 35.3 I Prevalencia muy alta (> 40.0%)
La Libertad ' 342 | W Prevalencia alta (30.0-39.9%)
Arequipa 339 Prevalencia moderada (20.0-29.9%)
Moquegua | a 332 Prevalencia baja (< 20.0%)
Tacna ] 32.7
Lima Prov 29.8 .
Cajamarca 28.7

Figura 1: Incidencia de anemia en las regiones del Peru en nifios de 6 a 35 meses de
edad. Es evidente la muy alta prevalencia de anemia en los departamentos de la selva

y sierra del pais
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) (2020).

2.1.1. Absorcién

La absorcion del hierro es un proceso regulado a través del epitelio del intestino delgado
proximal, el cual mantiene los niveles de hierro corporal en un rango fisiolégicamente
definido. El hierro de naturaleza no-hemo cruza el borde del cepillo apical de los
enterocitos a través del transportador de hierro ferroso DMT1 (transportador de iones



metalicos divalentes 1). La produccion del transportador DMT1 es promovida a través
del empalme de su ARN mensajero, que contiene un elemento sensible a hierro (IRE) con
las proteinas reguladores del hierro IRP1/2. La mayor parte del hierro de la dieta se
encuentra en estado férrico y debe reducirse mediante la enzima citocromo B reductasa
duodenal (DCytB) (Anderson et al. 2009). En caso la demanda de hierro sea baja, el hierro
que se encuentra en el interior de los enterocitos, secuestrado en la ferritina, sera perdido
cuando los enterocitos se desprendan de las vellosidades. Si la demanda es alta, el hierro
atravesard la membrana basolateral a través de la proteina ferroportina (FPN) en
cooperacion con la ferroxidasa transmenbranal hefestina, que convierte Fe?* a Fe3*. El
hierro que sale del enterocito entra a la circulacién para ser unido a la transferrina
plasmatica. Si no se requiere hierro de manera inmediata, éste sera almacenado en el

interior de las ferritinas.
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Figura 2: Absorcion del hierro dietético.
Fuente: Anderson et al. (2009)

De otro lado, la absorcion del hierro hemo se realiza mediante la proteina portadora de
hemo 1 (HCP1) y una vez internalizado, el hierro es liberado por la enzima hemo
oxigenasa 1 (Qiu et al. 2006). Ademas, se ha reportado la eficiente absorcidn del hierro
internalizado en ferritinas de arveja y soya por endocitosis mediada por la proteina

clatrina, encargada de la invaginacién de una porcion de membrana plasmatica que



requiere la subunidad p2 del péptido de ensamblaje 2 (AP2), en células Caco-2. La
deteccion de ferritinas en extractos celulares Caco-2 disminuyd en tratamientos con
inhibidores de endocitosis, y fueron analizados mediante transferencia Western Blot
(Perfecto et al. 2018; San Martin et al. 2008).

2.1.2. Biodisponibilidad

La absorcion del hierro no-hemo depende de muchos factores tanto potenciadores como
reductores, que ejercen su efecto cuando se consumen de manera simultanea en la dieta
(Sharma 2003). Entre los compuestos que reducen la absorcion se encuentran: los
oxalatos, fitatos, taninos y micronutrientes como calcio y aluminio. En contraparte, la
vitamina C potencia y facilita la absorcion del hierro mediante la formacidn de complejos

solubles con iones férricos para la reduccion de Fe*® a Fe*? (Gonzalez Urrutia 2005).

La absorcién de hierro hemo es comparativamente elevada porque la presencia de
sustancias inhibidoras practicamente no afectan la absorcién, a excepcion del calcio que
posiblemente compite con el hierro en la etapa final del transporte intracelular en las
células de la mucosa intestinal (Hallberg et al. 1992). El porcentaje de absorcion de hierro
depende del estado fisioldgico y de la reserva corporal de hierro, por lo que puede variar
de 15 por ciento para personas que no necesiten hierro hasta 35 por ciento en personas en
estado de crecimiento (nifios y mujeres gestantes) o que se encuentren con alguna
enfermedad (Martinez et al. 1999).

Ademas del hierro unido al grupo prostético hemo, como se describi6 en la seccion
anterior, se ha descrito como posible fuente al hierro unido a la proteina ferritina de
leguminosas. Asi, un estudio revel6 que la ferritina de arveja que almacena
aproximadamente 2360 +20 atomos de hierro, es absorbida mediante endocitosis por
células Caco-2 utilizadas como linea celular para estudiar la barrera epitelial intestinal
(Perfecto et al. 2018). De la misma manera, Kalgaonkar y Lonnerdal revelaron que la
ferritina de caballo es captada por receptores de células Caco-2 para ser endocitada y
macropinacitocitada (Kalgaonkar y Lonnerdal 2009). En un estudio preliminar, se
alimentaron con harina de soya a 18 mujeres con deficiencia moderada de hierro. El
resultado mostré que la absorcion media de hierro fue de 27 por ciento, indicando ser una

buena fuente en comparacion a la suplementacién con sulfato ferroso (Yang k 2015).



2.2.  FERRITINA

La ferritina es una proteina multimérica muy bien caracterizada molecularmente que sirve
como un almacén de hierro, y es producida en bacterias, plantas, animales y humanos. El
nivel de homologia entre las ferritinas de estos organismos es muy variable. En el caso
de las ferritinas de soya y arveja comparten una identidad del 89 por ciento; las
fitoferritinas y la humana comparten una identidad entre 55-66 por ciento, mientras que

la ferritina de E. coli no muestra homologia con las anteriores (Ragland et al. 1990).
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Figura 3: Arbol filogenético de varias ferritinas seleccionadas en la base de datos

Uniprot. Las barras indican distancias parentales. Las ferritinas indicadas son
FRIH-Caballo, FRIH-Humana, FRIH-raton (ferritinas de cadena pesada), FRIL
humana y caballo (ferritinas de cadena ligera), UpFer (Ulva pertuosa), UfFer (Ulva
fascinata), AtFer (Arabidopsis thaliana), SoyFer (soya), PeaFer (arveja), 9ENTR
(Enterobacter sp.) y FTNA_ECOLLI (E. coli)

Fuente: UniProt y Edicion propia (2022)

Las fitoferritinas estdn compuestas por 24 subunidades polipeptidicas de 25-28 kDa. Cada
subunidad esta formada por cuatro hélices largas plegadas en pares (A, B, Cy D) y una
quinta hélice corta (E) (Zielinska 2015). Existen dos tipos de subunidades en las ferritinas
de semillas de vegetales, H1 y H2, las cuales tienen 26.5 y 28 kDa respectivamente en el

caso de la ferritina de soya, y se asocian sinérgicamente para formar el complejo



heteropolimérico con una proporcion mayor para la subunidad H1 (ver Figura 4). Las dos
subunidades de la ferritina de soya son codificadas por distintos genes que presentan un
82 por ciento de identidad en sus secuencias (Masuda et al. 2001). Cada subunidad de
ferritina vegetal se sintetiza inicialmente como una proteina precursora de 32 kDa. El
péptido de transito (PT) es responsable de la importacion de la ferritina hacia los
plastidios para posteriormente ser escindida (Ragland et al. 1990). El péptido de extension
(EP: siglas en inglés) esta involucrado en proporcionar estabilidad al complejo proteico
durante las interacciones con el hierro. Estudios realizados por De Llanosy colaboradores
en 2016, revelaron que la produccién de ferritina de soya en la levadura hizo que ésta sea
mas resistente a hierro y lo almacene en mayor proporcion que en las células silvestres
(De Llanos et al. 2016).

I)-h:;ss

E-helix-|

Figura 4: Estructura de la ferritina de semilla de soya (Glycine max). En la figura se
muestra una ferritina madura con 24 subunidades interactuando entre si con el
péptido de transito escindido. En verde se resalta una de las subunidades de la
ferritina compuesta por un péptido de extension (EP) y las hélices A, B, C,DYE
Fuente: Masuda et al. (2010). PDB:3A68

La estructura compleja de la ferritina forma un canal hidrofilico que ayuda al ingreso del
hierro. El canal se forma a través de la convergencia de las hélices de dos, tres o cuatro
subunidades distintas, siendo la pentltima la mas frecuente (representada en la Figura 5
por dos subunidades de color amarillo y una azul). Luego de pasar por el canal, el hierro
es translocado a sitios conservados que conforman un centro ferroxidasa en el haz de las

cuatro hélices, el cual es responsable de oxidar el Fe*? para convertirlos a Fe*3. El hierro



oxidado es translocado hacia el interior del complejo proteico y se une en combinaciones
variables con fosfatos para cambiar la cristalinidad del mineral de la ferritina, dando lugar
a ferrihidrita amorfa. Este mecanismo de almacenamiento permite alcanzar hasta 4500

iones de Fe* en el nlcleo inorganico (Yang et al. 2015) como se muestra en la Figura 5.

Figura 5: Almacenamiento de hierro en la ferritina. La esfera de color rojo
representa el nucleo inorganico que almacena el hierro en forma de ferrihidrita
amorfa

Fuente: Sanchez del Castillo et al. (2018)

Estudios realizados por el Dr. Sergi Puig y colaboradores han demostrado la eficiente
produccién de las subunidades de ferritina de soya en S. cerevisiae. Los analisis de
transferencia Western demostraron que las subunidades expresadas fueron ensambladas
para formar la ferritina madura y proporcionar a la levadura una mayor capacidad para
tolerar hierro (De Llanos et al. 2016). De otro lado, otros estudios han demostrado que la
ferritina de arveja (Pisum sativum) acumula mas del doble de hierro en comparacion con
la ferritina de soya. Ademas, se le atribuyen mejores caracteristicas respecto a su
estabilidad proteica en condiciones de alta temperatura y pH gastrico (Perfecto et al.
2018). En el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la ferritina de soya y arveja
(ver Figura 6), se muestran en letras en celeste los aminoacidos que conforman las hélices
de la ferritina de soya y resaltados en amarillo los residuos de actividad ferroxidasa
conservados. Sin embargo, existe una region de cinco aminoacidos con alta variabilidad
indicados con el rectangulo rojo de la Figura 6. Esta region se encuentra a inicios de la

hélice D, e interactua con las hélices de otras subunidades para formar el canal hidrofilico.



Arveja 1 MALSSSKFSSFSGFSLSPVSGNGVQKP-CFCDLRVGE-KWGSRKFRVCATTAPLTGVIFE

MAL+ SK SSFSGFS P G+ ++ P C L K GSR RVCA+T PL+GVIFE
Soya 1  MALAPSKVSSFSGFSPKPSVGDALKNPTCSVSLSFANVKLGSRNLRVCASTVPLSGVIFE
Péptido de

Arveja 59 PFEEVKKDYLAVPSVPLVSLARONFADECESVINEQINVEYNVSYVYHSMFAYFDRDNVA
PFEEVKK LAVP+ P VSLARQN+ADECES INEQINVEYN SY YHS+FAYFDRDNVA
Soya 61 PFEEVKKGELAVPTAPQVSLARONYADECESAINEQINVEYNASYAYHSLFAYFDRDNVA

extension Hélice A

Arveja 119 LKGFAKFFKESSEEEREHAEKLMKYONTRGGRVVLHPIKDVPSEFEHVEKGDALHAMELA
LKGFAKFFKESSEEEREHAEKLMKYONTRGGRVVLH IK+VPSEFEHVEKGDAL+AMELA
Soya 121 LKGFAKFFKESSEEEREHAEKLMKYONTRGGRVVLHAIKNVPSEFEHVEKGDALYAMELA

Hélice B

Arveja 179 LSLEKLTNEKLLNVHSVAERNNDLEMTHFIEGEYLAEQVEAIKKISEYVAQLRRVGKGHG
LSLEKL NEKLLNVHSVA+RNND| ++ IE E+L+EQVE+IKKISEYVAQLRRVGKGHG
Soya 181 LSLEKLVNEKLLNVHSVADRNNDPQLADFIESEFLSEQVESIKKISEYVAQLRRVGKGHG

Hélice C Hélice D

Arveja 239 VWHFDQRLL 247
VWHFDQRLL
Soya 241 VWHFDOQORLL 249

Hélice E

Figura 6: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las ferritinas de soya

(ndmero de acceso AAB18928) y arveja (nimero de acceso CAA51786).

Fuente: Edicion propia (2022)
2.3.  PRODUCCION HETEROLOGA DE PROTEINAS EN S. cerevisiae

La gran cantidad de informacion recopilada a lo largo de los afios ha ubicado a S.
cerevisiae como un eficiente hospedero eucariota para la produccion de proteinas que son
producidas naturalmente por otros organismos (heterélogas). Para obtener una cepa de
levadura con dicha caracteristica, éstas deben ser transformadas con un plasmido de
expresion que contiene marcadores genéticos que confieren resistencia hacia un
antibidtico o restablecen la capacidad de sintesis de algun metabolito esencial, para poder
seleccionar a las cepas transformantes. Para la expresion, la secuencia codificante debe
ser clonada en un plasmido que incluye a un promotor proveniente de un gen de S.
cerevisiae altamente expresado y a una secuencia de terminacion, los cuales deben ser
elegidos de acuerdo con la disponibilidad y a los objetivos de la investigacion (Gellissen
et al. 1992).
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2.4.  AMPLIFICACION DE SECUENCIAS DE ADN

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una herramienta muy utilizada para
poder amplificar fragmentos de ADN. Para tal propdsito son necesarias secuencias cortas
de ADN (iniciadores o cebadores) para seleccionar la region del ADN a amplificar,
enzima ADN polimerasa termoestable, desoxirribonucleétidos (dATP, dTTP, dGTP y
dCTP); y el buffer y cofactores 6ptimos. La técnica requiere cambios de temperatura
repetidamente para la separacion de las dos hebras del molde o plantilla a amplificar
(desnaturalizacion; temperatura alta), la asociacién o hibridacion especifica de los
cebadores (renaturalizacion; desciende la temperatura), y la sintesis de las nuevas hebras
de ADN por la ADN polimerasa.
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< y renaturalizacion
con los cebadores
5t 3'

1 copia Cebadores nuevos E
3-.I.I.I.Im.I.I.I.I.LLI.I.I.I.I.I.I.I.I.I.LLLLLLLLI.I.I.I.L 5

s DIm] Cadenas nuevas
2 copias D

v
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™ |~

Continua...
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Figura 7: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Fuente: National Human Genome Research Institute (NCBI)

Los fragmentos amplificados o productos de PCR obtenidos, tienen multiples utilidades,
entre ellas: fusién o clonacion con otros fragmentos de ADN, andlisis de la secuencia de

nucleotidos, y para generar variaciones de la secuencia original.

Frecuentemente se prefiere clonar fragmentos que incluyan solo las secuencias
codificantes de los genes (exones) para asi permitir su expresion correcta cuando se usa
hospederos procariotas (Escherichia coli), o hacerla mas eficiente para el caso de
hospederos eucariotas (S. cerevisiae). Para lograrlo, se obtiene el ADN complementario
(ADNCc) correspondiente teniendo como material precursor al ARN mensajero (ARNmMm)
procesado (libre de intrones) y usando a la transcriptasa reversa. EI ADNCc es procesado
para eliminar el ARNm que sirvio de plantilla y generar un fragmento de doble hebra de
ADN, para permitir su amplificacion mediante PCR usando iniciadores especificos y

generando asi los fragmentos a clonar.
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2.5. CLONACION IN VIVO

La clonacion de fragmentos de ADN es una estrategia muy utilizada para obtener un
vector o plasmido para el analisis 0 expresion de genes. Existen dos estrategias que
pueden ser aplicadas para la construccion de plasmidos, el método de clonacion in vitro
e in vivo. ElI método de clonacién in vitro es utilizado en gran escala por su facilidad de
uso. Sin embargo, el costo de adquirir los kits o las enzimas es una caracteristica
desfavorable. Este método requiere de una ligasa, un vector, productos de PCR o
fragmentos a clonar, enzimas de restriccion y buffers para un 6ptimo medio para las
reacciones, posteriormente el ensamblado se introduce en un microorganismo para lograr
la amplificacion del plasmido. De otro lado, la clonacion in vivo necesita que el fragmento
a clonar y el vector sean introducidos en el organismo hospedero para ser ensamblados,
de tal forma que la clonacion y eventual expresion del gen de interés se realizan en un

solo paso.

La clonacion in vivo realizada por S. cerevisiae es un mecanismo eficiente que utiliza la
recombinacion homdloga para lograr el ligamiento de un vector con uno 0 mMAs
fragmentos de interés que pueden ser obtenidos mediante, por ejemplo, PCR (ver Figura
8). Este mecanismo précticamente carece de errores, implica bajos costos, y puede ser
implementado en cualquier laboratorio que utilice técnicas basicas de biologia molecular
(Kitazono 2011). Este método requiere que el vector y los productos de PCR contengan
secuencias homologas de al menos 30 pares de bases (pb) en sus extremos para que la

levadura realice una eficiente recombinacion (Hua et al. 1997).
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Figura 8: Mecanismo de clonacién in vivo mediado por recombinacion homologa.
Este mecanismo es realizado por la maquinaria celular de la levadura dentro del
nucleo, permitiendo la correcta construccion de plasmidos hibridos con uno o mas

insertos. (a) Clonacion de un fragmento. (b) Clonacién de dos fragmentos

Fuente: Edicion propia (2022)
2.6.  Saccharomyces cerevisiae

La levadura S. cerevisiae tiene propiedades muy importantes que la hacen particularmente
adecuada para estudios biologicos: rapida proliferacion, facil dispersion a células
individuales, aislamiento de mutantes, sistema genético bien definido y maleable y, lo
mas importante, un sistema de transformacion de ADN altamente versatil (Sherman
2002). Esta levadura puede ser utilizada en su forma haploide y diploide, las cuales son
estables genéticamente y ofrecen por tanto importantes ventajas para diversos estudios en

condiciones éptimas (Goffeau et al. 1996).

2.7.  REGULACION DEL HIERRO EN S. cerevisiae.

El hierro es un oligoelemento indispensable practicamente para todos los seres vivos, y
ello se debe a que participa como cofactor de procesos centrales como: la respiracion
celular, ciclo de Krebs, el transporte de oxigeno, la regulacion génica y la sintesis de

ADN. Como se muestra en la Figura 9, en S. cerevisiae, la absorcion de hierro se realiza
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por tres mecanismos primarios: 1) Mediante sider6foros; 2) Mediante el transportador de
hierro ferroso Fet4; y 3) Mediante una ferroxidasa Fet3 y el complejo permeasa Ftrl. Los
tres mecanismos son dependientes de la reaccion metaloreductasa (Fre) que reduce el Fe*3
a Fe*? para permitir su ingreso al interior de la célula. Las proteinas Fit (fit1-3) estan
involucradas en la retencién de los sider6foros-hierro y se incorporan a la pared celular
mediante anclajes. La levadura produce proteinas de membrana Arnl-4 que permiten la

deteccion y el transporte de los sideroforos (Kwok & Kosman 2005).

s [

Figura 9: Vias de absorcion de hierro de la levadura. Se muestran tres vias de
absorcion del hierro, dos se realizan inicialmente a través de la metalreductasa

Frel(2,3) y mediante la deteccion de los sider6foros por la proteina Arnl-4

Fuente: Kwok & Kosman (2005)

La fraccion de hierro intracelular es muy inestable y puede donar o recibir electrones
generando especies reactivas de oxigeno (EROs). En la levadura, la cadena transportadora
de electrones de la respiracion constituye una fuente importante de generacion de aniones

superoxidos (02*), que pueden transferir electrones a Fe*® para cambiarlo a Fe™ y
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generar radicales hidroxilos (OH®) (ver Figura 10). Los aniones superdxidos son
reducidos principalmente por la superéxido dismutasa (SOD) para evitar dafios de
algunas proteinas. Sin embargo, se generan moléculas de perdxido de hidrogeno (H20.),
una ERO menos reactiva que los superdxidos pero de gran significancia por su
abundancia (Moreno Cermefio 2011).

Fe*2 Fe*3

e
Superdxido
dismutasa
O

Fe*s
Catalasa
peroxidasa
Fe*2
O H . H2O

Figura 10: Generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) mediante la
oxidacion y reduccion del hierro. Los radicales libres hidroxilos se muestran
encerrados en estrellas amarrillas, y son generados por reacciones entre los

superoxidos y Fe*3, y el peroxido de hidrégeno con Fe*?

FUENTE: Edicion propia (2022)
2.7.1. Regulacion del hierro en la vacuola

La vacuola es un organelo fundamental en la homeostasis del hierro en la levadura, debido
a su capacidad para almacenar el hierro sobrante, y exportarlo cuando se requiera para las
actividades metabolicas. Existen proteinas en la vacuola que regulan la homeostasis del
hierro, entre ellas se encuentran: 1) proteinas transportadoras/permeasas de hierro; 2)
proteinas de bombas de protones como la ATPasa vacuolar de tipo V, que sirve para la
acidificacion de la vacuola; y 3) proteinas con actividad metaloreductasa, requerida para
el cambio reductor de especies hidréxidos férricos, que probablemente se acumula en el

ambiente acido del lumen vacuolar (Kwok & Kosman 2005).

El trafico del hierro en la vacuola esta determinado por su importacién y exportacién por
proteinas que se encuentran en la membrana vacuolar, tal como se muestra en la Figura

11. Entre ellas, la proteina Cccl se encarga de la captacion del hierro y el transporte hacia
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el interior de la vacuola. Por lo que una cepa de levadura que carece del gen CCC1
contendréd una menor cantidad de hierro vacuolar en comparacion con una cepa silvestre
(Li et al. 2001). La proteina Smf3 funciona como un exportador de hierro divalente y
apoya especificamente la necesidad de hierro de otros compartimentos de la célula.
Ademas, las proteinas Fet5 y Fth1l funcionan como exportadoras de hierro con el dominio
ferroxidasa de Fet5 y la capacidad permeasa de Fthl situados dentro del lumen vacuolar
(Kwok & Kosman 2005).

Decrece en Acccl
Incrementa en Asmf3, Afety Afre6

Citoplasma

Incrementa en Acccl
Decrece en Asmf3, Afet5y Afreb

Figura 11: Trafico citoplasmatico vacuolar del hierro. El hierro citoplasmatico es
transportado hacia la vacuola mediante Cccl y probablemente se almacena como
especies FexOy. Para su exportacion, Fre6 lo reduce a Fe*? para que pueda ser

expulsado por Smf3y por el complejo Fthl/Fet5

Fuente: Kwok & Kosman (2005)

2.7.2. Regulacion del hierro en la mitocondria

Gran parte de la biosintesis de los grupos hierro-azufre (Fe-S) se lleva a cabo en la
mitocondria, asi como el paso final de la sintesis del grupo hemo y la incorporacion de
hierro ferroso en la protoporfirina 1X. Por esta razon, la demanda de hierro en las

mitocondrias es alta. Sin embargo, el hierro libre en la matriz mitocondrial debe limitarse
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debido a la posibilidad de generacion de EROs por la cadena de transporte de electrones.
Por tal motivo, la mitocondria requiere de controles estrictos para mantener equilibrados
los niveles de hierro, tal como se muestra en la Figura 12. El gen YFH1, homdlogo del
gen FXN (frataxina humana), codifica para una proteina que oxida y almacena el hierro,
y actla conjuntamente con las proteinas Isul/2 para promover el ensamblaje de los grupos
Fe-S (Ramazzotti et al. 2004). Ademas, se han identificado numerosas proteinas
involucradas en la homeostasis del hierro que se dividen en dos categorias: proteinas
transportadoras de hierro y proteinas involucradas en la biosintesis de grupos Fe-S o del
hemo. Las proteinas Mmt1/2 y Mrs3/4 se encuentran en la membrana interna de la
mitocondria y tienen actividades de importacion de hierro. La proteina Atml es un
exportador de cassette de unién a ATP (ABC) de precursores de grupos Fe-S hacia el
citoplasma. Otra proteina que interviene en la biosintesis de grupos Fe-S es Nfsl,
encargada de eliminar el azufre de la cisteina para ligarlo al hierro (Kispal et al. 1999).

Espacio intermembranal

Mmtl/2 Atml
Mrs3/4 Ferroquelatasa_

Matriz @

e [2Fe-28]

Membrana externa

Proto IX

—~—

— —_— Nfs1
Membrana Isul/2 —

interna

Figura 12: Proteinas involucradas en el trafico y utilizacion del hierro en la
mitocondria en S. cerevisiae. Las proteinas de membrana interna de la mitocondria
Mrs3/4 y Mmtl/2 se dedican a la importacién del hierro y Atml a la exportacion.
Las proteinas Isul/2, Nfsl y Yfhl estan implicadas en la biosintesis de grupos Fe-S
en la matriz. La protoporfirina IX que se forma en el espacio intermembranal recibe

el hierro ferroso de la matriz para producir el grupo hemo

Fuente: Kwok & Kosman (2005)
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2.7.3. Regulacion del hierro en el nucleo

Las interacciones en la homeostasis del hierro a nivel celular son reguladas fuertemente
a nivel nuclear. La regulacion se establece a nivel de la transcripcion de genes que
codifican para proteinas involucradas en la homeostasis del hierro, como se muestra en la
Figura 13. En condiciones de deficiencia de hierro, la proteina Aftl es un sensor para
poder activar la transcripcion de genes como: FET3, FTR1, FIT1/3 y otros diez genes
involucrados en la homeostasis del hierro (Outten y Albetel 2013; Yamaguchi-lwai et al.
1995). Por otro lado, las altas concentraciones de hierro en la levadura son detectadas por
el factor transcripcional Yap5, proteina que activa la expresién de los genes CCC1, GRX4
y TYW1. La proteina Grx4 es una oxidoreductasa dependiente de glutation y glutation S-
transferasa, que junto a Grx3 promueven la disociacion de Aftl de los promotores de los
genes del reguldn de hierro. La proteina Tywl promueve el secuestro de hierro como

agrupaciones de Fe-S unidas a proteinas (Outten y Albetel 2013).

AT
Nucleo \

AR Regul6n Aftl inactivo
) | FET3, FTR1, FiT1-3 + 10 more)

23 Reguldn Yap5 activo

_B | lccct, GRx4 TYw1 |

Figura 13: Mecanismo de control transcripcional por Aftl y Yap5 en condiciones de

suficiencia de hierro.

Fuente: Outten y Albetel (2013)
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR

La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de Quimica Bioldgica y
Bioanalisis del Departamento Académico de Quimica en la Universidad Nacional

Agraria La Molina.
3.2. MATERIALES

3.2.1. Cepasy plasmidos

e Saccharomyces cerevisiae (W303-1a) con genotipo: MATa (leu2-3,112 his3-
11,15 ura3-1 ade2-1 can1-100 trp1-1) (Thomas y Rothstein 1989).

e Escherichia coli (TOP10) con genotipo: (mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
D80lacZAM15, AlacX74, deoR, recAl, araD139, A(araleu)7697, galU, galK,
rpsL(StrR), endAl, nupG).

e Plasmidos: p416GPD y p416GPD-FerH1 (Figura 14), proporcionados
gentilmente por el Dr. Sergi Puig del Departamento de Biotecnologia, Instituto
de Agroqguimica y Tecnologia de Alimentos, Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, Paterna, Valencia — Espafia (De Llanos et al.
2016). Los plasmidos constan de genes marcadores representados con flechas
de color naranja y verde claro: URA3 y AmpR que permiten la seleccién de los
transformantes de levadura y E. coli, respectivamente. Ademas, consta de un
sitio de multiclonacion ubicado entre el promotor de expresion constitutiva
(GPD) y el terminador CYC1. EI ADNc de la ferritina de soya de la subunidad
H1 clonado por De Llanos y colaboradores fue analizado en levaduras
silvestres de laboratorio y una cepa que carece del gen CCCL.



Z\ M
»

p416GPD-FerH1

Figura 14: Principales caracteristicas del pldsmido p416GPD-FerH1. La flecha de

color amarrillo, muestra el ADNc de la ferritina de soya de la subunidad H1

Fuente: De Llanos et al. (2016)

3.2.2. Materiales de uso rutinario

e Matraces

e Micropipetas y pipetas

e Placas Petri

e Palitos de dientes estériles

e Perlitas de vidrio de 0.4 mmy 4 mm de didmetro
e Tubos de ensayo

e Microplatos de 96 pocillos

3.2.3. Medios de cultivo

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

e Agary caldo LB-Ampicilina: Medio de cultivo selectivo

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

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

mantenimiento y propagacion de levaduras
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3.2.4. Reactivos

Sulfato ferroso

Alcohol de 70 y 90 por ciento

Buffer TrissEDTA (TE)

Isopropanol

Buffer TE conteniendo acetato de litio
Polietilenglicol (PEG) 3350

Acetato de amonio

Acetato de potasio

Mezcla de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1)
Ampicilina

ADN de esperma de salmén

ADN polimerasa termo-resistente

Enzimas de restriccion

3.2.5. Equipos

Termociclador

Agitador con bafio Maria
Electroporador

Balanza analitica
Congeladora de - 20 °C
Ultracongeladora de - 80 °C
Transiluminador con sistema de documentacion
Incubadora

Céamaras de electroforesis
Cabina de flujo laminar
Refrigeradora

Autoclave
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3.3. METODOS

3.3.1. Obtencion de una ferritina hibrida soya-arveja

Para la obtencidn de la ferritina hibrida se realiz6 una basqueda bibliografica de ferritinas
que acumulan gran cantidad de hierro en su interior. De esta bdsqueda se encontr6 que la
ferritina de arveja presenta mejores caracteristicas de acumulacion de hierro que la
ferritina de soya, en sus respectivas semillas. Adicionalmente, la ferritina de soya cuenta
con mayor informacion estructural relevante, el cual facilita el estudio respecto a los
cambios que fueron realizados y, ademas de haber sido expresada en la levadura (De
Llanos et al. 2016). En contraste, la ferritina de arveja solo ha sido utilizada en ensayos
in vitro para evaluar su estabilidad en ciertas condiciones ambientales y analizar su
contenido de hierro (Hoppler et al. 2008; Perfecto et al. 2018). Dichas caracteristicas

permitieron disefiar una estrategia para la obtencién de la ferritina hibrida.

Estrategia

En primer lugar, se realizo el alineamiento de las secuencias de la ferritina de soya y
arveja. Se identifico una region de gran diversidad (rectangulo rojo de la Figura 6, seccién
2.2) que, ademas, forma parte del canal de entrada del hierro de la ferritina. Por esta razon,
se propuso investigar si el reemplazo de los residuos 204 a 208 presentes en la ferritina
de soya por los de arveja podria resultar en una mejora de su capacidad quelante de hierro
(Figura 15). Los residuos presentes en la ferritina de soya son PQLAD (prolina,
glutamina, leucina, alanina y aspartato), mientras que los de arveja son LEMTH (leucina,

glutamato, metionina, treonina e histidina).

Fragmento codificante para los aminoacidos 198 a 221 de la ferritina de soya:

A DRNND P O L A D F I E S E F L S E Q V E S
Ala Asp Arg Asn Asn Asp Pro Gln Leu Ala Asp Phe Ile Glu Ser Glu Phe Leu Ser Glu Gln Val Glu Ser

GCAGATCGCAACAATGACCCTCAATTGGCAGACTTCATTGAAAGCGAGTTTTTGTCTGAACAGGTTGAATCA
CGTCTAGCGTTGTTACTGGGAGTTAACCGTCTGAAGTAACTTTCGCTCAAAAACAGACTTGTCCAACTTAGT

Reemplazo de los aminoacidos 204 a 208 para incluir los correspondientes a la ferritina de arveja:

A D RNND L E M T H F I E S E F L S E Q V E S
Ala Asp Arg Asn Asn Asp Leu Glu Met Thr His Phe Ile Glu Ser Glu Phe Leu Ser Glu Gln Val Glu Ser

GCAGATCGCAACAATGACTTGGAAATGACTCATTTCATTGAAAGCGAGTTTTTGTCTGAACAGGTTGAATCA
CGTCTAGCGTTGTTACTGAACCTTTACTGAGTAAAGTAACTTTCGCTCAAAAACAGACTTGTCCAACTTAGT
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Figura 15: Secuencia codificante para los aminoacidos de la ferritina de soya. La
secuencia del panel superior corresponde a la ferritina de soya, en el que se muestra
los codones que codifican los respectivos aminoacidos (de la posicién 198 al 221)
como alanina aspartato, arginina (0 A D R al usar la abreviatura de una sola letra,
0 Ala Asp Arg al usar la de tres letras). Asi mismo, incluye a la region a ser
reemplazada (204 a 208, indicadas de color azul) para generar la ferritina hibrida
soya-arveja. La secuencia del panel inferior muestra la insercion los aminoéacidos de
la ferritina de arveja (Pro204Leu GIn205Glu Leu206Met Ala207Thr Asp208His) en
la secuencia de la ferritina de soya, dando lugar a la generacién de la ferritina

hibrida soya-arveja

Fuente: Edicion Propia (2022)

Procedimiento

Para la obtencidn de la ferritina hibrida (FerSoy-Arv) se emple6 la clonacién in vivo de
dos fragmentos de ADN (fragmentos “1” y “2”) en el pladsmido p416GPD, siguiendo la
estrategia descrita en la Figura 8b basados en estudios reportados anteriormente
(Kitazono 2011). Los fragmentos “1” y “2” fueron obtenidos por PCR, usando como
plantilla al plasmido p416GPD-FerH1 y los iniciadores (“a”, “b”, “c” y “d”) indicados en
la Figura 16; dichos iniciadores incluyen la parte inicial y final de la secuencia del ADNc
de la ferritina y secuencias comunes en sus extremos para permitir la recombinacion
homologa. En la amplificacion del fragmento “1”, se utilizaron los iniciadores “a” y “b”,
el cual contiene una secuencia en rojo que representa secuencias que corresponden a las
que se desean cambiar. Para el fragmento “2”, se utilizaron los iniciadores “c” y “d”
amplificado corresponde en su totalidad a las secuencias de la ferritina de soya e incluye
40 nucleodtidos homoélogos al fragmento “1” para permitir la clonacion de la secuencia

completa en el plasmido.
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p416GPD-FerH1

a C
— —
41 4d—
REGION A / b

VARIAR

1 N e ——
I 2

Figura 16: Representacion de la estrategia empleada para la inclusion de los cambios
deseados en la secuencia codificante de ferritina. Las regiones en color verde
representan las secuencias del plasmido que flanquean al inserto y estan presentes
en los fragmentos 1y 2 para permitir el correcto ensamblaje del plasmido mediante

recombinacién homéloga en la célula de S. cerevisiae

Fuente: Edicion propia (2022)

e Generacion de fragmentos por PCR

Como se describe en la Figura 16, en la obtencion del Fragmento “17, se utilizd
como plantilla al plasmido p416GPD-FerH1 y los iniciadores “a” y “b” para la
amplificacion (ver Tabla 1). Este ultimo (b), contiene 20 nucle6tidos homologos
al plasmido para la amplificacion (parte final del iniciador), 15 nucle6tidos (en
rojo) que corresponden a la secuencia a introducir, y 40 nucle6tidos homologos a
la secuencia del Fragmento 2, que sirvieron para ensamblar los Fragmentos “1” y
“2” junto con el pldésmido p416GPD mediante recombinacion homologa. Para la
obtencion del Fragmento “2”, se utilizé el mismo plasmido como plantilla y los
iniciadores “c” y “d” que contienen secuencias homologas al fragmento 1 vy al

plasmido.
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e Disefio de los iniciadores

En primer lugar, se secuencié el plasmido p416GPD-FerH1 enviado por el
laboratorio del Dr. Sergi Puig, para verificar su identidad y disefiar los iniciadores

mostrados en la Tabla 1.
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Tabla 1: Iniciadores utilizados para la amplificacion y generacion de ferritina hibrida soya-arveja.

NOMBRE SECUENCIA PROPOSITO
AAACACCAGAACTTAGTTTCGACGGATTCTAGAACTA Amplificacion del Fragmento “1”. El iniciador “a” empalma en
a GTGGATCCATGG una region corriente arriba al ADNc de la ferritina, mientras que
el iniciador reverso “b” empalma dentro de la secuencia con las
20 ultimas bases indicadas en negro. Ademas, en rojo se indican
TTGATTCAACCTGTTCAGACAAAAACTCGCTTTCAATG | las 15 bases a cambiar (secuencia de ferritina de arveja) y las
b AAATGAGTCATTTCCAAGTCATTGTTGCGATCTGCCA | primeras 40 bases son homdlogas a un extremo del fragmento
“2” para la clonacion.
C TTCATTGAAAGCGAGTTTTTGTCTG Amplificacion del Fragmento “2”. El iniciador “c” empalma
dentro de la secuencia del ADNc de ferritina, mientras “d”
d empalma corriente abajo.

AGACAACCTGAAGTCTAGGTCCCTA

Fuente: Edicion propia (2022)
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En el disefio se tuvo en cuenta la temperatura de fusion (Tm) de los iniciadores
utilizados en cada reaccion de PCR, donde la Tm de “a” y “b” fueron similares,
al igual que para “c” y “d”. Los iniciadores fueron sintetizados por la compafiia
MACROGEN INC (Seul, Corea).

e Digestion del plasmido

La levadura realiza la clonacion in vivo con mayor eficiencia si el plasmido
receptor, p416GPD en este caso, se encuentra linealizado. Para obtener el
plasmido lineal, se usé la enzima de restriccion BamH1 que realiza un corte en el
sitio de multiclonacién. La reaccién se realizd con un buffer estandar para la
enzima segun el protocolo sugerido por el proveedor. Se utilizé 1ug del plasmido
y se incub6 durante 3 horas a 37 °C. Para evitar la recirculacion del plasmido, se
tratd con fosfatasa antartica para eliminar los grupos fosfatos de los extremos 5’
(Kitazono 2009).

3.3.2. Transformacién de Saccharomyces cerevisiae.

Se utiliz6 una suspension de células de una cepa que carece del gen CCC1 (cepa susceptible
a hierro) en la fase exponencial de su crecimiento. Se utilizaron 150 ng de plasmido
p416GPD linealizado previamente, 30 ng del fragmento “1” y 10 ng del fragmento “2”,
las cantidades se proporcionaron de tal forma que no superen los 200 ng (Kitazono 2009).
Las suspensiones celulares fueron tratadas con acetato de litio/TE y polietilenglicol al 50 por
ciento durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion constante. Luego se aplicé un
choque térmico en un bafio Maria a 42 °C durante 20 minutos y después de recuperar el
sedimento celular por centrifugacion, se afiadié caldo YPD, se homogenizd e incubo por una
hora a temperatura ambiente. Las células tratadas fueron sembradas en medio sintético que
carece de uracilo (-URA) para permitir el crecimiento y seleccion de los transformantes
(Schiestl & Gietz 1989).

3.3.3. Ensayos de resistencia a hierro

Se utilizaron levaduras transformantes que expresan la ferritina de soya nativa como
control para los ensayos. Se prepararon placas con medio de cultivo -URA que contenia
sulfato ferroso (a partir de una solucion stock 200 mM en HCI 0,1 N) a diferentes

concentraciones: 5, 8, 10, 13, 15, 17 y 20 mM, para asi poder definir la concentracion
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letal para la cepa control. Las levaduras fueron sembradas en las distintas placas e

incubadas a 30 °C durante 2 dias.
3.3.4. Analisis de plasmidos

a. Extraccion de ADN total de levaduras transformantes.

Las suspensiones de levadura fueron tratadas con un buffer de ruptura (1,2 por ciento
SDS, NaCl 100 mM, Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) y sometidas a una mezcla vigorosa
con perlas de vidrio de 0,4 mm de diametro en presencia de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), usando un agitador de vortice (Schneegurt et al. 2003). El
sobrenadante acuoso fue recuperado por centrifugacion y luego tratado con isopropanol
para la precipitacion y etanol para el lavado de los &cidos nucleicos. El sedimento seco
conteniendo los &cidos nucleicos totales finalmente fue disuelto en buffer TE (Tris-
EDTA) (Schneegurt et al. 2003).

b. Amplificaciény recuperacion de los plasmidos en E. coli

La amplificacion de los plasmidos se realizo, mediante electroporacion de células de la
cepa TOP10 de E. coli con las muestras de ADN total extraido de los transformantes de
levadura que incluian a los plasmidos. Para la preparacion de las células
electrocompetentes, se dejo crecer un indculo durante toda la noche, y luego de cuatro
ciclos de centrifugacién y enjuague en frio, se resuspendié en suficiente agua fria estéril
para lograr una densidad de 2x10"! células/mL. Para la electroporacion, se mezclaron 40
pL de la suspension celular con 1 pL de la solucion de ADN total de la levadura,
transfiriendo la mezcla a una cubeta de electroporacion de ranura de 1mm para someterla
a un pulso eléctrico de 1700V. Inmediatamente después se afiadié 1mL de caldo LBy se
transfirié a microtubos para su incubacion a 37 °C por una hora, finalmente se sembro en

placas conteniendo medio LB-Ampicilina.

Las colonias transformantes de E. coli fueron cultivadas en caldo LB-Ampicilina para la
purificacion de los plasmidos. EI método usado se basa en cambios de pH para la
eliminacion del ADN gendmico, para ello se realiz6 tratamiento con una mezcla de buffer
acetato 5 M/fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (7:3), y la precipitacion del ADN
plasmidico con alcohol etilico helado. Los sedimentos de &cidos nucleicos obtenidos

29



fueron disueltos en 50 pL de buffer TE que contenia 20 pg/mL de ribonucleasa A 'y

finalmente llevados a incubacion por 30 minutos a 37 °C.

c. Evaluacidn de la resistencia a altas concentraciones de hierro.

Se utilizaron cultivos que estuvieron incubados en tubos con 4 mL de caldo ~-URA a 30 °C
y agitacion constante, hasta llegar a la fase estacionaria de su crecimiento. Posteriormente,
se realizaron diluciones en serie de 1:3 de los cultivos en placas de 96 pocillos con agua
destilada estéril. Finalmente, los cultivos diluidos se sembraron en alicuotas de 3 pL en

placas —URA que contenian sulfato ferroso 10 mM.

d. Secuenciacion de plasmidos

Los plasmidos de interés fueron purificados usando “Zyppy Plasmid Miniprep kit” (Zymo

Research) y enviados para su secuenciamiento a la compafila MACROGEN INC.

3.3.5. Construccion de una biblioteca de plasmidos de variantes de

ferritina en el dominio hidrofilico

La biblioteca de plasmidos construida permitié la introduccién de cambios en la region
identificada como la méas divergente entre las secuencias de la ferritina de soya y arveja,
descrita en la seccion 3.3.1. (Figura 17). A diferencia de la estrategia descrita en dicha
seccidn en la que se generod un solo tipo de variante, la construccion de la biblioteca de
plasmidos permite la generacion de millones de variantes de ferritina con distintas

secuencias, como se muestra en la Figura 17.

Para la construccion, se realizo un proceso similar a la obtencion de la ferritina hibrida
soya-arveja, con la diferencia que en esta metodologia se utilizaron iniciadores “b-t” y
“b+t” (ver Tabla 2), en lugar del iniciador “b” (Tabla 1). Para la obtencién de fragmentos
“1” se utilizaron los iniciadores “a” y “b-t” o “b+t”. Los iniciadores “b-t” y “b+t” se
diferencian de “b” en los 15 nucledtidos en rojo y cumplen similar funcién como
iniciadores ‘“reversos”, permitiendo la obtencion de los fragmentos “1”. Ambos
iniciadores incluyen nucle6tidos aleatorios en las dos Gltimas bases de cada coddn (*NN),

permitiendo asi la generacion de codones aleatorios.
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Fragmento codificante para los aminoacidos 198 a 221 de la ferritina de soya:

A D RNND P Q L A D F I E S E F L S E Q V E S
Ala Asp Arg Asn Asn Asp Pro Gln Leu Ala Asp Phe Ile Glu Ser Glu Phe Leu Ser Glu Gln Val Glu Ser

GCAGATCGCAACAATGACCCTCAATTGGCAGACTTCATTGAAAGCGAGTTTTTGTCTGAACAGGTTGAATCA
CGTCTAGCGTTGTTACTGGGAGTTAACCGTCTGAAGTAACTTTCGCTCAAAAACAGACTTGTCCAACTTAGT

Reemplazo de los aminoacidos 204 a 208 para incluir aminoacidos aleatorios:

A°ND RN DND X X X X X F I E S E F L S E Q V E S
Ala Asp Arg Asn Asn Asp Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Phe Ile Glu Ser Glu Phe Leu Ser Glu Gln Val Glu Ser

GCAGATCGCAACAATGACVNNVNNVNNVNNVNNTTCATTGAAAGCGAGTTTTTGTCTGAACAGGTTGAATCA
CGTCTAGCGTTGTTACTGBNNBNNBNNBNNBNNAAGTAACTTTCGCTCAAAAACAGACTTGTCCAACTTAGT

vV =A,C,G B=T,G,C
Figura 17: Mutagénesis aleatoria en el fragmento que codifica para los aminoacidos
204 a 208 de la ferritina de soya. Se muestran posibles codones que represntan
aminoacidos con abreviaturas de una o tres letras. La letra V representa los

nucleétidos A, C o G en la base en cada codon , para evitar codones de terminacion

Fuente: Edicion propia (2022)

En el caso del iniciador “b-t” se logra excluir a la base timina en la primera posicion de
cada coddn para evitar la generacion de codones de terminacion (TAA, TAG y TGA; ver
Figura 18), mientras que en el caso del iniciador “b+t” si se permite su inclusion. La
inclusién de los codones de terminacidn causaria el prematuro término de la sintesis del
respectivo polipéptido, produciendo variantes de ferritina con secuencias mas cortas. Sin
embargo, el uso del iniciador “b-t” evita la inclusion de los codones de los aminoacidos
cisteina (TGT, TGC), triptéfano (TGG), tirosina (TAT, TAC) y fenilalanina (TTT, TTC).
Por esta razon, se requirié usar adicionalmente el iniciador “b+t” para permitir la
inclusion de estos codones. La generacion de dos tipos de fragmentos “1” permitio contar
con todas las posibles secuencias codificantes para la eventual inclusion de todos los
posibles 20 aminoacidos en cada posicidon, y asegurar una limitada presencia de codones

de terminacioén.
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Segunda base del coddn

T C A G

TTT . TCT TAT Tyr TGT Cys T

_— .. TCC S TAC T TGC C

TTA Lew TCA TAA TGA | A
c TG TCG TAG TGG Tp | G g
o) CTT ccT CAT . CGT T|=
o His 8
o CTC ccc CAC CGC c |
— | C Leu Pro e Arg Q

D CTA CCA CAA CGA A
yo] Gln =3
@ CTG CCG CAG CGG G |2
a D
o ATT ACT AAT Asn AGT ser I o
< ATC lle ACC AAC AGC c|l@
C|A 111V E - ——— S
o ATA ACA AAA AGA A|S
el I vty B Lys Arg S
= ATG Met ACG AAG AGG G|
o GTT GCT GAT Asp GGT T|=

G GTC Val GCC Ala GAC GGC Gly C

GTA GCA GAA - GGA A

GTG GCG GAG GGG G

Figura 18: Fundamento de la estrategia seguida para la generacion de secuencias

codificantes aleatorias y la exclusién de codones de terminacion.
Fuente: Edicion propia (2022)

En la figura 18 se muestra el codigo genético, que especifica la relacion entre cada triplete
de desoxirribonucleétidos (codén) y la inclusién de un aminoacido particular o la
terminacion de la sintesis, durante la sintesis de polipéptidos por los ribosomas. En esta
representacion, para cada triplete o coddn, la primera base esta determinada por las letras
T, C, Ay G ubicadas en la primera columna; la segunda base, por las letras de la primera
fila; y la tercera base, por las letras de la Gltima columna. Los codones de terminacion e
iniciacién se indican sombreados en rojo y verde, respectivamente. La zona sombreada
de amarillo incluye a los codones que tienen como primera base a la timina y, por tanto,
éstos no serian generados cuando se usa el iniciador “b-t” causando asi la exclusion de

los correspondientes aminoacidos

Luego de generar millones de fragmentos “1” con las diferentes estrategias, estas se
introdujeron en levaduras para permitir la construccion de la biblioteca de plasmidos. Para
tal fin, se utilizaron 150 ng de plasmido p416GPD linealizado, 30 ng del fragmento “1”
y 10 ng del fragmento “2”. Para el fragmento “1”, se us6 una mezcla de los productos de
PCR obtenidos usando los iniciadores “b-t” y “b+t” en una proporcion aproximada de
29:1. La baja proporcion de fragmentos “1” construidos por el iniciador “b+t” tuvo como

finalidad disminuir la incidencia de codones de terminacion.
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Tabla 2: Iniciadores utilizados para la amplificacion y generacion de las variantes de ferritina.

NOMBRE

SECUENCIAS

PROPOSITO

b-t

TTGATTCAACCTGTTCAGACAAAAACTCGCTTTCAATG
AANNBNNBNNBNNBNNBGTCATTGTTGCGATCTGCCA

Iniciador reverso para la obtencion de fragmentos “1”. Las
altimas 20 y los primeros 40 bases tienen la misma funcién
que en el iniciador “b”. La letra N en rojo representa a los
nucledtidos A, T, G y C, mientras que la letra B a los

nucle6tidos T, Gy C.

b+t

TTGATTCAACCTGTTCAGACAAAAACTCGCTTTCAATG
AANNANNANNANNANNAGTCATTGTTGCGATCTGCCA

Iniciador reverso para la obtencion de fragmentos “1”. Se
diferencia de “b-t” en la inclusion de la base “A” en cada
triplete aleatorio, de tal manera que dan lugar a la inclusién
de timina como primera base de cada codén del ADN
codificante permitiendo la generacién de codones para los
aminoéacidos fenilalanina, tirosina, cisteina, triptéfano y de

terminacion.

Fuente: Edicion propia (2022)
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3.3.6. Ensayos de cuantificacion de hierro

Se utilizaron muestras de levaduras que fueron cultivadas en caldo —-URA que contenia 2
mM sulfato ferroso. La cuantificacién fue realizada por la empresa Sociedad de
Asesoramiento Técnico S.A.C. (SAT). Segun lo reportado, la cuantificacion se realizo
mediante espectrometria de absorcion atdmica basada en la norma NOM 117-SSAl
(1994).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. OBTENCION DE FERRITINA HIBRIDA SOYA - ARVEJA

4.1.1. Variacion de secuencias de la ferritina de soya

La ferritina de soya comparada con otras fitoferritinas cuenta con mayor informacion
estructural relevante, por lo que es posible realizar un analisis detallado acerca de sus
dominios y las funciones que desempefian (Masuda et al. 2010). En este contexto, la
alineacion de las secuencias aminoacidicas de las ferritinas de soya y arveja (ver Figura
6), mostro que las zonas de actividad ferroxidasa se mantenian conservadas, y también se
encontrd una zona de variabilidad conformada por cinco aminoacidos (204 a 208) que

forman parte del canal hidrofilico encargado de la entrada del hierro.

Luego de encontrar una zona de alta variabilidad conformada por cinco aminoacidos (204
a 208), se procedid con la generacion de fragmentos que contienen los cambios para que
la levadura los pueda clonar. La amplificacion de los fragmentos “1”y “2” fue confirmada
mediante analisis electroforético en gel de agarosa al 1,0 por ciento. La estimacion se
infiere por comparacion con el marcador “L100pb” que muestra tamafios conocidos en
las diferentes bandas. Como se muestra en la Figura 19, el fragmento “1” tiene una
longitud aproximada de 560 pb, y el fragmento “2” una longitud de 240 pb, los cuales son
los tamafios esperados. La utilizacidn de iniciadores o cebadores de tamafio considerable
(75 pb como es el caso de esta investigacién) para realizar cambios dirigidos en una
secuencia de ADN, es una de las herramientas mas importantes en biologia molecular con
gran efectividad en muchas investigaciones, por lo que se necesita un disefio sin errores
de los iniciadores de tal forma que puedan superponerse a la cadena molde (Zhang et al.
2021).
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Figura 19: Analisis electroforético de productos de PCR de los fragmentos “1” y “2”.
Alicuotas de dos reacciones de PCR por cada fragmento fueron analizadas en un gel
electroforético que contenia 1,0 por ciento de agarosa. A la derecha se muestra las

caracteristicas del marcador “L100pb”

4.1.2. Clonacionin vivo

La Figura 20 muestra resultados representativos de ensayos de transformacién. En
promedio se obtuvo una eficiencia de transformacion de 4.1 x 10* UFC/ug de ADN para
las células que fueron tratadas con el plasmido lineal y los fragmentos 1y 2 (panel a), y
0.4 x 10* UFC/ug de ADN para las que recibieron solo el plasmido p416GPD
linealizado (control). Se ha reportado que el método de transformacion que utiliza acetato
litio es de aproximadamente 5 x 10° - 1 x 107/ug de ADN plasmidico en cepas silvestres
de laboratorio (Gietz y Woods 2002). La cepa utilizada carente del gen CCC1 se
encuentra condicionada a tener dificultades en su homeostasis, sobre todo su aumento a
la sensibilidad a metales (Chen & Kaplan 2000), por lo que posiblemente la cepa
presentard problemas de recuperacion al finalizar la transformacion. Sin embargo, la
eficiencia para la clonacion in vivo es elevada en comparacion al control (p416GPD), ya
que solo la presencia de los fragmentos 1 y 2 en las mezclas de transformacidn permitio
el ensamblaje correcto del plasmido. De esta manera se pudo estimar que mas del 90 %

de las colonias obtenidas expresaban la ferritina hibrida soya-arveja.
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Figura 20: Ejemplo representativo de resultados de la transformacion de células de
levadura. Las mezclas de transformacion fueron esparcidas en medio selectivo que
carece de uracilo, para evitar el crecimiento de las células que no recibieron el
plasmido o no lograron recircularizarlo. Panel “a”: células transformadas con el
plasmido linealizado y los fragmentos 1 y 2, y que probablemente expresan la
variante de ferritina soya-arveja. Panel b: células transformadas Gnicamente con el

plasmido linealizado

4.1.3. Anélisis de los transformantes que producen la variante
hibrida

Para verificar la correcta clonacion de los productos de PCR, se seleccionaron al azar tres
colonias transformantes de la Figura 20a. Los plasmidos extraidos y amplificados de las
colonias seleccionadas se digirieron con la enzima de restriccion BamH1. Como se
muestra en la Figura 21, el gel electroforético que contiene 0,8 por ciento de agarosa
mostrd que las colonias “1” 'y “3” contenian una sola banda y con un tamafio aproximado
de 6500 pb, mayor al plasmido p416GPD digerido “control” (5778 pb). En la colonia “2”
aparentemente la digestion fue parcial, por la presencia de otras bandas que posiblemente
son distintos plegamientos del plasmido circular. En el gel electroforético se utilizo el
marcador “L1Kb” que contiene diez fragmentos de ADN de extremos que varian de 500

pb a 10 kilobases (Kb) para verificar los tamafios de los productos digeridos.
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Figura 21: Analisis electroforético de plasmidos que contienen la ferritina hibrida
soya-arveja. El analisis electroforético se realizé en gel de agarosa al 0,8 por ciento.
Control: plasmido p416GPD digerido que muestra un tamafio cercano a 6,0 Kb,
segun el marcador L1Kb. FerSoy-Ar (1, 2 y 3): plasmidos digeridos de las colonias
escogidas al azar, que muestran un tamario superior a 6,0 Kb. L1Kb: marcador de
1Kb

La secuenciacion realizada por MACROGEN INC confirm6 que los cambios realizados
en los 15 nucledtidos se realizaron con éxito en los plasmidos de las tres colonias
escogidas al azar (ANEXO 1). Este andlisis demostréo un 100 % de eficiencia en la
estrategia de clonacion in vivo aplicada, con la totalidad de las secuencias esperadas.
Kitazono (2011), reporté una eficiencia de 54 por ciento de una correcta clonacion
evaluados en el fenotipo de transformantes de E. coli, dicho reporte fue resultado del
analisis de miles de transformantes, mientras que en el presente estudio se evaluaron solo

tres colonias al azar de los miles de transformantes obtenidos.

4.2. EVALUACION DE LA RESISTENCIA A HIERRO DE LA
FERRITINA HIBRIDA SOYA-ARVEJA

4.2.1. Optimizacion de la concentracion de hierro para ensayos de

resistencia

Los ensayos se realizaron con el fin de encontrar una concentracion de hierro en los
medios de cultivo que dificulte el crecimiento de cepas de levadura que producen ferritina

de soya nativa (FerSoy). Bajo este criterio se obtendria una concentracion limite en el
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cual, las variantes de ferritina generadas debieran tolerar o tener un mejor crecimiento
respecto a las cepas FerSoy. En los ensayos a diferentes concentraciones de sulfato
ferroso, se demostr6 que en medio —URA conteniendo sulfato ferroso 10 mM las cepas
FerSoy mostraban solo un crecimiento moderado. Como se muestra en la Figura 22, la
placa —URA que contiene sulfato ferroso 8 mM no es una concentracion letal para la cepa
FerSoy, debido a que tiene un crecimiento uniforme en toda el area de siembra. En placas
—URA que contiene sulfato ferroso 12 mM (no mostrado) las cepas no mostraban ningdn
tipo de crecimiento. De Llanos y colaboradores (2016) reportaron que la cepa de levadura
BY4741 (carente de CCC1) que produce ferritina de soya (subunidad H1) no crece a partir
de 8 mM de sulfato de amonio y hierro (1), mostrando resultados similares a pesar que

las cepas y los quimicos utilizados no son de la misma naturaleza.

8 mM sulfato ferroso 10 mM sulfato ferroso

Figura 22: Optimizacion de los ensayos de resistencia a hierro de la ferritina nativa.
En la figura se puede apreciar las siembras de las cepas que producen ferritina de
soya nativa (FerSoy), y transformantes con el plasmido p416GPD (Control) en
placas —-URA dosificadas con sulfato ferroso. La cepa FerSoy mostré un buen
crecimiento a una concentracion de sulfato ferroso 8 mM, mientras que a 10 mM el
crecimiento es minimo. La cepa control no mostré crecimiento a ambas

concentraciones. Las placas fueron incubadas durante 4 dias a 30 °C

4.2.2. Evaluacion de resistencia de ferritina hibrida soya-arveja

Luego de identificar la concentracion optima de sulfato ferroso para realizar los ensayos,

los transformantes de ferritina hibrida (FerSoy-Ar) se sometieron a ensayos de
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crecimiento en placas -URA dosificadas con sulfato ferroso 10 mM. Las cepas que
producen la ferritina hibrida mostraron un crecimiento similar al control (p416GPD). El
ensayo mostrado en la Figura 23 es una muestra representativa de tres repeticiones

realizadas con diferentes colonias de transformantes.

Figura 23: Ensayo de resistencia a hierro de cepa que produce la ferritina hibrida.
Se muestra la mitad de una placa ~-URA que contiene sulfato ferroso 10 mM, con
siembras de cepas control (p416GPD), FerSoy-Ar (ferritina hibrida) y FerSoy
(ferritina nativa de soya). La cepa FerSoy-Ar mostrd un crecimiento muy similar a
la cepa control, mientras que la cepa FerSoy tuvo un ligero crecimiento. Las placas

fueron incubadas durante 4 dias a 30 °C

Los ensayos mediante diluciones en serie se realizaron con el fin de obtener una mejor
resolucion del crecimiento de las cepas en evaluacion. Los cultivos de las diferentes cepas
fueron tratados con ultrasonido antes de sus diluciones, para poder separar los agregados
celulares. Como se muestra en la Figura 24, el crecimiento de las cepas que producen la
ferritina hibrida es similar a la cepa control, mientras la cepa FerSoy mostré un mejor

crecimiento.

Estos resultados demuestran que el reemplazo de los aminoacidos 204 — 208 de la ferritina
de soya por los presentes en la ferritina de arveja (Pro204Leu GIn205Glu Leu206Met
Ala207Thr Asp208His) tuvieron un efecto negativo en su estructura y funcién. En la
alineacion de las secuencias aminoacidicas de las ferritinas de soya y arveja mostradas en
la Figura 6 se mostraban otros aminoacidos cercanos a la zona de variacion que diferian

entre las ferritinas. Estos aminoacidos se encuentran en una zona en la cual el hierro se
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traslada hacia los sitios de actividad ferroxidasa (Masuda et al. 2015), por lo que es

posible que el traslado del metal no se realice correctamente.

Se ha reportado que las subunidades de la ferritina se ensamblan en el interior de la
levadura exitosamente, permitiendo una mayor acumulacion y tolerancia a hierro (De
Llanos et al. 2016; Kim et al. 2003). Sin embargo, debido a los resultados de resistencia
con la ferritina hibrida, es necesario comprobar si el cambio realizado en la secuencia

afecto en el ensamblado de las subunidades.

Control
FerSoy
FerSoy

FerSoy-Ar

FerSoy-Ar
2

Figura 24: Ensayo de resistencia a hierro mediante diluciones en serie de cepas que
producen ferritina hibrida soya-arveja. El ensayo se realizé en placas que contenian
sulfato ferroso 10 mM y fueron incubadas durante 4 dias. La cepa FerSoy mostro

un mejor crecimiento que la cepa FerSoy-Ar

El sorpresivo efecto negativo del reemplazo de las secuencias de los amino4cidos 204-
208 de la ferritina de soya demostré ademas que esta region es clave para conferir
resistencia a hierro y, por tanto, podria tener una funcion clave en la capacidad de
acumulacion del metal. Seria por tanto plausible que esta region requiera cambios
especificos en algunos o todos esos aminoacidos, que no corresponden a los introducidos
al generar la variante hibrida Soy-Ar. Para estudiar esta posibilidad, se planted la
necesidad de construir una biblioteca de plasmidos que permita la inclusion de
aminoacidos aleatorios en las posiciones 204 — 208, que podria posteriormente ser usada
en la busqueda de variantes que permiten una mayor acumulacion de hierro.
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4.3. CONSTRUCCION DE UNABIBLIOTECA DE PLASMIDOS PARA LA
GENERACION DE VARIANTES ALEATORIAS DE FERRITINA.

La biblioteca de plasmidos construida permite la inclusién de aminoacidos aleatorios en
cada una de las cinco posiciones (204 a 208), lo que podria dar lugar por tanto a la sintesis
de 3,2 millones (20°) de variantes de ferritina posibles.

4.3.1. Generacion de variantes de ferritina por PCR

Como se describio en las Figuras 17 y 18 y la Tabla 2, para la generacion de la biblioteca
de plasmidos se usaron dos diferentes tipos de fragmentos “1”, uno construido con el
iniciador “b-t” y el otro con “b+t”. Debido a la enorme diversidad de secuencias en los
iniciadores, se esperaba una baja eficiencia en las amplificaciones por PCR y por tanto
fue necesario optimizarlas, tomando como principal factor el namero de ciclos. Se
realizaron ensayos con amplificaciones que incluian 5, 10 o 15 ciclos, determinandose

que el nimero optimo de ciclos fue de 10 para las amplificaciones con el iniciador “b+t”,

y de 15 ciclos para “b-t”.

Frag. “1” con b+t Frag. “1” con b-t
Ciclos de 5 10 L100pb 5 10 1> Base Pairs  Mass (ng)
e 1517 45
- -120 3%
-1000 9
- - 7
-80
= 700 A
- 600 18
-— - 500517 97
-400 38
-0 »
- 2%
-10 48

Figura 25: Andlisis electroforético de productos de PCR de los fragmentos “1”
utilizando los iniciadores “b+t” y “b-t”. En la parte izquierda se muestran
amplificaciones del Frag. “1” utilizando el iniciador “b+t” que posiblemente
incluyan codones de terminacion, y Frag. “1” con el iniciador “b-t” que evita su

inclusion. Se utilizd un gel electroforético al 1,0 por ciento de agarosa. L100pb:
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marcador de 100 pb. La longitud de todos los productos de PCR fue de 568. Las
bandas sefialadas con las flechas en amarillo corresponden a las reacciones que

permitieron una 6ptima produccion del fragmento

4.3.2. Transformacion de levaduras con la biblioteca de plasmidos

Luego de realizar las combinaciones de los fragmentos “1” construidos por los iniciadores
“a”, “b-t” y “b+t”, se prepararon alicuotas con concentraciones adecuadas para cada
reaccion de transformacion. Se utilizaron 150 ng del plasmido p416GPD linealizado, 10
ng del fragmento “2”, un aproximado de 29 ng del fragmento “1” obtenido con el
iniciador “b-t” y 1 ng del correspondiente a “b+t”. Para verificar la eficiencia de la
transformacion y clonacién in vivo, se realizaron un total de seis reacciones de
transformacion, obteniéndose una eficiencia promedio de transformacion de 3.1 x 10*
UFC/ug de ADN de los cuales existen transformantes que contienen solo el plasmido. En
una tesis realizada por Chavez en el 2018, el cual utiliz6 la misma cepa de levadura 'y un
plasmido de mayor tamafio, obtuvo una eficiencia de clonacion de 50 a 86 por ciento a
partir de fragmentos que generaban una biblioteca de plasmidos, resultados similares de
Joska y sus colaboradores (2014). En base a los resultados obtenidos y a la alta eficiencia
de clonacion in vivo de la levadura, la biblioteca construida bajo las condiciones usadas
podra posteriormente ser aplicada para la identificacion de variantes de ferritina que

confieren aumentada resistencia a hierro.

4.4. CUANTIFICACION DE HIERRO EN LEVADURAS QUE
PRODUCEN FERRITINA

Con el propésito de establecer si las condiciones de cultivo y tratamiento usadas podrian
dar lugar a la acumulacién de hierro en los transformantes de levadura, se realizaron los
ensayos con levaduras que producen la ferritina de soya y a una cepa control transformada
Gnicamente con el plasmido p416GPD, obteniéndose 341.6 y 166.7 mg/kg,

respectivamente.

Es interesante destacar que el contenido de hierro de la levadura de cerveza comercial
obtenida sin suplementacion de hierro es de 98 mg/kg, segun las Tablas Peruanas de
Composicion de los Alimentos (MINSA 2017b). Por tanto, es posible inferir que la
inclusién de sales de hierro en el medio de cultivo permite un aumento en su contenido

celular, ain en celulas que no producen la ferritina (cepa control). Asimismo, estos
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resultados demuestran que la produccién de ferritina en la levadura puede generar un
aumento considerable en los niveles de acumulacion de hierro. Sin embargo, para su
aplicacion como suplemento nutricional de hierro, se considera que los niveles optimos
en la levadura deberian superar los 2000 mg/kg. Para lograrlo, ser& necesario encontrar
variantes de ferritina con mejorada capacidad de acumulacién de hierro o implementar
alguna otra estrategia basada en otros quelantes o cambios en las condiciones de cultivo

y suplementacion de hierro.
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V. CONCLUSIONES

La construccion de una variante hibrida soya-arveja de ferritina no elevé la capacidad de
acumulacion de hierro en la levadura, demostrandose en los ensayos de resistencia a
hierro. Sin embargo, se identificd que la regién cambiada es de gran importancia para la
ferritina para poder iniciar la interaccion con el hierro. Ademas, la estrategia de clonacién
in vivo en Saccharomyces cerevisiae permitio la eficiente construccion del plasmido para
la produccion de la ferritina hibrida, con cambios en las posiciones 204 a 208 (Pro204Leu
GIn205Glu Leu206Met Ala207Thr Asp208His) corroborados por secuenciacion. En
adicion, se implementd exitosamente una estrategia para la construccién de una biblioteca
de plasmidos para la produccion de variantes de ferritina de soya con cambios aleatorios

en las posiciones 204 — 208.



VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar con el tamizado de la biblioteca de plasmidos que contienen las
variantes de ferritina que confieren mayor resistencia a hierro, aplicando el

protocolo optimizado para la construccién de la biblioteca.

2. Implementar estrategias alternas para la identificacion de cepas de levadura con

alto contenido de hierro.

3. En caso se obtenga una cepa de levadura que acumule gran porcentaje de hierro,

realizar ensayos de biodisponibilidad en animales menores.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1. Secuenciacién del plasmido que contiene la ferritina hibrida soya-arveja con el
cebador T3y T7, enviada por Macrogen.
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Filee FH1-Arl_T3.abl Run Ended: 2021/1/18 19:50:25 Sgnal G:595 A:781 C:888 T: 1027
Sample: FH1-Arl T3 Lane: 6 Base spacing: 16.058464 1313 basesin 15807 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAAGGGAAAGTAG G TTIATCAT TAT CATACT CGCCATTTCAAAGAATACGT AAAT AAT TAATAGTAGTGATTTTCCTAACTTTAT TTAGT CAAAAAATTAGCCTTTTAATTCT GCTGTAACCCGT ACAT

130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240 250
GCCCAAAATAGGGGGCEGETTACACAG AATATATAACATCGTAGGTGTCTGGGTGAACAGTTTATTCCTGGCATCCACTAAATATAATGGAGCCCGCTTTTTAAGCTGGCATC CAGAAAAAAAA

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGAATCCCAGUACCAAAATATTGTTTTCTT CACCAACCAT CAGTTCATAGGT CCATTCTCTTAGC GCAACTACAG AGAACAGGGGCACAAACAGGCAAAAAACGEGCACAACCTCAATGGAGTGA

380 390 400 410 420 430 440 430 460 470 480 490 500
TGCAACCTGCCTGGAGT AAATGAT GACACAAGGCAATTGACCCACGCATGTATCTATCT CATTTTCTTACACCTTCTATTACCTTCTGCTCTCTCTGATTTGGAAAAAGCTGAAAAAAAAGGTTG

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AMACCAGTTCCCTGAAATTATTCCCCTACTTGACT AAT AAGT AT AT AAAGACGGTAGGTATTGATTGTAATTCTGTAAATCTATTTCTT AAACTTCTTAAATTCTACTTTTATAGTTAGTCTTTT




File: FH1-Arl T3.abl Run Ended: 2021/1/18 19:50: 25 Sgnal G:595 A:781 C:888 T:1027
Sample: FH1-Arl T3 Lane: 6 Base spacing: 16.058464 1313 bases in 15807 scans Page 2 of 2

630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
TTTTAGTTTT CACCAAG CTTAGTTTCGACGGATCTAG CTAGTGGATCCATGGCCT CAACGGTGCCTCTCTCAGGGGTGATATTCGAACCCTTCGAGGAGGTT G GGGTG

P AP AR A A AN A AP AN AP A AN AP, A VAN W A AP

750 760 770 780 790 800 810 820 830 840 830 860 870
CTTGCTGTTCCAACGGCTCCCCAAGTCTCGCTGGCTCGTCAGAACTACGCTGATGAGTGTGAATCTGCCATTAACGAGCAGAT TGT GG AATACAATGCTT CCTATGCGTACCACTCCTTGT

WA AN WA AR A A A A A A AR AR e A R o M

880 890 900 910 920 930 940 950 960 970 980 990
TTGCGTACTTTGACAGGG ACAACGTGGCT CTCAAGGGATTTGCCAAGTTCTT CAAGGAATCTAGT GAGGAAG GAGAGCACGCTG GCTCATG TATCAGAATACTCGCGGTGG GGG

WWAMAWWWMMMWMWW\MA A A A /\N\/\ /\A@f\a&mw

1000 1010 1020 1030 1040 1060 1070 1080 1090 1120
TTGTTCTTCACGCC AT CAAGAATGTCCCCTCAGAATTIGAGC AT GT GG GGGGG TGCATTGTATGC GG TTACCTTT GTCTTTGGAG TT TG TG G TTCTGAATGGG

AN A AR AN AN A A NI VAP AR R AP N A AP\ A

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
CACAGTGTGGGCAGAAT CCAAC ATGGACTT GG GACTC TTTCATTG GALC TTTT GTCTGAACAGQGIGT GAATCA TTTAG TTTC GAATGGGGCCCATTTAG GGTTGG

LA ML SR WM A AN AN A AN A A SV RN A N Apie W AN A
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GG TG30GGEE CGC A T AAGCCTTCGAGCGTCCOMAAACCTTCT CAAGCAAGGTTTTCAGT AT AAT GTTACATGCGT ACACGCGT CTGT ACAG AAAAAAAAGAAAAATTTGAAATATAAATAACGTT

) A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
CTTAATACTAACATAACTATAAAAAAAT AAATAGGGACCTAGACTT CAGGTTGTCTAACTCCTTCCTTTTCGGT TAGAGCGGATGTGGGEGEGAGGGCGTGAAT GTAAGCGTGACAT AACTAATT

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
ACATGACTCGAGGTCGACCTAATCAAGAAGTCTTT GAT CAAAGT GCCAAACACCGTGACCCTTT CCAACCCTT CTCAACTGAGCCACATACTCTGAAATTTTCTTAATTGATTCAACCT GTTCAGA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
CAAAAACTCGCTTTCAATGAAAT GAGTCATTTCCAAGT CATTGTT GCGATCTGCCACACTGTGCACATTCAGAAGTTTCTCATT CACTAATTTCT CCAAAGACAAAGCTAATTCCATTGCATACAA

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TGCATCCCCCTTTTCCACATGCTCAAATT CT GAGGGGACATTCTT GATGGCGTGAAGAACAACCCTT CCACCGCGAGTATTCTGATATTT CAT GAGCTTTTCAGCGTGCTCTCTTTCTTCCT CACT
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630 640 550 560 570 680 590 700 710 720 730 74D 750
GTACGC CAAGGAGT GGT ACGCAT AGGAAGCATTGT AT TCCACATTTAT CTGCT CGTT AATGGCAGAT

GATTCCTTGAAGAACTTGGC TCCCTTGAGAGCCACGTTGTCCCTGTC

e /\A/W\ A A A A AN A A WA A A

820 830 840 850 860 870

770 780 790 800
C GC GTTC CCCTTCTTAACCTCCTCGAAGGGTT CGAATAT CACCCCTGAGAGAGGCACCGTTGAGG

760
TCACACTCATCAGCGTAGTTCTGACGAGCCAGCGAGACTTGGGGAGCCGTTGG

AP AN WA A AR A A AP AR MR M/\M/\/\A P N A

920 930 940 960 970 980 990
GAATTT GAAGTTT G TAGATTTACAGAATT ACAATC

880 890 900 910
CCATGGATCCACTAGTTCTAGATCCGTCG CTAAGTTCTTGGTGTTTT CT GACTAACTAT GT

MO A /\M\/\/\MMAM /\/\ AN AP AP A AP AWMU

1020 1030 105 1060 10 1080
GTAGGGG T TTTC GGG CTGGGTTTC CCTTTT TTTTCAGCTT TTTCC TCCGAGAGAGCCG GGG AAT AG GG GGT

1000
TACCT CCGTCTTT TATACTTATT AGTC

1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240
G TGAG GAATACATGCGGGGGGGETC AATT G CCTTGTGGGCAT CATTT ATTCC AGGCAAGGTGGATCACT CCCCTTGAGAGTGGGGGC CGGTTTTTTGCC GGTTTGGGCCCCCGGTTC

P AN PPN N NN AN AN AN PN AN M MAN ATVMAMAN A A MIA




