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RESUMEN

La enzima PETasa de Ideonella sakaiensis (ISPETasa) puede utilizarse para
degradar el PET, sin embargo, aunque se ha informado hasta la fecha que posee la
mayor actividad enzimatica en condiciones normales de todas las enzimas degradantes
de PET, su baja estabilidad térmica limita su analisis y aplicacion. Por lo que, mediante
mutagénesis dirigida se puede introducir mutaciones especificas en el ADN para
incrementar significativamente su actividad enzimatica. La finalidad de este estudio
fue el disefio y validacion in silico de primers para la construccion de las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa mediante tres técnicas de
mutagénesis dirigida al sitio: QuikChange, Q5 Site-Directed Mutagenesis y Phusion

Site-Directed Mutagenesis.

Para el disefio de los primers, se considero los pardmetros contenidos en las
directrices de disefio de los métodos de mutagénesis dirigida. Los resultados mostraron
que los 24 primers obtenidos cumplen con los criterios generales como longitud,
temperatura de melting, porcentaje de contenido de GC y la posicion de la mutacién
en el primer. Para la validacion de los primers propuestos, se realizd un andlisis de
horquillas, autodimeros y heterodimeros con herramientas bioinformaticas, los valores

calculados se encuentran dentro de rangos aceptables.

Finalmente, la especificidad del disefio de los primers se llevo a cabo mediante
alineamientos, cuyos resultados indican una alta especificidad para sus respectivos
objetivos. Asi mismo, mediante un ensayo in silico de PCR se confirm6 la
especificidad de los primers, los cuales representan el producto de amplificacién
esperado, demostrando de esta manera la correcta seleccion de los primers disefiados

y la ejecucion del proceso de PCR mutagénica.

Palabras claves: Bioinformatica, disefio de primers, gestion de residuos,

mutagénesis dirigida, PETasa, Ideonella sakaiensis.
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ABSTRACT

The PETase enzyme from ldeonella sakaiensis (ISPETase) can be used to
degrade PET, however, although it has been reported to date to have the highest
enzymatic activity under normal conditions of all PET degrading enzymes, its low
thermal stability limits its analysis and application. Therefore, by targeted
mutagenesis, specific mutations can be introduced into the DNA to significantly
increase its enzymatic activity. The purpose of this study was the design and in silico
validation of primers for the construction of S121E, S121D, D186H and R280A
mutant variants of ISPETase using three site-directed mutagenesis techniques:
QuikChange, Q5 Site-Directed Mutagenesis and Phusion Site-Directed Mutagenesis.

For the design of the primers, the parameters contained in the design guidelines
for targeted mutagenesis methods were considered. The results showed that the 24
primers obtained meet the general criteria such as length, melting temperature,
percentage of GC content and the position of the mutation in the primer. For the
validation of the proposed primers, hairpin, autodimer and heterodimer analysis was
performed with bioinformatics tools, the calculated values are within acceptable

ranges.

Finally, the specificity of the primers design was carried out by means of
alignments, whose results indicate a high specificity for their respective targets.
Likewise, an in silico PCR assay confirmed the specificity of the primers, which
represent the expected amplification product, thus demonstrating the correct selection

of the designed primers and the execution of the mutagenic PCR process.

Keywords: Bioinformatics, primer design, residue management, targeted

mutagenesis, PETase, Ideonella sakaiensis.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes de la Investigacion

El polietileno tereftalato (C1loHsOs)n, 0 mas conocido como PET, es el
polimero sintético més utilizado a nivel industrial. Debido a sus propiedades fisico-
quimicas y mecénicas, el PET es particularmente (til en la industria alimentaria como
material de empaque y envasado. Sin embargo, debido a su alta estabilidad y
resistencia a la degradacion bioldgica, la mala gestion de residuos y los inconvenientes
para su reciclaje, el PET se ha convertido en un problema alarmante tanto para el
ambiente como para la salud humana (Kawai et al., 2019).

Los principales problemas ambientales resultantes de la produccion de PET y
el bajo nivel de eficacia de las técnicas para su tratamiento (quimico y fisico) han
motivado el estudio de nuevos procedimientos para degradar este polimero.
Recientemente, la bacteria Ideonella sakaiensis fue aislada a partir de los sedimentos

procedentes de una planta de reciclaje de plastico (Seo et al., 2019).

La bacteria posee la capacidad de metabolizar el PET como su principal fuente
de carbono y energia. Paraello, I. sakaiensis produce las enzimas PETasay MHETasa,
las cuales son capaces de hidrolizar el PET y MHET (acido mono 2-hidroxietil
tereftalico), respectivamente, en etilenglicol (EG) y acido tereftalico (TPA) (Palm et
al., 2019). De esta forma, ambas enzimas son altamente atractivas para el desarrollo
de nuevas tecnologias que permitan reciclar el PET eficientemente.

De acuerdo con un andlisis minucioso de la literatura, varios estudios han
reportado la generacion y caracterizacion de variantes mutantes de la enzima PETasa
de 1. sakaiensis (IsPETasa), los cuales han permitido elucidar el mecanismo de
reaccion de la enzima e identificar mutaciones puntuales que favorecen tanto su
actividad enzimatica como su estabilidad térmica (Moog et al., 2019). Se ha
identificado que las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa

exhiben una mayor actividad enzimatica y una mejor actividad de degradacion incluso



empleando PET con alta cristalinidad como el que se encuentra en botellas y peliculas
que se emplean en empaques de alimentos (Son et al., 2019).

En un estudio pionero realizado por Furukawa et al., (2018), disefiaron cuatro
mutantes R34E, R53E, R90E y K95E para la construccién del plasmido pET21b(+)-
Is-PETasa mediante mutagénesis dirigida al sitio que les permiti6 aumentar la
aceleracion del proceso de degradacion enzimatica del PET a través del recubrimiento
superficial con tensioactivos anionicos. En esta investigacion se demostro que la pre-
incubacion del polimero de PET con tensioactivos anionicos aumentaba la actividad
de la PETasa catidnica, dando como resultado una hidrolisis eficiente.

Joo et al., (2018), desarrollaron dos variantes mutantes Y87A y W185A
mediante mutagénicas dirigida al sitio que hace que la IsPETasa tenga la capacidad de
degradar el BHET. Los resultados obtenidos por estos autores presentaron que las
mutaciones realizadas permitieron una mejora en la actividad enzimatica del 5% frente

al BHET en comparacion con la variante silvestre (WT).

C.Liuetal., (2019), disefiaron tres variantes mutantes S93M, W159F y N241F
mediante mutagénesis dirigida al sitio con el fin de que la IsSPETasa posea la capacidad
de hidrolizar ésteres de naftilo. La ingenieria y estructura o/p-hidrolasa de esta enzima
puede representar un avance que permita utilizarla para el disefio de enzimas que

puedan hidrolizar una variedad de poliésteres.

De la misma manera, en varios estudios se ha identificado que la metodologia
para la obtencidn de las diferentes variantes mutantes de ISPETasa es heterogénea, ya
que para este fin se han empleado distintas estrategias y Kits comerciales de
mutagénesis dirigida al sitio. La mayoria de variantes mutantes de IsPETasa fueron
obtenidas empleando los kits QuikChange® (Agilent Technologies, 2021), Q5® Site-
Directed Mutagenesis (New England Biolabs, 2021) o Phusion Site-Directed
Mutagenesis (ThermoScientific, 2021).

La aplicacion de cada kit comercial esta limitada a las disponibilidades

econdmicas y técnicas de cada grupo de investigacion, y debe atravesar procesos de



estandarizacion. Por lo tanto, es indispensable analizar las potenciales dificultades para
la aplicacion de cada método, principalmente, el disefio de primers, ya que es uno de

los aspectos méas importantes en el disefio de una PCR mutagénica (Zhu, 1996).

1.2. Polietileno Tereftalato

El PET es un poliéster o polimero sintético compuesto de mondémeros de
tereftalato de etileno, junto con un éster de &cido tereftalico con etilenglicol. Este
polimero termoplastico se obtiene mediante condensacion del EG y TPA, unidos por
enlaces éster (Figura 1), y por esterificacion de EG vy tereftlato de dimetilo (DMT).
Gracias a sus propiedades fisicas como su fuerte naturaleza hidrofobicay la inercia del
enlace éster, hacen que el PET se caracterice por su capacidad reversible de deformarse
0 derretirse a temperaturas altas y de endurecerse a temperaturas menores
(Widyastuti, 2018).

El PET a nivel comercial es un compuesto semi-cristalino constituido por una
fraccion cristalina y otra amorfa que varia de proporcion segun el producto fabricado.
Debido a sus propiedades fisicas, facilidad de fabricacion, durabilidad y bajo precio,
el PET representa uno de los plasticos méas producidos y utilizados en las industrias
como componente de empaques de bebidas y alimentos, y como compuesto sintético
en vestimentas. Sin embargo, su acumulacion en el medio ambiente en forma de

envases Y textiles es de gran escala y a un nivel alarmante (Garcia & Sanchez, 2016).

HOOC )~ COOH 4 HO~CH,~ CH,OH —~ p{ooc@ COO—CHQ-CHE}OH-{- H,0
n

Acido Tereftalico Etilenglicol Oligémero (n = 2 a 4) Agua

l 1. Catalisis 285 °C

2. Polimerizacion en fase sélida 280 °C

H [ooc \ —ooo—cuz-cujfoﬂ
dl'l

Polietileno Tereftalato (n = 130 — 150)
Peso Molecular 25000

Figura 1. Sintesis del PET por condensacion de EG y TPA.
Fuente: Modificado de Pérez, (2020).
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1.3. Degradacion del PET

El PET se encuentra constituido por moléculas pequefias entrelazadas mediante
enlaces éster. Por lo general, para la eliminacion o degradacion del PET se utilizan
técnicas como la incineracion, pirélisis o sustancias quimicas. Dichos métodos no solo
necesitan de elevadas temperaturas y presiones, sino que también dan lugar a la
produccion de compuestos finales como metales pesados, bifenilos policlorados (PCB)
e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) que pueden ser tdxicos y peligrosos

para el medio ambiente (Arvanitoyannis et al., 2001).

Los microorganismos que contienen enzimas hidroliticas tienen la capacidad
de romper estos enlaces generando mondmeros para su nutricién. Sin embargo, la
degradacion del PET se encuentra influenciada por sus propiedades fisicoquimicas y
por su susceptibilidad (Holland & Hay, 2002). La velocidad de degradacion del PET
es afectada por el movimiento de las cadenas del polimero, que se encuentra
determinada por la diferencia de las temperaturas de fusion y degradacion; y por un
alto nivel de cristalinidad. La baja biodegradabilidad y resistencia que posee el PET
se debe a que en su estructura contiene unidades aromaticas de tereftalato que impiden
el movimiento de las cadenas del polimero. Asi mismo, su superficie hidrofobica actia
como una barrera importante para la biodegradacion que limita la accion de enzimas

hidroliticas y el crecimiento microbiano (Hiraga et al., 2019).

Existen bacterias relevantes que poseen la capacidad de degradar el PET.
Dentro de ellas, se encuentran aquellas que pertenecen al género de las Pseudomonas
e |. sakainensis, la cual tienen la caracteristica de secretar enzimas que degradan el
PET, por medio de la catalisis de los enlaces éster mediante una reaccién de hidrolisis.
Las principales enzimas corresponden a las hidrolasas como esterasas, lipasas,
cutinasas y carboxilesterasas (Pirzadeh et al., 2007). De acuerdo con el estudio de
Yoshida et al., (2016), se demostrdé que la capacidad notable y esencial para la
hidrolisis del PET que posee |. sakainensis se debe por la accion de dos enzimas con
actividad hidrolitica, la PETasay la MHETasa. La primera hidroliza el PET en MHET
para luego ser transportado al espacio periplasmico (membrana exterior) de la bacteria

y finalmente ser hidrolizado por la accién de la MHETasa.



1.4. PETasa

Es una enzima también denominada PET hidrolasa, cuya secrecion y sintesis
se da de manera natural por la bacteria I. sakainensis. La PETasa es una esterasa que
cataliza el enlace éster, lo cual facilita la degradacion del PET en compuestos
mayoritarios de MHET, &cido tereftalico mono (2-hidroxietil) (BHET) y TPA en
menores cantidades. Asi mismo, la PETasa también posee la capacidad de degradar
uno de los intermediarios de la reaccion, el BHET transformandolo en MHET
mediante hidrolisis (Knott et al., 2020). Sin embargo, la PETasa muestra dos
caracteristicas que dificultan su purificacion y uso. La primera es su baja estabilidad,
que provoca su desnaturalizacion con facilidad en entornos oxidantes y la
desestabilizacion de la estructura debido a la formacion de puentes disulfuros. En
segundo lugar, se debe considerar los bajos grados de secrecién y expresion de la
enzima de manera natural, lo que imposibilita la obtencién de altas concentraciones de
la misma (Acosta, 1999).

Gracias al analisis filogenético, se ha identificado que la ISPETasa se encuentra
dentro de la familia de las cutinasas y presenta una gran similitud con otros miembros
de la familia pertenecientes a Thermobifida como TfCut2, TaCut y SvCut. La
IsSPETasa contiene un marco de lectura abierto (ORF) que codifica una lipasa, un sitio
activo que posee un pliegue a-B-hidrolasa constituido por una lamina beta de 9 fibras
flanqueada por 6 hélices alfa y denominado como “dominio de la tapa” (Figura 2). Por
esta razon, a pesar del alto nivel de similitud entre la estructura cristalina de varias
cutinasas con la PETasa, su eficiencia catalitica es varias veces superior, ya que esta
enzima tiene una alta especificidad por el PET y BHET en comparacién con otras

enzimas hidroliticas (Han et al., 2017).

Es importante mencionar que; hasta la actualidad la ISPETasa posee un gran
rendimiento en la hidrdlisis del PET, por tal motivo, no solo presenta una mayor
actividad de degradacién que cualquier otra enzima estudiada, sino que también trabaja
a temperatura moderada (30 °C), lo que demuestra su aplicabilidad en el medio
ambiente y en otras areas de estudio (C.-C. Chen et al., 2018).



Triada catalitica

— -

Figura 2. Estructura general de la IsPETasa. Se presenta la estructura
tridimensional, en donde se exponen la triada catalitica (circulo de lineas rojas),
laminas alfa (azul), ldminas beta (rosa) y puentes disulfuro (etiquetas rojas).

Fuente: Tomado de Han et al., (2017).

1.5.  Variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa

En la actualidad, aunque existen estudios que mencionan que la ISPETasa
posee la actividad de degradacion de PET mas alta en condiciones normales en
comparacion a otras enzimas, la baja estabilidad térmica limita la eficiencia y el
proceso de degradacion completa del PET. Gracias a la informacion estructural de la
IsPETasa y al desarrollo de métodos de mutagénesis dirigida, se han generado
diferentes variantes mutantes con una mayor actividad enzimdtica y estabilidad
térmica que permite el mejoramiento de la actividad degradativa del PET (Maity et
al., 2021).

Algunos de los resultados alcanzados durante las modificaciones estructurales
para las variantes mutantes S121E, D186H y R280A de IsPETasa se muestran en la
Tabla 1 (Son et al., 2019).



Tabla 1. Datos de recopilacion y determinacion de estructuras de las
variantes mutantes de IsPETasa.

IsPETasa S121E,
IsPETasa S121D
D186H y R280A
Longitud de onda (4) 0.979 0.979
Contenido de disolvente (%) 47.20 54.84
Carcasa de alta resolucion (4) 1.42 -1.40 1.98-1.95
Rango de resolucion (4) 50.0 - 1.40 50.0-1.95
Redundancia 3.2(2.9) 3.5(3.1)
Reflejos unicos 46596 19893
Integridad (%) 99.0 (98.5) 97.4 (94.2)
Refinamiento (%) 194 15.1
Ndmero de moléculas de agua 225 188
Numero de residuos de
. 261 261
aminoéacidos

Fuente: Modificado de Son et al., (2019).

En la Figura 3, se representa la actividad enzimatica de IsPETasa de las
variantes mutantes mencionadas (Son et al., 2019). De manera general, las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A presentan una mayor actividad enzimatica
sobre PET de alta cristalinidad como el que se encuentra en botellas y peliculas. Asi
mismo, se obtiene mayor termoestabilidad y actividad de degradacion con las
mutaciones mencionadas, ya que; de acuerdo con el analisis de estos autores, se puede
evidenciar un incremento de la actividad enzimatica de las variantes mutantes S121E,
S121D, D186H y R280A de hasta 14 veces superior a 40 °C/72 h en comparacion con
las variantes silvestre (WT) y mutante P181A (Figura 3). Por lo que, la estrategia
planteada y las variantes mutantes desarrolladas en este estudio, puede representar un
progreso fundamental que permita alcanzar la biodegradacion completa del PET en

condiciones normales o suaves.
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Figura 3. Actividad enzimética de IsPETasa silvestre (WT) y de
variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A.

Fuente: Modificado de Son et al., (2019).

1.6. Métodos de mutagénesis dirigida al sitio

La mutagénesis dirigida al sitio (MDS) se denominé inicialmente como
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos y se desarrollé principalmente en ADN
monocatenario de fagos ®X174 de E. coli. Las secuencias nucleotidicas eran
complementarias a la plantilla base a excepcion de una base nucleotidica seleccionada
para introducir una mutacion sin sentido. La MDS es un método inventado por Michael
Smith en la década de 1970 empleado para mutar y alterar secuencias especificas de
ADN en el laboratorio. Posteriormente, a finales de 1980, se introdujo la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), otro método de laboratorio, en el proceso de la MDS
(Hemsley et al., 1989).

El procedimiento de la MDS emplea fragmentos cortos de ADN sintético

monocatenario u oligonucleotidos (primers o cebadores), con mutaciones especificas



en un plasmido de ADN bicatenario para operar como moldes en presencia de ADN
polimerasa (Edelheit et al., 2009). Aunque la MDS es un método in vitro que permite
el desarrollo de una mutacion especifica en una secuencia conocida, generalmente se
Ileva a cabo utilizando técnicas basadas en procedimientos de PCR (mutagénesis), en
donde la disponibilidad de secuencias o fragmentos de ADN bicatenario-sintéticos
(dsDNA) son disefiados con el objetivo de disminuir el tiempo y los procesos

necesarios para conseguir cambios de secuencia similares (Bachman, 2013).

La importancia de la MDS radica mas all& de la relacion entre la funcion y
estructura de los genes, ya que este método permite la generacién de proteinas o
enzimas mutantes que disponen de nuevas caracteristicas interesantes. Dichos
mutantes pueden contener solamente cambios menores de una sola base o nucleétido
(técnica del cebador Unico), pero no es raro eliminar o agregar secciones completas
(B. Z. Zhang et al., 2009).

Los métodos de MDS se pueden dividir en dos amplias categorias en funcion
de si estan basados o no en la PCR, siendo los primeros los que se emplea con mayor
frecuencia. Cuando se emplea PCR con MDS, los primers son disefiados para insertar
la alteracion o mutacion de interés (cambios de base) mediante la incorporacién del
amplicén que sustituye la secuencia original. Estas mutaciones pueden ser incluidas,
ya sea por adicién, sustitucion o eliminacion de bases, pero solo pueden introducirse
en secciones de la secuencia complementaria a los primers y no en zonas entre los
mismos (Figura 4) (Sabel, 2012).
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Figura 4. Mutagénesis dirigida al sitio mediante PCR convencional.
Fuente: Modificado de Sabel, (2012).

La MDS es esencial en la biologia molecular, ingenieria genética y bioquimica
moderna, ya que también se ha empleado en estudios mecéanicos y funcionales de
enzimas y proteinas, para hacer que estas sean mas adaptables en procesos bioquimicos
y biofisicos. Estos incluyen la incorporacion de nuevas actividades enzimaticas
cataliticas, la creacion de secuencias de proteinas mas adecuadas para caracterizacion
y la inmunizacidn de anticuerpos, siendo el QuikChange® uno de los kits comerciales
con MDS mas utilizado y que ha sido desarrollado por Stratagene (K. Zhang et al.,
2021).

Actualmente, se han descrito varios métodos de MDS, la gran mayoria se
encuentra disponibles en Kkits comerciales basados en mutagénesis. Estos
procedimientos necesitan de cepas Unicas de E. coli o de una alteracion especifica
como el kit desarrollado por Thermo “Phusion Site-Directed Mutagenesis”. Las
técnicas mas empleadas por lo general no exigen de modificaciones o de cepas Unicas,
ya que incluyen alteraciones o mutaciones puntuales en el plasmido con primers

estandar mediante PCR inversa. El disefio de los primers para estas técnicas, se pueden
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llevar a cabo ya sea por orientacion espalda — espalda (Q5® Site-Directed
Mutagenesis) o por una superposicion como el QuikChange® (L. et al., 2015). En la
presente investigacion también se identificara varios métodos de mutagénesis dirigida
al sitio que permita la construccion de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H
y R280A de la IsPETasa.

1.7.  Variantes mutantes de la IsPETasa generadas por mutagénesis

Con el fin de mejorar la actividad enzimética y la termoestabilidad de la
IsPETasa se han generado diferentes mutantes. En la Tabla 2, se detallan las
mutaciones realizadas en la cadena de aminoacidos de la enzima y los resultados
obtenidos hasta la actualidad (UniProt, 2021).

Una de las primeras variaciones establecidas para comprender el mecanismo
de degradacion del PET, fue el cambio de uno de los aminoacidos correspondientes a
la triada catalitica con las mutaciones S160A, D206A, H237A reduciendo severamente
la actividad enzimética (Joo et al., 2018). Otra de las mutaciones principales fue la
modificacion C174A/C210A con la finalidad de otorgar a la PETasa la capacidad de
desaparecer el puente disulfuro para generar una baja o nula actividad (Sanchez,
2021).

Por otra parte, Son et al., (2019) mediante el uso de la ingenieria racional de
proteinas por la informacion estructural de la IsPETasa y mutagénesis dirigida,
mejoran la estabilidad térmica y la actividad de degradacién del PET hasta 14 veces a
40 °C en relacion con la PETasa silvestre. En este estudio, las mutaciones realizadas
correspondieron a las variantes S121E/D186H/R280A permitiendo mayor actividad

enzimatica frente al PET.
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Tabla 2. Mutaciones de la secuencia de aminoacidos de la IsPETasa.

Posicion de Variante o L o
y _, Descripcion de la actividad
la mutacion mutacion

- Mayor actividad enzimatica en botellas de
PET.

- Menor actividad enzimatica en peliculas de
PET y BHET.

- Mayor actividad enzimatica por el butirato
de 1-naftilo.

87 Y2>A

93 S=>M

- Menor actividad enzimética en botellas de
PET y BHET.

- Mayor capacidad de degradacion del PET y

121 S>E termoestabilidad (14 veces a 40°C) al
relacionar con H-186 y A-280.

- Menor actividad enzimatica en peliculas de
PET y BHET.

- Mayor actividad enzimatica por el butirato
de 1-naftilo.

119 Q>R

159 W->A

159 W->F

- Mayor actividad enzimatica en botellas de
PET y BHET.
- Mayor capacidad de degradacién del PET y

159 W->H

PEF al relacionar con F-238.

- Menor actividad enzimatica en botellas de
PET y BHET.

- Menor actividad enzimética en botellas de
PET y BHET.

- Menor capacidad de degradacién del PET.

160 S2>A

161 M->A

185 W-=>A
- Menor actividad enzimética en BHET.

- Mayor capacidad de degradacion del PET y
186 D->H termoestabilidad (14 veces a 40°C) al
relacionar con E-121 y A-280.
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203

206

214

237

238

239

241

241

280

C>A

D->A

S>H

H->A

S>F

C>A

N->A

N>F

R->A

Menor actividad enzimatica en peliculas de
PET y BHET al relacionar con A-239.
Menor actividad enzimatica en botellas de
PET y BHET.

Mayor actividad enzimética en botellas de
PET.

Menor actividad enzimatica en botellas de
PET y BHET.

Menor actividad enzimatica en peliculas de
PET y BHET.

Mayor capacidad de degradacion del PET y
PEF al relacionar con H-159.

Menor actividad enzimatica en peliculas de
PET y BHET al relacionar con A-203.
Menor actividad enzimatica en peliculas de
PETy BHET

Mayor actividad enzimética por el butirato
de 1-naftilo.

Mayor actividad enzimética en peliculas de
PET.

Mayor capacidad de degradacion del PET y
termoestabilidad (14 veces a 40°C) al

relacionar con E-121 y H-186.

Fuente: Modificado de UniProt, (2021).
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1.8.  Objetivos

1.8.1. Objetivo General

Disefar y validar primers para la construccion de las variantes mutantes S121E,
S121D, D186H y R280A de la enzima PETasa de lIdeonella sakaiensis
mediante tres diferentes métodos de mutagénesis dirigida al sitio.

1.8.2. Objetivos Especificos

Identificar diferentes métodos de mutagénesis dirigida.

Disefiar primers para la construccion de las variantes mutantes S121E, S121D,
D186H y R280A de la enzima PETasa de Ideonella sakaiensis de acuerdo con
los métodos seleccionados.

Validar los primers disefiados mediante herramientas bioinformaticas.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto de investigacion es de caracter bioinformatico y se
fundamentd en disefiar y validar primers para la construccion de las variantes mutantes
S121E, S121D, D186H y R280A de la ISPETasa mediante tres diferentes métodos de
mutagénesis dirigida al sitio.

2.1. Materiales

2.1.1. Recursos Tecnologicos

La parte experimental del proyecto de investigacion se llevo a cabo utilizando
los siguientes recursos tecnoldgicos (tangibles e intangibles) que se mencionan en la
Tabla 3:

Tabla 3. Recursos tecnoldgicos.

Recurso Descripcion
Laptop HP Model 14-bs026la.
Intel (R) Core (TM) i5-7200U
CPU@ 2.5GHz, Memoria RAM de 8
GB]
Sistema Operativo Windows 10
Addgene
ApE
Clustal Omega

Computadora Personal

Software Bioinformatico )
OligoAnalyzer

OligoEvaluator
Unipro UGENE
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2.2. Métodos

2.2.1. ldentificacion de métodos de mutagénesis dirigida al sitio

Se realiz6 una busqueda y revision de la literatura para identificar diferentes
métodos de mutagénesis dirigida al sitio mediante PCR que proporcionen alta
efectividad y fécil aplicacion en laboratorio. Para la recopilacion de esta informacion
se utilizo sitios web que proporcionan una gran base de datos de busqueda cientifica
como NCBI, ScienceDirect y PubMed. Los métodos seleccionados presentan la
caracteristica de ser ajustables y funcionales en plasmidos para la expresion de

proteinas o enzimas (Laible & Boonrod, 2009).

2.2.2. Secuencia de IsPETasa y variantes mutantes

La secuencia de IsPETasa se descargd del archivo digital de Addgene
(Addgene, 2021) en formato .txt y en Word. La secuencia se encuentra contenida en
el plasmido pET21b(+)-1s-PETase (entre el promotor y terminador T7) disponible en
el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia (FCIAB), liderado por la Dra. Liliana Cerda Mejia, docente
— investigadora de la FCIAB (Austin et al., 2018).

A partir de la secuencia nativa de IsPETasa se procedi6o a definir la
modificacion de codones necesarios para la introduccion de las substituciones S121E,
S121D, D186H y R280A. La traduccion de la enzima se realiz6 empleando ApE
(Wayne, 2021). Se procedié a introducir la secuencia de la IsPETasa en el programa
inicial, luego se selecciond la opcion “Translate” contenida en la barra ORFs y
finalmente, se establecieron los parametros en base a nuestras necesidades y se ejecutd

la traducciodn de la secuencia.

La correcta introduccién de las substituciones se confirmé mediante
alineamiento multiple de las secuencias en Clustal Omega (Madeira et al., 2019). Los
alineamientos se realizaron por separado tanto para secuencias de nucleétidos de cada

variante mutante y de la variante silvestre como para sus productos de traduccién.
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Por consiguiente, se procedié a introducir la secuencia de nucledtidos
correspondientes de la IsPETasa silvestre (WT) junto con las secuencias de las
variantes mutantes con sus respectivas mutaciones S121E, S121D, D186H y R280A.
La ejecucidn de los alineamientos se llevo a cabo con los parametros establecidos en

el programa y de acuerdo con la traduccion de ADN o proteina.

2.2.3. Disefio in silico de primers para la construccion de las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima IsPETasa

El disefio de los primers para la construccién de las variantes mutantes S121E,
S121D, D186H y R280A del plasmido pET21b(+)-Is-PETase se llevo a cabo tomando
en cuenta los requerimientos especificos de los métodos de mutagénesis dirigida al
sitio: QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed
Mutagenesis. Para el disefio de todos los primers mutagénicos de las variantes
mutantes de ISPETasa se consideraron los siguientes parametros: temperatura de
fusion o melting, porcentaje de contenido de Guaninas — Citocinas (%GC ), tamafio o
longitud del primer y la posicién de la mutacion en el primer (Sabel, 2012).

2.2.4. Calculo de la temperatura de Melting de cada conjunto de primers

Para el célculo de la temperatura de melting o fusion (Tm) de los primers
forward y reverse para la construccion de las variantes mutantes S121E, S121D,
D186H y R280A del plasmido pET21b(+)-ls-PETase, se utiliz6 el software
OligoAnalyzer 3.0 de Integrated DNA Technologies (OligoAnalyzer, 2021),
mediante la férmula estimada a partir del modelado de dos estados del vecino mas
cercano (nearest-neighbor two-state model) que es ajustable a ADN bicatenario cortos
(Ecuacion 1):

AH®

Ecuacion 1. Tm (OC) = m — 273,15

Donde AS° (entropia) y AH® (entalpia) corresponden a los parametros de fusion

calculados por la secuencia y los pardmetros termodindmicos del modelado
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mencionado, [oligo] es la concentracion molar de un primer (oligonucleétido), R es la
constante del gas ideal (1,987 cal K mol?), y la constante 273,15 transforma la

temperatura de °K a °C (Owczarzy et al., 2008).

Una vez establecido el par de primers de las variantes mutantes S121E, S121D,
D186H y R280A de IsPETasa de cada método de mutagénesis dirigida al sitio, se
procedio a ingresar en el programa las secuencias respectivas en direccion 5’ — 3°. Se
establecio los valores por defecto del conjunto de parametros del programa para cada
primer que corresponden a una concentracion de oligo de 0,25 uM y una concentracion
de iones monovalentes totales (Na*) de 50 mM, vy se ejecut6 el programa dando clic
en “Analyze” para la obtencion de los pardmetros mencionados en el disefio de

primers.

2.2.5. Validacion in silico de los par de primers

La validacion de los par de primers de las variantes mutantes S121E, S121D,
D186H y R280A de IsPETasa se llevd a cabo mediante el uso del software
OligoAnalyzer 3.0 de Integrated DNA Technologies (OligoAnalyzer, 2021). Para
ello, se evalud los pardmetros de estabilidad termodinamica mediante la energia libre

de Gibbs (AG®) considerando lo siguiente:

- Para la evaluacion de horquillas o Hairpins y Autodimeros se procedi6 a
ingresar por separado las secuencias de los primers forward y reverse, y se
ejecutd los andlisis seleccionando los botones “Hairpin” y “Self-Dimer”
respectivamente.

- Para la evaluacion de Heterodimeros se inserto las secuencias de ambos
primers forward y reverse de cada variante mutante, y se ejecutd el analisis

seleccionando la opcion “Hetero-Dimer”.

Del mismo modo, para evaluar la calidad de los par de primers de las variantes
mutantes ISPETasa se realizé un andlisis para la formacion de estructuras secundarias
o la generacion de dimeros mediante el programa OligoEvaluator™
(OligoEvaluator™, 2022). Para lo cual, se ingres6 las secuencias de cada primer

forward y reverse de las variantes mutantes en direcciéon 5° — 3’ y se ejecuto el
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programa seleccionando el botén “Calculate”. Se utilizaron los pardmetros

establecidos por defecto en el software.

Para la verificacion de la especificidad de cada conjunto de primers de las
variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se ejecutd
alineamientos con la secuencia nucleotidica de la variante silvestre WT junto con las
secuencias de los primers forward y reverse disefiados a partir de cada método de

mutagénesis dirigida al sitio (Madeira et al., 2019).

2.2.6. Validacion del disefio de primers mediante PCR in silico

La evaluacion del control de calidad y especificidad de los par de primers de
las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se llevé a cabo
mediante un ensayo de PCR in silico. Para este fin, se utilizd el software Unipro
UGENE (Okonechnikov et al., 2012) con el objetivo de calcular los resultados
teoricos de la PCR utilizando un conjunto dado de primers para la amplificacién de las

secuencias de ADN de interés, mediante los siguientes pasos:

a. Se procedio a ingresar la secuencia de ADN lineal del plasmido pET21b(+)-
Is-PETase en formato .txt, seleccionando la opcion “Open’ que se encuentra contenida
en la barra de herramientas “File”.

b. Se selecciono la pestafia “In silico PCR” del panel de opciones y se procedid
a ingresar las secuencias de ADN de los primers forward y reverse de cada variante
mutante respectivamente.

c. Se trabajé con los pardmetros establecidos por defecto en el programa,
considerando el nimero de modificaciones 0 mutaciones (mismatches) para cada
variante mutante y se eligié un tamafio maximo del producto de amplificacion de 7000
pb.

d. Se ejecutd la PCR in silico seleccionando el cuadro “Find product(s)

anyway” para la obtencion de los resultados.

e. Finalmente, se procedi6 a exportar los productos de PCR obtenidos

(amplicones) seleccionando la opcion “Extract product(s)”.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Analisis y discusién de datos

3.1.1. Identificacion de métodos de mutagénesis dirigida al sitio

Se realiz6 una revision de la literatura para la identificacion de métodos de
MDS que permitan la construccion de las variantes mutantes de ISPETasa. En la Tabla
4, se describen diferentes estudios y los métodos aplicados hasta la actualidad. Se
identificd once estudios cuyas metodologias aplican técnicas de MDS para la
construccion de diferentes variantes mutantes de IsPETasa. La mayoria de los estudios
(72,72%) aplicaron el kit comercial QuikChange® y el 27,27% utilizaron la técnica
Q5® Site-Directed Mutagenesis.

El kit de MDS QuikChange® es una de las metodologias mas empleadas
debido a que su protocolo suele ser facil y rapido con la obtencion de mutantes con
una eficiencia superior al 80%. Ademas, que esta técnica no requiere de sitios de
restriccion unicos, plasmidos especializados y procesos de metilaciéon (H. Liu &
Naismith, 2008).

Tabla 4. Identificacion de métodos de mutagénesis dirigida al sitio de
IsPETasa.
N° Estudio Método de MDS Referencia

“Informacion estructural sobre el
1 mecanismo molecular de la QuikChange® Joo et al., (2018)
degradacion del poli (tereftalato de
etileno)”
“Caracterizacion estructural y
2 funcional de polietileno tereftalato QuikChange® C. Liuetal., (2019)
hidrolasa de lIdeonella sakaiensis”
“Cristalografia de proteinas y analisis

3 L . QuikChange® B. Liu et al., (2018)
de mutagénesis directa del sitio de la
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10

11

poli (tereftalato de etileno) hidrolasa
PETasa de Ideonella sakaiensis”
“Ingenieria racional de proteinas de
PETasa termoestable de Ideonella
sakaiensis para una degradacién de
PET altamente eficiente”
“Caracterizacion e ingenieria de una
poliesterasa aromatica degradadora de
plasticos”
Caracteristicas generales para mejorar
la actividad enzimética de la hidrélisis
de poli (tereftalato de etileno)
“Conocimiento estructural del
mecanismo catalitico de PET
hidrolasa”

“Aceleracion de la degradacion
enzimatica de poli (tereftalato de
etileno) por revestimiento de superficie
con tensioactivos anidnicos”
“Deteccion in silico y expresién
heter6loga de una enzima similar a
polietileno tereftalato hidrolasa
(PETasa) (SM14est) con actividad
degradadora de policaprolactona
(PCL), de la cepa Streptomyces sp.
SM14”

“Uso de una microalga marina como
chasis para la degradacion del
tereftalato de polietileno (PET)”
“Ingenieria de proteinas estructural
basada en bioinformética de PETasa

termoestable de Ideonella sakaiensis”
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Son et al., (2020)



Para la seleccion de los métodos de mutagénesis dirigida al sitio se considerd
que estos sean ajustables y funcionales en plasmidos para la expresion de proteinas o
enzimas. Los meétodos seleccionados fueron: QuikChange®, Q5® Site-Directed

Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis.

El kit de MDS QuikChange® se emplea para realizar mutaciones puntuales y
para insertar, reemplazar o eliminar aminoacidos adyacentes unicos o maltiples. Esto
se lleva a cabo utilizando la ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra (Hf), que
permite la replicacion mutagénica dirigida por primers de ambas cadenas del plasmido.
Ademas, emplea un procedimiento basico con un vector de ADN bicatenario
superenrollado (DNAds) con un fragmento de interés y dos primers sintéticos que

contienen la mutacion deseada (H. Liu & Naismith, 2008).

El kit Q5® Site-Directed Mutagenesis permite una mutagénesis rapida y
especifica del sitio de ADN plasmidico bicatenario en un tiempo menor a 2 horas. Esta
emplea una robusta ADN polimerasa Q5 Hot Start de alta fidelidad con primers
mutagénicos tipificados para desarrollar sustituciones, deleciones e inserciones en una
diversidad de plasmidos (L.i et al., 2015).

En el kit Phusion Site-Directed Mutagenesis se puede realizar mutaciones
puntuales, deleciones e inserciones en cualquier tipo de ADN plasmidico, ya que
emplea una ADN polimerasa de gran procesabilidad, la Hot Start 11 (Westburg, 2021).
Este procedimiento asegura una alta fidelidad para la amplificacién por PCR del
plasmido bicatenario permitiendo asi la amplificacién de plasmidos de mayor tamafio

y la reduccion de mutaciones secundarias no deseadas.

La metodologia o protocolo de las técnicas de MDS seleccionadas se

evidencian a continuacion en la Tabla 5:
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Tabla 5. Descripcion general de los métodos de mutagénesis dirigida al
sitio.
Método Pasos Descripcion Referencia
Se realiza un ciclo térmico para:
. a. Desnaturalizar la plantilla de ADN.
1. Sintesis de o i »
b. Hibridacién de primers con la mutacion deseada.
hebras mutantes ] )
c. Extender los primers con ADN polimerasa Agilent
QuikChange® PfuUltra. Technologies,
(2021)
2. Digestion de la  Se digiere el ADN parental metilado y ADN
plantilla (Dnp 1)  hemimetilado con Dnp I.
. Se transforma la molécula mutada en células
3. Transformacion »
competentes para la reparacion de mellas (nudos).
o Se realiza una amplificacion exponencial (PCR)
1. Amplificacion . ] .
. utilizando primers estdndares y una mezcla maestra
exponencial _ )
(PCR) formulada de ADN polimerasa Q5 Hot Start High-
Fidelity.
Q5® Site- Se realiza la incubacién con una mezcla enzimatica
i New England
Directed 2. Tratamiento Unica con una quinasa, una ligasa y Dpn I. Esto

Mutagenesis

KLD

3. Transformacion

permite una rapida circularizacion del producto de la
PCRy la eliminacion del ADN molde.

Se realiza una transformacién de alta eficiencia en

células guimicamente competentes (no

proporcionadas).

Biolabs, (2021)

Phusion Site-
Directed

Mutagenesis

1. Amplificacion
del plasmido de
interés con dos

primers
fosforilados

2. Digestion de la

plantilla

3. Circularizacion

del plasmido por

ligadura

4. Transformacion

Se disefian primers con la mutacién deseada de
manera que se anillen espalda con espalda al

plasmido.
Se digiere el ADN parental metilado y hemimetilado
con FastDigest Dpnl.

Se realiza la circularizaciéon de productos de PCR

mutados por ligadura con ADN Ligasa T4.

Se realiza la transformacion de E. coli con la mezcla

de ligacion.
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Conjuntamente para la ejecucion de los métodos de mutagénesis dirigida al
sitio QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed

Mutagenesis, es necesario el disefio de primers especificos con las mutaciones de

interés. Tomando en consideracion la metodologia general de los MDS, se identifico

el procedimiento para el desarrollo de los primers mutagénicos forward y reverse

mediante sustituciones, teniendo en cuenta que, para cada método se deben seguir las

siguientes consideraciones:

% QuikChange®:

X/
L X4

Deben tener una longitud de entre 25 — 45 bases, con una temperatura
de melting ™ menor a 78°C. El uso de primers mayores a 45 bases

aumenta la formacion de estructuras secundarias.

Deben tener un contenido minimo de GC del 40% y deben terminar en
una o mas bases C o G.

La mutacion deseada (insercion o delecidn) debe ubicarse en el centro

del primer con 10 — 15 nucle6tidos a ambos lados.

Deben contener la mutacion deseada y anclarse a la misma secuencia

en cadenas opuestas del plasmido (Agilent Technologies, 2021).

Q5® Site-Directed Mutagenesis:

Deben disefiarse creando un desajuste en la mitad del primer

mutagénico.

Deben tener una longitud de entre 25 — 45 bases, con una temperatura

de melting ™ menor a 75°C.

Deben tener un contenido minimo de GC del 40% y deben terminar en

una 0 mas bases C o G.

Deben incluir minimo 10 bases complementarias a su plasmido en el
extremo 3’ del primer. Para ajustar diversas mutaciones (7 a 50), estas

deben incluirse en el extremo 5’ del primer.
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El extremo 5’ del segundo primer debe comenzar en el nucledtido
contiguo al extremo 5° del primer cebador. Este debera proceder en la
direccién opuesta en la hebra complementaria (New England Biolabs,
2021).

Phusion Site-Directed Mutagenesis:

Ambos primers deben ser fosforilados en el extremo 5’ para eliminar el
paso de fosforilacion separado antes de la ligacion directa.

Deben ser creadas disefiando un cambio en el primer mutagénico.

Deben contener una longitud entre 24 — 30 nucledtidos con una

temperatura de melting ™ menor a 75°C.

Deben tener un contenido minimo de GC del 40% y deben terminar en

una o0 mas bases C o G.

La mutacion debe ubicarse en la mitad del primer con 10 — 15 bases

colocadas a ambos lados.

El extremo 5’ del segundo primer debe comenzar en el nucledtido
contiguo al extremo 5’ del primer cebador. Este debera proceder en la
direccion opuesta en la hebra complementaria (ThermoScientific,
2021).

3.1.2. Obtencion de la secuencia de IsSPETasa y variantes mutantes

Se obtuvo la secuencia de nucleétidos o aminoéacidos de la enzima IsPETasa a

partir de la base de datos de Addgene (Figura 5), con nimero de secuenciacion: n.-°
334619 (Addgene, 2021). La secuencia de IsPETasa presente en el plasmido
pPET21b(+)-Is-PETase sin cola de histidinas contiene 876 nucleétidos que codifican a
292 aminoacidos o residuos (triplete de codones). Ademas, en el plasmido pET21b(+)-
Is-PETase la enzima posee una cola de 6 histidinas cuya ubicacion se encuentra en el
extremo C terminal que se emplea para su purificacion. Para este estudio se excluyo la
secuencia de la cola de histidinas debido a que en esta seccién no se va a realizar

ninguna mutacion.
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Conjuntamente, el gen que codifica la ISPETasa ha sido sometido por un
proceso de optimizacion de codones para su expresion en E. coli realizado en el estudio

de (Austin et al., 2018) mediante el software de optimizacion de codones

OPTIMIZER.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

atgaacttcc
gtttccgcag
gcctcecgttgg
tccggatatg
attgcaatcg
ttagctagcc
agcagccgta
agcagtagcc
atggggggcg
ccgcaggcgce
ttcgcgtgeg
agcatgtccc
aactctggga
ttcatggata
gtgtcggatt

Figura 5.

cccgtgecte
cggccaccgc
aagccagcgc
gtgcagggac
tcccecgggta
atggctttgt
gctcgcaaca
cgatttacgg
gcggttcact
catgggactc
agaatgatag
gcaacgcaaa
acagcaacca
atgacacccg
ttcgcaccgce

gcgccttatg
gcagaccaat
gggacccttt
cgtctattac
caccgcgcgt
ggttattacc
gatggccgceg
aaaggtcgat
tattagcgcc
ttcaaccaac
cattgcaccg
acagtttctg
ggcactgatc
ttactcaacc
gaactgttcc

caggctgctg
ccgtatgcecge
accgttcgta
ccaaccaatg
caaagcagca
atcgatacga
cttcgtcaag
actgcccgca
gcgaacaacc
ttcagcagtg
gtgaacagca
gaaattaacg
ggaaaaaaag
ttcgcctgtg
ctcgag

tgctgggcgg
gcggccccaa
gctttaccgt
caggcggcac
ttaagtggtg
acagcactct
ttgcgagctt
tgggtgtgat
cgagtttaaa
ttaccgtgcecce
gcgcgctgece
gcggtagcca
gggttgcatg
agaatcccaa

ccttatggcce
ccctaccgcecce
tagccgtccg
cgttggcgcg
gggtccgege
agaccagccc
gaacgggacc
gggctggtca
agcagcggca
gacgctgatt
gatttatgat
ctcttgtgcce
gatgaaacga
cagcacacgc

Secuencia de nucleétidos de ISPETasa presente en el plasmido
pET21b(+)-Is-PETase sin cola de histidinas.
Fuente: Addgene, (2021).

Para la traduccién de la secuencia de nucledtidos de ISPETasa se utilizd el
programa de ApE (Figura 6) (Wayne, 2021). Se identifico los codones codificantes
para los aminoacidos pertenecientes a cada variante mutante S121E, S121D, D186H
y R280A que corresponden a AGC, AGC, GAC y CGC respectivamente.
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1 atg aac ttec ecec cgt goe teg ege ctt atg cag geot get atg gcc €D

1 M=t Asn Phe Pro Arg Zla Ser Arg Leu Met Gln Ala 2la Val Leu Gly Gly Leu Met Rla 20

cct acc goe 120

Pro Thr 2la 40

&l gtt tec geoa gog goc ace gog cag acc aat cog ot

21 val Ser Ala Rla Rla Thr Zla Gln Thr Rsn Pro

121 geoo teg ttg gaa goc age gog gga coc ttt acc gtt

cgt agc ttt acc gtt age cgt cog 180
4] Ala Ser Leu Glu Zla Ser Ala Gly Pro Fhe Thr val Ar

g Ser Phe Thr Val Ser Arg Pro &l

acc gtt ggc geg

gtec 2
ly Thr Val Gly Ala 80

Val

241 att geoa atc gte coco ggg tac acc gog ogt caa age age att aag tgy tgg ggt ceog cge 300
3

8l Ile Rla Ile Val Pro Gly Tyr Thr Z&la Arg Gln Ser r Ile Lys Trp Trp Gly Pro Arg 100

301 tta gect age cat gge ttt gtg gtt att acec atc gat acg aac agc act cta gac cag cocc 360

101 Leu Rla Ser His Gly Phe Val Val Ile Thr Ile Asp Thr &sn Ser Thr Leu &sp Gln Pro 120
3cl [@ge) a2gc cgt agc tocg caa cag atg ttg aac ggg ace 420
21 Ser Ser Arg Ser Ser Gln Gln Met Leu Zsn Gly Thr 140

ggc tgg teca 480
Gly Trp Ser 1e0

t agc ccocg att tac gga aag
r Ser Pro Ile Tyr Gly Lys

att agc goc gog aac aac coog agt tta aaa goa gog gca

Ile Ser Rla 2la Rsn Rsn Pro Ssr Leu Lys Rla Rla Rla

541 ccg cag cca tgyg @86 tct tca acc aac ttec agc agt gtt acc gtg ccg acg ctg att €00
=

181 Pro Gln Ala Pro Trp &sp Ser Ser Thr Zsn Phe Ser r Val Thr Val Proc Thr Leu Ile 200
&0l ttc

g ctg cocg att tat gat €&0
201 Phe Rla Cys Glu Z&sn &sp Ser Ile Rla Pro Val Asn

cg tgc gag aat gat agc att goa cog gtg aac a geg
Ser Ser Ala Leu Pro Ile Tyr Asp 220

66l agc atg tcc cgc aac goa aaa cag ttt ctg gaa att aac gge ggt age cac tet tgbt goe 720
221 Ser Met Ser Arg Asn Ala Lys Gln Phe Leu

Cys Ala 240

72] cag gca ctg atc gga aaa atg aaa cga 780
24 Gln 2la Leu Ile Gly Lys » Met Lys Arg 2&0
781 ttc atg gat aat gac acc cgt tac toa acc ttc goc tgt aac agc aca [gEgel 840
26l Phs Mst &sp &sn Asp Thr Arg Tyr Ser Thr Phe Ala Cys Glu Asn Pro ZAsn Ser Thr Arg 280
841 gtg tcg gat ttt cgc acc gog aac tgt tec ctc gag 876
281 Val Ser Asp Fhe Zrg Thr Zla Asn Cys Ser Leu Glu 282
Figura 6. Traduccién de la secuencia de nucleétidos de IsPETasa con

ApE. Las mutaciones S121E, S121D, D186H y R280A se encuentran representadas
en color.
Fuente: Modificado de Wayne, (2021).

Para la seleccién de codones para la generaciéon de las variantes mutantes
S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se utilizo la tabla de codones que
muestra la frecuencia media y el ratio con la que se emplean diferentes codones en los
genes de E. coli (Anexos, Figura 18) (Maloy et al., 2002). Las mutaciones S121E,

S121D y D186H cuyos aminoacidos glutamato, aspartato e histidina se pueden
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codificar con dos codones (Tabla 6). Por otro lado, la mutacion R280A para alanina se

puede realizar con cuatro codones.

De acuerdo con el analisis de la secuencia de IsPETasa se identifico que los
codones de sustitucion (mutantes) que codifican para la serina S121E, serina S121D,
aspartato D186H y arginina R280A son GAA, GAT, CAT y GCG respectivamente.
Las mutaciones de cada variante fueron seleccionados en funcion a los valores mas
altos de la frecuencia media con la que se utiliza el codén por cada 100 codones (%) y
por la abundancia del coddn en relacion con todos los codones del aminoéacido en
particular (Ratio). Los resultados obtenidos se encuentran en un rango de valores de
abundancia de codones en E. coli entre 1.2 — 4.4 % y 0.34 — 0.70 de ratio. Las
mutaciones S121E, S121D, D186H y R280A se llevaron a cabo para aumentar la

actividad de la enzima IsPETasa (Son et al., 2019).

Tabla 6. Seleccion de codones para la generacion de las variantes de
ISPETasa.

Abundancia de

o 1%
Variante Codon Codon de la N qdjelasaeses codones en E. coli
mutante WT sustitucion* sustituye Eretienea
media/100 Ratio
codones (%)
GAA 3 4.4 0.70
S121E AGC GAC 2 1.9 0.30
GAT 3 3.3 0.59
AL AEC GAC 2 2.3 0.41
CAT 2 1.2 0.52
D186H GAC
CAC 1 1.1 0.48
GCG 3 3.2 0.34
GCC 2 2.3 0.25
R280A CGC
GCA 3 2.1 0.22
GCT 3 1.8 0.19

Nota: Los codones que se encuentran marcados con negrilla y subrayados
representan los codones seleccionados para las mutaciones de las variantes IsSPETasa.
Fuente: Tomado de Maloy et al., (2002)*.
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De la misma manera, se realizd alineamientos para confirmar la correcta
introduccion de las mutaciones de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y
R280A de IsPETasa mediante el software Clustal Omega (Madeira et al., 2019). Los
alineamientos se realizaron por separado tanto para las secuencias de nucleétidos de
cada variante mutante junto con la secuencia de la variante silvestre ISPETasa WT
(Figura7,8y9).

De acuerdo con el analisis obtenido de los alineamientos se evidencié que las
mutaciones S121E y S121D (Figura 7) se encuentran alineadas en las ubicaciones de
los nucledtidos 361 — 363 con las mutaciones GAA y GAT respectivamente. Asi
mismo, la alineacién de la mutacion D186H (Figura 8) se localiza a 556 — 558
nucleotidos de la secuencia de IsPETasa por CAT, mientras que la variacién R280A a
838 — 840 bases por GCG (Figura 9). De esta manera, gracias a la ejecucion de los
alineamiento de las variantes mutantes se comprobd que la secuencia de la enzima era
la indicada, demostrando asi que no existio errores en el algoritmo de Clustal Omega
(Sievers & Higgins, 2018).

IsPETasa WT atgaacttccccececgtgectecgegecttatgcaggetgectgtgetgggeggecttatggee 60

IsPETasa_S121E atgaacttcccceccecgtgectecgegecttatgcaggectgetgtgectgggeggecttatggee 60

IsPETasa_S121D atgaacttccccececgtgectecgegecttatgcaggetgectgtgetgggeggecttatggee 60
Kk KK K Kk K kK ok kK ko kK K ok kK K ok kK K o kK o K K kK K ok ok K ok ok kK o ok kK ok ok kK ko

IsPETasa WT gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatccgtatgecgecgecggecccaaccctaccgec 120

IsPETasa_S121E gtttccgcagcggccaccgegcagaccaatccgtatgecgegeggeccccaaccctaccgec 120

IsPETasa_S121D gtttccgcagcggccaccgecgcagaccaatccgtatgecgegeggecccaaccctaccgee 120
Kk Kk Kk K kK ok kK ok kX K ok kK K ok kK K ok kK K K kK K ok ok K ok ok kK o ok kK ok ok kK ko

IsPETasa WT gcctcgttggaagccagecgcgggaccctttaccgttegtagetttaccgttagecgtecg 180

IsPETasa_S121E gcctcecgttggaageccagegegggaccctttaccgttegtagetttacecgttageegtecg 180

IsPETasa_S121D gcctcecgttggaageccagegegggaccctttaccgttegtagetttacecgttageegtecg 180
Kk ok Kk ok kK o ok XK ok ok K K ok kK ok ok kK ok kK o ok kX ok kK K ok ok K K ok ok K K ok ok X K ok ok X K ok ok X K

IsPETasa WT tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg 240

IsPETasa_S121E tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg 240

IsPETasa_S121D tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggecggcaccgttggegeg 240
Kk ok K K kK ok kK ok ok kK ok kX ok kK K ok ok kK ok ok kK o ok X K ok ok X K ok ok K K ok ok kK ok ok kK o ok kX K

IsPETasa WT attgcaatcgtccccgggtacaccgcgecgtcaaagcagcattaagtggtggggtececgege 300
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IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa_S121D

IsPETasa WT
IsPETasa_S121E

IsPETasa_S121D

IsPETasa WT
IsPETasa_S121E

IsPETasa_S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa_S121D

IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa_S121D

attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcgtcaaagcagcattaagtggtggggtceccgege
attgcaatcgtccccgggtacaccgcgegtcaaagcagcattaagtggtggggteccgege
LR EE S SRS RS RS E R E SRS SR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR
ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagccce
ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagccc
ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagccc
LR EE S S SRS SRS RS ERE SRS SRR EREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS
agcagccgtagctcgcaacagatggccgcegcecttcecgtcaagttgecgagecttgaacgggacce
-agccgtagct cgcaacagatggccgcgcttcgtcaagttgcgagecttgaacgggacce
-agccgtagctcgcaacagatggccgcgcttcgtcaagttgcgagcttgaacgggacc

khkkhkhkhkhkhhkhkhhhkhkhhh kA Ak hkh Ak hhkhkhhhkhkhhhhkhkdhhkhkhkrhhkhkrhkhk kA hkhkhkkkk*x
agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca
agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca
agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca
khkkhkhkhkhkhhA A hhh A Ak hh Ak hhkhkhhkhkhkhhhhkhhhhk b hhhhk Ak rhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkxxk
atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggea
atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggeca
atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcageggeca
khkhkhkhkhkhkhk A Ak hhhhkhhkhhhkhkhkhhkhhkhhhhkhhhkhhhrhhhkhrhkhkhkhrhkhkhkhkhkkhkhkhkhhhxrk
ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgectgatt
ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgetgatt
ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgectgatt
KA Ak A AR A A A AN I kA A ARk kAR A Ak kA kA Ak Ak Ak Ak hhkhk Ak Ak Ak khk kA hk kv hkkkx*k
ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgegetgecgatttatgat
ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagecgecgctgecgatttatgat
ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgegetgecgatttatgat
KA A kA A A A A A AR Ak A A ARk kAR A Ak kA kA Ak Ak Ak Ak hhkhk Ak Ak Ak khk kA hkhkkhkkkx*k
agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactcttgtgee
agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactcttgtgece
agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactcttgtgece
R R R RS SR SRR SRR SRR EEEEEEEEEEEEEEEE SRR EE SRS SRS EEE SRS SRS S E S
aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga
aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga
aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga
Ak kA hkhkhk A A Ak kA rhkhkhk Ak hhkhkhkhhkhkhhdkhkrhhkhkhAhhhk kA rhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhxxk
ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgectgtgagaatcccaacagcacacge
ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacacge

ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacacge

KA KK KKKk Kk hk ko hhhhhhhhhhhkhkhhhk kA A kKA AR A AR KA KA A A KA * kA khkkhk kK kk kK
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IsPETasa WT
IsPETasa S121E

IsPETasa S121D

Figura 7.

gtgtcggattttcgcaccgecgaactgttcecctecgag 876
gtgtcggattttcgcaccgecgaactgttccctecgag 876

gtgtcggattttcgcaccgecgaactgttcectegag 876

EEEE R SRR R RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos de las

variantes IsSPETasa WT, S121E y S121D. Las mutaciones se encuentran representadas

de color.

IsPETasa WT

IsPETasa D186H

IsPETasa WT

IsPETasa D186H

IsPETasa WT

IsPETasa D186H

IsPETasa WT

IsPETasa_D186H

IsPETasa WT

IsPETasa_D186H

IsPETasa WT

IsPETasa_D186H

IsPETasa WT

IsPETasa D186H

IsPETasa WT

IsPETasa_D186H

IsPETasa WT

IsPETasa_D186H

Fuente: Madeira et al., (2019).

atgaacttcccccgtgectegegecttatgcaggectgetgtgetgggeggecttatggee
atgaacttcccccgtgectegegecttatgcaggectgetgtgectgggeggecttatggee
RS S S EE SRR SRS E TR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS
gtttccgcagcggceccaccgcgcagaccaatceccecgtatgecgecgeggecccaaccctaccgec
gtttccgcagcggceccaccgcgcagaccaatceccgtatgecgecgecggecccaaccctaccgec
RS S S EE RS E SRS SRS SRR EEEE R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS S
gcctcgttggaagccagcgecgggaccctttacecgttegtagetttacecgttageecgteecg
gcctcgttggaagccagecgcecgggaccctttaccgttegtagetttaccgttageecgtecg
IR RS E SRS SRS SRS SRR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS
tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg
tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggecggcaccgttggegeg
khk kA hkhkh A A hhh A hhkhkhkhhhhkhkhhkhkhkhhhhkhhhkhkhAhrhhkhrhhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhxk
attgcaatcgtccccgggtacaccgecgecgtcaaagcagcattaagtggtggggtececgege
attgcaatcgtccccgggtacaccgecgecgtcaaagcagcattaagtggtggggtececgege
khk kA hkhkhk A A hhh A hhkhhhhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkrAhrhkhk Ak rhkhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkkhxxk
ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccageccc
ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagecc
khkhkhkhkhkh A A Ak hk A hhhh Ak hhkhkhhkhkhkhhhhkhhhkhrAhhhhk A rhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhxxk
agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgcttcecgtcaagttgecgagettgaacgggacc
agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgcttcgtcaagttgecgagettgaacgggacce
hhk kA Ak h A A Ak kA rhkhkhk Ak hhkhkhkhkhkhkhhhhkhhhkhk A rhhk kA rhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhxx*
agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca
agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca
hhkkhkhkhkkhkhkhkhhhkhkhhhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhkhkhkhhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk
atggggggcggcggttcacttattagcgeccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggea

atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggea

R R R R R
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IsPETasa WT
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IsPETasa WT
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IsPETasa WT
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Figura 8.

ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgeccgacgetgatt
ccgcaggcgccatgg-tcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgccgacgctgatt
KAKAKKAKAKAKAKAIAKRKAKIKXN * A A A AR A A AA IR A A AIARA KA I AR AR A A AI A AR A R A AR Ah KK
ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgecgetgecgatttatgat
ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgcgctgecgatttatgat
R EE S S SRS SRS RS RS RS SR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR
agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactcttgtgece
agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactcttgtgec
R EE S S SRS SRS SRS RS SR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR
aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga
aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga
khkhkhkhkhkh A A Ak kA Ak hh Ak hkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhhkhhhh kA rhhkhkhkhkhk kA hkhkhkhhkhkkhxk
ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacacgce
ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacacge
khkkhkhkhkhkhhA A hhh A Ak hh Ak hhkhkhhkhkhkhhhhkhhhhk b hhhhk Ak rhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkxxk
gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcecgag 876

gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 876

KA KKk KKKk khhhkhhkhhkhhkhhhhhhkh Ak kA kA kXXX

660

720

720

Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos de las

variantes IsSPETasa WT y D186H. Las mutaciones se encuentran representadas de

color.

IsPETasa WT

IsPETasa R280A

IsPETasa WT

IsPETasa_R280A

IsPETasa WT

IsPETasa R280A

IsPETasa WT

IsPETasa_R280A

IsPETasa WT

IsPETasa_R280A

Fuente: Madeira et al., (2019).

atgaacttccccececgtgectecgegecttatgcaggetgectgtgetgggeggecttatggee
atgaacttcccccgtgectegegecttatgecaggectgetgtgetgggeggecttatggee
KA A kA A A A A A A A I kA A ARk kA kA A kA kA Ak Ak h Ak hkhkhkhk Ak kA hkhkhk kA hkhkxhkkkx*k
gtttccgcagcggceccaccgcgcagaccaatccgtatgecgegeggecccaaccctaccgec
gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatccgtatgecgecgecggecccaaccctaccgec
KA A kA A A A A AR A Ik A A ARk A kAR A Ak kA kA Ak Ak kA hkhkhkhk Ak Ak Ak khk kA hkhkrhkkkx*k
gcctcgttggaagccagcgcgggaccctttaccgttegtagetttaccgttageecgtecg
gcctcgttggaagccagecgecgggaccctttaccgttecgtagetttacecgttageecgteecg
Ak kA hkhkh A A Ak kA rhkhkhk Ak hhkhkhhhkhkhhhhkrhhkhkrArhhk kA rhkhk Ak rhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhxxk
tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggecggcaccgttggegeg
tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg
hhk kA hkhkh A A Ak kA rhkhkhk Ak hhkhkhkhhkhkhhhhkrhhkhk A rhhk kA rhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhxxk
attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcgtcaaagcagcattaagtggtggggtececgege

attgcaatcgtccccgggtacaccgcgecgtcaaagcagcattaagtggtggggtececgege
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R EE S S SRS SRS EE SRR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR

IsPETasa WT ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccageccc 360

IsPETasa_R280A ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagecc 360
R EE S S SRS SRS EE SRR EEEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR

IsPETasa WT agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgcttcgtcaagttgcgagecttgaacgggacce 420

IsPETasa_R280A agcagccgtagctcegcaacagatggceccgegettegtcaagttgegagettgaacgggace 420
khkhkhkhkhkhkhkhkhh kA hhhhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhhkhkhhhk kb hhhhkhrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkkhxk

IsPETasa WT agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggetggtca 480

IsPETasa_R280A agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgeccecgcatgggtgtgatgggetggtca 480
khkhkhkhkhkhkhkhkhh kA hhhkhhhkhkhkhkhhkhkhkhhhhkhhhkhk b hhhhkhrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhxk

IsPETasa WT atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggea 540

IsPETasa R280A atggggggcggcggttcacttattagcgecgcgaacaacccgagtttaaaagcageggea 540
Ak hkhkhkhkhk A A hhhk A Ak hhk Ak hhkhhhkhkhkhhhhkhhhk kA hhhhkhrhhkhkhkhkhkhk kA hkhkhkhkhkhkkxxk

IsPETasa WT ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgeccgacgectgatt 600

IsPETasa R280A ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgetgatt 600
RS E S E RS SRS RS ER SR SRR EEEE R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

IsPETasa WT ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagecgegectgecgatttatgat 660

IsPETasa_R280A ttcgcgtgecgagaatgatagecattgcaccggtgaacagcagegegectgecgatttatgat 660
LRSS SRS RS RS EREE SRR EEEE SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS

IsPETasa WT agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggecggtageccactcttgtgece 720

IsPETasa_R280A agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggecggtagecactettgtgee 720
Ak hkhkhkhkhk A A hhh A Ak hh Ak hhkhkhhkhkhkhhhhkhhhkhkhhhh kA hhhk bk Ak hkhkhkhhkhkhkhhkhkkhxk

IsPETasa WT aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 780

IsPETasa R280A aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 780
khk kA hkhkh A A hhh A hhkhhk Ak kb hkhhkhkhkhhkhhkhhhkhkhAhdh kA rhkhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhxxk

IsPETasa WT ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacacgce 840

IsPETasa R280A ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgecctgtgagaatcccaacagcacageg 840

IsPETasa WT

IsPETasa R280A

R S R R TR R T

gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcecgag 876

gtgtcggattttcgcaccgecgaactgttcecctecgag 876

Kk Kk kK Kk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok

Figura 9. Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos de las
variantes ISPETasa WT y D186H. Las mutaciones se encuentran representadas de
color.

Fuente: Madeira et al., (2019).

En la Figura 10 se observa la verificacion de la traduccion de las secuencias de
nucleotidos de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa

(Wayne, 2021). Se comprobd que con la traduccion de las sustituciones de los
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aminoacidos en estas posiciones generan las mutaciones S121E a glutamato, S121D a

aspartato, D186H a histidina y R280A a alanina respectivamente.
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Traduccion de las secuencias de nucle6tidos de las variantes

mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa. A. S121E; B. S121D; C.

Figura 10.
D186H; D. R280A.

Fuente: Wayne, (2021).

Para la verificacion de los alineamientos de las secuencias de nucleétidos de

las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se realiz6 un

alineamiento multiple a proteina con Clustal Omega (Madeira et al., 2019). En la

Figura 11, se representan las mutaciones que codifican para los aminoacidos S121E,

S121D, D186H y R280A, de esta manera se corrobora que no existio errores en el

algoritmo de Clustal Omega.
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IsPETasa WT

MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRP

IsPETasa S121E MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRP 60
IsPETasa_S121D MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRP 60
IsPETasa D186H MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRP 60
IsPETasa R280A MNFPRASRLMQAAVLGGLMAVSAAATAQTNPYARGPNPTAASLEASAGPFTVRSFTVSRP 60
K Kk kKKK Kk kKK Kk ok K K ok ok K Kk ok kK K K ok ok K Kk ok ok K KR Rk ok K K ok ok Kk KK R R kK K ok ok ok kK
IsPETasa WT SGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGFVVITIDTNSTLDQP 120
IsPETasa S121E SGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGEFVVITIDTNSTLDQP 120
IsPETasa_S121D SGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGFVVITIDTNSTLDQP 120
IsPETasa D186H SGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGEFVVITIDTNSTLDQP 120
IsPETasa R280A SGYGAGTVYYPTNAGGTVGAIAIVPGYTARQSSIKWWGPRLASHGEFVVITIDTNSTLDQP 120

E R R

IsPETasa WT SSRSSQQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAA 180
IsPETasa S121E ESRSSQQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAA 180
IsPETasa S121D DSRSSQQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAA 180
IsPETasa_D186H SSRSSQQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAA 180
IsPETasa R280A SSRSSQQOMAALRQVASLNGTSSSPIYGKVDTARMGVMGWSMGGGGSLISAANNPSLKAAA 180
.‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k************************‘k‘k***‘k‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k**‘k‘k**‘k‘k**‘k
IsPETasa WT POAPWDSSTNFSSVIVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCA 240

IsPETasa_S121E
IsPETasa S121D
IsPETasa_D186H
IsPETasa R280A

POAPWDSSTNEFSSVTVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCA
POAPWDSSTNFSSVTVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCA
POAPWHSSTNFSSVTVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCA
POAPWDSSTNESSVTVPTLIFACENDSIAPVNSSALPIYDSMSRNAKQFLEINGGSHSCA

Kok KKk Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok k ok ok ok Rk ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

240
240
240
240

IsPETasa WT NSGNSNQALIGKKGVAWMKREFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDFRTANCSLE 292
IsPETasa_S121E NSGNSNQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDFRTANCSLE 292
IsPETasa S121D NSGNSNQALIGKKGVAWMKREFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDFRTANCSLE 292
IsPETasa D186H NSGNSNQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTRVSDFRTANCSLE 292
IsPETasa R280A NSGNSNQALIGKKGVAWMKRFMDNDTRYSTFACENPNSTAVSDFRTANCSLE 292

Figura 11.
variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa. Los cambios

LR EE SRS S S SR SRS SRR E R R EEEEEEEEEEEEEEIEEEEEEEEEEEE

Alineamiento multiple de las secuencias de aminoéacidos de las

apropiados de los aminoécidos de cada variante mutante se representa en color.

Fuente: Madeira et al., (2019).

3.1.3. Disefio in silico de primers para la construccion de las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima IsPETasa

Se disefiaron primers para la construccion de las variantes mutantes S121E,
S121D, D186H y R280A del plasmido pET21b(+)-1s-PETase. Todos los primers de
las variantes mutantes de IsPETasa fueron establecidos mediante codigos para su
respectivo andlisis y estos fueron disefiados considerando los siguientes parametros:
una longitud del primer de 18 a 27 nucleotidos, una Tm de 60 — 70 °C con una ATm

maximo de 5°C para cada par de primer y un %GC de 40 — 60%.

En la Tabla 7, se detallan los 12 pares de primers de cada uno de los métodos
de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y
Phusion Site-Directed Mutagenesis respectivamente. Para el disefio de los primers

forward, las mutaciones respectivas de las variantes ISPETasa se encuentran ubicadas
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en el centro. No obstante, el extremo 5° de los primers forward por el método Phusion
Site-Directed Mutagenesis se encuentran fosforilados para excluir la necesidad de un
paso de fosforilacion por separado antes de la ligadura directa (ThermoScientific,
2021).

Para el disefio de los primers reverse por el método QuikChange®
corresponden a la secuencia complementaria de los primers forward. Asi mismo, el
disefio de los primers reverse por los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y
Phusion Site-Directed Mutagenesis se obtuvieron de la cadena complementaria a partir
de la base proxima al extremo 5’ de cada primer forward. Cada conjunto de primers
forward y reverse poseen una longitud de 27 bases o nucleétidos, lo cual indican que
cumplen las condiciones establecidas en los parametros para el disefio de los primers

para cada kit comercial de mutagénesis dirigida al sitio.
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Tabla 7.

Disefio de primers para la construccion de las variantes mutantes ISPETasa mediante los métodos de mutagénesis

dirigida al sitio.

Variante Codigo del  Longitud Tm GC
Método Disefio de Primers )
mutante primer (bases) (°C) (%)
—— Forward: 5° CTA GAC CAG CCC GAA AGC CGT AGC TCG 3’ S121E-FQC 27 656 63,0
Reverse: 5> CGA GCT ACG GCT TTC GGG CTG GTC TAG 3’ S121E-RQC 27 65,6 63,0
51910 Forward: 5° CTA GAC CAG CCC GAT AGC CGT AGCTCG ¥ S121D-FQC 27 65,6 63,0
QuikChange® Reverse: 5° CGA GCT ACG GCT ATC GGG CTG GTC TAG 3’ S121D-RQC 27 65,0 63,0
D186H Forward: 5° CAG GCG CCA TGG CAT TCT TCA ACC AAC 3’ D186H-FQC 27 64,3 55,6
Reverse: 5° GTT GGT TGA AGA ATG CCA TGG CGC CTG 3’ D186H-RQC 27 64,3 55,6
R280A Forward: 5 CCC AAC AGC ACA GCG GTG TCG GAT TTT 3’ R280A-FQC 27 65,1 55,6
Reverse: 5 AAA ATC CGA CAC CGC TGT GCT GTT GGG 3’ R280A-RQC 27 65,1 55,6
S Forward: 5° CTA GAC CAG CCC GAA AGC CGT AGC TCG 3’ S121E-FQ5 27 65,6 63,0
Reverse: 5> AGT GCT GTT CGT ATC GAT GGT AAT AAC 3’ S121E-RQ5 27 56,7 40,7
Q5® Site- S121D Forward: 5° CTA GAC CAG CCC GAT AGC CGT AGCTCG ¥ S121D-FQ5 27 65,6 63,0
Directed Reverse: 5° AGT GCT GTT CGT ATC GAT GGT AAT AAC 3’ S121D-RQ5 27 56,7 40,7
Mutagenesis — Forward: 5> CAG GCG CCA TGG CAT TCT TCA ACC AAC 3’ D186H-FQ5 27 64,3 55,6
Reverse: 5> CGG TGC CGC TGC TTT TAA ACT CGG GTT 3’ D186H-RQ5 27 65,2 55,6
R280A Forward: 5° CCC AAC AGC ACA GCG GTG TCG GATTTT 3’ R280A-FQ5 27 65,1 55,6
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Reverse: 5° ATT CTC ACA GGC GAA GGT TGA GTA ACG 3’

Forward: 5°P CTA GAC CAG CCC GAA AGC CGT AGC TCG ¥
Reverse: 5’P AGT GCT GTT CGT ATC GAT GGT AAT AAC 3’
Forward: 5°P CTA GAC CAG CCC GAT AGC CGT AGC TCG 3’
Reverse: 5°’P AGT GCT GTT CGT ATC GAT GGT AAT AAC 3’
Forward: 5’P CAG GCG CCA TGG CAT TCT TCA ACC AAC 3’
Reverse: 5’P CGG TGC CGC TGC TTT TAA ACT CGG GTT 3’
Forward: 5’P CCC AAC AGC ACA GCG GTG TCG GAT TTT 3’
Reverse: 5°P ATT CTC ACA GGC GAA GGT TGA GTA ACG 3’

S121E
Phusion Site- S121D
Directed

Mutagenesis D186H

R280A

Nota: Los codones que se encuentran marcados con negrilla y subrayados representan las mutaciones de las variantes ISPETasa.
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R280A-RQ5

S121E-FPH
S121E-RPH
S121E-FPH
S121E-RPH
D186H-FPH
D186H-RPH
R280A-FPH
R280A-RPH

27

27
27
27
27
27
27
27
27

60,4

65,6
56,7
65,6
56,7
64,3
65,2
65,1
60,4

48,1

63,0
40,7
63,0
40,7
55,6
55,6
55,6
48,1



3.1.4. Andlisis del célculo de la temperatura de Melting de cada par de

primers

El célculo de la temperatura de melting de los primers forward y reverse para
la construccién de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A del
plasmido pET21b(+)-1s-PETas se llevo a cabo con el software OligoAnalyzer 3.0 de
Integrated DNA Technologies (OligoAnalyzer, 2021).

En la Tabla 7, se detalla los resultados obtenidos del disefio de los primers
mediante los métodos de mutagénesis dirigida al sitio. Por el método QuikChange®,
cada conjunto de primers de las variantes mutantes ISPETasa se encuentran en un
rango de valores de Tm entre 64,3 — 65,6 °C, con un contenido de %GC entre 55,6 —
63,0. De acuerdo con los valores obtenidos se cumplen los parametros para un disefio
exitoso de primers para mutagénesis dirigida al sitio, ya que estos se encuentran dentro
de los rangos establecidos con una Tm menor a 70°C y un contenido minimo de 40%
GC, asi como valores de ATm entre cada par de primers no mayor a 5°C (Agilent
Technologies, 2021).

De la misma manera, los resultados obtenidos son dptimos para una PCR
convencional con parametros de disefio que corresponden a una Tm de 55 — 65 °C y
un %GC de 40 — 60% (Singh & Kumar, 2001). No obstante, los primers S121E-FQC,
S121E-RQC, S121D-FQC y S121D-RQC no cumplen con las condiciones
mencionadas. Sin embargo, cabe mencionar que los valores obtenidos de dichos

primers no se encuentran en un rango muy lejano para una PCR convencional eficiente.

Conjuntamente, en la Tabla 7 se puede evidenciar los resultados obtenidos del
calculo de la Tm de los primers disefiados por los métodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis respectivamente. Los primers
mutagénicos de todas las variantes ISPETasa por dichos métodos exhiben los mismos
resultados. Cada par de primers se encuentran en un rango de valores de Tm de 56,7 a
65,6 °Cy % GC de 40,7 a 63,0%. Por ambos metodos, los primers se encuentran dentro
de los parametros establecidos para el disefio de cebadores por mutagénesis dirigida al
sitio. No obstante, los par de primers S121E-FQ5 y S121E-RQ5; S121D-FQ5 vy
S121D-RQ5; S121E-FPH y S121E-RPH; S121D-FPH y S121D-RPH poseen una
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ATm mayor a 5 °C, lo que puede afectar la eficiencia de hibridacion de los mismos

(Bench, 2019).

De la misma manera, los resultados obtenidos en el disefio de los primers por
los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis son
posibles para la aplicacion de una PCR convencional, ya que la mayoria de los primers
presentan valores establecidos en los parametros de disefio que corresponden a una Tm
de 55 — 65 °C y un %GC de 40 — 60% (Singh & Kumar, 2001). A excepcion de los
primers S121E-RQ5, S121D-RQ5, S121E-RPH y S121D-RPH que poseen un %GC
mayor al 60%, esta condicidn puede originar la formacién de dimeros (Bench, 2019).

Por otra parte, se obtuvo que, Unicamente el par de primer R280A-FQC y
R280A-RQC poseen una secuencia repetitiva de 4 nucledtidos TTTT y AAAA
respectivamente. Asi mismo, los primers R280A-FQ5, R280A-FPH, D186H-RQ5 y
D186H-RPH conservan una secuencia repetitiva TTTT. Este andlisis puede
representar una hibridacion deficiente de los primers; sin embargo, es aceptable un
nimero maximo de secuencias repetidas de hasta 4 pb en la secuencia del primer
(PREMIER BIOSOFT, 2022).

3.1.5. Validacion in silico de los pares de primers

La validacion de los pares de primers de las variantes mutantes S121E, S121D,
D186H y R280A de IsPETasa se llevd a cabo con el software OligoAnalyzer 3.0 de
Integrated DNA Technologies (OligoAnalyzer, 2021). En este programa se evaluaron
los parametros de estabilidad termodinamica (AG°) que pueden ocurrir de las
interacciones entre los primers como son la formacion de estructuras secundarias:

horquillas o Hairpins, autodimeros y heterodimeros.

La Tabla 8 representa los resultados obtenidos de los primers forward por los
métodos de mutagenesis dirigida al sitio QuikChange®, Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis, ya que presentan el mismo disefio
de primers entre cada variante mutante. De acuerdo con un analisis minucioso los

resultados indican que los primers forward S121D, D186H y R280A pueden ostentar
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la formacion de 3 horquillas mientras que el S121E de 4. Asi mismo, las estructuras
secundarias de todos los primers poseen valores de Tm que oscilan entre 26,8 — 45,1
°C. Estos resultados no representan ningan problema, ya que, segin Owczarzy et al.,
(2008), para evitar la formacién de estructuras secundarias la Tm de la horquilla méas
estable debe ser al menos 50°C o ser menor a la temperatura de annealing (hibridacién)

0 a la temperatura a la cual se empleara el primer para la reaccion de PCR.

Tabla 8. Anélisis de los parametros de estabilidad termodindmica de los
primers forward de las variantes mutantes IsPETasa mediante los métodos
QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis.

Autodimeros/ Heterodimeros/
Tm para la . .
Self-dimer Cross-dimer
Primers Horquilla horquilla
(4G°) (4G°)
(°C)
(kcal/mol) (kcal/mol)
1 34,6
S121E-FQC,
2 44,7 -7,81*
S121E-FQ5y ' -6,34 7 13w
S121E-FPH e SERD ’
4 26,8
S121D-FQC, 1 451
-7,81*
S121D-FQ5y 2 34,6 -6,34
-7,62%*
S121D-FPH 3 33.8
D186H-FQC, . 395
-6,21*
D186H-FQ5y 2 34,8 -17,8
-8,16**
1 40,6
R280A-FQC,
2 36,3 -8,03*
R280A-FQ5 y ' -3,61
-5,24**
R280A-FPH 3 347

*Valores de heterodimeros obtenidos de los primers Forward y Reverse por el método
QuikChange® (valor AG® de la méas estable para la formacion de dicha estructura).

**\/alores de heterodimeros obtenidos de los primers Forward y Reverse por los métodos Q5®
Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis (valor AG® de la més estable para la

formacion de dicha estructura).
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De la misma manera, en la Tabla 9 se puede evidenciar los resultados
alcanzados para la formacion de horquillas de los primers reverse por los métodos de
mutagénesis dirigida al sitio. Mediante el método QuikChange® los resultados indican
la posible formacion de 5 horquillas en los primers de las variantes S121D y D186H,
mientras que los primers S121E y R280A presentan un nimero de 3 y 4

respectivamente.

Por los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed
Mutagenesis al poseer los mismos disefios de primers reverse (con la diferencia de que
los extremos 5’ de los primers por el método Phusion se encuentran fosforilados), se
obtuvieron que los primers de las variantes D186H y R280A pueden presentar la
formacion de 2 horquillas, mientras que S121E y S121D de 3. Los valores de Tm para
las horquillas de todos los primers reverse permanecen en un rango de 19,2 — 50,2 °C
siendo menores a las Tm calculadas en el apartado anterior, lo cual nos indica que no
existira la formacion de horquillas en el proceso de la PCR mutagénica (Owczarzy et
al., 2008).

Tabla 9. Analisis de los parametros de estabilidad termodinamica de los
primers reverse de las variantes mutantes ISPETasa mediante los métodos de
mutagénesis dirigida al sitio.
Autodimeros/

Self-dimer
(4G) (kcal/mol)

Horquilla o Tm para la

Método Primer Hairpin horquilla (°C)

39,7
41,3 -6,34
49,5
39,7
50,2
36,7 -6,34
37,4
34,1
34,7
29,1
26,5 -17,8
23,7
20,9

S121E-RQC

S121D-RQC
QuikChange®

D186H-RQC

O B WODNPF O B ODNEFEP WDN P
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1 40,1
2 34,9
R280A-RQC -3,61
3 28,9
4 308
_ S121E-RQ5, S121E-RPH, 1 27,8
Q5® Site- S121D-RQ5 y S121D- 2 234 -9,71
Directed RPH 3 192
Mutagenesis y '
Phusion Site. D186H-R§§Hy D186H- 1 39,5 7
Directed 2 32,2
Mutagenesis R280A-RQ5 y R280A- 1 325 13
RPH 2 257 ’

Conjuntamente, en la Tabla 8 y 9 se puede evidenciar los resultados obtenidos
del analisis de autodimeros de los primers forward y reverse de las variantes mutantes
de IsPETasa. Los valores de AG® de los primers forward por todos los métodos
QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis
se encuentran en un rango de -17,8 a -3,61 kcal/mol. De igual forma, se alcanzaron los
mismos resultados en los primers reverse por el método QuikChange®, mientras que
mediante los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed

Mutagenesis los valores oscilan entre -9,71 a -5,13 kcal/mol.

Con base a lo planteado en el estudio realizado por Pazdernik, (2012),
recomienda que, para un disefio optimo, los valores de AG® para el anlisis de
autodimeros y heterodimeros deben estar entre 0 a -9 kcal/mol o ser mayor a -9
kcal/mol. En base a esto y de acuerdo con el andlisis obtenido, los primers D186H-
FQC, D186H-FQ5, D186H-FPH, S121E-RQ5, S121E-RPH, S121D-RQ5 y S121D-
PH poseen valores de AG° menores a -9 kcal/mol, lo cual nos indica la posible
formacion de estructuras secundarias autocomplementarias (horquillas) o de duplex
cuando los primers se hibriden consigo mismo (autodimeros) que pueden alterar
adversamente las reacciones de PCR. Sin embargo, los resultados obtenidos no
muestran valores excesivamente altos y es importante tomar en cuenta que estos
primers presentan valores de Tm para horquillas mucho menores a las temperaturas a
las cuales se van a emplear, por lo que no existira la formacion de horquillas y

autodimeros en la PCR mutagénica (Owczarzy et al., 2008).
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Por otra parte, para la evaluacion de heterodimeros entre los primers forward
y reverse de las variantes mutantes de IsPETasa (Tabla 8), se consideré el valor AG®
mas estable para la formacion de cada dimero respectivamente. Se obtuvieron valores
de AG® entre -8,03 a -6,21 kcal/mol mediante el método QuikChange®, y de -8,16 a -
5,24 kcal/mol por los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-
Directed Mutagenesis. De acuerdo con el analisis obtenido, todos los primers poseen
valores de AG® superiores a -9 kcal/mol cumpliendo con lo mencionado por
Pazdernik, (2012).

Del mismo modo, para evaluar la calidad de los par de primers de las variantes
mutantes ISPETasa se realizd un andlisis para la formacion de estructuras secundarias
y la generacion de dimeros mediante el programa OligoEvaluator™
(OligoEvaluator™, 2022). Todos los métodos de mutagénesis dirigida al sitio se
obtuvo que la mayoria de los primers forward y reverse fueron marcados
negativamente para la evaluacion de los parametros mencionados, por lo que es
aceptable utilizar estos primers (Tabla 10). No obstante, al comparar los resultados
entre OligoAnalyzer y OligoEvaluator™, se observa que el segundo programa predice
la posible formacion de autodimeros en los primers S121E-RQC y S121D-RQC. Sin
embargo, se debe considerar la energia necesaria para la formacion de estas estructuras
secundarias, las cuales se ratifican con los valores de AG® obtenidos con el software

OligoAnalyzer (Pazdernik, 2012).

Adicionalmente, en la Tabla 10 también se muestra los resultados obtenidos
del nimero de abrazaderas GC (GC clamp) de los primers de las variantes mutantes
IsPETasa. De manera general, todos los primers poseen valores positivos para GC
clamp (mayor a cero), lo cual se encuentran dentro de los rangos establecidos por
PREMIER BIOSOFT, (2022), ya que se tolera un numero GC clamp no mayor a 3

en las Gltimas 5 bases en el extremo 3' del primer.
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Tabla 10. Anélisis de estructuras secundarias de los primers de los
métodos de mutagénesis dirigida al sitio.

Método Primer Estructur'a Autodimero
Secundaria clamp
S121E-FQC Débil No 2
S121E-RQC Débil Si 1
S121D-FQC Débil No 2
. S121D-RQC Débil Si 1
QuikChange® D186H-FQC Débil No 2
D186H-RQC Débil No 3
R280A-FQC Débil No 0
R280A-RQC Débil No 3
S121E-FQ5y -
S121E-FPH Débil No 2
S121E-RQ5y -
S121E-RPH Débil No 1
S121D-FQ5y Débil No 2
. . S121D-FPH
Q5® Site-Directed
Mutagenesis S121D-RQSY Débil No 1
Phus?on Site-y 5121D-RPH
) D186H-FQ5y -
’ D186H-RQSy Moderado No 3
D186H-RPH
R280A-FQ5 y -
R2S0A-FPH Débil No 0
R280A-RQ5y
R280A-RPH Moderado No 2

Fuente: OligoEvaluator™, (2022).

Para la verificacion de la especificidad de cada conjunto de primers de las
variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se ejecutd
alineamientos con las secuencias de la variante silvestre WT y los primers forward y
reverse de cada método de mutagénesis dirigida al sitio (Madeira et al., 2019). La
Figura 12 y Figura 13 representan los alineamientos obtenidos por el método
QuikChange®, en donde se puede evidenciar una alta especificidad (union estable)

entre las secuencias de los primers forward y reverse sobre la cadena bicatenaria de la
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variante silvestre WT de IsPETasa. De acuerdo con un andlisis minucioso de los
alineamientos obtenidos, se comprobd que las posiciones iniciales dentro de la
secuencia WT de los primers forward y reverse S121E, S121D, D186H y R280A

corresponden a 349, 349, 544 y 826 nucledtidos respectivamente.

5’ atgaacttcccccecgtgectcecgegecttatgcaggetgetgtgetgggeggecttatggee 37 60

3’ tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgceccggaataccgg 57 60

5’ gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatccgtatgecgecgeggecccaaccctaccgee 37 120

3’ caaaggcgtcgccggtggcgecgtctggttaggcatacgecgecgecggggttgggatggegg 57 120

5’ gcctcgttggaagccagecgecgggaccctttaccgttegtagetttaccgttageecgtecg 37 180

3’ cggagcaaccttcggtcgcgceccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggcagge 57 180

5’ tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg 37 240

3’ aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgecgtggcaaccgege 57 240

5’ attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcgtcaaagcagcattaagtggtggggteccgege 37 300

3’ taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcgtcgtaattcaccaccccaggegeg 57 300

5’ ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccageece 3’ 360
S121E-RQC 3’ gatctggtcggg

S121E-FQC 5’ ctagaccagccc
3’ aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatectggteggg 57 360

5’ agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgcecttcecgtcaagttgecgagecttgaacgggace 37 420
ctttcggcatcgage 5’

gaaagccgtagcteg 3’
3’ tegtcggcatcgagegttgtctaccggcgcgaagcagttcaacgctcecgaacttgecctgg 57 420

5’ agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca 37 480

3’ tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggegtacccacactacccgaccagt 57 480

5’ atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcageggeca 37 540

3’ taccccccgceccgccaagtgaataatcgecggegettgttgggectcaaattttegtegeegt 57 540

5’ ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgectgatt 37 600
D186H-RQC 3’ gtccgcggtaccgtaagaagttggttg

D186H-FQC 5’ caggcgccatggecattcttcaaccaac 3’
3’ ggcgteccgcggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggctgegactaa 57 600
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5’ ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgcgctgceccgatttatgat 37 660

3’ aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgcgcgacggctaaatacta 57 660

5’ agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtagccactcttgtgee 37 720

3’ tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgccgccatcggtgagaacacgg 57 720

5’ aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 3’7 780

3’ ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagecctttttttccccaacgtacctactttget 57 780

5’ ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgcctgtgagaatecccaacagcacacge 37 840
R280A-RQC 3’ gggttgtcgtgtege

R280A-FQC 5’ cccaacagcacagcg
3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtegtgtgeg 57 840

5’ gtgtecggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876
cacagcctaaaa 5’

gtgtcggatttt 3’
3’ cacagcctaaaagcgtggcgcttgacaagggagctc 57 876

Figura 12.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de las variantes mutantes S121E, D186H y R280A con la variante silvestre WT de
IsPETasa del método QuikChange®. Las mutaciones de las variantes contenidas en
los primers se representan en color.

Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).
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atgaacttccccecgtgectecgegecttatgcaggectgetgtgectgggeggecttatggece

tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgccggaataccgg

gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatececgtatgecgegeggecccaaccctaccgece

caaaggcgtcgccggtggcgcgtctggttaggcatacgcgecgeccggggttgggatggegg

3/

57

37

57

gcctcgttggaagccagcecgecgggaccctttacecgttegtagetttaccgttagecgteeg 37

cggagcaaccttcggtcgcgceccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggcaggce

tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg

aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgeccgtggcaaccgege

attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcecgtcaaagcagcattaagtggtggggtcecgege

taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcgtecgtaattcaccaccccaggecgeg

ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagece
S121D-RQC 3’ gatctggtcggg

S121D-FQC 5’ ctagaccagccc
aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatetggteggg

agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgettecgtcaagttgecgagettgaacgggacce
ctttcggcatcgage 5’

gatagccgtagctcg 3’
tcgtcggcatecgagegttgtctaccggcgcgaagcagttcaacgetcgaacttgecctgg

agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca

tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggecgtacccacactacccgaccagt

atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggeca

taccccccgecgeccaagtgaataatcgecggecgettgttgggectcaaattttegtegecgt

ccgcaggcgccatgggactcttecaaccaacttcagcagtgttaccgtgeccgacgetgatt

ggcgtccgcggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggctgcgactaa

ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgecgcectgecgatttatgat

aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgecgecgacggctaaatacta

agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtagccactcttgtgece

tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgeccgeccatcggtgagaacacgg
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5’ aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 3’7 780

3’ ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagecctttttttccccaacgtacctactttget 57 780

5’ ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgcctgtgagaateccaacagcacacge 3’ 840

3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtcgtgtgeg 57 840

5’ gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876

3’ cacagcctaaaagcgtggcgcettgacaagggagete 57 876
Figura 13.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de la variante mutante S121D con la variante silvestre WT de IsSPETasa del método
QuikChange®. La mutacién de la variante contenida en el primer forward se
representa en color.
Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).

En las Figuras 14, 15, 16 y 17 se muestran los alineamientos de los primers
obtenidos por los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed
Mutagenesis (Madeira et al., 2019). Por ambos métodos también se evidencio una
alta especificidad de los primers forward y reverse en la secuencia de la variante
silvestre WT de ISPETasa.

Asi mismo, se comprobd que los primers forward de cada variante mutante
poseen las mismas posiciones a lo mencionado por el método QuikChange®, con la
diferencia de que los extremos 5’ de los primers por el método Phusion Site-Directed
Mutagenesis se encuentran fosforilados. Las posiciones iniciales de los primers reverse
de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A corresponden a 322, 322,

517 y 789 nucledtidos respectivamente.

5’ atgaacttcccccecgtgectcecgegecttatgcaggectgetgtgetgggeggecttatggee 37 60

3’ tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgceccggaataccgg 57 60

5’ gtttccgcagcecggccaccgcegcagaccaatcegtatgegegeggecccaaccctaccgee 37 120

3’ caaaggcgtcgccggtggcgegtctggttaggcatacgegegecggggttgggatggegg 57 120
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5’ gcctecgttggaagccagecgecgggaccctttaccgttegtagetttaccgttagecgteecg 37

37

57

3/

57

37

57

3/

57

3/

57

37

57

3/

57

D186H-FQ5

37

57

3/

57

37

57

3/

cggagcaaccttcggtcgcgceccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggcaggce

tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg

aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgeccgtggcaaccgege

attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcecgtcaaagcagcattaagtggtggggtcecgege

taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcgtecgtaattcaccaccccaggecgeg

ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagecce
S121E-RQ5 3’ caataatggtagctatgcttgtcgtga

S121E-FQ5 5’ ctagaccagccc
aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatetggteggg

agcagccgtagctcgcaacagatggccgecgcttecgtcaagttgcgagecttgaacgggacc

gaaagccgtagctcg 3’
tcgteggecatcecgagegttgtctaccggegecgaagecagttcaacgetecgaacttgecctgg

agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca

tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggecgtacccacactacccgaccagt

atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcageggeca
D186H-RQ5 3’ ttgggctcaaattttcgtcgccgt

taccccccgecgeccaagtgaataatcgecggecgettgttgggectcaaattttegtegecgt

ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgeccgacgctgatt
ggc 5/

5’ caggcgccatggecattcttcaaccaac
ggcgtececgecggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggectgcgactaa

ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgecgctgeccgatttatgat

aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgecgecgacggctaaatacta

agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtagccactcttgtgece

tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgccgeccatecggtgagaacacgg

aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga

ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagecttttttteccccaacgtacctactttget
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5’ ttcatggataatgacaccecgttactcaaccttecgectgtgagaatcccaacagcacacge 3’ 840
R280A-RQ5 3’ gcaatgagttggaagcggacactctta

R280A-FQ5 5’ cccaacagcacageg
3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtegtgtgeg 5’ 840

5’ gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876

gtgtcggatttt 3’
3’ cacagcctaaaagcgtggcgcttgacaagggagctce 57 876

Figura 14.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de las variantes mutantes S121E, D186H y R280A con la variante silvestre WT de
IsPETasa del método Q5® Site-Directed Mutagenesis. Las mutaciones de las variantes
contenidas en los primers forward se representan en color.

Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).

5’ atgaacttcccccgtgectcecgegecttatgcaggectgetgtgectgggeggecttatggee 37 60

3’ tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgceccggaataccgg 57 60

5’ gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatccgtatgecgecgecggecccaaccctaccgee 37 120

3’ caaaggcgtcgccggtggcgcecgtctggttaggcatacgecgecgecggggttgggatggegg 57 120

5’ gcctecgttggaagccagecgegggaccctttaccgttegtagetttaccgttageecgtecg 37 180

3’ cggagcaaccttcggtcgecgceccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggecagge 57 180

5’ tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg 37 240

3’ aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgecgtggcaaccgege 57 240

5’ attgcaatcgtccccgggtacaccgcgegtcaaagcagcattaagtggtggggteccgege 37 300

3’ taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcecgtecgtaattcaccaccccaggegeg 57 300

5’ ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagccc 3’ 360
S121D-RQ5 3’ caataatggtagctatgcttgtcgtga

S121D-FQ5 5’ ctagaccagccc
3’ aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatectggteggg 5’ 360
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5’ agcagccgtagctcgcaacagatggccgcecgcttcecgtcaagttgegagettgaacgggace 37 420

gatagccgtagcteg 3’
3’ tegtcggcatcgagecgttgtctaccggecgcgaagcagttcaacgectcecgaacttgecctgg 57 420

5’ agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca 37 480

3’ tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggecgtacccacactacccgaccagt 57 480

5’ atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcageggeca 37 540

3’ taccccccecgcecgccaagtgaataatcgeggegettgttgggetcaaattttegtecgeecgt 57 540

5’ ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgectgatt 37 600

3’ ggcgtccgcggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggectgecgactaa 57 600

5’ ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgcgctgceccgatttatgat 37 660

3’ aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgcgcgacggctaaatacta 57 660

5’ agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtagccactcttgtgee 37 720

3’ tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgeccgccatcggtgagaacacgg 57 720

5’ aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 3’ 780

3’ ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagecctttttttccccaacgtacctactttget 57 780

5’ ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgcecctgtgagaatcccaacagcacacge 37 840

3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtcgtgtgeg 57 840

5’ gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876

3’ cacagcctaaaagcgtggcgcttgacaagggagctce 57 876

Figura 15.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de las variantes mutantes S121D con la variante silvestre WT de IsPETasa del método
Q5® Site-Directed Mutagenesis. La mutacién de la variante contenida en el primer
forward se representa en color.

Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).
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Adicionalmente, de acuerdo con el andlisis obtenido de los alineamientos de
los primers de todos los métodos de mutagénesis dirigida al sitio, se corroboré que las
mutaciones S121E, S121D, D186H y R280A contenidos en los primers forward se
localizan a 361 — 363, 361 — 363, 556 — 558 y 838 — 840 nuclettidos respectivamente
de la cadena complementaria de la variante silvestre WT de ISPETasa.

5’ atgaacttcccccecgtgectcecgegecttatgcaggetgetgtgetgggeggecttatggee 37 60

3’ tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgccggaataccgg 57 60

5’ gtttccgcagcggccaccgcecgcagaccaatcecgtatgegegeggecccaaccctaccgee 37 120

3’ caaaggcgtcgccggtggcgcgtctggttaggcatacgecgecgeccggggttgggatggegg 57 120

5’ gcctcecgttggaagccagcgecgggaccctttaccgttegtagetttaccgttagecgtecg 37 180

3’ cggagcaaccttcggtcgcgeccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggcagge 57 180

5’ tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg 37 240

3’ aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgecgtggcaaccgege 57 240

5’ attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcgtcaaagcagcattaagtggtggggteccgege 37 300

3’ taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcecgtecgtaattcaccaccccaggegeg 57 300

5’ ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagcce 37 360
S121E-RPH 3’ caataatggtagctatgcttgtcgtga

S121E-FPH 5’P ctagaccagccc
3’ aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatetggteggg 57 360

5’ agcagccgtagctcgcaacagatggccgcgcecttecgtcaagttgegagettgaacgggace 37 420

gaaagccgtagctcg 3’
3’ tegtcggcatcgagcgttgtctaccggcgecgaagcagttcaacgectcgaacttgeecectgg 57 420

5’ agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca 37 480

3’ tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggecgtacccacactacccgaccagt 57 480

5’ atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcageggeca 37 540
D186H-RPH 3’ ttgggctcaaattttcgtcgccgt

3’ taccccccgceccgccaagtgaataatcgeggegettgttgggectcaaattttegtegeegt 57 540
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5’ ecegcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgecgacgetgatt 37 600
ggc 5'P

D186H-FPH 5’'P caggcgccatggeattcttcaaccaac
3’ ggcgtcegeggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggctgecgactaa 57 600

5’ ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagcgcgctgeccgatttatgat 37 660

3’ aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgecgecgacggectaaatacta 57 660

5’ agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtageccactecttgtgee 37 720

3’ tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgccgccatcggtgagaacacgg 57 720

5’ aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 3’ 780

3’ ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagcectttttttceccccaacgtacctactttget 57 780

5’ ttcatggataatgacaccecgttactcaaccttecgecectgtgagaatcccaacagcacacge 3’ 840
R280A-RPH 3’ gcaatgagttggaagcggacactctta

R280A-FPH 5'P cccaacagcacagcg
3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtegtgtgeg 57 840

5’ gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876

gtgtcggatttt 3’
3’ cacagcctaaaagcgtggcgcttgacaagggagctc 57 876

Figura 16.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de las variantes mutantes S121E, D186H y R280A con la variante silvestre WT de
IsPETasa del método Phusion Site-Directed Mutagenesis. Las mutaciones de las
variantes contenidas en los primers forward se representan en color.

Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).
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atgaacttccccecgtgectecgegecttatgcaggectgetgtgectgggeggecttatggece

tacttgaagggggcacggagcgcggaatacgtccgacgacacgacccgccggaataccgg

gtttccgcagcggccaccgcgcagaccaatececgtatgecgegeggecccaaccctaccgece

caaaggcgtcgccggtggcgecgtctggttaggcatacgcgecgeccggggttgggatggegg

3/

57

37

57

gcctcgttggaagccagcecgecgggaccctttacecgttegtagetttaccgttagecgteeg 37

cggagcaaccttcggtcgcgceccctgggaaatggcaagcatcgaaatggcaatcggcaggce

tccggatatggtgcagggaccgtctattacccaaccaatgcaggcggcaccgttggegeg

aggcctataccacgtccctggcagataatgggttggttacgtccgececgtggcaaccgege

attgcaatcgtccccgggtacaccgcgcecgtcaaagcagcattaagtggtggggtcecgege

taacgttagcaggggcccatgtggcgcgcagtttcgtecgtaattcaccaccccaggecgeg

ttagctagccatggctttgtggttattaccatcgatacgaacagcactctagaccagecce
S121D-RPH 3’ caataatggtagctatgcttgtcgtga

S121D-FPH 5’P ctagaccagccc
aatcgatcggtaccgaaacaccaataatggtagctatgcttgtcgtgagatetggteggg

agcagccgtagctcgcaacagatggccgcecgcttecgtcaagttgcecgagecttgaacgggacc
gatagccgtagctcg 3’

tcgtcggcatecgagegttgtctaccggcgcgaagcagttcaacgetcgaacttgecctgg

agcagtagcccgatttacggaaaggtcgatactgcccgcatgggtgtgatgggectggtca

tcgtcatcgggctaaatgcctttccagctatgacgggecgtacccacactacccgaccagt

atggggggcggcggttcacttattagcgccgcgaacaacccgagtttaaaagcagecggceca

taccccccgecgeccaagtgaataatcgecggecgettgttgggectcaaattttegtegecgt

ccgcaggcgccatgggactcttcaaccaacttcagcagtgttaccgtgeccgacgetgatt

ggcgtccgcggtaccctgagaagttggttgaagtcgtcacaatggcacggctgcgactaa

ttcgcgtgcgagaatgatagcattgcaccggtgaacagcagecgecgectgeccgatttatgat

aagcgcacgctcttactatcgtaacgtggccacttgtcgtcgecgecgacggctaaatacta

agcatgtcccgcaacgcaaaacagtttctggaaattaacggcggtagccactcttgtgece

tcgtacagggcgttgcgttttgtcaaagacctttaattgeccgeccatcggtgagaacacgg
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5’ aactctgggaacagcaaccaggcactgatcggaaaaaaaggggttgcatggatgaaacga 3’7 780

3’ ttgagacccttgtcgttggtccgtgactagecctttttttccccaacgtacctactttget 57 780

5’ ttcatggataatgacacccgttactcaaccttcgcctgtgagaatcccaacagcacacge 3’ 840

3’ aagtacctattactgtgggcaatgagttggaagcggacactcttagggttgtcgtgtgeg 57 840

5’ gtgtcggattttcgcaccgcgaactgttccctcgag 37 876

3’ cacagcctaaaagcgtggcgcttgacaagggagcte 57 876

Figura 17.  Alineamiento de las secuencias de los primers forward y reverse
de la variante mutante S121D con la variante silvestre WT de IsPETasa del método
Phusion Site-Directed Mutagenesis. La mutacion de la variante contenida en el primer
forward se representa en color.

Fuente: Modificado de Madeira et al., (2019).

3.1.6. Validacion del disefio de primers mediante PCR in silico

La evaluacion del control de calidad y especificidad de los par de primers de
las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de IsPETasa se llevé a cabo
mediante un ensayo de PCR in silico, utilizando el software Unipro UGENE
(Okonechnikov et al., 2012). En la Tabla 11, se muestran los resultados tedricos de
la PCR de los primers de las variantes mutantes por los métodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis. De cada par de primers se
obtuvieron dos productos de PCR previstos (amplicones) cuyas temperaturas de
annealing (Ta) recomendada oscilan en un rango de 64,18 — 64,70 °C, los cuales son
valores optimos para llevar a cabo la PCR mutagénica, ya que, segin PREMIER
BIOSOFT, (2022), los primers con Tm superiores a 70 °C tienen tendencia a una
hibridacion secundaria. Los amplicones obtenidos por los métodos mencionados

también se pueden evidenciar en la seccidén de Anexos, en las Figuras 19 — 22.

Por otra parte, se obtuvieron amplicones con tamafos de 5548 y 6255 pb en
los par de primers S121E-FQ5 — S121E-RQ5; S121D-FQ5 — S121D-RQ5; S121E-
FPH —S121E-RPH y S121D-FPH — S121D-RPH, mientras que los cebadores D186H-
FQ5 - D186H-RQ5 y D186H-FPH — D186H-RPH de 5743 y 6252 pb. Asi mismo, los
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primers R280A-FQ5 — R280A-RQ5 y R280A-FPH — R280A-RPH presentaron
amplicones de 6025 y 6255 pb. De acuerdo con un analisis minucioso se evidencia que
los productos de PCR in silico de los par de primers de las variantes mutantes de
IsPETasa por los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed
Mutagenesis se encuentran en el rango del tamafio del plasmido de interés pET21b(+)-
Is-PETase que corresponde a 6233 pb (Addgene, 2021), lo cual nos indica que se
podria realizar la PCR mutagénica sin mayores inconvenientes. No obstante, los
softwares de acceso libre no pueden amplificar los productos de PCR in silico de los
par de primers obtenidos por el método QuikChange® debido a la forma en la que se
disefian estos cebadores que son complementarios entre si (Agilent Technologies,
2021).

Adicionalmente, el programa Unipro UGENE no admite la simulacion de PCR
in silico con secuencias de ADN de plasmidos circulares, para lo cual se utilizo la
secuencia del plasmido pET21b(+)-Is-PETase linealizado para amplificar los
productos de los par de primers en direcciones de derecha a izquierda y de izquierda a
derecha de los métodos Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed
Mutagenesis respectivamente (UniproUGENE, 2022).

Tabla 11. Resultados de la PCR in silico de los par de primers de las

variantes mutantes IsPETasa de los métodos de mutagénesis dirigida al sitio.

Productos Tamarfio del  Region del Ta

Método Primer de PCR amplicon productoen  preferida
previstos (pb) la secuencia (°C)
S121E-FQ5 1 5548 1-5548 64,18
S121E-RQ5 2 6255 1-6255 64,22
. S121D-FQ5 1 5548 1-5548 64,18
ﬁiiﬁg $121D-RQ5 2 6255 1- 6255 64,22
Mutagenesis D186H-FQ5 1 5743 1-5743 64,70
D186H-RQ5 2 6252 1-6252 64,68
R280A-FQ5 1 6025 1-6025 64,21
R280A-RQ5 2 6255 1-6255 64,22
Phusion Site- S121E-FPH 1 5548 1-5548 64,18
Directed S121E-RPH 2 6255 1-6255 64,22
Mutagenesis S121D-FPH 1 5548 1-5548 64,18
S121D-RPH 2 6255 1-6255 64,22
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| D186H-FPH 1 5743 1-5743 64,70
| D186H-RPH 2 6252 1-6252 64,68
| R280A-FPH 1 6025 1-6025 64,21
' R280A-RPH 2 6255 1-6255 64,22

Fuente: Okonechnikov et al., (2012).

3.1.7. Analisis del disefio de primers mediante los métodos de mutagénesis
dirigida al sitio

La mutageénesis dirigida al sitio se fundamenta en la amplificacién mediante
PCR de dos primers que contienen las mutaciones de interés, para lo cual se emplea

como molde el ADN plasmidico que se desea mutar y ADN polimerasas que son
especificas para una PCR de alta fidelidad (Andreassen et al., 2019).

En el presente estudio, se eligio el disefio y validacion in silico de primers para
la construccion de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de
IsPETasa mediante tres métodos de mutagénesis dirigida. Siguiendo la metodologia
descrita en el Capitulo 11. Materiales y Métodos, se han obtenido 12 par de primers (24
primers) aplicando los métodos QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y
Phusion Site-Directed Mutagenesis (Tabla 7), para llevar a cabo experimentos in vitro
de mutagénesis dirigida al sitio mediante ensayos de PCR convencional en el
laboratorio.

Durante el procedimiento del disefio de los primers se tomo en cuenta varios
de los parametros mencionados con anterioridad, para lo cual los primers propuestos
cumplen con los criterios generales para el disefio de cebadores mediante mutagénesis
como longitud, Tm y %GC, a excepcion de 4 par de primers: S121E-FQ5 y S121E-
RQ5; S121E-FPH y S121E-RPH; S121D-FQ5 y S121D-RQ5; S121D-FPH y S121D-
RPH que poseen valores de ATm mayor a 5 °C. Sin embargo, seria recomendable
analizar el rendimiento de la reaccidn, asi como la especificidad y sensibilidad de estos
primers en ensayos de PCR in vivo antes de rechazar esta propuesta. De la misma
manera, los resultados obtenidos para la prediccion de la formacién de posibles

estructuras secundarias (horquillas, autodimeros y heterodimeros), también cumplen
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con las recomendaciones mencionadas, por lo que los primers propuestos no

representarian ningn problema durante la reaccion de PCR.

El disefio de primers mediante los métodos de mutagénesis dirigida ha sido
objeto de muchas investigaciones. Una de ellas, fue realizada por Austin et al., (2018),
en el que amplificaron el gen que codifica la IsPETasa con las mutaciones
S238F/W159H y WI185A utilizando el método Q5® Site-Directed Mutagenesis,
obteniendo una secuencia de 927 pb. En este trabajo, las mutaciones mencionadas se
introdujeron mediante mutagénesis dirigida, considerando que la doble mutante fue
insertada en una segunda etapa, de esta manera se demostré que un conjunto de sutiles
modificaciones en la secuencia de ADN de la IsPETasa hace a la enzima que tenga la
capacidad de despolimerizar poliésteres aromaticos como el polietileno-2,5-furan
dicarboxilico (PEF). Asi mismo, en el estudio realizado por Son et al., (2019), se probd
que la variante mutante S121E/D186H/R280A aumenta significativamente la
actividad enzimatica de la IsPETasa hasta 14 veces frente al PET, para ello, la
secuencia del gen fue amplificado por PCR mutagénica utilizando el disefio de primer
mediante QuikChange®.

Por otra parte, la especificidad del disefio de los primers se llevd a cabo
mediante alineamientos, para lo cual los cebadores disefiados poseen una alta
especificidad para sus respectivos objetivos (Figuras 12 — 17). Asi mismo, mediante
un ensayo in silico de PCR se confirmd la especificidad de los primers, los cuales
representan el producto de amplificacion esperado (Tabla 11), ya que el gen de la
IsPETasa se amplific6 mediante PCR in silico utilizando como plantilla los primers
disefiados por los métodos seleccionados de mutagénesis dirigida al sitio. Mediante
este analisis, se podria recomendar los primers propuestos para reacciones por
mutagénesis dirigida para experimentos in vitro e in vivo basados en PCR como los
establecidos en los protocolos de cada kit comercial QuikChange®, Q5® Site-Directed

Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis respectivamente.

No obstante, para valorar la eficiencia de los primers propuestos en este
estudio, es necesario analizar la especificidad y sensibilidad de los cebadores mediante

ensayos de PCR in vivo, con el objetivo de establecer los parametros dptimos para
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llevar a cabo los procesos de amplificacion. Una vez ajustados dichas condiciones,
esto permitiria la estandarizacion de los protocolos de PCR, sin embargo, suele ser un
proceso demoroso y que genera costos elevados en reactivos, pero que a su vez evitaria
impactos radicales y directos sobre los resultados de amplificacion que se desarrollan

por pequefios cambios de temperaturas o en los reactivos empleados.

Al comparar los primers disefiados por los diferentes métodos de mutagénesis
dirigida, se puede establecer que los primers propuestos cumplen con los
requerimientos citados, por lo que estos cebadores nos permitirian construir las
variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima PETasa de lIdeonella
sakaiensis. Sin embargo, los primers obtenidos por el método QuikChange®
representan los mejores resultados con relacion a los cebadores de las técnicas Q5®
Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis, debido a la facilidad
y rapidez que presentan en las directrices del disefio de los primers.

Con base en este estudio, se propone un punto de partida para el empleo de los
primers disefiados en investigaciones relacionados a la mutagénesis dirigida que
permitan la modificacion y la amplificacion del gen de la enzima IsPETasa mediante
la reaccién de PCR con el fin de mejorar méas su actividad enzimatica, especificidad,
estabilidad y capacidad de degradacion contra el PET en condiciones normales y

suaves dentro o fuera del laboratorio.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se ha disefiado y validado primers para la construccion de las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima PETasa de |.
sakaiensis por medio de métodos de mutagénesis dirigida al sitio, en
donde se obtuvo como mejor método los primers disefiados por
QuikChange®, debido a la facilidad y rapidez en las directrices de

disefio de primers.

Los métodos de mutagénesis dirigida identificados fueron
QuikChange®, Q5® Site-Directed Mutagenesis y Phusion Site-
Directed Mutagenesis, los cuales presentan ser ajustables y funcionales
para la construccion del plasmido pET21b(+)-Is-PETase para la

expresion de la enzima PETasa.

Se ha disefiado 24 primers para la construccion de las variantes
mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima IsPETasa, que
cumplen con los parametros establecidos para el disefio de cebadores

destinados a la amplificacion por mutagénesis dirigida al sitio.

Se validd6 los primers disefados mediante herramientas
bioinformaéticas, en donde por medio de PCR in silico se obtuvo que,
los pares de primers propuestos permitieron la correcta amplificacién
de las variantes mutantes S121E, S121D, D186H y R280A de la enzima
ISPETasa.
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4.2. Recomendaciones

- Se recomienda seguir todas las indicaciones propuestas en las
directrices de disefio de primers de los métodos de mutagénesis dirigida

al sitio.

- Si los valores de Tm de los primers disefiados son muy bajos, se
recomienda localizar una secuencia con mayor contenido de GC o

extender la longitud del primer.

- Emplear los softwares de disefio de primers en linea disponibles en cada
kit comercial de los métodos de mutagénesis dirigida para la

verificacion de los resultados.

- Analizar el rendimiento de la reaccidén, asi como la especificidad y

sensibilidad de los primers propuestos en ensayos de PCR in vivo.

- Evaluar la eficiencia de los primers propuestos en este estudio mediante
ensayos de PCR in vivo, con el objetivo de establecer los parametros

optimos para llevar a cabo los procesos de amplificacion.
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5.2 Anexos

CODON USAGE IN E. COLI GENES!

Codon [ Aming w3 Ratiod | Codon | Amizne w Ratio | Colon | Aming " Ratio | Codon [ Amine " Ratic
anild an id anid acil
U UL | Fhe (F) | 19 051 UCU | Ser @ 1.1 | 019 |UAU | Tyr(¥) | 16 | 033 |UGU |Cys(C)| 04 | 043 U
ULC | Phe (F) | 1.5 0.49 UCC | Serim 10 | 017 |UAC | Tyvi(ml | 14 | 047 |UGC | CysiCr | 06 057 C
UUA | Leum) | 10 0.11 UCA | Serqgg | 07 | D0.12 | UAA | gTOP 2 [ 062 |UGA | gror (0.1 030 A
UUG | Leuqm) | 1.1 0.11 JUCG | Sergg | 08 | 0153 |UAG | grop | 003 (D09 UGG | Tipp | 14 1.00 G
C CUU | Len) | 10 0.10 CCU | Prom | 07 | 016 | CAU | HisH) 12 | 052 |CGU | Axg(g) | 24 (D42 U
CUC | Lenf) | 0.9 0.10 CCOC | Prom | 04 (010 | CAC | His(H) 11 | 048 |COGC | Argmy | 22 037 C
CUA | Leum) | 03 003 CCA | Prom | 08 (020 |CAA | Gn[Q) | 13 | 053] |CGA | Arg(ey | 03 oos A
CUG | Lenm) | 52 055 |CCG | Pro®) | 24 (055 |CAG | GIn(Q) | 259 (069 |CGG | Arg(®) | 035 0.08 G
A AUU | Ikm 2.7 0.47 ACU | Tham | 12 [02] |AAU | Asn) | 16 | 039 |AGU | Sex(® | 07 0.13 U
AUC | IEM 27 0.46 ACC | Tham | 24 (045 | AAC | AsaH) | 26 | 06] |AGC | Seax@® | 15 027 C
AUA | Tkem 0.4 007 ACA | Thxm | 0.1 (0350 | AAA | Lys(E) | 58 | 076 | AGA | Arg(g) | 02 004 A
AUG [Metpr [ 26 100 JACG [Thafm | 13 | 023 |AAG |Lys(®) | 12 | 024 |AGG | Arg®) | D2 003 G
G GUU | Valfwa | 20 029 |GCU | Ala) [ 18 (019 |GAU | Asp) | 33 (059 |GGU | Glyia | 28 038 U
GUC | Val(¥) | 14 020 |GCC | AlA | 25 (025 |GAC | Aspm) | 23 | 04] |GGC | Gly[(e) | 30 040 C
GUA | Valw | 12 017 |GCA| Al(a) | 2.1 (022 |GAA | Glu(E) | 44 | 0.70 |GGA | Glyia | 07 0.0s A
GUG | Valm | 2.4 034 |GCG | Alfa) | 32 | 034 | GAG | GluiE 19 | 030 |GGG | Glyigy [ 09 0.13 G
U C A G

1 The data shown in this fable is from the Arabidopsis Research Companion on the World Wide Web (//we ecls/mgh. harvard edu). Codon
frequencies for many other bacteria can be found at http:/fmorgan angis su.oz.aw/ Angis'Tables himl.

2 The Ietter in parenthesis represents the one-letter code for the amino acid.

2 9, repre sents the average frequency this codon is used per 100 codons.

4 Fatio repre s nts the abundance of that codon relative to all of the codons for that particular aming acid.

Figura 18.  Tabla de uso de codones en E. coli.
Fuente: Maloy et al., (2002).
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I R ) k. 12k 14k 16k 18k 2k 22k 24k 2Bk 28k 3k 32k 34k 36k 3.8k 4k a2k 44k 4Bk 48k 5k 52k 5548

T ~
LmtTAGACCAGCCcGAAAGCCGTAGCchcGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
- 5 10 15 20 E3 30 £ 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8s 50 o5 100 105 110 13
T§ GATCTGGTCGGGCTTTCGGCATCGAGCGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGARAGCGAARGA

.
TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAARAAACTTGAT

114 120 125 130 135 140 5 150 55 180 185 170 178 180 185 190 195 200 205 pal) 15 220 226
AGGGAAGGAAAGAGCGGTGCAAGCGGCCGAAAGGGGCAGTTCGAGATTTAGCCCCCGAGGGAAATCCCAAGGCTAAATCACGARATGCCGTGGAGCTGGGGTTTTTTGAACTA

(B)

5 Addgene_PETasa_WT:1-6255 [dna] e

=
“ M 200 400 600 @800 1k 12k 14k 16k Ak 2k 22k 24k 26k 28k 3k 32k 34k 36k 38k 4k 42k 44k 46k 48k Sk 52k 54k 56k 50k 6k 6255

b

200 400 600 800 1k 12k 1.4k 16k 18k 2k 22k 24k 26k 28 3k 32k 34k 36k 38 Sk 42k 44k 46k 48k Sk 52k 5S4k 56k 58k 6k 6255

Gl -
car

@TAGACCAGCCCGAAAGCCGTAGCTCQCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
o=

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 85 70 75 80 85 0 95 100 105 10 13
Tg GATCTGGTCGGGCTTTCGGCATCGAGCGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGARAGCGAARAGA

i,
v TCCCTITCCITICTCGCCACCTICGCCGGCTITCCCCGTCAAGCTCTAAATCCEGGECTICCCTITTAGGGTITCCGATTTAGTGCTITACGGCACCTCGACCCCAAARRAACTTGAT v
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Figura19.  Resultados de la PCR in silico de los primers de la variante
mutante S121E de IsPETasa obtenidos por los métodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis: (A) Amplicon previsto N°01; (B)
Amplicon previsto N°02. Los primers forward y reverse se encuentran representados
en las partes superiores por flechas amarillas.

Fuente: Okonechnikov et al., (2012).
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— ‘CTAGACCAGCCCGAAAGCCGTAGCTCG{CGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
c=

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 108 110 13
T§ GATCTGGTCGGGCTTTCGGCATCGAGCGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGARAGCGAARGA
4,

& TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGAT

114 120 125 130 135 140 145 150 155 160 185 170 175 180 185 190 185 200 208 210 215 220 226
AGGGAAGGAAAGAGCGGTGCAAGCGGCCGAAAGGGGCAGTTCGAGATTTAGCCCCCGAGGGAAATCCCAAGGCTAAATCACGARATGCCGTGGAGCTGGGGTTTTTTGAACTA

(®) “

) Addgene_PETasa_WT:1-6255 [dna] =3 [ 1) Q V,—_&' o |2 -, x

= ]
L W 200 a00 600800 ik 12k 14 16k 18k 2k 22k 24 26k 28k 3k 32k 34k 36k 38 4k 62k 44K 46K 45K Sk 52k 54k 56k 50K 6k 6255
@

b

T 200 400 600 a00 1k 12k 14k 18k 18k 2k 22k 24k 26k 28k 3k 32k 34k 38k 38 4k 42k 44k 46k 43k Sk 52k G54k 5Bk 58k 6k 6255
=]

I’

[
= ‘CTAGACCAGCCCGAAAGCCGTAGCTCG{CGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
c=

5 10 15 20 b3 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 10 13
Tg GATCTIGGETCGGGECTITICGGCATCGAGCGCGTAATTCGCGCCECCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCCGATGTGAACGETCGCGGEATCGCEGGGCGAGGARAGCGAAAGA

e,
vy TCCCTITCCITICTCGCCACGTTICGCCGGECTITCCCCGETCAAGCTCTARATCGEGGECTCCCTITTAGGGTITCCGATTTAGTGCTITACGGCACCTCGACCCCAARRAACTTGAT v

Figura20.  Resultados de la PCR in silico de los primers de la variante
mutante S121D de IsPETasa obtenidos por los métodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis: (A) Amplicon previsto N°01; (B)
Amplicon previsto N°02. Los primers forward y reverse se encuentran representados
en las partes superiores por flechas amarillas.

Fuente: Okonechnikov et al., (2012).
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(A)

— o w -~ =
& Addgene_PETasa_WT:1-5743 [dna] Z, L= O k& B =1 x
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T
car

-

tAGGCGCCATGGCATTCTTCAACCAACCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
o=

=

L,

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 80 85 70 75 80 85 0 95 100 105 10 13
T% GTCCGCGGTACCGTAAGAAGTTGGTTGGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGARAGCGAARGA

y TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAARARACTTGAT v
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(=}

T
caT

tAGGCGCCATGGCATTCTTCAACCAACtGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT
[

1 5 10 15 20 5 30 £ 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8s 50 o5 100 105 110 13
T% GICCGCGEGETACCGTAAGRAAGTTGGTTGECGTAATTCGCGCCECCCACACCACCAATGCGCETCGCACTGEGCGATGTGRAACGGETCGCGGEATCGCEGGCGAGGARAGCGARAGA

e,

y TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAARAARACTTGAT v

Figura21l. Resultados de la PCR in silico de los primers de la variante
mutante D186H de IsPETasa obtenidos por los métodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis: (A) Amplicon previsto N°01; (B)
Amplicén previsto N°02. Los primers forward y reverse se encuentran representados
en las partes superiores por flechas amarillas.

Fuente: Okonechnikov et al., (2012).
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CGCTTTICT

tCCAACAGCACAGCGGTGTCGGATTTTtGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
c=

110 13

5 10 15 20 5 30 £ 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 50 o5 100 105
Tg GEETIGICGETGTCGCCACAGCCTARAAGCGTAATTCGCGCCECCCACACCACCAATGCGCETCGCACTGGCGATGTGRAACGGETCGCGEGGATCGCEGGCGAGGARAGCGARAGA

e,

y TCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAARAARACTTGAT v
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=]

[
car

58k 6k 6255

@CCAACAGCACAGCGGTGTCGGATTTT@GCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCT

e,

1 5 10 15 20 5 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 10 13
Tg GGGTTGTCGTGTCGCCACAGCCTAAAAGCGTAATTCGCGCCGCCCACACCACCAATGCGCGTCGCACTGGCGATGTGAACGGTCGCGGGATCGCGGGCGAGGARAGCGAARAGA

vy TCCCTITCCITICTCGCCACGTTICGCCGGECTITCCCCGETCAAGCTCTARATCGEGGECTCCCTITTAGGGTITCCGATTTAGTGCTITACGGCACCTCGACCCCAARRAACTTGAT v

Figura22.  Resultados de la PCR in silico de los primers de la variante
mutante R280A de IsPETasa obtenidos por los meétodos Q5® Site-Directed
Mutagenesis y Phusion Site-Directed Mutagenesis: (A) Amplicon previsto N°01; (B)
Amplicon previsto N°02. Los primers forward y reverse se encuentran representados
en las partes superiores por flechas amarillas.

Fuente: Okonechnikov et al., (2012).
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