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Resumen
La levadura Saccharomyces cerevisiae es un suplemento nutricional y aditivo 
alimentario que podría aportar hierro de alta biodisponibilidad. Asimismo, varios 
estudios han demostrado la viabilidad del uso de oligopéptidos quelantes de hie-
rro para tratar la anemia y por tanto, su producción en células de levadura podría 
proporcionar ventajosamente un suplemento fácil de usar. En este estudio, se opti-
mizó una estrategia de clonación in vivo para construir una biblioteca de plásmidos 
semialeatoria que permite la producción de oligopéptidos con seis repeticiones de 
secuencias Asp/Glu-Asp/Glu-Leu. En éstos, la primera y segunda posición podrían 
incluir residuos de aspartato o glutamato, mientras que la tercera es siempre leu-
cina. Adicionalmente, varios plásmidos fueron construidos para permitir el estudio 
de variantes del oligopéptido Arg-Glu-Glu, previamente reportado como quelante 
de hierro. En cada caso, las construcciones de los plásmidos requeridos se reali-
zaron mediante la estrategia de clonación in vivo en la levadura S. cerevisiae, que 
se basa en la reparación de brechas en el ADN por recombinación homóloga. El 
procedimiento implica la cotransformación de células de levadura con el plásmido 
linealizado y el fragmento a clonar, ambos con secuencias flanqueantes homólogas. 
Los transformantes resultantes albergan a los plásmidos correctamente ensamblados 
y comienzan a expresar los genes clonados, permitiendo así el análisis inmediato de 
los oligopéptidos sintetizados de secuencias conocidas o semialeatorias. 

Abstract
Saccharomyces cerevisiae yeast serves as a nutritional supplement and food addi-
tive that may offer highly bioavailable iron. Several studies have demonstrated the 
viability of using iron-chelating oligopeptides to treat anaemia, suggesting that their 
production in yeast cells could advantageously provide an easy-to-use supplement. 
In this study, an in vivo cloning strategy was optimized to construct a semi-random 
plasmid library that enables the production of oligopeptides with six repetitions of 
Asp/Glu-Asp/Glu-Leu sequences. In these sequences, the first and second positions 
can include either aspartate or glutamate residues, while the third is always leucine. 
Additionally, several plasmids were constructed to allow the study of variants of the 
Arg-Glu-Glu oligopeptide, previously reported as an iron chelator. In each case, the 
required plasmid constructions were performed using an in vivo cloning strategy in 
S. cerevisiae, based on gap repair by homologous recombination. The procedure 
involves the co-transformation of yeast cells with the linearized plasmid and the 
fragment to be cloned, both with homologous flanking sequences. The resulting 
transformants harbor the correctly assembled plasmids and begin expressing the 
cloned genes, thereby enabling immediate analysis of the synthesized oligopeptides 
with known or semi-random sequences.
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Levadura, biblioteca de plásmidos aleatorios, péptidos aleatorios, péptidos que-
lantes de hierro.
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Introducción
La anemia constituye un problema de salud global 

que afecta aproximadamente al 40% de los niños meno-
res de cinco años (OMS 2022), impactando negativamen-
te su desarrollo motor y cognitivo. La principal causa de 
anemia es la deficiencia de hierro y, lamentablemente, a 
pesar de las estrategias de prevención y diversos trata-
mientos que se han implementado, la incidencia sigue 
siendo elevada por diferentes motivos. Por ejemplo, uno 
de estos tratamientos consiste en la suplementación con 
sales ferrosas; no obstante, estas pueden provocar efec-
tos secundarios gastrointestinales, como diarrea, náu-
seas y alteraciones en la microbiota (Allen 2002; Bloor 
et al. 2021; Georgieff et al. 2019). Por ello, es imperativo 
desarrollar y aplicar estrategias más efectivas para pre-
venir y tratar esta enfermedad.

Los péptidos bioactivos derivados de diferentes fuen-
tes proteicas han ganado reconocimiento debido a sus 
numerosas propiedades reportadas, como antihiperten-
sivas, antimicrobianas, antioxidantes, antimicrobianas, 
antitumorales y de unión a minerales (Chalamaiah et al. 
2019). De estos péptidos, los quelantes de hierro repre-
sentan una alternativa prometedora contra la anemia de-
bido a su alta biodisponibilidad (Sun et al. 2020). Se han 
identificado diferentes péptidos quelantes de hierro a par-
tir de la hidrólisis enzimática de proteínas de alimentos 
y subproductos (Caetano-Silva et al. 2018; Li et al. 2019; 
Ma et al. 2019; Walters et al. 2018). Sin embargo, esta es-
trategia tiene un alcance muy limitado porque se basa en 
proteínas naturales seleccionadas. Por tanto, otra opción 
importante es la búsqueda de oligopéptidos quelantes de 
hierro mediante cribados utilizando bibliotecas de plásm-
idos aleatorios o mediante diseño. Respecto a lo primero, 
las bibliotecas de plásmidos aleatorias o semialeatorias 
ofrecen una extraordinaria herramienta para generar un 
sinfín de secuencias posibles (20n para un péptido de “n” 
residuos), permitiendo así la búsqueda de péptidos con 
las funciones deseadas (Scott & Craig 1994). Un ejemplo 
de lo segundo es el estudio de Xiao et al. sobre el péptido 
Arg-Glu-Glu complejado con hierro, que mostró resulta-
dos prometedores en ratas con anemia inducida (Xiao et 
al. 2016). No se han reportado otros estudios sobre este 
tripéptido y, dados los resultados reportados, es impor-
tante investigar si dicha capacidad de unión al hierro po-
dría resultar en la acumulación de hierro en otros organ-
ismos, y confirmar el papel de los residuos de glutamato y 
arginina como quelantes del metal (de la Hoz et al. 2014; 
Guo et al. 2014; Lv et al. 2009). 

Por otro lado, el metabolismo de hierro ha sido ex-
tensamente estudiado en diferentes especies de hongos 
y levaduras (Kosman 2003; Orbegozo et al. 2008), entre 
éstas, la levadura Saccharomyces cerevisiae tiene desde 
hace tiempo varias aplicaciones en la industria alimen-
taria, siendo también un suplemento nutricional muy 
consumido. Además, el uso de la levadura en la suple-
mentación de hierro en ratas ha sido reportado anterior-
mente, en el cual las células de levadura expresaron fer-
ritina recombinante (Chang et al. 2005) o se cultivaron 
en presencia de una alta concentración de hierro (Kyyaly 

et al. 2015) demostrando la viabilidad de su implement-
ación en el tratamiento de la anemia. 

En este sentido, sería especialmente ventajoso que 
para este fin se pudieran utilizar células de levadura en-
riquecidas con hierro, lo que se podría conseguir mediante 
la producción de oligopéptidos que se unen a este metal. 
Es importante destacar que la construcción de plásmidos 
que albergan secuencias codificantes para oligopéptidos 
específicos o aleatorios se puede realizar de manera efici-
ente en S. cerevisiae mediante clonación (Kitazono 2011). 
Varias otras estrategias de clonación pueden ser imple-
mentadas para la construcción de los plásmidos requeri-
dos; sin embargo, la clonación in vivo en levadura permite 
la expresión y el análisis inmediatos de los genes clonados 
(Fig. 1). Una aplicación importante de estas propiedades 
es la construcción de bibliotecas de plásmidos aleatorios 
o semialeatorios, la que podría utilizarse inmediatamente 
en busca de plásmidos que confieren características par-
ticulares, como la resistencia a hierro. 

Producto de PCR
Plásmido 
digerido

Figura 1. Representación de la estrategia seguida para construir los 
plásmidos necesarios para la generación de los oligopéptidos. El 
plásmido digerido (linealizado) y el producto de PCR se utilizaron para 
transformar Saccharomyces cerevisiae, que construye eficazmente 
el plásmido recombinante (clonación in vivo).

En el presente trabajo, estrategias de clonación in 
vivo fueron aplicadas para la construcción de plásmidos 
en S. cerevisiae que permiten la producción de oligopép-
tidos que incluyen residuos de glutamato y aspartato, 
frecuentemente encontrados en aquellos quelantes de 
hierro, y versiones del tripéptido Arg-Glu-Glu reportado 
por Xiao et al. (2016). En la primera estrategia, una se-
rie de plásmidos semialeatorios fue construida para la 
producción de miles de diferentes tipos de oligopéptidos 
semialeatorios que incluyen seis repeticiones de las se-
cuencias Asp/Glu-Asp/Glu-Leu. En la segunda estrategia, 
los plásmidos construidos permitieron la producción del 
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tripéptido Arg-Glu-Glu y sus derivados con tres a seis 
repeticiones (Fig. 2).

REEx1

REEx3

REEx4-6

(a)

1er

2do y 3er

(b)

Figura 2. Esquemas de las estrategias de PCR aplicadas para obte-
ner los fragmentos con las secuencias codificantes. (a) Generación 
de los fragmentos que permite la producción de los oligopéptidos 
semialeatorios con seis repeticiones de Asp/Glu-Asp/Glu-Leu. El 
primer ciclo de PCR incluyó los dos oligonucleótidos que permiten la 
generación del fragmento bicatenario con las secuencias codificantes 
(verde). Los fragmentos generados se amplificaron en el segundo 
y tercer ciclo después de la adición de los cebadores flanqueantes 
(representados por las flechas amarilla y marrón). En celeste se re-
presentan las secuencias homólogas al plásmido, necesarias para la 
recombinación y por tanto, para la clonación in vivo. (b) Generación 
de los fragmentos que permiten la producción de los oligopéptidos 
Arg-Glu-Glu con una (REEx1), tres (REEx3), o cuatro a seis (REEx4-6) 
repeticiones. El protocolo de PCR también incluyó un total de tres 
ciclos como se describe en el panel. (a) Si bien, en cada caso, se 
requirió un oligonucleótido directo particular, la generación de los 
fragmentos REEx1 y REEx3 requirió el mismo oligonucleótido inverso 
representado en el panel a. La generación del fragmento REEx4-6 se 
basó en un oligonucleótido inverso particular. Las secuencias y des-
cripciones de todos los oligonucleótidos se encuentran en la Tabla 1.

Material y métodos
Cepas y plásmidos. La cepa mutante S. cerevisiae 

ccc1 utilizada en estos estudios fue del origen genético 
W303 (MATa ccc1::LEU2 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-1 
ade2-1 can1-100 trp1-1) (Gueldener et al. 2002; Thomas 
and Rothstein 1989). La cepa de Escherichia coli utiliza-
da para la amplificación y purificación de los plásmidos 
construidos fue TOP10 (F– mcrA Δ (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ 80 lacZ Δ M15 Δ lacX74 recA1 araD139 Δ (ara leu) 7697 
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG).

Los plásmidos pRS416-GPD y pRS416-GPD-sFerH1 
fueron proporcionados generosamente por el Dr. Sergi 
Puig (de Llanos et al. 2016). El primero se utilizó para 
la construcción de todos los plásmidos, permitiendo la 
expresión de los genes clonados a partir del promotor, 
el gen constitutivo de la enzima gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (GPD) (Mumberg et al. 1995). El plásmi-
do pRS416-GPD-sFerH1 incluye el ADN complementario 
(ADNc) que codifica para la subunidad H1 de la ferritina 
de la soya (Masuda et al. 2001), y se utilizó como control 
en los ensayos de resistencia a hierro.

Diseño de oligonucleótidos. Los oligonucleótidos 
diseñados permitieron la generación de productos de 
PCR que albergan las secuencias codificantes deseadas y 
secuencias flanqueantes homólogas al sitio de clonación 
en el plásmido (Figs. 1 y 2, Tabla 1).

Así, para los fragmentos que albergaban las secuen-
cias codificantes para los oligopéptidos semialeatorios, 
el oligonucleótido de 130 bases DEfw incluyó en su ex-
tremo 5´, 45 bases derivadas del plásmido, la secuencia 
codificante de 57 bases para el oligopéptido Met-(Asp/
Glu-Asp/Glu-Leu)6, un codón de terminación (TAA) y 
en su extremo 3´, 25 bases que son complementarias al 
cebador EXTrv (Tabla 1). La secuencia codificante para 
cada una de las seis repeticiones fue “GANGANTTG”, en 
la que “TTG” codifica para leucina y cada codón degene-
rado “GAN” podría ser “GAT”, “GAC”, “GAA” o “GAG”. De és-
tos, los dos primeros codifican para aspartato; y los dos 
últimos, para glutamato. Por lo tanto, cualquiera de los 
aminoácidos podría incorporarse dentro del oligopépti-
do sintetizado.

Por otro lado, el oligonucleótido EXTrv, de 78 bases, 
incluyó secuencias derivadas del plásmido y en su extre-
mo 3´, 28 bases que son complementarias a los cebado-
res DEfw , REEfw y 3GAG3REE.

Generación de los fragmentos a clonar mediante 
PCR. Para la generación del fragmento que albergaba a 
la secuencia codificante para una repetición Arg-Glu-Glu, 
el cebador REEfw incluyó en su extremo 5´a 45 bases 
derivadas del plásmido, la secuencia codificante para 
el péptido Met-Arg-Glu-Glu, y un codón de terminación 
(TAA) que forma parte de las 28 bases que son comple-
mentarias al cebador EXTrv. El cebador 3GAG3REE tuvo 
una organización similar excepto por la inclusión de las 
secuencias codificantes para tres repeticiones Gly-Ala-
Gly-Arg-Glu-Glu, en las que los tripéptidos Gly-Ala-Gly 
actúan como espaciadores (Figs. 2b y 3).

Para la generación de los fragmentos que podrían in-
cluir de cuatro a seis repeticiones Arg-Glu-Glu, se nece-
sitaron dos oligonucleótidos específicos: FW6GAG6REE 
y RV6GAG6REE. El primer cebador de 128 bases incluyó 
en su extremo 5´ a 45 bases derivadas del plásmido, y la 
secuencia codificante para el péptido Met-(Gly-Ala-Gly-
Arg-Glu-Glu)4 que incluye 25 bases que eran complemen-
tarias al cebador RV6GAG6REE. Este último, al participar 
en el primer ciclo de PCR, permitió generar el fragmento 
bicatenario que alberga en su extremo 3´a una secuen-
cia de 75 pb que es homóloga al plásmido. Ventajosa-
mente, y como se representa en la figura 3, debido a las 
repeticiones en tándem, las secuencias FW6GAG6REE 
y RV6GAG6REE podrían hibridarse de tres maneras di-
ferentes, dando como resultado tres fragmentos de PCR 
diferentes que albergan las secuencias codificantes para 
cuatro, cinco o seis repeticiones Arg-Glu-Glu.

Todos los oligonucleótidos utilizados en este estudio 
están listados en la Tabla 1 y fueron sintetizados por Ma-
crogen Inc. (Seúl, Corea).

Generación de los fragmentos a clonar. Los frag-
mentos que portaban las secuencias codificantes para 
los oligopéptidos Asp/Glu-Asp/Glu-Leu y Arg-Glu-Glu 
semialeatorios se generaron como se representa en las 
Figuras 2 y 3. Es importante destacar que en ambos ca-
sos los protocolos de PCR incluyeron solo un total de tres 
ciclos de amplificación, para preservar la diversidad de 
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Tabla 1. Oligonucleótidos utilizados en este estudio

Nombre Secuencia (n=a/t/g/c) Descripción

DEfw aaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccatgganganttgganganttgganganttgganganttgganganttgganganttgtaacccgggctgcaggaattcgatatca
Oligopéptido codificado:   Met -(Asp/Glu-Asp/Glu-Leu)

6

Cebador directo que incluye las secuencias que codifican para 
los oligopéptidos semialeatorios y en sus extremos secuen-
cias homólogas al plásmido (5’, en azul) y complementarias a 
EXTrv (3´, en rojo)

EXTrv agcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagcccgggtta
Cebador inverso que incluye las secuencias complementarias 
a DEfw, REEfw y 3GAG3REE (3´) y homólogas al plásmido (5´, 
en verde)

25fw aaacaccagaacttagtttcgacgg Permite la amplificación de los fragmentos que incluyen las 
secuencias que codifican para los oligopéptidos. 

30rv agcgtgacataactaattacatgactcgag Permite la amplificación de los fragmentos que incluyen las 
secuencias que codifican para los oligopéptidos. 

REEfw aaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccatgagagaagaataacccgggctgcaggaattcgatatca 
Oligopéptido codificado:   Met-Arg-Glu-Glu

Cebador directo que incluye las secuencias que codifican para 
el oligopéptido y en sus extremos secuencias homólogas al 
plásmido (5’, en azul), y complementarias a EXTrv (3’, en rojo)

3GAG3REE aaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccatgggtgctggtagagaagaaggtgctggtagagaagaaggtgctggtagagaagaataacccgggctgcaggaattcgatatca
Oligopéptido codificado:   Met-(Gly-Ala-Gly-Arg-Glu-Glu)

3

Cebador directo que incluye las secuencias que codifican para 
el oligopéptido y en sus extremos secuencias homólogas al 
plásmido (5’, en azul), y complementarias a EXTrv (3’, en rojo)

FW6GAG6REE aaacaccagaacttagtttcgacggattctagaactagtggatccatgggtgctggtagagaagaaggtgctggtagagaagaaggtgctggtagagaagaaggtgctggtagagaagaaggtgctgg
Oligopéptido codificado:   Met-(Gly-Ala-Gly-Arg-Glu-Glu)

4

Cebador directo que incluye las secuencias que codifican para 
el oligopéptido y en sus extremos secuencias homólogas al 
plásmido (5’, en azul), y complementarias a RV6GAG6REE (3’, 
en naranja)

RV6GAG6REE Agcgtgacataactaattacatgactcgaggtcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagcccgggttattcttctctaccagcaccttcttctctaccagcaccttcttctctaccagc
Oligopéptido codificado: Arg-Glu-Glu-Gly-Ala-Gly-Arg-Glu-Glu

Cebador inverso que incluye en sus extremos una secuencia 
complementaria a FW6GAG6REE (3´, en naranja), y otra 
homóloga al plásmido (5´, en verde)
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GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE

…CTAGTGGATCCATGGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGG

CGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTTATTGGGCCCGACGTCCTTAA…

…CTAGTGGATCCATGGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGG

CGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTTATTGGGCCCGACGTCCTTAA…

GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE

x6

x5

CGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTTCCACGACCATCTCTTCTT
…CTAGTGGATCCATGGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGGTAGAGAAGAAGGTGCTGG

GAG REE GAG REE GAG REE GAG REE

x4

Figura 3. Estrategia seguida para la generación de los tres productos que incluyen las secuencias codificantes para los oligo-
péptidos de cuatro a seis repeticiones de Arg-Glu-Glu utilizando los mismos dos oligonucleótidos. El panel superior muestra la 
generación de un fragmento que codifica para un oligopéptido con cuatro repeticiones, mientras que los paneles del medio e 
inferior hacen lo mismo para los oligopéptidos con cinco y seis repeticiones, respectivamente. Las secuencias codificantes de 
los espaciadores Gly-Ala-Gly están resaltadas en rosa (GAG), las de las repeticiones Arg-Glu-Glu en gris (REE); y las secuencias 
homólogas al plásmido en azul o verde. Las secuencias y descripciones de todos los oligonucleótidos se encuentran en la Tabla 1.

las secuencias en los respectivos oligonucleótidos (Figs. 
2a y b). En el primer ciclo, cada fragmento bicatenario 
se generó a partir de dos oligonucleótidos que sirvieron 
como plantillas y cebadores entre sí.

Para la generación de los fragmentos semialeatorios 
(Fig. 2a) o aquellos que incluyen las secuencias codifi-
cantes para los oligopéptidos Arg-Glu-Glu con una o tres 
repeticiones (Fig. 2b), el oligonucleótido directo albergó 
las secuencias codificantes (DEfw, REEfw, o 3GAG3REE 
en la Tabla 1), y el otro actuó como cebador inverso con 
una secuencia complementaria en su extremo 3´ (“ceba-
dor de extensión”, EXTrv). Los oligonucleótidos directo 
e inverso albergaron en sus extremos 5' a las secuencias 
que eran homólogas al sitio de clonación respectivo en 
el plásmido, que son necesarias para la clonación in vivo. 
Después del primer ciclo, se agregaron los cebadores di-
rectos 25fw y 30rv inversos más cortos para permitir la 
amplificación de todos los fragmentos generados, en dos 
ciclos adicionales. Todos los ciclos de PCR consistieron 
en un paso de desnaturalización a 95 °C durante 30 s 
seguido de un alineamiento a 68 °C durante 30 s y una 
extensión a 72 °C durante 20 s.

En el primer ciclo, las reacciones de 25 µL incluyeron 
17.75 µL de agua, 2.5 µL de tampón 10X, 1.25 µL de 50 
mM cloruro de magnesio, 0.25 µL de 25 mM dNTPs, 0.5 
µL de cada una de las plantillas de oligonucleótidos 25 
µM (DEfw, REEfw o 3GAG3REE, y EXTrv). Posteriormen-
te, los tubos se colocaron en hielo y se añadió 1.0 µL de 
cada uno de los cebadores 25fw y 30rv (50 µM). Los tu-
bos se devolvieron al termociclador para completar los 
ciclos 2 y 3.

Para la generación de los fragmentos que portaron 
las secuencias codificantes para los oligopéptidos con 
cuatro a seis repeticiones de Arg-Glu-Glu se aplicó una 
estrategia similar, utilizando los oligonucleótidos FW-
6GAG6REE y RV6GAG6REE.

Transformación de levadura y clonación in vivo. Se 
optimizó un protocolo descrito previamente para todas 
las construcciones de plásmidos y se representa en la fi-

gura 1 (Kitazono 2011). El plásmido pRS416GPD se linea-
lizó usando la enzima de restricción BamHI (Promega) y 
se desfosforiló usando fosfatasa antártica® (NEB). Para 
cada transformación, el plásmido linealizado y desfosfo-
rilado se mezcló con cada fragmento a clonar en una pro-
porción molar de 6:1, para una cantidad total de 200 ng.

Saccharomyces cerevisiae fue transformada con es-
tas mezclas utilizando un protocolo basado en acetato 
de litio y choque térmico (Guthrie and Fink 2002). Los 
transformantes se cultivaron en medio sólido sintético 
sin uracilo (-URA) durante tres días y a 30 °C.

Para la amplificación y purificación de todos los plás-
midos, se aisló ADN total de levadura y éste fue utilizado 
para transformar células competentes TOP10 de Esche-
richia coli utilizando protocolos convencionales. La cons-
trucción correcta de todos los plásmidos se confirmó 
mediante análisis de secuenciación de nucleótidos (Ma-
crogen Inc. - Corea).

Ensayo de resistencia al hierro. El ensayo de resis-
tencia se basó en la capacidad de los transformantes para 
crecer y formar colonias en medio sintético carente de 
uracilo (-URA) que incluyeron 3mM FeCl3, con incubacio-
nes a 30 °C durante tres días. Para las pruebas de dilu-
ción en serie los transformantes se cultivaron primero 
en caldo -URA a 30 °C durante cuatro días. Las células 
agregadas fueron separadas mediante sonicación de 4 a 
5 pulsos, las diluciones en serie se hicieron con agua es-
terilizada, y se colocaron alícuotas de 4 µL de éstos en los 
diferentes medios. Las placas resultantes fueron incuba-
das a 30 °C durante tres días.

Resultados
La estrategia de clonación in vivo en S. cerevisiae 

permite la construcción eficiente de plásmidos y pro-
duce transformantes que pueden ser inmediatamente 
analizados (Fig. 1). Esta estrategia puede adaptarse fá-
cilmente a distintas aplicaciones como la construcción 
de bibliotecas de plásmidos. En este estudio, se aplicó la 
clonación in vivo para la construcción de una biblioteca 
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de plásmidos semialeatorios que permitió la síntesis de 
oligopéptidos con seis repeticiones, cada una con un as-
partato o glutamato en la primera y segunda posición, y 
una leucina en la tercera (Asp/Glu-Asp/Glu-Leu) (Fig. 2). 
Adicionalmente, se construyeron una serie de plásmidos 
con secuencias que codifican para un oligopéptido con 
una, tres, y cuatro a seis repeticiones Arg-Glu-Glu (Figs. 
2 y 3). Para todos estos estudios se usó el mutante ccc1, 
que carece de la proteína que le permite transportar el 
exceso de hierro hacia la vacuola como un mecanismo 
de detoxificación (Li et al. 2001). Por esta razón, la cepa 
mutante presenta mayor sensibilidad al hierro y puede 
ser usada eficientemente para investigar los efectos de 
las proteínas o péptidos quelantes. 

Construcción de una biblioteca de plásmidos se-
mialeatorios para la síntesis de oligopéptidos con 
seis repeticiones (Asp/Glu-Asp/Glu-Leu). Para la 
construcción de una biblioteca de plásmidos es crucial 

que se logre primero cantidades suficientes de los dis-
tintos fragmentos de ADN a ser clonados. Un hallazgo 
clave en este estudio fue que era necesario minimizar 
el número de ciclos para preservar la diversidad de los 
fragmentos (Fig. 2A). Pese a que el protocolo de PCR im-
plicó dos ciclos de amplificación, se logró un rendimiento 
significativo y se produjeron fragmentos del tamaño es-
perado (180 pb, Fig. 4A). El producto de PCR obtenido y 
el plásmido pRS146GPD linealizado fueron usados para 
transformar la cepa de levadura ccc1. Se seleccionaron 
tres transformantes (DE-1, DE-2 y DE-3) para evaluar la 
resistencia al FeCl3 en comparación con un transforman-
te que portaba un plásmido vacío (“C”) y uno que expre-
saba la subunidad H1 de ferritina de soya (“FerH1”, Fig. 
4B). Finalmente, los plásmidos purificados se sometie-
ron a análisis de secuenciación de nucleótidos, lo que de-
mostró que la estrategia permite la generación eficiente 
de oligopéptidos semialeatorios (Fig. 5).

(b)

C

DE1

DE2

DE3

FerH1

FeCl3

(a)
1 2 3 bp

-500

-200
-100

Figura 4. Productos de PCR que permiten la generación de los péptidos semialeatorios Asp/Glu y el 
ensayo de resistencia a hierro. (a) Tres resultados representativos de las amplificaciones por PCR que 
permiten la generación de los fragmentos a clonar. Cada carril se cargó con 4 µL de una reacción de 
PCR independiente. Los fragmentos generados y el plásmido pRS416-GPD linealizado se usaron para 
cotransformar células de levadura para permitir la clonación in vivo. (b) Se analizó el crecimiento de 
tres transformantes de levadura seleccionados en medios sintéticos que carecían de uracilo con o sin 
cloruro férrico (FeCl3) 3 mM. Se incluyeron otros dos transformantes como controles, uno albergó un 
plásmido vacío (C) y el otro, el mismo plásmido que porta el gen que codifica para la subunidad H1 de 
la ferritina de soya (FerH1).
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Posiciones 1 2 - 3 4 5 - 6 7 8 - 9 10 11 - 12 13 14 - 15 16 17 - 18 19 20 Número 
posible de 
secuenciasCodones ATG GAN TTG GAN TTG GAN TTG GAN TTG GAN TTG GAN TTG TAA

1 4 - 4 1 4 - 4 1 4 - 4 1 4 - 4 1 4 - 4 1 4 - 4 1 * 16 777 216

Aminoácidos
codificados M D/E L D/E L D/E L D/E L D/E L D/E L *

1 2 - 2 1 2 - 2 1 2 - 2 1 2 - 2 1 2 - 2 1 2 - 2 1 * 4 096
Número de 
posibles 
aminoácidos

Número de 
codones 
posibles

DDLEDLEDLEDLDELDDL
DELEELEDLEDLDDLEDL
DELEDLDDLEDLEELDDL

DE-1
DE-2
DE-3

Figura 5. Diversidad de la biblioteca de plásmidos semialeatorios para la producción de oligopéptidos con residuos Asp o Glu. El panel superior 
muestra la gran diversidad que se podría lograr con la estrategia seguida, que permitió la construcción de oligopéptidos semialeatorios de 19 
residuos. Los fragmentos de PCR obtenidos (Figura 4a) incluyen secuencias que podrían codificar un total de 4096 oligopéptidos diferentes, 
en los que después del primer residuo de metionina, hay un aspartato o un glutamato en las posiciones 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11,12,14,15, 17 y 18. 
Todas las demás posiciones incluyen residuos de leucina. Tres plásmidos (DE-1, DE-2 y DE-3) fueron seleccionados para estudios adicionales, 
y el análisis de secuenciamiento de nucleótidos permitió inferir las respectivas secuencias de aminoácidos.

Construcción de plásmidos para la síntesis de 
oligopéptidos con repeticiones Arg-Glu-Glu. La estra-
tegia aplicada para la síntesis de los oligopéptidos Arg-
Glu-Glu también resultó muy eficiente. Las longitudes de 
los productos de PCR esperados para las secuencias co-
dificantes para un tripéptido Arg-Glu-Glu y aquellos con 
tres, cuatro, cinco o seis repeticiones (Gly-Ala-Gly-Arg-
Glu-Glu) fueron 135, 180, 198, 216 y 234 pb, respectiva-
mente. La generación de los dos primeros productos fue 
posible usando combinaciones de los oligonucleótidos 
EXTrv y REEfw o 3GAG3REE (Tabla 1), en reacciones de 
PCR separadas (carriles 1 y 2 en la Fig. 6A). Para gene-
rar los últimos tres productos, solo se necesitó una única 
reacción de PCR, utilizando los oligonucleótidos FW6GA-
G6REE y RV6GAG6REE (Fig. 3 y carril 3 en la Fig. 6A). Si-
guiendo esta estrategia, la generación de los fragmentos 
a clonar fue altamente eficiente y consistente, y permitió 
generar productos de los tamaños esperados (135, 180 
y 198-234 pb).

Los productos de la PCR y el plásmido pRS416GPD li-
nealizado se utilizaron para transformar la cepa ccc1. Se 
seleccionó un transformante de cada mezcla para estu-
dios posteriores. Sin embargo, no se observó diferencias 
en su crecimiento en medios que contenían FeCl3 (Fig. 
6B). La correcta construcción del plásmido se verificó 
mediante análisis de secuenciación de nucleótidos, que 
también confirmó que el inserto en el plásmido pREEx4 
codificaba para un oligopéptido con cuatro repeticiones 
(Gly-Ala-Gly-Arg-Glu-Glu).

Discusión
La estrategia de clonación empleada en este estudio 

permitió la construcción rápida y eficiente de los plásmi-
dos deseados y el análisis inmediato de los genes expre-

sados. Como prueba de concepto, se generó una colección 
de oligopéptidos Asp/Glu-Asp/Glu-Leu semialeatorios, y 
también se seleccionaron los oligopéptidos Arg-Glu-Glu 
con capacidad reportada para unirse al hierro.

La eficiencia de la clonación fue alta, con más del 
50% de las colonias mostrando una clonación exitosa 
en la mayoría de los casos (no mostrado). Debido a esto, 
se logró fácilmente la construcción de la biblioteca de 
plásmidos semialeatorios. Asimismo, también se logró 
la construcción de plásmidos que contenían secuencias 
codificantes específicas, y esto incluyó la generación de 
oligopéptidos con tres y cuatro a seis repeticiones (Gly-
Ala-Gly-Arg-Glu-Glu).

En la construcción de una biblioteca aleatoria o semi-
aleatoria, además de la alta eficiencia de la clonación in 
vivo en S. cerevisiae, también es importante preservar 
su diversidad y conseguir secuencias homólogas flan-
queantes que tengan al menos 45 pb de longitud (Kitazo-
no 2009). Las estrategias aplicadas de PCR permitieron 
la generación de dichos fragmentos con alto rendimien-
to, pese a que los ciclos de amplificación se redujeron a 
solo dos (Fig. 2).

En general, se espera que la presencia de péptidos 
quelantes de hierro cause un aumento en la resistencia 
al tricloruro férrico, permitiendo a su vez incrementar la 
acumulación del metal en las células. Sin embargo, los oli-
gopéptidos DE-1, DE-2 y DE-3 no confirieron una mayor 
resistencia al tricloruro férrico, lo que indica que sería 
necesaria una secuencia particular de aminoácidos para 
ver esa propiedad (Fig. 4B) y/o modificaciones en los en-
sayos de resistencia a emplear. Por otro lado, la estrategia 
de clonación aplicada también permitió la construcción 
eficiente de los plásmidos necesarios para la síntesis de 
los oligopéptidos que contenían una, tres o cuatro repeti-
ciones Arg-Glu-Glu, con capacidad reportada de unión al 
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(a)
1 2 3 bp

-500

-200
-100

(b)

C

REEx1

REEx3

REEx4

C

FeCl3

Figura 6. Productos de PCR que permiten la generación de los oligopéptidos Arg-Glu-Glu y ensayo de 
resistencia a hierro. (a) Resultados representativos de las amplificaciones por PCR que permiten la 
generación de los fragmentos a clonar, que codifican para oligopéptidos con una (carril 1), tres (carril 
2), o de cuatro a seis (carril 3) repeticiones REE. Cada carril se cargó con 4 µL de una reacción de PCR 
independiente. (b) Se analizó el crecimiento de tres transformantes de levadura seleccionados en medios 
sintéticos que carecían de uracilo, con o sin cloruro férrico (FeCl3) 3 mM. Se utilizaron como controles 
transformantes con un plásmido vacío (C).

hierro (Xiao et al. 2016). Estos oligopéptidos no incremen-
taron la resistencia de los transformantes de levadura al 
hierro, lo que también sugiere que el efecto es específico 
a determinadas condiciones y/o que el ensayo no es adec-
uado para permitir su demostración (Fig. 6). Sin embargo, 
la estrategia de clonación aquí reportada será aplicada 
para estudiar más a fondo los oligopéptidos quelantes de 
hierro reportados y continuar la búsqueda de nuevas se-
cuencias con esta capacidad en la levadura. 

Este estudio demostró la alta eficiencia de un método 
que permite la producción eficiente de oligopéptidos de 
secuencias conocidas o semialeatorias en la levadura S. 
cerevisiae. Además de la aplicación de la clonación in vivo 
para la construcción de bibliotecas de plásmidos semia-
leatorios, se describe un protocolo de PCR que produce 
las cantidades requeridas de fragmentos de alta diversi-
dad con sólo dos ciclos de amplificación.
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