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Resumen

El modulador hibrido Nrg1-Rtg3 es un complejo que mantiene la integridad mitocondrial. La pérdida
de cualquiera de sus componentes causa graves alteraciones como la pérdida de funcionalidad, ADN
mitocondrial y estructura nativa del organelo (Campero, 2023). Para entender el mecanismo de estas
alteraciones, Carretero (2023) realiz6 un ensayo transcriptomico, revelando que la ausencia del
modulador induce la sobreexpresion de redes genéticas involucradas en procesos de éxido-reduccién,
metabolismo de acidos carboxilicos y transporte de metales de transicion. Se disefié una estrategia
para la generacion de una cepa mutante sobreexpresando el gen FRE5 usando el promotor TetO7, lo
gue result6 en un aumento de 37 veces en la expresién del gen FRE5 respecto a la cepa silvestre. Aunque
este incremento no afecto el crecimiento en etanol, se propone que la sobreexpresiéon simultanea de
varios genes puede ser necesaria para replicar el dafio mitocondrial observado en mutantes petite. La
integracién del moédulo recombinante y la sobreexpresion del gen FRE5 fueron verificadas mediante

PCR y gPCR, confirmando un aumento significativo en la expresion.



Abstract

The hybrid modulator Nrg1-Rtg3, a complex that maintains mitochondrial integrity. Loss of any
of its components causes severe mitochondrial alterations such as loss of functionality, mitochondrial DNA
and native structure of the organelle (Campero, 2023). To understand the mechanism of these
alterations, Carretero (2023) performed a transcriptomic assay, revealing that the absence of the
modulator induces the overexpression of genetic networks involved in oxidation-reduction processes,
carboxylic acid metabolism and transition metal transport. A strategy was designed to generate a
mutant strain overexpressing the FRE5 gene using the TetO7 promoter, resulting in a 37-fold increase
in FRE5 gene expression over the wild-type strain. Although this increase did not affect growth in
ethanol, it is proposed that simultaneous overexpression of several genes may be necessary to replicate
the mitochondrial damage observed in petite mutants. Integration of the recombinant module and
overexpression of the FRE5 gene were verified by PCR and qPCR, confirming a significant increase

in expression.
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capiTuLo 1

Introduccion

En el laboratorio de la doctora Alicia Gonzélez, se investigé el modulador hibrido Nrgl-Rtg3,
un complejo que desempefia un papel crucial en el mantenimiento de la integridad mitocondrial en
Saccharomyces. cerevisiae. Se ha observado que las cepas mutantes en los genes NRG1 o0 RTG3, que
codifican los componentes de este modulador, presentan alteraciones mitocondriales severas, como la
pérdida de funcionalidad, la disminucion del ADN mitocondrial y la alteracion de la estructura nativa

del organelo.

Durante el estudio de las mutantes Nrg1-Rtg3, se determiné que, en ausencia de cualquier elemento
del modulador transcripcional hibrido, se vuelven petite. Esto implica que el modulador transcripcional
hibrido es clave en el mantenimiento de la integridad del ADN mitocondrial. Esto fue demostrado

en el trabajo de Campero-Basaldua et al. (2023).

Carretero (2023), demostro que la formacién del modulador hibrido Nrg1-Rtg3 es dependiente de la
alanina para la formacién del complejo, se realizé un anélisis por secuenciacion de ARN para determinar
los genes que se regulan por el complejo hibrido Nrgl-Rtg3. Esta técnica permiti6 identificar al grupo
de genes que constituyen el circuito regulado de manera negativa. El analisis permitio identificar grupos

de genes regulados por el complejo, dentro de estos destacan los siguientes

= Procesos de 6xido — reduccion.
= Metabolismo de acidos carboxilicos.

= Transporte de metales de transicion.



CAPITULO 2

El andlisis bioinformatico reveld que estas categorias de genes son las mas relevantes, ya que, dentro
de la red genética controlada por el modulador hibrido, son los mas representados. En este estudio, se
enfoca en los clUsteres de genes relacionados con el transporte de metales de transicion, utilizando como
modelo el gen FRE5, que pertenece a dicho cluster. EI objetivo es desarrollar una estrategia para

generar una cepa mutante que sobreexprese el gen FRE5.

Para lograr este objetivo, se reemplazé el promotor enddgeno del gen FRE5 por el promotor TetO7,
un promotor exogeno fuerte y reprimible por tetraciclina. Se utiliz6 el Software SnapGene para el disefio
in silico de los oligonucle6tidos necesarios para generar los médulos recombinantes que permitirian la
sustitucion del promotor. Esta investigacién describe de forma detallada el proceso de disefio de los

maddulos recombinantes y demuestra su eficacia para obtener una cepa sobreexpresante del gen FRE5.



CAPITULO 3

Justificacion

Los reguladores hibridos se forman por la uniéon de dos reguladores transcripcionales diferentes.
Estos reguladores tienen la capacidad de controlar redes genéticas complejas y de mantener la integridad
de organelos celulares. Su descubrimiento fue un hito en la biologia molecular, ya que permiti6 explorar
nuevas formas de interaccion entre reguladores y genes. Ademas, los reguladores hibridos son un
ejemplo de la adaptacion de los microorganismos, que aprovechan reguladores existentes para responder
a nuevas necesidades regulatorias.

Existen diferentes tipos de reguladores hibridos, y uno que actualmente se encuentra en estudio
es el complejo formado por Nrgl-Rtg3, que participa en el mantenimiento de la integridad del ADN
mitocondrial y con ello en la funcién de la mitocondria, el organelo responsable de la respiracion celular
y generacién de energia para la célula por excelencia. Se ha demostrado que la ausencia de cualquiera
de las subunidades que forman el hibrido impide su funcién regulatoria, lo que conlleva a la pérdida de
funcionalidad, ADN y estructura nativa de la mitocondria. Este caso ilustra el papel crucial que pueden
tener los reguladores hibridos en la integridad de los organelos.

Un acercamiento para comprender el mecanismo por el cual se genera el dafio mitocondrial asociado
a la ausencia del regulador hibrido Nrg1-Rtg3 es la sobreexpresion de los genes pertenecientes al clister
regulado por el hibrido y evaluar si existe un dafio mitocondrial semejante. Por lo tanto, es importante
identificar una estrategia que permita sobre expresar este conjunto de genes de forma eficiente.

En el presente proyecto de tesis se busca sobreexpresar un gen mediante el intercambio de
promotores, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar una estrategia que permita sustituir un
promotor endégeno por un promotor fuerte reprimible por tetraciclina y que permita una facil seleccion
de cepas mutantes por medio de resistencia a G418 (geneticina). Asimismo, establecer un protocolo
para estandarizar la produccién de los médulos para facilitar a los investigadores el estudio del efecto
de la desregulacion de genes en Saccharomyces cerevisiae.



capituLo 4

Objetivos

3.1. Objetivo general

Generar una cepa que sobre exprese al gen FRE5 por medio de la sustitucion del promotor enddgeno
por un promotor exdgeno, reprimible por tetraciclina, utilizando mdédulos de recombinacion en la
levadura Saccharomyces cerevisiae.

3.2. Objetivos especificos

» Transformar la cepa DH5a de E. coli con el plasmido pCM325 mediante choque térmico y
seleccionar las colonias resistentes a ampicilina.

= Optimizar las condiciones de PCR para la amplificacién del modulo recombinante.

Transformar la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae y comprobar la integracién del médulo
recombinante mediante PCR.

= Evaluar el fenotipo de la cepa sobreexpresante de FRES5, en glucosa o etanol como Unica fuente
de carbono y amonio como Unica fuente de nitrégeno.

= Comprobar la sobreexpresion de FRE5 mediante gPCR y evaluar significancia estadistica en
el cambio de la expresion del gen FRE5, respecto a la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae.



CAPITULO B

Marco Tedrico

4.1. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

El organismo modelo Saccharomyces cerevisiae también conocido como levadura comdn, es
clasificada como un hongo o moho. S. cerevisiae es un eucariota unicelular, por lo que contiene
organelos tales como el nicleo, sistema endomembranal y mitocondria. Las levaduras tienen una répida
divisién celular, su tiempo de duplicacién se encuentra alrededor de los 90 minutos bajo condiciones
Optimas. Su proceso de division celular es conocido como gemacion, este proceso consiste en la
formacion de una yema a partir de la membrana de la levadura, al terminarse de separar da origen a un
nuevo organismo genéticamente semejante. Debido a que las levaduras son producto de la gemacion
son genéticamente semejantes debido a que la gemacion es un tipo de reproduccion asexual (Murakami
C. et al, 2009).

S. cerevisiae posee un mecanismo de reproduccién sexual, este proceso depende de dos perfiles de
apareamiento: perfil « y el perfil a. Las células haploides a se unen a las células haploides a por
medio de una estructura llamada Schmoo, esto genera una célula diploide a/a que puede replicarse de
forma asexual indefinidamente, generando yemas diploides genéticamente semejantes. Bajo
condiciones pobres en nitrégeno, las células diploides son inducidas a meiosis, 1o que genera un
asca que contiene 4 esporas haploides; cuando la espora germina se liberan 4 células haploides (Figura
4.1) (Duina A. et al, 2014).
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Figura 4.1
Simplificacion del ciclo de vida de S. cerevisiae.
a o a
haploid mitosis a cell
cell
cell
\ haploid
schmoo a/a
— S cell
i Y cell
g
o mating ' a/(ﬁ mitosis diploid
schmoo ce —
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a a four .

cell cell germination haploid
/ spores
o o
cell cell

Nota. Adaptada de Duina et al, 2014,

Este organismo levaduriforme ha sido un sello distintivo en la historia de la investigacion cientifica.
Ha sido utilizado debido a que no estd sujeto a multiples restricciones éticas asociadas a la
experimentacion con organismos vivos, ademas proveen una estructura en la que se pueden desarrollar
y optimizar métodos analiticos; y es muy sencillo manipular su ciclo de vida en condiciones controladas
en el laboratorio (Altmann et al, 2007). Por otra parte, al ser un organismo eucariota se considera
representativo de una gran clase de organismos vivos en cuanto al estudio de procesos biolédgicos
altamente conservados (Beck H. et al, 2008).

La seleccion de organismos modelos depende principalmente en la acumulacién de experiencia y
disponibilidad de técnicas experimentales estandarizadas que no prometan resultados confiables en otras
especies. Otro factor determinante es la acumulacion de genomas completamente secuenciados y los
avances en la gendmica comparativa de los mismos (Engel SR, 2014). Esto permite el desarrollo de
métodos de biologia computacional tales como la comparacion de proteinas o el estudio de redes
genéticas involucradas en un proceso bioldgico de interés con el objetivo de establecer algoritmos lo
suficientemente efectivos para extrapolar ese comportamiento en el contexto genético de otra especie
(Alves R. et al, 2008).
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4.2. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo para el
estudio de la biologia mitocondrial

La levadura S. cerevisiae ha demostrado ser un excelente organismo modelo para el estudio de
funciones celulares béasicas conservadas en las células eucariotas, debido a la facilidad de generar
mutantes, alta eficiencia en procesos de ingenieria genética y bajo tiempo de duplicacion (Altmann, et
al, 2007).

Dentro de todas las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial, pocas son esenciales para la
viabilidad celular. Dentro de estas se encuentran algunos factores esenciales para la importacion y
ensamblaje de proteinas nucleares, el clister de hierro/azufre y genes asociados a la sintesis de
mononucleotidos de flavina. EI hecho de que se puedan estudiar diferentes funciones mitocondriales
en mutantes KnockDown viables hace a la levadura un organismo ideal para disectar los procesos
moleculares requeridos para la biogénesis de una mitocondria competente (Karathia et al., 2011).

El genoma mitocondrial de S. cerevisiae se conforma por alrededor de 80,000 pares de bases y
codifica al menos 8 proteinas esenciales para el proceso de fosforilacion oxidativa. Estas proteinas son
Cit b, Cox1, Cox2, Cox3, Atp6, Atp8, Atp9 y Varl. Dentro de este contexto se encuentran levaduras
rho+, que se conocen por tener su genoma mitocondrial intacto, mientras que las rho- son aquellas
gue tienen ADN mitocondrial defectuoso, pero aln poseen y las rhoO son levaduras que carecen de
ADN mitocondrial (Contamine & Picard, 2000).

Las células rhoO son también conocidas como petite. En estas levaduras, al carecer de ADN
mitocondrial, no ocurre el proceso de respiracion oxidativa; Y por lo tanto su capacidad metabdlica
es muy reducida. Esto influye en el tamafio de las colonias que forman, por lo que estas tienden a
ser pequefias (Carnevalli et al. 1968).

4.3. Evento de duplicacién genética y la divergencia funcional de
genes

Saccharomyces cerevisiae fue el primer organismo eucariota cuyo genoma fue completamente
secuenciado. Los subsecuentes analisis gendmicos revelaron la presencia de bloques de genes duplicados,
indicando que esta levadura procede de un linaje cuyo genoma fue duplicado. Los eventos de
duplicacién genética son fenémenos frecuentes en la evolucién, algunos hongos, plantas y vertebrados
son descendientes de ancestros que sufrieron duplicacion genética. Estos eventos de duplicacion han
sido asociados con la adquisicion de nuevas caracteristicas que se reflejan la riqueza de una especie
(Van De Peer, 2017).

Estudios recientes proponen que la conservacion selectiva de genes duplicados en S. cerevisiae ha
sido esencial para el desarrollo de un metabolismo fermentativo. Para evaluar esta hipdtesis, se
compararon las duplicaciones del genoma completo con las duplicaciones a pequefia escala, en términos
de interaccion genética, divergencia en expresion y cambios funcionales (Escalera-Fanjul, 2019). Este
analisis permitié determinar genes duplicados del metabolismo central del carb6n y transporte de
hexosas, que enriquecen el genoma. Este efecto enriquecedor tiende a ser mayor en eventos de
duplicacion del genoma completo en comparacién a duplicaciones de pequefia escala (Kuepfer et al,
2005)
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4.4. Duplicacion de genes y evolucidén de nuevas funciones

El proceso de enriquecimiento esta asociado principalmente a la subfuncionalizacién de parejas
de genes paralogos, esta diversificacion funcional afecta los roles de cada uno de los genes. Uno de los
principales ejemplos de este fendmeno son los genes pardlogos ENO1 y ENO2 codificantes de
fosfopiruvato hidratasas que catalizan la conversidn reversible de 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato
(Escalera-Fanjul, 2019). En condiciones fermentativas ENO2 es predominante, mientras que en
condiciones respiratorias ambas proteinas se encuentran presentes y contribuyen a la gluconeogénesis.
Este estudio evidencia que genes pardlogos productos de duplicacion genética pueden tener una
regulacién de expresidn diferente; asi como cinética, especificidad a sustrato y afinidad Unicas
(Mcalister & Holland, 1982).

Segun Dariel Marquez (2015), los posibles destinos de los genes duplicados pueden ser

» Pérdida de funcion: luego de la redundancia genética una de las dos copias puede perder su
funcion, esto puede ocurrir por la acumulacion de mutaciones en la region promotora o en
la region codificante. Estas mutaciones pueden generar una proteina con un sitio activo
defectuoso, una proteina truncada o pérdida de afinidad a su sustrato.

= Subfuncionalizacion: durante el proceso de evolucién de los bloques genéticos duplicados tiende
a haber acumulacién de mutaciones que eventualmente pueden generar la pérdida o ganancia de
funciones. Esto puede generar que las copias de los genes puedan complementarse entre si para
cumplir la funcidon del gen ancestral, de esta forma se conservan las dos copias del gen
duplicado.

= Dosis génica: se denomina como incremento en la dosis génica cuando dos copias de un gen son
retenidas sin acumular mutaciones suficientes para generar perdida de funcién o
subfuncionalizacion. Este fendmeno se asocia con el incremento de la robustez genética y el
aumento de la expresién del gen.

= Neofuncionalizacion: es el proceso en el que las copias genéticas acumulan mutaciones que
resultan en la adquisicion de una nueva funcion, esta siendo diferente a la del gen ancestral, lo
cual resulta en una ventaja adaptativa.
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Figura 4.2
El destino de los genes duplicados
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Nota. La duplicacion genética conduce en una primera instancia a una redundancia genética,
donde a partir de este se pueden generar distintos escenarios de modificaciéon de la funcionalidad
de un elemento genético. Las copias genéticas pueden perder fncionalidad, pueden subfuncionalizarse,
incrementar la dosis génetica del elemento duplicado y desarrollar nuevas funciones
(neofuncionalizacion). (Marquez, 2019).

4.5. EIl impacto de la duplicacién genética en la evoluciéon de las

rutas metabdlicas

El genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae codifica a aproximadamente 1500 genes
Ilamados “duplicados” que se presentan en el genoma en multiples copias (Gu et al. 2003). Alrededor
de 496 de estos genes con mdultiples copias son producto del evento de duplicacion gendmica ancestral
(Kellis et al. 2004). Se han realizado diferentes interpretaciones sobre el efecto de estos genes
duplicados, una corriente popular es la asociacion de los genes duplicados a la robustez de la red
genética; se cree que estos genes duplicados pueden tener una funcién de respaldo cuando el gen
principal sufre de alguna mutacion que afecte de forma significativa su funcionalidad (Gu et al. 2003).
La corriente de pensamiento mas aceptada es la que sugiere que los genes duplicados adquieren o
pierden funciones, este proceso es conocido como subfuncionalizacion. Este proceso permite regresar a
un estado de Unica copia de gen y cada copia puede adquirir una especializacién en funcion, expresion
o localizacion (Kuepfer et al. 2005). Segun Wolfe (2004), la duplicacién genética incrementa el dosaje
genético y sugiere que esto juega un rol central en la adaptacidn de S. cerevisiae a un metabolismo
fermentativo que fue altamente seleccionado durante la domesticacion de la levadura.
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Figura 4.3

Compartimentacion de genes duplicados de S. cerevisiae.
Duplicate Growth Esssential
families ORF Localization® phenotype® reaction® Duplication event?
AATT YELTO6W miil TATETET A fefrfefe
AAT2 YLRO27C oyt el il
ACCI YNROT6C cyt * shafvf el 4 Genome duplication
HFAT (ACC2) YMR207C mit el e i+ Genome duplication
ADH1 YoLO86C oyt +/+felei+ =I=i=i-i+
ADHZ2 YMR303C ot vfvfafufe
ADH3 YMROBIW mit wfwfefoie
ADH4 YGL256W mit wl+f vl f+ Genome duplication
ADHS YBR145W oyt TATATAY S Genome duplication
ADK1 YDRZ26W oyt sfefefai= PN
ADK2 YERT 70W mit TRTATATE
ALD4 YORIZAW mit TETETETE I=f=i=I+
ALDS YERO73W mit +lefeleis
ALD6 YPLOGTW oyt sfefafefs
ALT1 YLROBSC mit TRIATAT S I=t=f=f Genome duplication
ALT2 YORITIC oyt +f+fefei+ Genome duplication
BATI YHR208W mit v ATEVETE Genome duplication
BAT2 YIRT48W oyt LTI Genome duplication
an YNROOTC mit wfefufufe =ff i Genome duplication
an YCROOSC oyt NN Genome duplication
ars YPROOTW mit +f+ i+
DLDY YDLI 74C mit s/ efefefs =f=f=f=/=
DpLp2 YDL1 78W mit bfafafrfs
DLD3 YELO7IW on .
GLOZ YDR272W oyt I+l e+ hmdef i =
GLO4 YORD40W mil sfefufufe
GPD1 YDLOZ22W oyt LRI I=f=f=f Genome duplication
GPD2 YOLOSOW cyt/mit sfefefef+ Genome duplication
orr YDLDG6W mit AT ATAT A F=F=f=F
1Dp2 YLR1 74W oyt S ET TR Genome duplication
1oP3 YNLOOOW oyt wfafafrfe Genome duplication
LEU4 YNLT 04 oyt YRIATAYE, I=f=i=t Genome duplication
LEU9 YOR108W mit +felele i+ Genome duplication
MDHT YKLOSSW mit TETETETE f=f=F=f+
MDH2 YDLO78C oyt viefv i)
MDH3 YOoL126C cyt wfefefuis
IPPI (PPA1) YBROTIC oyl sfafefefe
PPAZ YMR267W mit +f+f=f-1-
P3D1 YNLT69C oyt +fefefefs f=f=f=f
PSD2 YGR170W mit vfefefofe
SHMIT YBRZ263W miit IR TATE TR =f=f=f=f-
SHM2 YLROS8C oyt S ET R R
TRR1 YDR3S3W cyl v F=f=f=f Genome duplication
TRR2 YHRT06W mit AT AT T A Genome duplication

Nota. En la figura se presenta forma en que se compartimentalizan los genes duplicados en el
genoma de S. cerevisiae (Kuepfer et al. 2005)

En el estudio realizado por Kuepfer et. al. (2005), se buscaba evaluar la hipétesis de que los genes
duplicados incrementan la dosis genética y por lo tanto el flujo a través de las rutas metabélicas
en las que estos genes duplicados participan. Segun los estdndares establecidos en el experimento se
considera un incremento significativo en el flujo de una ruta metabolica cuando hay un incremento
de al menos 5% de consumo del metabolito inicial. Para esto se analizaron las rutas de carbono,
en particular, las enzimas criticas de estas rutas metabélicas para evaluar el porcentaje en que se
encuentran genes de una sola copia o genes duplicados, los genes analizados se enlistan en la primera
columna de la figura 4.3. Asimismo, se indica si es una proteina con localizaciéon mitocondrial o en
el citosol. Finalmente, en la Ultima columna se indica si el gen tiene copias generadas en el evento de
duplicacién genética o si es de copia Unica. El anélisis permitié determinar que las rutas de carbono
central en S. cerevisiae se encuentran muy enriquecidas por genes duplicados (Figura 4).
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Figura 4.4
Ocurrencia relativa de genes de una copia
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25% |

%
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Nota. Descripcion de la ocurrencia relativa de genes de una copia y genes duplicados en las rutas
centrales de carbdn (Kuepfer et al. 2005).

En la (Figura 4.4) se presenta en porcentaje el total de genes esenciales duplicados (barra negra)
y genes de una copia (barra gris) en las rutas centrales de carbono, se observa que, para las rutas del
metabolismo de glucosa, galactosa y glicerol, aproximadamente el 50 % de los genes se encuentran
duplicados. Mientras que, en la ruta del metabolismo de etanol, alrededor del 75 % de los genes se
encuentran duplicados.

Asimismo, se cuantificd el nimero de reacciones realizadas por enzimas provenientes de genes
duplicados y que generan un incremento significativo en el flujo de la ruta metabolica.

Figura 4.5
El efecto del dojase genético en reacciones altamente activas.
High average carbon flux
Medium (>5% of substrate uptake rate)
Reactions encoded by duplicate genes

YPD* 22 (35)"
Glucose 21 (34)
Galactose 23 (45)
Glycerol 25 (48)
Ethanol 14 (30)

Nota. Adaptado de Kuepfer et al. 2005.

En la figura 4.5 se puede observar que se analizaron las 4 fuentes de carbono principales que utiliza
S. cerevisiae, se determin6 que cuando se utiliza glucosa galactosa, glicerol o etanol como fuente de
carbono entre 30 y 48 genes duplicados participan en la ruta y generan un incremento significativo en
el flujo de la ruta metabolica.

Estas observaciones han permitido ampliar el entendimiento de la funcién de los genes duplica- dos,
ahora se sabe que los genes duplicados principalmente tienden a subfuncionalizar tal y como se
describié con los ejemplos de las isozimas ENO1 y ENO2. Y pueden afectar el dosaje genético
generando que las enzimas criticas de diferentes rutas metabodlicas incrementen de forma significativa
el flujo neto de la ruta metabdlica. Estos diferentes mecanismos ejemplifican el efecto de las
duplicaciones genéticas en la evolucion de las rutas metabdlicas.

Las enzimas aminotransferasas de alanina (ALTS) catalizan la transaminacién reversible entre
alanina y alfa-cetoglutarato para formar piruvato y glutamato. En S. cerevisiae el sistema de isozimas
ALT es considerado la ruta metabélica principal para la biosintesis y catabolismo de alanina. Durante
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el crecimiento en condiciones de escasa glucosa, el catabolismo de alanina constituye la ruta clave para
realizar la gluconeogénesis ya que el piruvato puede ser convertido muy facilmente a oxalacetato a
través de la actividad del piruvato carboxilasa (Pefialoza-Ruiz, et al. 2012). La ruta metabdlica descrita
se resume en la (Figura 4.6).

Figura 4.6
Rutas metabolicas involucradas en el metabolismo de alanina en S. cerevisiae.

Glucose

l L-Glutamate o-Ketoglutarate

e A "I‘\_/”-H\/J‘
i

Pyruvate . ; L- Alanine L- Glutamine

= J.l ) \@j N e ,.L\ Glutamine aminofransferase o N

"~ 4 3 T " . ~r 1
Alanine aminotransferase N, @

a-Ketoglutaramate Pyruvate
Acetyl-CoA
_An N M " __\n,JJ\
-
- -
/" H,0
I
[
‘ oy
1 aramidase
] a-Ketoglutarate
] P
‘ r"‘-\‘ /\vn"-\.
\‘ - NH,*
) L
A
'~ g a-Ketoglutarate

I~ A

Nota. Adaptado de Pefialoza-Ruiz et al. 2012.

En el estudio realizado por Pefialosa-Ruiz, et al. (2012) se determiné que a pesar de que las
enzimas Altl y Alt2 son productos del evento de duplicacién genética y tienen una identidad
aminoacidica del 65 %, Unicamente Altl presenta actividad aminotransferasa, en contraste Alt2 se
desconoce su funcion. Asimismo, se describié que la expresion de Altl y Alt2 es modulada por el factor
de transcripcion Nrgly la concentracién intracelular de alanina. Se determind que la expresion de ALT1
es inducida por alanina, lo que es congruente con su rol dentro del catabolismo de alanina. En cambio,
la expresion de ALT2 es reprimida por la alanina indicando un rol principalmente biosintético.

Marquez Gutiérrez (2015), con el proposito de describir la funcién de ALT1 y el fenotipo de las
levaduras mutantes en altlA, realiz6 microscopia electronica utilizando el marcador MitoTracker
(Figura 4.7A). Se determin6 que en la cepa mutante de altl, la mitocondria se encuentra fisionada, pero
esta conserva su potencial de membrana. Esto sugiere que la proteina Altl participa en un mecanismo
en la preservacion de la integridad del ADN mitocondrial.

Se determind la relacion ADNmt/ADNn para evaluar dafio al genoma mitocondrial (Figura 4.7B
y 4.7C). Se determiné que en la mutante altlA, la concentracion de ADN mitocondrial es menor, se
desconoce el mecanismo por el cual ALT1 participa en el mantenimiento de la integridad del ADN
mitocondrial, pero se sugiere que este proceso puede estar asociado a una funcién “Moonlight”.
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Figura 4.7
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La cepa mutante ALT1 muestra dafio mitocondrial y disminucién en la concentracion de ADNmt.
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Nota. Adaptado de Marquez Gutiérrez, 2015.

4.6. Funcion Moonlight de Altl

Segun los resultados obtenidos en el laboratorio de la doctora Alicia Gonzalez, se planted la hipétesis
de que la proteina Altl ademas de ser una enzima que cataliza la transaminacion de alanina, esta
puede poseer una funcién alterna de proteccién del ADN mitocondrial. La aconitasa es un ejemplo de
una proteina que forma parte del ciclo de Krebs con y cumple una funcién Moonlight de proteccion de
ADN mitocondrial. En la (Figura 4.8), se presenta un diagrama de funcién Moonlight de la aconitasa y

representa la hipétesis que propone que la proteina Altl podria forma parte de la estructura de los

nucleoides mitocondriales.
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Figura 4.8
La funciéon Moonlight de Altl
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Nota. Altl podria proveer un papel en la remodelacion de lo nucleoides mitocondriales en
S. cerevisiae. Figura adaptada de (Chen, 2005).

Una perspectiva producto de la investigacion realizada por Marquez et al. es demostrar que la
proteina Altl es parte del complejo de remodelacion de los nucleoides mitocondriales, esta hipétesis es
congruente con la observacion que en la mutante altlA, la integridad del ADN mitocondrial se ve
comprometida y la mitocondria se fisiona.

4.7. Reguladores transcripcionales hibridos en S. cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae, es un modelo de estudio ampliamente utilizado para la
descripcion de las regulaciones transcripcionales en respuesta a estimulos como la limitacién a
nutrientes. Es bien descrito que la limitacién a fuentes de nutrientes resulta en complejas adaptaciones
fisiol6gicas en la levadura, las cuales se han descrito como programas transcripcionales (Hernandez, et
al., 2011).

Los programas transcripcionales consisten en la activacion o represion de un conjunto de genes,
cuyos productos influyen en el establecimiento de una correcta respuesta fisiologica. Los cambios en el
perfil de expresion dependen de factores de transcripcion, estos se componen de un dominio de
interaccion al ADN y el dominio activador. EI dominio de interaccion el ADN es el que permite a la
proteina interactuar con secuencias de ADN consenso (Tong Ihn Lee, et al., 2002).

Uno de los complejos regulatorios mas estudiados en S. cerevisiae es el complejo Hap. Este se
compone de las subunidades Hap2, Hap3 y Hap5 que al interactuar forman el dominio de interaccion con
el ADN, mientras que la subunidad Hap4 es el dominio activador. En conjunto, forman el complejo Hap
2-3-4-5; el cual tiene un rol muy relevante en la regulacién de la respiracion celular, la produccion de
especies reactivas de oxigeno y la homeostasis del hierro intracelular (Mao & Chen, 2019). En la figura
4.9 se ejemplifica el proceso de formacion del complejo Hap 2-3-4-5 en S. cerevisiae y su contraste con
el regulador NF-Y A-B-C humano.
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Figura 4.9
Formacion del complejo Hap2-3-4-5

Mammanlian cell Saccharomyces cerevisiae

CCAAT CCAAT

Nota. En la figura se describe el proceso de formacion del complejo Hap2-3-4-5 (Mao & Chen, 2019).

Otro factor de transcripcion ampliamente estudiado es GIn1-GIn3, este regulador transcripcional es
relevante en el estudio de S. cerevisiae en fuentes pobres de nitrégeno como prolina. En estas
condiciones este complejo participa en la activacién de genes codificantes para enzimas involucradas
en el catabolismo de las fuentes de nitrdgeno pobres. En presencia de fuentes ricas de nitrogeno,
la ruta de sefializacion TOR promueve la asociacion de los factores de transcripciéon GIn3 y Gatl
con la proteina citoplasmatica Ure2, promoviendo su retencion en el citoplasma. Ademads, se ha
observado que al transferir las levaduras a un medio pobre en nitrégeno se promueve la disociacion
de este complejo, esto permite la traslocacion de GIn3 hacia el nucleo para ejercer su rol de activador
transcripcional (Hernéndez et al. 2011).

4.8. Hap 2-3-5-GIn3, el primer regulador hibrido descrito

En el laboratorio de la doctora Alicia Gonzalez se describié por primera vez el modulador
transcripcional hibrido Hap 2-3-5-GIn3. Este se caracteriza por el uso de las subunidades Hap2-3-5 que
constituyen el dominio de interaccion con el ADN y el dominio de activacion GIn3. Asimismo, en el
trabajo de Hernandez et. al, se describe como este modulador hibrido activa la expresion de los genes
GDH1 y ASN1 en condiciones pobres de nitrégeno. Ademas, se demuestra que los moduladores Hap
2-3-4-5y GIn1-GIn3 por si mismos no afectan en la expresidn de dichos genes (Hernandez et al. 2011).
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4.9. Regulador negativo de los genes reprimidos por glucosa,
Nrgl.

En S. cerevisiae, la expresion de un gran conjunto de genes es reprimida durante el crecimiento en
glucosa (Gancedo, 1992), este fendmeno se denomina represion cataboélica por glucosa (Ronne, 1995).
Los genes reprimibles por glucosa pueden ser divididos en tres grupos principales:

1. Genes encargados del metabolismo de otras fuentes de carbono.
2. Genes codificantes a enzimas especificas de la gluconeogénesis

3. Genes involucrados en el ciclo de Krebs y la respiracion.

El factor de transcripcién Nrgl es un represor inducido por glucosa que se caracteriza por tener
estructura similar a dedos de zinc que interacta con secuencias de ADN ricas en GC. Algunos genes
regulados por este factor de transcripcion son: GAL1, GAL4, SUC2, MAL; que participan en el
catabolismo de galactosa, sucrosa y maltosa (Park et. al. 1999).

La actividad de Nrgl es regulada por su estado de fosforilacion y su localizacién subcelular.
En condiciones altas en glucosa, la proteina Nrgl es hipofosforilada lo que le permite reprimir la
transcripcion. Por el contrario, en condiciones de baja concentracion de glucosa, Nrgl tiende a
fosforilarse y a translocarse hacia el citoplasma. El estado de fosforilacion de Nrgl depende del
complejo quinasa Snfl/Snf4, el cual pertenece a la familia altamente conservada de proteinas quinasas
SNF1/AMPK que son requeridas en los procesos de homeostasis energética y adaptacién al uso
de fuentes de carbono no preferenciales como el etanol, sucrosa, maltosa y galactosa (Hedbacker, 2008).
En la figura 4.10 se observa que Nrgl se une a la secuencia del promotor UAS1-1 (Upstream Activating
Sequence), de esta forma es posible reclutar los co-reguladores como Tupl (Park et al. 1999).

Figura 4.10
Represion por Nrgl del gen STAL

UASI-1 UASI1-2 UAS2-1 UAS2-2

Nota. La inhibicién del gen STA1 mediada por Nrgl implica el reclutamiento de proteinas
remodeladoras como el complejo Ssn6-Tupl y de represores como Sfl1 que en conjunto tienen un efecto
desestabilizador de la transcripcion. (Kim et al. 2004).
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4.10. Regulador de la respuesta retrograda, (Rtg3).

S. cerevisiae puede monitorear y responder a cambios del estado mitocondrial mediante su induccién
en la expresion de genes nucleares. Esta respuesta es mediada por la respuesta retrograda (Rtg). Esta
ruta de sefializacion tiene un rol homeostatico y de respuesta a estrés que permite ajustar rutas
biosintéticas y actividades metabélicas, cuando ocurre disfuncién mitocondrial (Ruiz, 2012).

Los elementos claves que permiten modular la expresion de genes nucleares son:

= Rtglp - Rtg3p: factor de transcripcion heterodimérico

= Rtg2p: proteina citoplasmatica que funciona en la sensibilidad al nitrégeno y el catabolismo.

Cuando la regulacion retrégrada es inducida la proteina Rtg3p es parcialmente desfosforilada, lo que
permite que Rtglp — Rtg3p sea traslocada hacia el nicleo (Rothermel et al, 1997).

En células respiratorias competentes, Rtgl y Rtg3 se encuentra en su forma de factor de transcripcion
heterodimérico ubicado en el citoplasma. En contraste, las células con disfunciéon mitocondrial (por
ejemplo, células sin ADN mitocondrial), el complejo se encuentra localizado predominantemente en el
nicleo (Sekito et al, 2000).

Figura 4.11
Regulacion de la activacion de la ruta retrégrada.

Glutamato/Glutamina

Plasma

Rtg2p

" Degradacién de Mkslp

Nota. Este mecanismo de activacion depende de las proteinas Mksl, TORC1 y Bmh1/2. Estas
regulan de manera negativa ya que impiden que Rtg2 lleve a cabo su funcion de fosfatasa sobre Rtg3,
mientras que la proteina Grrl, regula de manera positiva la ruta, promoviendo la ubiquitinacion de
Mks1, y por extensidn su degradacion. (Liu et al. 2006).
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4.11. Regulador transcripcional hibrido, (Nrgl-Rtg3)

Recientemente en el laboratorio de la doctora Alicia Gonzélez se evalu6 la expresién de los genes
ALT1 y ALT2 en cepas mutantes nrglA, y rtg3A. Se observo en un medio con fuente pobre de nitrégeno
la expresion de ALT1 no es inducida, pero si la de ALT2. Por otra parte, cuando se suministra alanina
al medio se induce la expresion de ALT1 y se reprime la de ALT2. Por otra parte, al realizarse el
mismo experimento en cepas mutantes nrglA y rtg3A, se observa que no se reprime la expresion de
ALT2 (Marquez Gutiérrez, 2015). Esto sugiri6 que la expresién de ALT2 requiere de ambas
subunidades, este experimento fue un primer acercamiento para demostrar que Nrgl-Rtg3 forman un
modulador hibrido (Figura 4.12).

Figura 4.12
Andlisis Northern blot de ARN
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Nota. En la figura se presenta el andlisis del ARN obtenido de la cepa silvestre y cepas mutantes
(Campero — Basaldua, 2023).

Seguidamente, se demostré que Nrgl-Rtg3 son capaces de formar un complejo por medio de
co-inmunoprecipitacion. Este experimento se realizé utilizando dos fuentes de nitrégeno pobres y
suplementando con diferentes concentraciones de alanina. En la Figura 4.13 se observa que, a mayor
concentracion de alanina, hay mayor formaciéon de complejo; esto sugiere que la alanina es un
coinductor del complejo Nrg1-Rtg3 (Carretero, 2023).

Figura 4.13
Co-inmunoprecipitacion del complejo Nrgl1-Rtg3
N'gl—Myu.-l.:l- R[gj—'l'ﬁ.l’
() glucose
[_. Ala m
= wio ImM3ImM5mM 7TmM O
Mycl3ab + + + + + + =
Rig3-TAF .
(75.14 kDa) ™ e oms omn BB @R SUW | GARA
Rig3-TA roline
(75.14 kDa) ‘e - ‘ .- P

Nota. La condicion de crecimiento fue en medio con Prolina y GABA (Figura adaptada de
(Campero — Basaldua, 2023))
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4.12. Analisis de la red genética regulada por el regulador
hibrido Nrgl-Rtg3

Carretero (2023), demotr6 que la formacién del modulador hibrido Nrg1-Rtg3 y el rol de la alanina
en la formacién del complejo, se realiz6 un analisis por secuenciacion de ARN para determinar los genes
que se regulan por el complejo hibrido Nrgl-Rtg3. Esta técnica permiti6 identificar al grupo de genes
que constituyen el circuito regulado de manera negativa por el complejo El andlisis permitio identificar
grupos de genes regulados por el complejo, dentro de estos destacan:

= Procesos de 6xido — reduccion.
= Metabolismo de &cidos carboxilicos.

= Transporte de metales de transicion.

El analisis bioinformético revel que estas categorias de genes son las mas relevantes, ya que, dentro
de la red de genes controlada por el modulador hibrido, estos son los mas representados. En las
(Figuras 4.14 — 4.16) se presentan los mapas de calor de los grupos destacados que son regulados
por el modulador hibrido.

Figura 4.14
Mapa de calor de los genes involucrados en el transporte de metales de transicion
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Nota. Adaptado de Carretero, 2023.
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Figura 4.15

Mapa de calor de los genes involucrados en el proceso de 6xido — reduccion.
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Nota. Adaptado de Carretero, 2023.

Figura 4.16

Mapa de calor de los genes involucrados en el metabolismo de &cidos carboxilicos.
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4.13. Cepas mutantes nrglAy rtg3A, su relacién con el
fendmeno petite y perspectivas de trabajo.

Durante el estudio de las mutantes Nrgl-Rtg3, se determind que, en ausencia de cualquier
elemento del modulador transcripcional hibrido, estas se vuelven petite. Esto implica que el
modulador transcripcional hibrido es clave en el mantenimiento de la integridad del ADN
mitocondrial. Y en ausencia de este, las mitocondrias tienden a perder su ADN y a fisionarse; esto
fue demostrado en el trabajo de Campero-Basaldua et al. (2023). En los incisos a 'y b de la (Figura
4.17) se puede observar la determinacién de la relacién ADN mitocondrial/ ADN nuclear, estos
resultados demuestran que las mutantes nrgl A y rtg3A carecen de ADN mitocondrial. Ademas, en
el inciso ¢ se observa que en una cepa WT las mitocondrias tienen su estructura nativa en forma de
redes que se extienden por toda la célula y tienen un tamafio normal. Mientras que, en las mutantes,
la mitocondria se fisiona y las colonias son de menor tamafio. Estos resultados demuestran que el
regulador hibrido tiene un rol clave en la homeostasis mitocondrial.

Figura 4.17
Microscopia electrénica de S. cerevisiae.
(a) glucose-NH, (b) glucose-GABA
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Nota. En la figura se presenta la microscopia electronica de S. cerevisiae WT y Nrgl-Rtg3 mutante.
Figura adaptada de (Campero-Basaldua, 2023).

4.14. Estrés oxidativo

El oxigeno es una molécula altamente reactiva que puede ser parcialmente reducida para formar
diferentes agentes reactivos conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas especies
reactivas tienen un alto potencial para dafiar constituyentes celulares incluyendo: ADN, lipidos y
proteinas (Desikan et al. 2007).

Las especies reactivas de oxigeno normalmente son generadas por medio de una reduccion
secuencial del oxigeno molecular (Desikan et al. 2007). Cuando el oxigeno molecular es parcialmente
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reducido se forma el ion superéxido que con la adicion de un atomo de hidrégeno tiende a formar el
radical perhidroxilo con un gran potencial de reaccién. Por otra parte, cuando el radical superéxido
reacciona con hidrogeno molecular y se reduce, se forma peroxido de hidrégeno (Pineda et al. 2008).
El peréxido de hidrégeno puede someterse a la reaccién de Fenton con iones ferrosos para formar el
radical hidroxilo, este radical es el méas reactivo de todas las especies reactivas de oxigeno. Este tiende
a generar una serie de reacciones en cadena que incrementa rapidamente el estado oxidativo intracelular
(Pineda et al. 2008). En la (Figura 4.18) se puede observar la serie de reacciones productoras de
especies reactivas del oxigeno.

Figura 4.18
Quimica de las especies reactivas de oxigeno.
OI
b
: _ .- H™ " Radical
Superoxido O, '_’ HO," perhidroxilo

2H" l €

Peroxido de H0, — Fe*+H,0,=Fe*"+OH +OH*

deogeno o Reaccion de Fenton
Radical s
hidroxilo HO
I
HO

Nota. Adaptado de Desikan et al. 2007.

4.15. Principales origenes de las especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno puede ser producidas endégenamente por medio de procesos
metabolicos, el proceso metabdlico que produce la mayor cantidad de ROS es la cadena transportadora
de electrones. Este proceso se da principalmente en el complejo | y Il de la cadena oxidativa; el
complejo al realizar la oxidacion de NADH a NAD+ para transportar protones al espacio
intermembranal, puede producir radicales superdéxidos debido al potencial redox de la reaccién. Por otra
parte, el complejo Il es el otro gran productor de ROS, al participar el citocromo oxidasa se genera un
alto potencial redox que produce radicales super6xidos, este proceso se resume en la (Figura 4.19). La
identificacién de que la cadena transportadora de electrones es uno de los productores endégenos de
ROS mas importantes, derivo el planteamiento de la paradoja del oxigeno. Esta establece que
necesitamos oxigeno para existir, pero durante la serie de reacciones requeridas para la produccion de
ATP hay una alta probabilidad de liberacién de ROS al medio, lo que se asocia con el envejecimiento
(Hagen et al. 1995).
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Figura 4.19
La paradoja del oxigeno
Cytosolic
$35555558 $ ‘ZZQ‘; b4 $555888558% 4 :“§
88888 88888838 333 s

SOD1 GPX
0,7 —» H,0, —> H,0 Intermembrane

space

i 8 S

Matrix

0, 0,
NADH NAD® . FADH, FADH ‘0, H,0 ADP H ATP

L l SOoD2 GPX
m_‘ 0;” —* H,0, — H,0

cycle

Nota. Adaptado de Mani, 2015.

4.16. Sistemas de defensa ante estrés oxidativo

Las células poseen sistemas de defensa tanto enzimaticos como no enzimaticos para defender
los constituyentes celulares y para mantener el estado redox. El principal mecanismo de defensa no
enzimatico es el glutation (GSH), este es un tripéptido que consiste en tres aminoacidos: glutamato,
cisteina y glicina. Esta molécula actia como un buscador de radicales, su grupo sulfidril tiene la
capacidad de reaccionar con moléculas oxidantes para producir glutation reducido (Xiangyang et al.
2016). El glutation es la molécula antioxidante mas abundante en las células, consecuentemente su
rol en el mantenimiento del estado redox es muy importante. En S. cerevisiae los genes involucrados en
la biosintesis de GSH son: GSH1 y GHS2, se ha observado que en mutantes KnockDown de estos
genes son deficientes para glutation y presentan hipersensibilidad a peréxido de hidrégeno (Xiangyang
et al. 2016).

La principal limitante del mecanismo del glutatién para el control del estrés oxidativo es el NADPH,
ya que la reaccion de reduccion utiliza como cofactor a esta molécula. La produccién endégena de
NADPH depende principalmente del GABA shunt. EI GABA shunt es una ruta alterna al ciclo de
Krebs, este mecanismo consiste en la utilizacion de alfa-cetoglutarato para la produccion de GABA.
Asimismo, la ruta metabodlica convierte el GABA en succinato lo que permite la reintegracién al ciclo
de Krebs (Peng et al. 2016). La reaccion que convierte el semialdehido succinico en succinato para la
reintegracion al ciclo de Krebs es la mas relevante en el contexto del estrés oxidativo ya que la enzima
semialdehido succinico deshidrogenasa utiliza como cofactor NAD+ y produce NADH y succinato.
Esto resalta la relevancia del mantenimiento de los procesos mitocondriales, ya que la pérdida de la
funcion mitocondrial indirectamente resulta en la pérdida de mecanismos de defensa ante el estrés
oxidativo (Peng et al. 2016).

A nivel mitocondrial un mecanismo de defensa enzimatico es la actividad de la enzima superoxido
dismutasa (Sod2p), esta cumple un rol muy importante en la proteccion de la oxidacién del ADN
mitocondrial por parte de ROS. Esta enzima cataliza la conversion del radical superdxido en perédxido
de hidrégeno y oxigeno molecular. Esta es una de las reacciones mas rapidas catalizadas por una enzima,
esto permite una rapida y eficaz respuesta a los cambios en el equilibrio oxidante del ambiente
mitocondrial (Garcia et al. 1995).
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4.17. Dafo por estrés oxidativo

A pesar de que el dafio molecular inducido por concentraciones subletales de especies reactivas
de oxigeno no ha sido completamente estudiado, se ha determinado que los principales efectos son la
oxidacion de las proteinas y la peroxidacion de lipidos. El incremento en la concentracion de peroxido
de hidrégeno disminuye la relacién GSH/GSSG, lo que significa que el mecanismo principal de
antioxidantes se ve afectado (lzawa, S. et al., 1995). Esto también genera que los niveles de proteinas
con puentes disulfuro y tioles incremente (Jamieson, D. J. 1998).

Ademas, el peroxido de hidrogeno oxida los residuos de metionina a metionina sulféxido, este grupo
guimico tiende a desestabilizar a las proteinas generando proteo6lisis. Esto resulta en la liberacién de
sulfoxidos de metionina libres en el medio, incrementando aiin més el estado oxidativo intracelular
(Morano, K.A., Grant, C.M., 2012).

EI ADN mitocondrial también es objeto de dafio oxidativo tras la exposicion a peréxido de hidrégeno
y radicales hidroxilos generados por la reaccion de Fenton. Se ha observado que el incremento leve de
ROS mitocondriales tiende a generar mutaciones, la acumulacion de estas mutaciones puede generar
disfuncion mitocondrial. Pero el incremento significativo de ROS en la mitocondria tiende a generar el
fenotipo petite que se caracteriza por carencia de ADN mitocondrial (Moradas-Ferreira et al, 2000)
(Contamine. et al. 2000) (Yazgan, et al. 2012).

Finalmente, las ROS también tienen la capacidad de reaccionar con lipidos por medio de la reaccion
de lipoperoxidacion. En este caso, el radical hidroxilo reacciona con los lipidos insaturados de la
membrana formando lipido perédxido, la acumulacién de lipidos perdxidos en la membrana tiende a
disminuir la estabilidad de la membrana, en la figura 4.20 se puede observar la serie de reacciones que
conforman la lipoperoxidacién. Considerando que este mecanismo, tiende a propagarse; el incremento
de ROS intracelulares puede generar una cascada de reacciones que terminen destruyendo la integridad
de la membrana celular o en el caso de estrés oxidativo mitocondrial, se puede generar fisidn
mitocondrial (Robles et al, 2013).

Figura 4.20
Mecanismo de lipoperoxidacion
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Nota. Adaptado de Marnett, 1999.
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4.18. Metabolismo del hierro y su relacion con el estrés
oxidativo

El hierro es una molécula con un gran potencial oxidativo, por lo que a nivel celular existen
diferentes mecanismos de transporte, almacenamiento y transformacion a formas no reactivas que
cumplen un rol fisioldgico. Siendo un ejemplo de ello la biogénesis de proteinas con centro Hierro-
Azufre en S. cerevisiae (Schilke, B. et al, 1999). Esta ocurre principalmente en la mitocondria, se
encarga de la incorporacion del hierro y azufre libres a proteinas como grupos prostéticos. Cuando
los &tomos de azufre y hierro se encuentran en coordinacién con una proteina, reducen su potencial
oxidativo hacia las moléculas del medio. Pero esta bien descrito que el hierro puede ser liberado de los
centros Hierro-azufre por el estrés oxidativo generado por las especies reactivas de oxigeno, lo que
puede causar en la acumulacion de hierro en las mitocondrias (Gomez et al, 2014)

Asimismo, se a descrito que la funcionalidad del citocromo b se ve afectada debido a que es
una enzima con grupo prostéticos heme y el hierro libre tiende a disrumpir la estabilidad de las proteinas
con estos grupos prostético. Adicionalmente, se ha reportado que el superéxido dismutasa mitocondrial
puede ser saturada con hierro en vez de manganeso cuando la homeostasis de hierro se ve
interrumpida. Por lo que la inactivacién del superdxido dismutasa derivada del incremento
intramitocondrial de hierro libre puede resultar en un factor importante en la acumulacién de ROS
(Moradas-Ferreira, et al, 2000).

El modelo de generacién mitocondrial de especies reactivas de oxigeno dependiente de la concentracion
de hierro libre intramitocondrial (Figura 4.21) propuesto por Campos-Garcia et al. (2014), establece
gue un incremento en la concentracién de iones Fe+2 en el interior de la mitocondria, tiende a
generar especies reactivas de oxigeno por medio de la reaccién de Fenton. Este primer evento
genera una cadena de reacciones en las que los ROS reaccionan con proteinas con centros de hierro-
azufre y generan la libracion de mas iones de Fe+2. Ademas, estas tienden a afectar la estabilidad
del complejo 111 de la cadena transportadora de electrones, estas tienden a dimerizarse y formar el
supercomplejo HI/1V. Cuando se forma el supercomplejo, se interrumpe la funcionalidad de la
cadena transportadora de electrones y este se convierte en un generador de especies reactivas de
oxigeno.
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Figura 4.21
Modelo de generacion mitocondrial de especies reactivas de oxigeno
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al. 2014).

4.19. Técnicas para el estudio del dafio mitocondrial

Una de las estrategias mas comunes para el andlisis del dafio mitocondrial es la secuenciacion
de ARN, este ensayo permite determinar que genes se estan expresando en alguna condicion que genere
dafio mitocondrial o en alguna cepa que presente el dafio mitocondrial de forma constitutiva (Lasserre,
2015). Este ensayo tiene la ventaja que permite identificar las redes genéticas asociadas al fenémeno y
evaluar si estos genes se estan reprimiendo o sobreexpresando en la condicion.

La microscopia de fluorescencia es una estrategia muy relevante ya que permite observar la
estructura de la mitocondria durante el dafio. Generalmente se utiliza el marcador fluorescente
MitoTracker el cual tiende a acumularse en las mitocondrias activas debido a su potencial de membrana
(Garipler, G. 2014). Esta estrategia tiende a utilizarse para comprender cuando el dafio mitocondrial
generado genera fision al organelo o cuando se pierde el potencial de membrana mitocondrial debido a
la perdida de la funcion respiratoria.

La medicion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), para este ensayo se utiliza
MitoSOX las cuales son sondas fluorescentes que detectan especificamente las especies reactivas de
oxigeno dentro de las mitocondrias. Generalmente, el anélisis con MitoSOX se complementa con la
medicion de la respiracion celular por medio de respirometria de alta resolucion (Kener, K. B. 2018).
Para esto se utiliza el Oxygraph, el cual se utiliza para medir el consumo de oxigeno y evaluar la funcién
mitocondrial.



CAPITULO D

Metodologia

5.1. Diseio, enfoque y tipo de investigacion

El disefio experimental de la presente investigacién es de caracter puro enfocado en el disefio e
implementacion de un protocolo para la manipulacidn genética y molecular de células de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

5.2. Poblacion y muestra

Las células con las que se trabajo el presente proyecto corresponden a células de levadura
Saccharomyces cerevisiae que se mantienen crio conservadas a -70°C en el laboratorio 301-Ote de la
Doctora Alicia Gonzalez Manjarrez del Instituto de Fisiologia Celular UNAM. Los pladsmidos
manipulados se mantuvieron en el area comun de “Banco de plasmidos” del laboratorio y los 0ligos se
solicitaron a la Unidad de Biologia Molecular (UBM) del mismo instituto.

26
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5.3. Variables

Tabla 5.1

Variables de la investigacion
Variables Definicion Tipo Unidades de
medicion

Producto de PCR Reaccion en Cadena de la Cuantitativa y ng/pL
punto final Polimerasa (PCR), cuyo principal Cualitativa
objetivo es enriquecer copias de
algun gen especifico a partir de un
ADN in vitro.

Medio de cultivo Conjunto de nutrientes Cuantitativa y OD600mm
necesarios para fomentar el Cualitativa
crecimiento y desarrollo de
microrganismos
Expresion Emision de fluorescencia, Cuantitativa Veces de cabio
observada mediante un expresado como
termociclador en tiempo real, 2-AACt
resultado de la excitacion de un
fluor6foro contenido en una
reaccion de PCR

5.4. Hipotesis

5.4.1. Hipotesis nula

La sustitucion del promotor enddgeno del gen FRE5 por el promotor fuerte bacteriano TetO7
por medio de recombinacién homologa, permitira la sobreexpresion del gen FRE5S en S. cerevisiae.

5.4.2. Hipotesis alternativa

La sustitucion del promotor enddégeno del gen FRES por el promotor fuerte bacteriano TetO7 por
medio de recombinacion homéloga, no permitira la sobreexpresién del gen FRE5 en S. cerevisiae.

5.5. Cepas

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas para la generacion de una mutante sobreexpresante
del gen FRES5 vy la cepa de Escherichia coli utilizada para la generacién del plasmido pCM325 se listan
en latabla 5.2.
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Tabla 5.2
Cepas empleadas en el estudio
Cepa Genotipo Fuente
R1158 Silves- | R1158 wura3-, leu2-, metl5-| Pefialosa et. al.
tre (WT) R1158 (CTM -URA3 TA-Tet07) 2012
Preto7FRES R1158 ura3-, leu2-, metl5-, Este estudio
PtetorFRE5, (CTM  -URA3
TA-Tet07).
DH5a 680lacZoM15 é(lacZYA-argF) | Thermo Scientific,
U169 recAl endAl hsdR17(rk-, 2020
mk+) gal- phoA supE44 1- thi-1
gyrA96 relAl

La cepa R1158, es un fondo de Saccharomyces cerevisiae cuya principal caracteristica es que tiene
integrado en su genoma por medio de recombinacion homdloga, la secuencia que contiene el gen de
URAS3, con su respectivo promotor-terminador y la secuencia del trans activador de Tet07, mismo que
sera usado como blanco para modular la expresién con tetraciclina. La cepa DH5a es un fondo de
Escherichia coli que se caracteriza por tener el marcador A80dlacZ6M15 que proporciona a-
complementacion del gen S-galactosidasa a partir de pUC o vectores similares para permitir la deteccion
de colonias azules/blancas en placas de agar bacteriano que contengan Bluo-Gal o X- Gall.

5.6. Plasmido pCM325

El plasmido pCM325 se caracteriza por tener un origen de replicacion bacteriano, asi como un
gen de resistencia a ampicilina, estos elementos permiten que este plasmido pueda ser transformado
a una cepa bacteriana como E. coli DH5« para replicar el plasmido. Ademas, posee un origen de
replicacion eucariota y un gen de resistencia al antibidtico G418 (Geneticina). Como se presenta
en la (Figura 5.1), el gen de resistencia a G418 se encuentra adyacente al promotor fuerte TetO7,
por lo que el médulo de recombinacion debe contener tanto al promotor fuerte TetO7 como al gen de
resistencia KanR, para poder seleccionar las cepas transformantes luego de la recombinacion.
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Figura 5.1
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Nota. Elaboracidn propia

5.7. Diseiio de oligos para produccion de médulo recombinante a
partir del plasmido pCM325

La estrategia de transformacidn fue disefiada utilizando el Software ApE (Davis, 2022). Consiste en
la sustitucion del promotor endégeno del gen FRE5 por un promotor fuerte-inducible TetO7 es
inducible por tetraciclina que se encuentra en el pldsmido pCM325 (Figura 5.1, Anexo 3), esta
sustitucion, permitird que se sobreexprese el gen endégeno de interés.

El moédulo de recombinacién que contiene al promotor fuerte TetO7 y el gen de resistencia a
Geneticina, se encuentra en el pladsmido pCM325. Por lo que a partir de la secuencia del plasmido
(Anexo No. 1) se seleccionaron 20 pares de bases rio arriba al médulo de interés como Primer Forward
y 20 pares de bases rio abajo para el Primer Reverse. Se utilizé el Software OligoAnalyzer (Owczarzt
et. al., 2008) para evaluar el potencial de formacion de estructuras secundarias, asi como la temperatura
de anillamiento y %GC. Los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del mdédulo de
recombinaciodn se presentan en la tabla 5.3, los sitios de union de los primers se representan en la figura
5.2.

Tabla 5.3
Variables de la investigacion
Nombre Secuencia 53
Primer forward (modulo de CGTACGCTGCAGGTCGACGG
recombinacion)
Primer reverse (maédulo de CATAGGCCACTAGTGGATCTG
recombinacion)
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Figura 5.2
Esquema ilustrativo que muestra los sitios de union de los oligos para plasmido pCM325
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Nota. Elaboracidn propia

5.8. Disefio de secuencias de recombinacion para integracion del
modulo recombinante en el genoma de S. cerevisiae

Para identificar en qué cromosoma se encontraba la secuencia codificante del gen FRES5 se consulté
YeastGenome.org; esta base de datos recopila toda la informacién de genoma secuenciado de
S. cerevisiae. Luego de identificar el cromosoma que contiene el gen de interés, de NCBI, se obtuvo la
secuencia codificante del gen FRE5S con cédigo de referencia: NC_001147.6 y se identifico la secuencia
promotora del gen FRE5 de S. cerevisiae a partir de la secuencia del cromosoma XV con cédigo de
referencia: NC_001147.6.

Se identificd la secuencia codificante del siguiente gen en el cromosoma utilizando el visualizador
de secuencias de NCBI, se determind que el gen rio arriba al gen FRE5 se encuentra separado por
al menos 509 pares de bases. Por lo que la secuencia de recombinacion que anida con la regién no
codificante 5°del gen FRE5S debe encontrarse a no mas de 450 pares de bases del gen FRES.

Para el disefio de las secuencias de recombinacion se utilizaron 50 pares de bases de la secuencia
codificante del gen de interés como oligo reverso y 50 pares de bases de la regiéon no codificante
(UTR5") del gen FRE5 UTR5'. Los oligos utilizados para produccion de los mddulos de recombinacion
son el resultado de la unién de los oligos de la tabla 5.5 que estan dirigidos al plasmido pCM325 con
las secuencias de recombinacion. Se utilizé el Software OligoAnalyzer (Owczarzt et. al., 2008) para
evaluar el potencial de formacion de estructuras secundarias, asi como la temperatura de
anillamiento y %GC. En la (Figura 5.3). se presenta la estrategia experimental para la sustitucion
de promotores.
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Figura 5.3
Estrategia experimental para la sustitucion de promotores
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Nota. A) Se observa el plasmido pCM325, el oligo Pf que corresponde a Fw Ptet-FRE5 vy el Pr
corresponde a Rv Ptet-FRED, la secuencia de estos se presenta en latabla 5.5. B) Representacion gréfica
del modulo de recombinacion producto de la reaccion de PCR representada en el inciso A). C)
Diagrama de los sitios de recombinacién homdloga entre el genoma de S. cerevisiae y el modulo de
recombinacién. D) Integracion del modulo de recombinacion al genoma de S. cerevisiae.

5.9. Disefio de oligos para confirmacion de la integracion del
modulo recombinante al genoma de S. cerevisiae.

Se disefiaron 4 oligos para la confirmacion de la integracion del cassette de sobreexpresion. Para
esto se seleccionaron 20 pares en el UTR 5” como oligo Fw., 20 pares de bases en el UTR 3" como oligo
Rv., y 20 pares bases en sentido Fw y el mismo en sentido Rv sobre la interseccion entre el
maddulo de recombinacién y la regién codificante del gen FRES. Los oligonucle6tidos disefiados para la
produccion del médulo, recombinacién del modulo y confirmacion de la transformacion se presentan
en latabla 5.5. En la (Figura 5.4). se presenta una representacién gréafica del disefio de los oligos y sus
sitios de recombinacién y en la (Tabla 5.4) se muestra el tamafio esperado de la banda.



CAPITULO 5. METODOLOGIA 32

Figura 5.4
Sitios de amplificacion PCR de confirmacion.
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Nota. P1, P2, P3 Y P4, representan el oligo en la posicién donde alineara al momento de
comprobar la cepa sobre expresada. Los oligos utilizados en esta reaccion se presentan en la table
5.5; P1 corresponde a Fw UTR 5” FRES5, P2 a Rv UTR 3"FRES5, P3 a Fw OPtet-FRES5 y P4 a Rv
OPtet- FRES.

Tabla 5.4
Oligos disefiados y pareados que se usaran en la comprobacion de la cepa sobre expresada.
Oligos Nombre de banda Tamario esperado
Fw UTR 5 FRE5 - Rv UTR 3'FRES 57-3" mutante 4806
Fw UTR 5" FRE5 - Rv UTR 3'FRES5 5-3 WT 2804
Fw UTR 5" FRE5 — Rv OPtet-FRE5 5’- KanConf Rv 441
Fw OPteto7-FRE5 — Rv UTR 3'FRES KanConf Fw — 3" 3842
Tabla 5.5

Oligonucledtidos usados para realizar el cambio de promotor del gen FRES.

Nombre Secuencia Tm %GC
°C
Fw TTCCTTCACATACATCAAAAAATATGGGATAGCGGGGTGCGGAACAAACA 87.7 50
Pretor- CGTACGCTGCAGGTCGACGG
FRES5
Rv GAACCTGGTGCCAAATACACCAACAGCAGCACTAATCTAGCGAAAAGCAT 87.0 48
Pretor- CATAGGCCACTAGTGGATCTG
FRE5
Fw CAGATAGAACCAAAGCGGAAG 59.5 48
UTR 5
FRE5
Rv TAACAGTAAGGGTGAGGTGT 56.4 45
UTR 37
FRE5
Fw GTGGCCTATGATGCTTTTCG 58.4 50
OPretor-
FRE5
Rv CGAAAAGCATCATAGGCCAC 58.4 50
OPretor-
FRE5




CAPITULO 5. METODOLOGIA 33

5.10. Medio de cultivo para S. cerevisiae y comprobacion de
fenotipo petite

Para el estudio del fenotipo de las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este estudio, se partié de un pre-
indculo en medio rico con extracto de levadura 1 %, peptona de caseina 2 % y glucosa 2 % (YPD).
Posteriormente, las cepas fueron cultivas es medio minimo (MM) el cual contiene sales 1X, trazas 1X
y vitaminas 1X, como fuente de carbono se utiliz6 glucosa al 2 % o etanol al 2 % (el etanol se agreg6
al medio previo a inocular con la cepa para reducir el efecto de evaporacion de la fuente de carbono)
y como fuente de nitrégeno se utiliz6 sulfato de amonio 40mM. Para compensar las auxotrofias de la
cepa R1158 se utilizé histidina 100 mg/L, metionina 100 mg/L y leucina 100 mg/L. Para el caso de
la cepa cuya transformacion genera una resistencia a Geneticina, se prepararon los medios selectivos
con geneticina G418 a una concentracion final de 200 mg/L.

Para realizar una evaluacion rapida y cualitativa del fenotipo de las cepas, se realiza inoculacion por
goteo de las cepas a evaluar en placas con medo minimo con etanol con una incubacién de 48
horas. Mientras que para la obtencion de la cinética de crecimiento se inocularon tres réplicas biolégicas
en medio minimo con fuente de carbono dextrosa o etanol. La densidad 6ptica inicial de las curvas de
crecimiento fue de OD600,n» de 0.05 en todos los casos; se evalud el cambio en la densidad dptica del
cultivo a OD600,n, cada 2 horas cuando la fuente de carbono fue dextrosa y cada 3 horas omitiendo las
primeras 16 horas cuando la fuente de carbono fue etanol. Se tomaron lecturas hasta la fase
estacionaria, utilizando los puntos se determiné la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de
duplicacion de las cepas.

5.11. Medio de cultivo de E. coli para producir plasmido pCM325

Para el cultivo de E. coli DH5« se utilizé medio LB. Para preparar un litro de medio se requiere: 5
g de extracto de levadura, 10 g de peptona, 10 g de NaCl, y 12 g de agar. Estos componentes son
homogenizados y aforados en 1 L de agua destilada. Y colocados en la autoclave para su esterilizacion.
En el caso de la preparacion de medio selectivo para E. coli se utiliz6 la misma receta de medio LB
y se suplement6 con 1 mL de Ampicilina para tener una concentracién final de antibiético de 100 mg/L.
El medio de cultivo de E. coli DH5a se utilizé para el crecimiento de la cepa transformada con el
pldsmido pCM325 para la posterior extraccion del plasmido.

5.12. Transformacion por choque térmico de bacterias
calciocompetentes

La transformacion de las bacterias calciocompetentes se llevo a cabo de acuerdo con los protocolos
usados en el laboratorio. Se utiliz6 un stock de bacterias calciocompetentes DH5a previamente
preparadas para hacerlas quimio competentes y 500 ng del plasmido pCM325. Se coloc6 500 ng del
plasmido en el stock de células calciocompetentes a transformar y se homogeniz6é mediante pipeteo. La
mezcla fue incubada en hielo durante 30 minutos, después fueron sometidos a un choque térmico a 42
°C durante 2 minutos y reposada en hielo durante al menos 2 minutos. Seguidamente, se agregd 800 pL
de medio LB para promover la recuperacién celular y se incubaron a 37 °C por 2 horas a 300 rpm.
Transcurrido el tiempo, se recuperaron las células por centrifugacion a temperatura ambiente por 1
minuto a 3500 rpm, el sobrenadante fue descartado y las células fueron resuspendidas en el remanente
del tubo.

Como control negativo de no resistencia al antibidtico se plaqueé las células calciocompetentes
DH5a sin plasmido en placa LB con ampicilina. Como control positivo de viabilidad se plaqueo
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células calciocompetentes DH5« sin plasmido en placa LB sin ampicilina. Finalmente, se plaqueo
las bacterias en las concentraciones: 10° y 10°% en medio selectivo LB con ampicilina. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas y se realiz6 un re-cultivo de las colonias aisladas, para
purificar las cepas transformantes.

5.13. Purificacion de plasmido pCM325

Con el objetivo de obtener una solucion pura del plasmido pCM325 para utilizarse como molde
en las reacciones de PCR para la produccién del médulo recombinante. La purificacion del plasmido
pCM325 se realiz6 de acuerdo con el protocolo de QlAprep Miniprep Handbook (2005). Se inocul6 10
mL de medio LB y Ampicilina con bacterias calciocompetentes DH5a seleccionadas por su resistencia
a ampicilina y se incubaron durante 16 horas a 37 °C y con 250 rpm de agitacién. Las bacterias
fueron recolectadas mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se
resuspendid el paquete celular de bacterias utilizando 250 pL de buffer P1 y fue transferido a un
tubo de microcentrifuga. Se agreg6 250 pL del buffer P2 y se mezcld el contenido del tubo por inversion.
Luego, se agregé 350 pL del buffer N3 y se mezclo el contenido por inversion. La mezcla fue
centrifugada por 10 minutos a 13,000 rpm a temperatura ambiente, 800 pL del sobrenadante fue
transferido a una columna y se centrifugd a 13,000 rpm, el remanente fue descartado.

La columna fue sometida a dos lavados independientes utilizando el buffer PE y buffer PB. Se agreg6
500 pL de cada buffer, se dejo incubar durante 1 minuto y se centrifugé a 13,000 rpm por un
minuto. El residual nuevamente fue descartado y la columna fue sometida a una centrifugacién final a
13,000 rpm durante 1 minuto. Para la elusién del ADN, se adicion6 50 pL de agua a 30 °C, se incub6
durante 5 minutos para garantizar el mayor rendimiento y se centrifugé a 13,000 rpm durante 1 minuto.

5.14. Comprobacion de la purificacion del plasmido pCM325

Con el objetivo de comprobar si el plasmido purificado mediante el protocolo de purificacion es
pCM325 Se comprobd la identidad del plasmido por medio de su linealizacién utilizando la enzima de
restriccion Sall segln el protocolo de Thermo Scientific (2012). Se utiliz6 suficiente volumen de ADN
para que la concentracion de ADN fuera de 1 pg/pL en un volumen final de 20 pL. Se agregé 2 uL
de Buffer O 10X, 1 pL de Sall y se aforé a 20 uL con agua libre de nucleasas. Se homogeniz6 la mezcla
mediante agitacion y se incub6 a 37 °C por 30 minutos.

Se visualizé el producto digerido por medio de electroforesis de ADN y por el peso de la banda
se determind que el peso del plasmido purificado correspondia al plasmido pCM325. Se cuantifico el
plasmido purificado utilizando el equipo NanoDrop.

5.15. Purificacion de plasmido pCM325 a partir de banda de
gel.

Utilizando una navaja se cort6 la anda de ADN de interés del gel de agarosa, se pesé el trozo de gel
y por cada 100 mg de gel se adicionaron 100 pL de buffer QG en un tubo eppendorf de 2 mL. El tubo
fue incubado a 50 °C durante 10 minutos, hasta observar que el gel estuviera completamente disuelto
en el buffer. Seguidamente, se agreg6 el mismo volumen de isopropanol que de buffer QG. La solucion
fue trasladada a una columna QIlAquick y se centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto, el remanente
fue descartado. Para lavar la columna, se afiadié 0.75 mL de buffer PE a la columna
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QIlAquick y se centrifug6 a 10,000 rpm durante 1 minuto. Se descarté el remanente y se centrifugd nuevamente
la columna a 13,000 rpm durante 1 minuto. Para eluir el ADN, se colocé la columna en un eppendorf de 2 mL
nuevo y se afiadio 50 mL de buffer EB, la muestra fue centrifugada a 13,000 rpm durante 1 minuto. La
concentraciéon de ADN se determind utilizando el equipo NanoDrop.

5.16. Optimizacion de la produccion de modulos de
recombinacién

La reaccion de PCR para la amplificacion de la regidn de interés del plasmido pCM325 fue realizada
adaptando el protocolo de (PCRBiosistems, 2018). Para la desnaturalizacion inicial se utilizo la
temperatura y tiempo estdndar. Para optimizar las condiciones de la reaccidén en los ciclos de
amplificacion se realiz6 un gradiente de temperatura variando la temperatura de alineamiento en saltos
de 0.5 °C. Para la elongacién se utiliz6 la temperatura estandar y 3 minutos de duracién dado que la
velocidad de sintesis de la polimerasa es 1000 pb/min y el producto de la reaccién es de 2332 ph. Se
utilizé las muestras de plasmido pCM325 purificado como molde para las reacciones de PCR, los
oligonuclettidos empleados en la reaccion se encuentran en el cuadro No. 5. EI Mix de reaccion utilizado
fue el que se describe en la (Tabla 5.6) y en la (Tabla 5.7) se describen los parametros de la reaccion.

Tabla 5.6
Preparacion del mix de reaccion gradiente de temperatura
Reactivo 50 pL reaccion Concentracion final
5x PCRBIO buffer 10.0 pL 1x
Primer forward (10 pM) 2.0 pL 400 nM
Primer reverse (10 uM) 2.0 uL 400 nM
DNA pCM325 X UL Variable
PCRBIO HiFi Pol (2u/| pL) 0.5 pL
H20 grado PCR Aforar a 50 pL

Tabla 5.7
Condiciones de amplificacién en el termociclador.

Ciclos Temperatura Tiempo Paso
1 95 °C 1 minutos Desnaturalizacion inicial
30 95 °C 30 segundos Desnaturalizacion
30 60.0 °C — 76.0°C (8 pasos) 1 minuto Alineamiento
30 72 °C 3 minutos Elongacion
1 72 °C 3 minutos Elongacion final
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Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis de ADN y se confirmé el
producto por el peso de la banda. EI médulo de recombinacion tiene una longitud de 2332 pb, mediante
la comparacion de la banda con la escalera molecular 1kb plus de Invitrogen, se confirmé la identidad
del producto.

5.17. Produccion de modulos de recombinacion para sustitucion de
promotor enddgeno por promotor TetO7

Para la produccion final del médulo de recombinacion se utilizd el protocolo optimizado. Se
utilizaron las muestras de plasmido pCM325 purificado como molde para las reacciones de PCR, los
oligonucle6tidos empleados en las reacciones se encuentran en la tabla 5.5. EI mix de reaccion utilizado
se describe en la (Tabla 5.8) y las condiciones de amplificacion en la (Tabla 5.9.)

Tabla 5.8
Preparacién del mix de reaccién final

Reactivo 50 pL reaccion Concentracion final
5x PCRBIO buffer 10.0 uL 1x
Primer Forward (10 pM) 2.0 pL 400 nM
Primer Reverse (10 uM) 2.0 uL 400 nM
DNA pCM325 X UL Variable
PCRBIO HiFi Pol (2u/uL) 0.5 pL
H,0 grado PCR Aforar a 50 pL

Tabla 5.9
Condiciones de reaccion de PCR final.

Ciclos Temperatura Tiempo Paso
1 95 °C 1 minutos Desnaturalizacion inicial
30 95 °C 30 segundos Desnaturalizacion
30 63.2°C (8 pasos) 1 minuto Alineamiento
30 72 °C 3 minutos Elongacién
1 72 °C 3 minutos Elongacion final

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis de ADN y se confirmo el
producto por el peso de la banda. El médulo de recombinacién tiene una longitud de 2332 pb, mediante
la comparacion de la banda con la escalera molecular 1 kb plus de Invitrogen, es posible confirmar la
identidad del producto. EI médulo producido fue cuantificado utilizando el equipo NanoDrop.

5.18. Transformacién de levaduras con acetato de litio

La transformacién de la cepa R1158 se llev6 a cabo adaptando el método descrito (Hernandez et al.,
2011). Para la generacion de la cepa PTET-FRES5; se utilizaron los mddulos de recombinacion
respectivos para la sustitucién de cada promotor endégeno.

Se prepar6 un cultivo overnight de la cepa R1158, las células fueron concentradas por centrifugacion
a 3,000 rpm. La pastilla celular se inocul6 en medio YPD y se incub6 hasta alcanzar un OD600ny, de
0.5. Las células fueron recuperadas por centrifugacién a 3000 rpm y tratadas con soluciones recién
preparadas de TE/LioAC y PGE/TE/LioAC.
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Se prepararon los siguientes tratamientos:

» Tubo 1: 100 pL de células
» Tubo 2: 100 pL de células + 10 pL de DNA acarreador

» Tubo 3: 100 pL de células + 10 puL de DNA acarreador + los microlitros necesarios del modulo
de recombinacién para tener 5 pug de médulo total.

Se plate6 en cajas Petri:
» Control positivo de viabilidad: 100 pL del tratamiento del Tubo 1 en medio minimo.

= Control negativo de resistencia a geneticina: 100 pL del tratamiento del Tubo 2 en medio
minimo + geneticina.

Concentrado: 100 pL del tratamiento del Tubo 3 en medio minimo + geneticina.

Dilucion 1:10 del tratamiento 3: 100 pL de la dilucién en medio minimo + geneticina.

= Dilucién 1:100 del tratamiento 3: 100 pL de la dilucion en medio minimo + geneticina.

Se utilizé placas con Medio minimo y geneticina para seleccionar las transformantes ya que el
madulo de recombinacion obtenido del plasmido pCM325 confieren resistencia al antibidtico geneticina
(G418).

5.19. Seleccion de cepas mutantes

Para la seleccion de cepas mutantes se utilizd medio minimo + geneticina 200 mg/mL. Las placas
fueron inoculadas a partir de una colonia aislada y fueron incubadas a 30 °C durante 48 horas. Este
proceso fue realizado 2 veces para asegurar la pureza de la colonia de interés.

5.20. Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN genémico de levadura se llevé a cabo adaptando el método descrito y
montado en el laboratorio de la Dra. Gonzalez, desarrollado de la siguiente manera: se prepard un cultivo
de una colonia de la cepa silvestre (WT) y de un par de colonias candidata PTET-FRES5 en 10 mL
de medio YPD liquido y se pL incubo durante 16 horas a 30 °C, se colectaron las células por
centrifugacion a 3000 rpm por 5 minutos. Las células fueron resuspendidas en 0.5 mL de agua
bidestilada estéril y se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Seguidamente, se centrifugé la
suspension a 14,000 rpm por 1 minuto y se elimino el sobrenadante. A la pastilla celular se le adicioné
200 pL de una solucion de lisis que contenia 2 % Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM
Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM Na-EDTA; adicionalmente 200 pL de TE a pH 8.0 y 200 pL de una solucién
fenol:cloroformo:alcoholisoamilico (25:24:1) (FCA) fria y recién preparada. Finalmente se agregé 0.3
g de perlas de vidrio y se someti6 a vortex la mezcla durante 4 minutos para lisar las células. El lisado
fue centrifugado a 14,000 rpm durante 5 minutos y se transfiri6 la fase acuosa a un tubo Eppendorf
limpio. A la fase acuosa se le agregd 400 puL de FCA y se homogeniz6 la mezcla con vortex durante 15
segundos, y se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos y se transfiri6 la fase acuosa a un tubo
Eppendorf limpio, este proceso se realiz6 dos veces para incrementar la pureza del ADN.
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Después de los dos pasos de extraccién con FCA, a la fase acuosa se agregé 1 mL de etanol al
100 % + 10 pL de acetato de amonio 4 M y se homogenizé mediante inversion suave 6 veces. Se
centrifugd la mezcla a 14,000 rpm por 2 minutos y se elimind el sobrenadante. La pastilla que resultd
de la centrifugacion fue resuspendido en 400 pL de TE + 10 pL de RNAsa (10 mg/mL) y se incubé
a 37 °C por 30 minutos.

Tras la incubacién se agregd 10 uL de acetato de amonio 4 M + 1 mL de etanol al 100 %
y se homogeniz6 mediante inversidn suave 6 veces. Se centrifugd la mezcla a 14,000 rpm por 2
minutos y se elimind el sobrenadante. Se dejé secar la pastilla mediante secado a temperatura
ambiente y se resuspendio el pellet en 100 pL de agua destilada. Se cuantificé el ADN utilizando el
equipo NanoDrop. Ademas, se visualizé el ADN extraido para evaluar su integridad, por medio de
electroforesis de ADN en gel de agarosa 1 %.

5.21. PCR para confirmar que el moédulo recombinante se integro
en el genoma de S. cerevisiae.

Las PCR de confirmacion fueron realizadas adaptando el protocolo de (PCRBiosistems, 2018). Se
utilizé las muestras de ADN extraidas como molde para las reacciones de PCR, los oligonucleétidos
empleados en las reacciones se encuentran en la (Tabla 5.5) respectivamente y la reaccion se realizé
segun el siguiente esquema:

Figura 5.5
Sitios de amplificacién PCR de confirmacion.

FaPa
- —_— P2
- -

Nota. Los oligos utilizados en esta reaccion se presentan en la (Tabla 5.3); P1 corresponde a Fw UTR 5
FRES5, P2 a Rv UTR 3"FRES5, P3 a Fw OPteto7FRES y P4 a Rv OPteto7FRES. Elaboracion propia.

Tabla 5.10
Preparacién del mix de reaccion
Reactivo 50 pL reaccion Concentracion final
5x PCRBIO buffer 10.0 pL 1x
Primer Forward (10 pM) 2.0 uL 400 nM
Primer Reverse (10 uM) 2.0 pL 400 nM
DNA X L 100ng
PCRBIO HiFi Pol (2u/ pL) 0.5 pL
H20 grado PCR Aforar a 50 pL

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 5.11
Condiciones de reaccion de PCR para confirmacion.

Ciclos Temperatura Tiempo Paso
1 95 °C 1 minutos | Desnaturalizacion inicial
30 95 °C 30 segundos Desnaturalizacion
30 Tm 1 minuto Alineamiento
30 72 °C 3 minutos Elongacion
1 72 °C 3 minutos Elongacion final
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La temperatura de alineamiento de la reaccion de PCR se determind promediando las Tm
individuales de los dos primers de cada reaccion, la Tm para cada reaccion se presenta en la (Tabla
5.12). Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis de ADN y se confirmd el
producto por el peso de la banda. Las bandas esperadas son:

Tabla 5.12
Tamafio del amplicon esperado en la PCR
Nombre de banda Tamafio esperado Tm °C
57-3" mutante 4806 46.5
5-3 WT 2804 46.5
5°- KanConf Rv 441 49.0
KanConf Fw. — 3 3842 475

Nota. Elaboracion propia.

5.22. Extraccion de ARN

El ARN total se extrajo siguiendo el método de Struhl et al., 1981. EI RNA de levadura total
se prepar6 a partir de células cultivadas en 100 mL de medio minimo suplementado con los
requerimientos de aminoacidos necesarios de cada cepa y geneticina para el caso de la cepa sobre
expresada a una OD600,n de 0.3 (Fase exponencial). Una vez alcanzado el OD600,, indicado, se
recolectaron las células por centrifugacién a 3000 rpm por 5 minutos y lavadas con dietilpirocarbonato
(DEPC) al
0.1 % v/v. La extraccion se hizo siguiendo el protocolo de Trizol Reagent, siguiendo las indicaciones
del proveedor comercial.

El ARN total extraido se traté con DNAsa (5 pg de RNA) por Kit RQ1 de Promega y se convirtio
en ADNCc por el kit Thermo Scientific: RevertAid H Minus First Strand cDNA Syntesis Kit, cat: K1631.
Protocolo enlistado en la seccidon de anexos. La integridad del ADNc fue evaluada por medio de
electroforesis de ADN y por una reaccién de PCR de punto final para el gen ACTL.

Se extrajo el ARN de las cepas:

= Preto7FRES (3 réplicas biolégicas)

= R1158 silvestre (3 réplicas bioldgicas)

5.23. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR).

Los oligonucledtidos para el analisis de gPCR se disefiaron utilizando Primer3Plus (Untergasser et
al., 2007) y fueron analizados con los programas DINAMelt (Markham et al., 2005) y Mfold (Zuker, M.
2003). Los oligonucleotidos utilizados se enumeran en la (Tabla 5.14).

El anélisis de gPCR se realizé utilizando el equipo Corbett life Science Rotor Gene 6000. Se utilizo
el colorante de deteccion SYBR Green (2 x KAPA SYBR FAST gBioline y Platinum SYBR Green de
Invitrogen). Se prepar6 3 réplicas experimentales de cada muestra bioldgica, la reaccién de PCR en
tiempo real se realiz6 utilizando el programa y las condiciones descritas en la (Tabla 5.13).
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Tabla 5.13
Condiciones de reaccién de gPCR.
Ciclos Temperatura Tiempo Paso
1 98 °C 1 minutos Desnaturalizacién inicial
30 98 °C 30 segundos Desnaturalizacion
30 58°C 20 segundos Alineamiento
30 72 °C 30 segundos Elongacién
1 72 °C 1 minuto Elongacidn final

Nota. Elaboracion propia.

Tabla 5.14
Oligonucleotidos empleados para el analisis de gPCR

Gen Secuencia 53
FRES Fw. CGGTAAAAACAGCACAATGA
Control 18S Rv. GTATGCATGGTAGGTGTATC

Nota. Elaboracidn propia

5.24. Anadlisis estadistico gPCR
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Utilizando los datos de Ct’s (ciclo de threshold) de la qPCR recolectados con el equipo Corbett
life Science Rotor Gene 6000 de las 3 réplicas experimentales de: PTet-FRE5 (3 réplicas bioldgicas)
y R1158 cepas silvestre (3 réplicas bioldgicas); se realizé un andlisis de doble delta Ct (Kenneth et
al., 2001) utilizando el Software GraphPad Prisma. Se realiz6 una prueba t de student para evaluar
si la media de la expresién de la cepa sobreexpresante del gen FRES es estadisticamente significativa
a la expresion de la cepa R1158 silvestre.
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Resultados

6.1. Disefio de oligonucleétidos para amplificacion del médulo
recombinante y cambio de promotor

Con el objetivo de generar una cepa sobreexpresante del gen FRE5 por medio de la sustitucion del
promotor enddgeno por un promotor inducible por tetraciclina en la cepa silvestre de Saccharomyces
cerevisiae R1158, se decidid utilizar el plasmido pCM325. Este plasmido fue seleccionado debido a que
posee un origen de replicacion bacteriano, asi como un gen de resistencia a ampicilina que le permite
ser transformado a la cepa bacteriana E. coli DH5a para replicar el pldsmido. Por otra parte, el
plasmido posee un origen de replicacion eucariota, un gen de resistencia al antibitico G418
(Geneticina) y el promotor fuerte bacteriano inducible por tetraciclina TetO7. Se disefiaron oligos
gue flanquean al médulo de resistencia al antibiético G418 y al promotor TetO7, permitiendo asi la
amplificacion especifica de las regiones que permitirdn la sobreexpresion del gen FRE5S vy la seleccion
de las mutantes. La cepa R1158 se caracteriza por tener integrado en su genoma la secuencia que
codifica al trans activador de TetO7, por lo que esta estrategia de sobreexpresion es especifica para esta
cepa de S. cerevisiae. En la tabla 6.1, se presentan las secuencias de los oligonucle6tidos para la
produccién del médulo recombinante a partir del pldsmido pCM325 y en la figura 6.1 se muestran
los sitios de unién de los oligos sobre el plasmido pCM325. Utilizando el Software OligoAnalyzer
(Owczarzt et. al., 2008), se evalud el potencial de formacién de estructuras secundarias, se determind la
temperatura de anillamiento y %GC; estos parametros fueron comprobados para minimizar la
formacion de estructuras secundarias, seleccionar oligos con un %GC adecuado para lograr una
buena hibridacion y determinar la temperatura de fusién para configurar el programa de PCR.
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Tabla 6.1.
Oligonucledtidos para el plasmido pCM325.
Nombre Secuencia
Primer Forward TTCCTTCACATACATCAAAAAATATGGGATAGCGGGGTGCGGAACAAACA
modulo de CGTACGCTGCAGGTCGACGG

recombinacion

Primer Reverse
modulo de
recombinacion

GAACCTGGTGCCAAATACACCAACAGCAGCACTAATCTAGCGAAAAGCAT
CATAGGCCACTAGTGGATCTG

Nota. En la tabla se presentan los oligos disefiados para la amplificacion del médulo
recombinantes a partir del plasmido pCM325. Elaboracion propia.

Figura 6.1

Produccion de moédulo recombinante a partir de plasmido pCM325.

pCM325 TEF-PRO

Pr KanR

cverp ##  TEF-TER

Tet07 ADH1-T
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Nota. En la figura se presenta la region del plasmido pCM325 que sera amplificada utilizando los
oligos de la tabla 6.1, el producto de amplificacion contiene el promotor TetO7 y el gen de resistencia
a Geneticina con su respectivo promotor y terminador. Elaboracidn propia.
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Figura 6.2
Amplificacion del modulo recombinante

Médulos

FRES Ste3Kan

Nota. En la figura se presenta el gel de electroforesis de la amplificacion del mddulo recombinante
para la sustitucién del promotor de FRES. Se utilizé la escalera molecular de 1 kb de Jena Bioscience
(México). Elaboracién propia.

En la (Figura 6.2) se observa la produccién del médulo recombinante a partir del plasmido pCM325,
el producto FRE5 corresponde a la reaccion esquematizada en la figura 6.1, se observa que la
implementacion de los oligos disefiados es efectiva para produccion del mddulo recombinante. Para
el disefio de las secuencias de recombinacidn que permitiran la integracién del moédulo que contiene el
mddulo de resistencia al antibiotico G418 y al promotor TetO7; en el genoma de S. cerevisiae, sobre el
promotor endégeno del gen FRES del cromosoma XV. Se emplearon secuencias de recombinacion que
consisten en 50 pares de bases de la secuencia codificantes del gen FRE5 y 50 pares de bases de la
region no codificante (UTR 57) del gen FRE5. Para que el médulo de recombinacién tenga la
capacidad de integrarse al genoma en el sitio objetivo, las secuencias de recombinacién deben
encontrarse en los extremos del médulo, en la figura 5.3 se presenta un diagrama donde se describe
la integracion del médulo recombinante en el sitio de interés. Para esto se unieron las secuencias que
anidan en el plasmido pCM325 con las secuencias que anidan en el promotor endégeno del gen FRE5S
del cromosoma XV. Estos oligos se presentan en la (Tabla 6.2) y se nombran como: Fw Ptet-FRE5 y
Rv Ptet-FRES.

Cuando se realizan modificaciones a nivel gendmico de algun organismo, se debe corroborar
mediante PCR que la integracién del modulo se dio de forma apropiada y en el sitio de interés.
Para esto se deben disefiar oligos que flanqueen todo el constructo que se modificd y oligos que
Unicamente puedan anidar si el médulo de integr6 en la orientacion deseada. Se disefiaron oligos que
anidan en la regién UTR 57, UTR 3" y sobre la interseccién entre el moédulo de recombinacion y la
region codificante del gen FRE5. Todos los oligos disefiados fueron analizados utilizando el Software
Oligo- Analyzer (Owczarzt et. al., 2008), se evalu6 el potencial de formacion de estructuras secundarias,
se determind la temperatura de anillamiento y %GC; los oligos de confirmacidn se presentan la tabla
6.2 'y se nombran como: Fw UTR 5" FRE5, Rv UTR 3"FRES5, Fw OPtet-FRE5 y Rv OPtet-FRES.
En la (Figura 6.3) se observa la amplificacion de la region codificante del gen FRE5S y su respectivo
promotor, para las cepas mutantes se espera una banda con una longitud de 4806 pares de bases mientras
que en la cepa silvestre se espera una banda con una longitud de 2804 pares de bases. Se observa que
los oligos disefiados fueron efectivos para la amplificacién de la region de interés.
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Tabla 6.2

Oligonucledtidos usados para realizar el cambio de promotor del gen FRES.
Nombre Secuencia Tm %GC

°C

Fw TTCCTTCACATACATCAAAAAATATGGGATAGCGGGGTGCGGAACAAACA 87.7 50
Pretor- CGTACGCTGCAGGTCGACGG
FRE5
Rv GAACCTGGTGCCAAATACACCAACAGCAGCACTAATCTAGCGAAAAGCAT 87.0 48
Pretor- CATAGGCCACTAGTGGATCTG
FRE5
Fw CAGATAGAACCAAAGCGGAAG 59.5 48
UTR 5
FRE5
Rv TAACAGTAAGGGTGAGGTGT 56.4 45
UTR 3
FRE5
Fw GTGGCCTATGATGCTTTTCG 58.4 50
OPetor-
FRES
Rv CGAAAAGCATCATAGGCCAC 58.4 50
OPetor-
FRES

Nota. Elaboracién propia

Figura 6.3

PCR para la confirmacion de la integracion del mddulo recombinante en las colonias candidatas.
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RIIS8 WT Candidatal Candidata2 Candidata3 Candidatad4 Candidata 5

Nota. En la figura se presenta el gel de electroforesis de ADN de la reaccidn de PCR realizada para
confirmar la integracién del médulo recombinante. Para las cepas mutantes se espera una banda de 4806
pares de bases, mientras que para cepas silvestres se espera una banda de 2804 pares de bases.
Elaboracidn propia.
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6.2. Produccion y purificacion del plasmido pCM325

Con el propésito de producir plasmido pCM325 para obtener un stock de trabajo del plasmido,
se realizé la transformacion por choque térmico de las bacterias calcicompetentes E. coli DH5a,
utilizando 500 ng del plasmido pCM325. En la (Figura 6.4) se puede observar los resultados de la
transformacion.

Figura 6.4
Transformacién de E. coli con plasmido pCM325.

a) Control negativo b) Control positivo

- —

Nota. En el inciso a) se puede observar el control negativo de la transformacién, este consistio en la
inoculacién de las bacterias calciocompetentes E. coli DH5a sin el plasmido pCM325 en una placa con
medio LB con ampicilina, no se observo crecimiento en la placa comprobando asi que nativamente las
bacterias E. coli DH5a no tienen resistencia al antibiético ampicilina. En b) se puede observar el
control de viabilidad, se plaque6 bacterias E. coli DH5a en placa con medio LB sin ampicilinay se
observa que hay un crecimiento normal. En los incisos ¢ — e, se observa el crecimiento de las bacterias
E. coli DH5a, en diluciones 1:10 y 1:100, transformadas con el plasmido pCM325 en placas con medio
LB con ampicilina. Elaboracion propia.
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El crecimiento en placas suministradas con el antibiotico indica que la transformacion fue exitosa.
A partir de la placa inoculada con la dilucion 1:100 de las bacterias transformadas, se realiz6 un re-
cultivo de las colonias aisladas para purificar las cepas transformantes. A partir de cuatro colonias
aisladas del re-cultivo de las bacterias transformadas con el plasmido pCM325, se realiz6 la
purificacion del pldsmido utilizando un kit de MiniPrep basado en columnas de purificaciéon de
plasmidos y se utiliz6 un cultivo liquido de cada colonia transformante. La comprobacion del plasmido
purificado se realiz6 utilizando la enzima de restriccion Sall, esta enzima de restriccion tiene un sitio
Unico de corte en todo el plasmido, lo que genera la linealizacién del plasmido. Este proceso fue
realizado con el proposito de comprobar la identidad del plasmido purificado por el peso de la banda en
una electroforesis de ADN.

Figura 6.5
Linealizacion del plasmido pCM325 con la enzima de restriccion Sall
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Nota. Elaboracion propia.

En la (Figura 6.5) se presenta la visualizacion del producto digerido por medio de una electroforesis
de ADN. En el dltimo carril se visualiza la escalera molecular de 1kb de Jena Bioscience (México). En
los 4 carriles restantes se visualiza el producto digerido de las cuatro colonias aisladas de la
transformacién de E. coli con el plasmido pCM325. En estos carriles se pueden observar dos bandas
bien definidas, una banda superior y otra banda inferior que se encuentra entre los 4000 y 5000
pares de bases. La banda inferior corresponde al plasmido pCM325 linealizado, el cual se compone por
4641 pares de bases. Mientras que la banda superior corresponde al remanente del plasmido no
linealizado que se encuentra en su conformacion de superenrollamiento. Esta electroforesis de ADN
permitid6 comprobar que el plasmido pCM325 fue purificado a partir de las colonias transformadas.

Con el propésito de preparar un stock de trabajo del plasmido pCM325 linealizado, se purifico
la banda inferior del gel utilizando una escisidn del gel delimitando la banda con peso de 4661 pares de
bases. De esta forma se logré obtener una solucién Gnicamente con el plasmido linealizado, en contraste
con el obtenido a partir de las colonias, que también contiene remanentes de plasmido no linealizado.
Este proceso se realiza para facilitar las reacciones de PCR que se deben realizar sobre el plasmido, ya
que la eficiencia de la reaccion disminuye de forma significativa cuando el plasmido se encuentra en
forma circular. Esto se debe a que cuando el pldsmido se encuentra en su conformacién de enrollamiento
parcial o superenrollamiento, los oligos no pueden anidar y la polimerasa no puede sintetizar el
fragmento de ADN; impidiendo asi la reaccién.
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Figura 6.6
Purificacion del plasmido por banda de gel.
PCM325 PFA6-KanMX4
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Nota. Se utiliz6 el producto de la purificacidn del pladsmido por banda de gel. En el Gltimo carril se
visualiza la escalera molecular de 1kb de Jena Bioscience (México). Elaboracion propia.

En la (Figura 6.6) En el carril pCM325, se visualiza el producto de la purificacion realizada, se
observa que en este caso ya no hay una banda de muy alto peso molecular que correspondia al plasmido
superenrollado. Esto nos indica que la solucidn de trabajo obtenida se compone Unicamente del plasmido
pCM325 linealizado. El carril pFA6-KanMX4 es un control, se cargé un plasmido previamente
linealizado y comprobado en el laboratorio de la Doctora Alicia Gonzalez.

6.3. Amplificacion y purificacion del moédulo recombinante

Utilizando el plasmido pCM325 linealizado como molde, se optimizé la produccidn del médulo de
recombinacién que contiene el gen de resistencia al antibiético G418 (Geneticina) y el promotor fuerte
TetO7. Para optimizar las condiciones para la produccion del médulo, se realiz6 un gradiente de
temperatura de 8 pasos entre 60.0 °C — 76.0°C, se utilizaron cambios de temperatura de 0.5 °C para
abarcar todo el rango de temperatura. Para la elongacion se utiliz6 la temperatura estandar y 3
minutos de duracion dado que el producto de la reaccion es de 2332 pb. En la figura 6.7 se observa el
gel de electroforesis de ADN donde se visualizan las bandas correspondientes al médulo de
recombinacién de 2332 pares de bases. Se determin6 que la temperatura éptima para la produccion del
madulo es de 63.2 °C ya que es la temperatura a la que mayor concentracion de ADN fue detectada por
el equipo NanoDrop.
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Figura 6.7
Gradiente de temperatura

60.0°C 61.2°C 63.2°C  66.0°C 69.6°C 72.9°C 74.8°C 76.0°C

- e e ed e e )

Nota. En la figura se presentan los productos de PCR obtenidos en las diferentes temperaturas de
alineamiento utilizadas en el gradiente. Elaboracién propia.

Utilizando las condiciones de PCR optimizadas se realizd la produccion final del médulo de
recombinacién. Nuevamente, se utilizé las muestras linealizadas del plasmido pCM325 purificado como
molde para las reacciones de PCR.

Figura 6.8
Produccion del médulo recombinante con los parametros optimizados

Modulos
FRES Ste3Kan

2000

Nota. Elaboracion propia.

En la (Figura 6.8) se presenta el gel de electroforesis de ADN donde se visualiza el producto final
de la produccién del médulo de recombinacion. En el carril MP se observa la escalera molecular 1Kb
de Jenna Bioscience (México), en el carril FRE5 se observa el modulo de recombinacién con un peso
de 2332 pares de bases y en el carril Ste3Kan se visualiza un control que corresponde a un producto de
PCR previamente obtenido en el laboratorio de la Doctora Alicia Gonzélez. Se determind que la
produccién del médulo de recombinacién fue exitosa ya que se gener6é mas de 1000 ng/uL de médulo
en una reaccion de PCR. A pesar de que la produccién del modulo fue alta, se observa la presencia
de productos no deseados en el gel. En el carril FRE5 debajo de la banda principal se observa una banda
secundaria de menor tamafio; Ademés, se observan dos bandas de alto peso molecular en el gel.
Considerando la presencia de productos secundarios que potencialmente pueden interferir en el proceso
de recombinacién al genoma de S. cerevisiae, se decidio purificar por banda de gel el modulo de
recombinacién.
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Figura 6.9
Purificacion del médulo recombinante por banda de gel

Modulo FRES

A partir de modulo A partir de plasmido digerido

4000
3000
2000
1500

1000
850

650

Nota. Elaboracion propia.

Se repitid la produccion del médulo de recombinacion utilizando los parametros optimizados
para la reaccidn de PCR. En la (Figura 6.9) se presenta el gel que fue utilizado para la purificacion del
modulo recombinante por banda de gel. En el carril MP se observa la escalera molecular de 1 kb de
Jenna Bioscience (México), en el segundo carril se presenta la produccion del médulo utilizando el
modulo de recombinacion previamente producido como molde y en los Gltimos 3 carriles se observa el
producto de PCR para la produccién del médulo utilizando como molde el pldsmido digerido. Dado que
en este gel se observa una clara separacién de la banda principal y las bandas de los productos
secundarios, fue posible cortar la seccion de interés del gel y realizar la purificacion final del modulo.

6.4. Transformacion de la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae

Utilizando el modulo recombinante, se realizo la transformacion de S. cerevisiae R1158 con acetato
de litio. Se utiliz6 placas con medio YPD vy geneticina para seleccionar a las levaduras transformantes
ya que el mddulo recombinante confiere resistencia al antibidtico. En la figura 6.10 se muestra la
recombinacién homologa realizada en el proceso de transformacion por acetato de litio, el esquema
refleja la integracion del modulo recombinante con el promotor TetO7 y cassette de resistencia a
Geneticina; sobre el promotor enddgeno del gen FRES.
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Figura 6.10
Estrategia experimental para la sustitucién de promotores.

)

PCMI25 TEFAAS

Nota. A) Se observa el pldsmido pCM325, el oligo Pf que corresponde a Fw Ptet-FRE5 y el Pr
corresponde a Rv Ptet-FRES, la secuencia de estos se presenta en la tabla 5.5. B) Representacion gréfica
del médulo de recombinacion producto de la reaccion de PCR representada en el inciso A).

C) Diagrama de los sitios de recombinacion homologa entre el genoma de S. cerevisiae y el modulo de
recombinacion. D) Integracion del mddulo de recombinacion al genoma de S. cerevisiae. Elaboracion
propia

En las (Figuras 6.11 y 6.12) se presentan los resultados de la transformacion de la cepa R1158 de

S. cerevisiae. En la primera fila se observan los controles de la transformacion, la placa con medio
YPD se utiliz6 como control positivo (viabilidad) y se observa un abundante crecimiento debido a
la ausencia del antibidtico kanamicina. Mientras que la placa con medio YPD y Kanamicina fue el
control negativo, no se observa el crecimiento de la cepa R1158 sin el mddulo recombinante. La
transformacion se realizé variando la cantidad de ADN recombinante utilizado, se realizdé un
tratamiento con 3,500 ng de ADN y otro con 5000 ng de ADN. Para cada tratamiento se inoculd en
placas con medio YPD + Kanamicina, un concentrado de células transformantes y las diluciones:
1:10, 1:100 y 1:1000. Para ambas transformaciones se observé el crecimiento de colonias aisladas en
las tres diluciones trabajadas, estas colonias son candidatas de una transformacion exitosa.
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Figura 6.11
Resultados transformacion de S. cerevisiae con 3500 ng de mddulo recombinante para obtener la

mutante R1158 TetO7-FRES5.
a) Control Positivo b) Control Negativo

d) Dilucién 1:10

¢) Dilucion 1:100

Nota. a) Control positivo de la cepa R1158 en medio LB sin ampicilina. b) Control negativo de creci-
miento de la cepa R1158 en medio LB con ampicilina. ¢) Inéculo sin dilucién de la cepa transformada
en medio LB con ampicilina. d) In6culo con dilucion 1:10 de la cepa transformada en medio LB con
ampicilina. €) Indculo con dilucién 1:100 de la cepa transformada en medio LB con ampicilina. f)
Inéculo con dilucién 1:1000 de la cepa transformada en medio LB con ampicilina. Elaboracion propia.
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Figura 6.12
Resultados transformacion de S. cerevisiae con 5000 ng de médulo recombinante para obtener la

mutante R1158 TetO7-FRES.

a) Control Positivo b) Control Negativo

Nota. a) Control positivo de la cepa R1158 en medio LB sin ampicilina. b) Control negativo de creci-
miento de la cepa R1158 en medio LB con ampicilina. ¢) Indculo sin dilucion de la cepa transformada
en medio LB con ampicilina. d) Indculo con dilucion 1:10 de la cepa transformada en medio LB con
ampicilina. €) Inéculo con dilucién 1:100 de la cepa transformada en medio LB con ampicilina. f)
In6culo con dilucion 1:1000 de la cepa transformada en medio LB con ampicilina. Elaboracion propia.
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Con el objetivo de purificar las colonias transformantes, se elaboraron tres parches donde se
inoculo en cada cuadrante una colonia aislada. Los cuadrantes que presentaron crecimiento en el
parche fueron re-cultivados en placas con medio YPD + kanamicina. Tras 3 pases (re-cultivos) se
determind que la colonia del cuadrante 50 del segundo parche es la mejor candidata. En la (Figura 6.13)
se observan los parches y los re-cultivos realizados con las colonias candidatas de la transformacion
con acetato de litio. Se puede observar que del parche 1 los cuadrantes: 8, 10 y 13; presentan
crecimiento. Mientras que del parche 2 los cuadrantes: 38, 46, 50 y 57; presentan crecimiento. En
el parche 3 no se observé crecimiento en ningun cuadrante. Ademas, se observa el re-cultivo de las
colonias de los cuadrantes 46 y 50 del parche 2 y los 2 pases adicionales de la colonia 50.

Figura 6.13
Seleccidn de colonias transformantes por resistencia a Geneticina (G418).

a) Parche 1 d) Pase 1

Nota. a - c¢) Se presentan los parches elaborados con las colonias aisladas obtenidas de la
transformacién de S. cerevisiae con 3500 ng y 5000 ng de mddulo recombinante. d - f) Se presentan los
3 pases realizados para la purificacion de la colonia candidata 50. Elaboracion propia.
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Con el objetivo de comprobar genéticamente la integracion del médulo recombinante en el sitio de
interés y en la direccién deseada, se realizd la extraccion de ADN gendémico de 5 colonias candidatas y
de la cepa silvestre R1158, para esto se realiz6 un proceso de extraccion de ADN basado en lisis
mecanica y quimica. En la figura 6.14 se presenta el gel de electroforesis de ADN, en el primer carril se
visualiza la escalera molecular de 1Kb de Jenna Bioscience (México). En los demas carriles se observa
una banda de alto peso molecular definida y sin degradacion, esto indica que la extraccién de ADN
fue exitosa y cada extracto se encuentra integro.

Figura 6.14
Extraccion de ADN total colonias candidatas.
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Nota. Elaboracién propia

Los extractos de ADN gendmico de las colonias candidatas y de la cepa silvestre R1158 fueron
utilizados para las reacciones de PCR de confirmacion de la integracion del modulo y la confirmacion
de la orientacién del constructo. En la figura 6.15 se muestran los sitios de amplificacion de la reaccion
de PCR para la confirmacion de la integracion del mdédulo recombinante sobre el promotor end6geno
de FRES.

Figura 6.15:
Sitios de amplificacion PCR de confirmacion.
Pl Pz

Nota. P1y P2, representan el oligo en la posicion donde alineara al momento de comprobar la cepa
sobre expresada. Los oligos utilizados en esta reaccion se presentan en la tabla 5.5; P1 corresponde
a Fw UTR 5" FRE5 y P2 a Rv UTR 3"FRES5. Elaboracion propia.

En la (Figura 6.16 se puede observar los productos de la reaccion de PCR en la que se utilizaron
losoligos Fw UTR 5" FRE5 y Rv UTR 3"FRES (P1y P2 de la Figura 6.15). En esta reaccidn se flanquea
la secuencia del promotor y la regidn codificante del gen FRES5, para las cepas mutantes se espera
una banda con una longitud de 4806 pares de bases mientras que en la cepa silvestre se espera una
banda con una longitud de 2804 pares de bases.
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Figura 6.16
PCR para la confirmacién de la integracion del médulo recombinante en las colonias candidatas.
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Nota. Elaboracién propia.

En el carril R1158 WT se observa una banda de 2804 pares de bases, confirmando la longitud
del producto de PCR esperado en una cepa donde el constructo no se integrd. En los carriles de
las candidatas 1 y 3, se observa una banda de 2804 pares de bases indicando que el constructo no
se integro en la posicion deseada. Mientras que los carriles de las candidatas 2, 4 y 5; se observa
una banda de 4806 pares de bases, la cual corresponde a la secuencia codificante del gen FRE5 vy al
constructo de 2332 pares de bases.

6.5. Evaluacion del fenotipo petite en la cepa mutante Tetor-
FRE5

Con el objetivo de determinar si la cepa mutante presenta un fenotipo petite, se evalué su
capacidad de crecimiento en medio donde la Unica fuente de carbono era etanol (YPE). Para esto
se utiliz6 como control la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae, la cepa nrgl A de S. cerevisiae y la
cepa mutante R1158 teio7-FRES. Se inocularon las cepas por goteo en las placas con medio YPE y
estas fueron incubadas por 48 horas a 37 °C, tras la incubacién se comprobé el crecimiento de la cepa
mutante comparandola con el crecimiento de la cepa silvestre. En la (Figura 6.17) se presentan los
resultados cualitativos de la evaluacion del crecimiento de la cepa mutante en medio con etanol. En
el inciso A) se observa el crecimiento normal de la cepa silvestre R1158 en medio YPD, en el inciso B)
se observa el crecimiento normal de la cepa mutante R1158 tei07-FRE5S en medio YPD y kanamicina
y en el inciso C) se presenta el crecimiento de las colonias en medio YPE. El control positivo del
experimento fue la cepa silvestre R1158 la cual tiene un crecimiento normal en medio YPE, el control
negativo fue la mutante CLA nrgl A la cual no crece en medio YPE y las muestras experimentales
fueron colonias aisladas de la cepa mutante R1158 tei07-FRES. Se observé crecimiento en todos los
goteos de la cepa mutante, lo que sugiere que esta cepa no pierde su capacidad de llevar a cabo
respiracion celular como consecuencia de la sobreexpresion del gen FRES.
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Figura 6.17
Evaluacion del fenotipo petite en las mutantes confirmadas.

YPD YPD + Kan YPE

Nota. A) Se presenta el control de crecimiento de la cepa silvestre R1158 en medio YPD. B) Se presenta el
crecimiento de la cepa mutante R1158 TetO7-FRES en medio YPD con Geneticina. C) Evaluacion del crecimiento
de colonias aisladas de la cepa mutante R1158 TetO7-FRES. Se utilizd como control positivo la cepa silvestre
R1158 de S. cerevisiae que presenta un crecimiento normal con etanol como fuente de carbono. Como control
negativo de crecimiento se utilizé la cepa Cla nrgl A. Elaboracion propia.

Seguidamente, se evalu6 cuantitativamente el fenotipo mediante la determinacion de la cinética
de crecimiento de la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae y la cepa mutante R1158 teio7-FRES. En
la figura 6.18 se puede observar el célculo de la velocidad de crecimiento promedio de las cepas
estudiadas en medio minimo con glucosa y amonio. Se determind que la velocidad de crecimiento
de la cepa silvestre R1158 es de 0.11337 y de la cepa mutante R1158 te07-FRES es de 0.11887, lo que
sugiere que la sobreexpresion del gen FRE5 no afecta la cinética de crecimiento en medio con glucosa
como fuente de carbono.

Figura 6.17
Velocidad de crecimiento de la cepa mutante TetO7-FRES5 vs cepa silvestre R1158 (Medios con glucosa).
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Nota. El mismo experimento fue realizado con las cepas en medio minimo con etanol y amonio.
Se determiné que la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre es de 0.10810 y de la cepa mutante
R1158 teio7-FRES es de 0.12598, lo que sugiere que la expresién del gen FRE5S tampoco afecta el
crecimiento en medio con etanol como fuente de carbono (Figura 6.19). Elaboracién propia.
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Figura 6.17
Velocidad de crecimiento de la cepa mutante TetO7-FRES5 vs cepa silvestre R1158 (Medios con etanol).
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Nota. Elaboracién propia.

6.6. Evaluacion del fenotipo petite en la cepa mutante Tetor-
FRES.

Con el objetivo de comprobar que la integracion del médulo recombinante genera la sobreexpresion
del gen FRED5, se realiz6 una PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR). Se realiz6 la extraccién total de
ARN la cepa silvestre R1158 y de la cepa mutante t«-FRES5, la integridad de la extraccion se evalué
mediante electroforesis de ADN del producto de PCR de la secuencia codificante del gen FRES,
utilizando el ADNc generado a partir del ARN como molde. En la (Figura 6.20) se observan los
productos de PCR del gen FRES5, en el primer carril se visualiza la escalera molecular de 1 kb de
Jenna Bioscience (México), en el carril C2 se observa una banda correspondiente a la codificante de
FRES5 a partir de un extracto total de ADN de la cepa silvestre R1158, en el carril C3 se observa una
banda correspondiente a la codificante de FRES a partir del ADNCc de la cepa silvestre R1158, en los
carriles C4 — C7 se observa la banda correspondiente a la codificante de FRE5S a partir del ADNc de las
cepas sobreexpresantes. Considerando que en todos los carriles se observa la banda del gen FRE5 de
2085 pares de bases, se concluye que la extraccidn fue exitosa y el ADNCc se encentra integro.
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Figura 6.20
PCR punto final de la codificante FRE5 con ADNCc.
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Nota. Elaboracién propia.

La comprobacion de la integridad del ARN se complement6 con una electroforesis de ARN, este
experimento Unicamente fue realizado con un triplicado biolégico de la cepa silvestre R1158 y de
la cepa mutante Pre-FRES . En la figura 6.21 se observa el gel de electroforesis de ARN, en los
carriles C1-C3 se observa el ARN integro de la cepa silvestre R1158 y en los carriles C4-C6 el ARN
de la cepa mutante Prw-FRES.

Figura 6.21
Electroforesis de ARN total

C1 C2 C3 Ca C5 Ce

Nota. Elaboracion propia.

Se utilizaron 3 muestras bioldgicas de ARN de la cepa silvestre R1158 y de la cepa mutante
Ter-FREDS; para llevar a cabo la reaccion de PCR en tiempo real del gen FRES. Utilizando el anélisis
de doble delta Ct y la prueba t de Student, se determiné que la media de la expresién del gen FRE5
en la cepa mutante Pre-FRES incrementa significativamente respecto a la cepa silvestre R1158
(Figura 6.22).
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Figura 6.22
Cambio en la expresion media del gen FRE5
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Nota. Elaboracion propia.
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Andlisis de Resultados

En el laboratorio de la doctora Alicia Gonzéalez, se investigé al modulador hibrido Nrgl-Rtg3,
el cual es un complejo que, participa en el mantenimiento de la integridad mitocondrial. Recientemente,
se decribié que la perdida de alguno de los componentes del modulador genera alteraciones
mitocondriales severas, tales como la pérdida de funcionalidad, pérdida de ADN mitocondrial y
alteracién de la estructura nativa del organelo (Campero, 2023). Actualmente, se intenta comprender
el mecanismo por el cual se generan estas alteraciones mitocondriales. Con este propdsito se realizd un
ensayo transcriptomico que permitio identificar que la ausencia del modulador hibrido provoca una
sobreexpresién de multiples redes genéticas, dentro de las cuales se destacan: procesos de Oxido-
reduccién, metabolismo de acidos carboxilicos y transporte de metales de transicion. En el estudio
realizado por Vivanco et al. (2022), se realiz6 un ensayo de secuenciacion de ARN para la identificacion
de genes relacionados con fallos en el I6bulo temporal. A partir de la identificacién de clusters genéticos
asociados a la patologia, se estudid cada gen para concluir el posible mecanismo molecular involucrado
en la afeccion. Para describir el mecanismo por el cual se general las alteraciones mitocondriales
asociadas a la pérdida del modulador hibrido Nrgl-Rtg3, se plantea generar mutantes donde que
sobreexpresaran los genes del cluster para comprender el mecanismo por el que se genera dafio
mitocondrial. Para lograr este objetivo, se disefié una estrategia que consiste en el reemplazo del
promotor endégeno del gen objetivo por el promotor exdgeno fuerte TetO7.

Se observo que la implementacion de la estrategia para la sustitucion del promotor endégeno del gen
FRES5 incrementd la expresion 37 veces, respecto a la cepa silvestre R1158. Este cambio en la expresién
es mayor al observado en las mutantes caracterizadas por Carreteros (2023). Pero, considerando que se
buscaba evaluar si la desregulacion genera un dafio mitocondrial, el excedente en la expresién no
afectara en la interpretacion del fendémeno. Ademas, al ser un promotor reprimible por tetraciclina, es
posible agregar el antibiético al medio para reducir el nivel de expresidn.

Los oligonucledtidos utilizados pudieron generar el médulo recombinante. Para garantizar su
utilidad se realiz6 un analisis in silico de los oligos, en el que se utiliz6 como referencia los criterios de
seleccion de primers definidos por Riafio, (2015). Estos criterios establecen que una pareja de primers
debe tener temperaturas de alineamiento muy cercanas para maximizar el rendimiento, lo cual se
relaciona con un contenido de GC similar. Ademas, no deben formarse estructuras secundarias y se debe
comprobar que la secuencia complementaria sea Unica. Al considerar estas caracteristicas durante el
disefio de la estrategia experimental, se minimizd la probabilidad de que los primers no fueran efectivos
para la produccion del médulo recombinante.
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En la transformacion de E. coli con el plasmido pCM325, se observé un crecimiento abundante de
colonias aisladas en medio LB con ampicilina. Esto nos indica que el protocolo de transformacion
empleado permitié la introduccion del plasmido a la cepa silvestre y dado que el plasmido contiene
la secuencia del gen AmpR que codifica a la beta-lactamasa de Klebsiella aerogenes, las mutantes

E. coli exitosas adquieren la capacidad de producir la enzima que inactiva los antibiéticos beta-
lactamicos por medio de la hidrolisis del anillo beta-lactamico de los mismos (PAHO, 2020). Por lo que
la transformacién del pldsmido pCM325, confiere a las bacterias transformantes resistencia a la
ampicilina. Y a partir de estas colonias, fue posible establecer cultivos puros de la cepa transformante.
Para optimizar la produccion de plasmido a partir de un cultivo de E. coli se recomienda utilizar
un marcador de seleccidon basado en auxotrofia, esto se debe a que generalmente la produccion de la
enzima que confiere resistencia a algin antibiotico representa un gran gasto energético, lo que reduce
la produccion total del plasmido (Domach, et al. 2009) Se purificé el plasmido pCM325 a partir de las
colonias aisladas del cultivo puro de la cepa transformante. Se verificé su identidad mediante su
linealizacion con la enzima de restriccion corte Gnico Sall y se purifico el plasmido linealizado por
banda de gel. Esto permitié obtener una solucidn de trabajo del pldsmido puro.

Con el objetivo de optimizar las condiciones de PCR para la produccion de los médulos de
recombinacion y obtener una solucion pura del médulo recombinante, se llevo a cabo un PCR con
gradiente de temperatura en 8 pasos entre 60.0 °C y 76.0 °C. Uno de los factores mas relevantes en
la optimizacion de una reaccion de PCR es la temperatura de anillamiento (Ta), cuando la
temperatura es muy baja, pueden formarse productos no especificos; mientras que si la temperatura
es muy alta, la cantidad de producto de interés formado se reduce. En el trabajo de Rychlik, et al.,
la optimizacion de la temperatura de anillamiento de una PCR en la que la temperatura de fusién
de los primers es muy diferente, se realiza por medio de un gradiente de temperatura de al menos
5 pasos en un rango que abarca las temperaturas de fusién individuales de los primers. En el
presente trabajo se selecciond el rango del gradiente en funcién a la temperatura de fusion del
primer forward y el primer reverse: 71 °C y 64.4 °C, respectivamente. Se extendio el rango de
temperaturas en 5 °C, lo que permitio realizar una serie de 8 reacciones, abarcando las temperaturas
de fusién individuales, para determinar la temperatura de alineamiento que producia la mayor
cantidad de producto. Se concluy6 que la temperatura éptima para la reaccién es de 63.2 °C, ya que
en esta temperatura se obtuvo la mayor produccién del médulo (ver figura 6.7). A pesar de haber
optimizado la temperatura de alineamiento y verificado que los primers tienen complementariedad
Unica en el sitio de interés, en la figura 6.9 se observan bandas secundarias. La banda principal de
2332 pares de bases corresponde al médulo recombinante, mientras que las dos bandas secundarias
de menor tamafio (aproximadamente 1900 pb y 1300 pb) corresponden a productos secundarios no
deseados. Estos productos no deseados podrian ser resultado de que los primers tenian
complementariedad parcial en otros sitios del plasmido o que las estructuras secundarias de baja
probabilidad determinadas con el Software OligoAnalizer hayan interferido en la reaccion (Ekman,
1999). Por lo que se concluye que el objetivo de optimizar la reaccion de PCR para la produccion
del moédulo recombinante se cumplié de forma parcial; se recomienda identificar potenciales primers
gue tengan una menor cantidad de posibles estructuras secundarias. Dado que el producto de PCR
contenia productos secundarios que podrian disminuir la efectividad de la transformacién al
genoma de S. cerevisiae, fue necesario realizar una purificacién por banda de gel para obtener una
solucion de trabajo pura del médulo recombinante. Este paso adicional de purificacion resuelve la
problematica de que la reaccién de PCR no produce de forma pura el médulo recombinante.

Posteriormente, se transformoé la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae utilizando el médulo
recombinante purificado en dos concentraciones de ADN diferentes para evaluar la eficiencia de
transformacion. Se determiné que no existe una diferencia en el crecimiento de colonias aisladas entre
el tratamiento con 3,500 ng de ADN y 5,000 ng de ADN, ya que la cantidad de colonias aisladas
en las diluciones 1:100 y 1:1000 de ambos tratamientos es la misma. A pesar de que S. cerevisiae es
considerado como uno de los pocos eucariotas con alta eficiencia de recombinacién homéloga (Takita
et al. 1997), la baja eficiencia de transformacion observada en el experimento puede ser asociada a
diferentes factores. Uno de los més relevantes es que S. cerevisiae también tiene una alta eficiencia en
reparacién de ADN por la uniéon de extremos no homélogos (NHEJ) (Van Dyck et al. 1999). Por
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lo que es muy probable que se de la reparacion del ADN sin la integracion del médulo recombinante en
el sitio de interés, causando asi que el gen KanR no se integre al ADN de S. cerevisiae. La competencia
entre los mecanismos de reparacion HR y NHEJ, representa un potencial factor reductor de la
eficiencia de transformacion (Dudas & Chovanec 2004). Otro factor que puede afectar la eficiencia de
transformacién es la longitud de la secuencia recombinante, se recomienda incrementar el nimero de
pares de bases complementarias al genoma de S. cerevisiae a al menos 200 pares de bases por extremo.

A partir de todas las colonias aisladas obtenidas en ambas transformaciones, se elaboré un
parche donde en cada cuadrante se inocul6 una colonia aislada, con el objetivo de purificar la cepa
transformante. El parche #50 se purificé realizando 3 re-cultivos de colonias aisladas para garantizar la
pureza de la cepa transformante. Luego, se extrajo el ADN total de 5 colonias candidatas y se verificd
que la extraccion de ADN fue exitosa, ya que no se observo degradacién del ADN. Utilizando el ADN
de las colonias candidatas, se realiz6 la reaccion de PCR UTR 5> FRE5 - UTR 3’ FRES5 para
comprobar la integracion del moédulo recombinante. En la figura 6.16, se puede observar que la
banda de la cepa silvestre es de menor peso, con 2804 pares de bases, mientras que la banda de la
cepa mutante es de 4806 pares de bases. Esta diferencia en el nimero de pares de bases se debe a
qgue el mddulo recombinante contiene tanto la secuencia del promotor fuerte TetO7 y el gen de
resistencia a Kanamicina, que en conjunto suman 2332 pares de bases. Por lo que se espera que la banda
de la cepa mutante tenga un meso mayor que la banda de la cepa silvestre. Se determin6 que las colonias
candidatas 2, 4 y 5 son mutantes, ya que se observa la presencia de la banda de 4806 pares de bases.

En el contexto del trabajo realizado en el laboratorio de la doctora Alicia Gonzélez, se busca
comprender el fendmeno de fallo mitocondrial asociado a las mutantes Nrgl y Rtg3. En el trabajo
realizado por Carreteros (2023), se determiné que los genes: PUGL, FET4, FIT1 y FRES5; tienden a
sobre expresarse en ausencia de algun componente del regulador hibrido y estos genes participan en
la internalizacién del hierro a la mitocondria. En estudios como el realizado por Campos-Garcia, et
al. 2014, se ha descrito que el incremento de la concentracion de iones de hierro a nivel mitocondrial
conlleva a un fallo mitocondrial semejante al observado en el fendmeno petite descrito en el
laboratorio de la doctora Alicia Gonzalez. En las mutantes Nrgl y Rtg3 se demostré que el fallo
mitocondrial se asocia con la pérdida de la capacidad de usar etanol como Unica fuente de carbono, por
lo que para evaluar si hay dafio mitocondrial se determina el fenotipo de crecimiento de las mutantes en
etanol.

Con el objetivo de evaluar el fenotipo de crecimiento en etanol de la cepa mutante R1158 teio7-
FREDS5, se realiz6 una evaluacion de fenotipo petite mediante crecimiento en placa de agar YPE por
goteo, comparando su crecimiento con la cepa silvestre R1158. Esta evaluacion cualitativa permitio
determinar que la sobreexpresion del gen FRE5 no afecta el crecimiento en etanol, ya que se observa
un crecimiento semejante al observado en la cepa silvestre R1158. Para complementar la evaluacion
del fenotipo, se realiz6 una curva de crecimiento en medio minimo etanol — amonio y medio minimo
glucosa — amonio para evaluar si hay un cambio en la cinética de crecimiento. Se determiné que en
medio minimo glucosa — amonio, la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre R1158 es de
0.11337, mientras que la de la cepa mutante R1158 tei07-FRES es de 0.11887. De manera similar,
en medio minimo con etanol — amonio, la velocidad de crecimiento de la cepa silvestre es de 0.10810,
y la de la cepa mutante R1158 teio7-FRES es de 0.12598. Este fenotipo es el esperado en cepas
donde la funcién mitocondrial se encuentra intacta, en el trabajo de Campero (2023), se describe el
crecimiento de las mutantes petite y se demostrd que, en fuentes con etanol como Unica fuente de
carbono, estas no crecen. Por lo tanto, se concluye que la sobreexpresion de FRE5 no afecta la cinética
de crecimiento en ambas condiciones, este resultado puede ser interpretado de diferente manera. Una
de las perspectivas es que la sobreexpresién del gen FRE5 no genera la suficiente internalizacién de
iones de hierro para generar el dafio mitocondrial observado en las mutantes petite. Otra perspectiva,
es que para replicar el dafio mitocondrial se requiere de la sobreexpresion de todos los genes de forma
conjunta, para lo que se requeriria implementar esta estrategia variando los marcadores de seleccidn
para asi poder sobre expresar en una sola cepa todos los genes determinados por Carreteros (2023).
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Finalmente, con el objetivo de comprobar que la integracion del modulo recombinante con el
promotor TetO7 sobreexpresa el gen FRES, se realizé una gPCR de la regién codificante de FRE5
en un triplicado bioldgico y un triplicado experimental de la cepa mutante R1158 tei07-FRES y
de la cepa silvestre R1158. Se verifico la integridad del ARN extraido mediante electroforesis (ver
figura 6.21), y se observo que el ARN se concentra en una sola banda sin evidencia de degradacion,
lo que indica que el extracto no estaba degradado. EI ARN se convirtiéo a ADNc, y mediante PCR
de punto final de la region codificante del gen FRES5, se confirmd que en todos los productos de
PCR se observa la banda de 2085 pares de bases, correspondiente a la region codificante del gen.
Se concluye que el ADNCc se encuentra integro y es utilizable para la reaccién de gPCR. El analisis
estadistico de los datos de Ct’s (ciclo de threshold) mediante la prueba t de Student confirmé que
la media de la expresién del gen FRE5 en la cepa mutante R1158 tei07-FRES es significativamente
mayor que la observada en la cepa silvestre R1158. Los datos de qPCR fueron normalizados para
ajustar los niveles de expresion génica para reducir las diferencias en la expresion causadas por la
cantidad o calidad de la muestra. La normalizacién fue realizada utilizando el gen de actina por ser
un gen constitutivo (Roussel, 2015), en este enfoque se utiliza la expresion del gen de actina ya que
se expresa a niveles constantes.

Se concluy6 que la estrategia disefiada para la generacion de mutantes sobreexpresantes del
gen FRES5 incrementd 37 veces la expresion medio del gen y se determind que este cambio es
significativo. A pesar de que la sobre expresion del gen FRE5 no gener6 evidencia para concluir que la
desregulacién de los genes asociados al transporte de metales de transicion fue posible desarrollar un
método para el subsecuente estudio de los genes propuestos por Carreteros (2023). El presente trabajo
aporta con una estrategia que puede ser adaptada para el estudio de la red genética controlada por el
regulador hibrido Nrg1-Rtg3 y es una herramienta que puede facilitar la descripcion del mecanismo por
el cual se genera la pérdida de ADN mitocondrial, fision mitocondrial y pérdida de la funcion
respiratoria.



CAPITULO 8

Conclusiones

Se transformé con alta eficiencia la cepa DH5a de E. coli con el plasmido pCM325, permitiendo
obtener y purificar el plasmido pCM325 a partir del cultivo puro de la cepa que expresa el plasmido.

Derivado de los datos obtenidos en la optimizacion de la PCR para amplificar el médulo de PtetO7-
KAN, se decidié que la temperatura optima era de 63.2 °C.

Se transformo la cepa silvestre R1158 de S. cerevisiae y se comprobo el intercambio de la region
promotora del gen FRE5 por el de TetO7 mediante PCR de punto final.

La expresion del gen FRES de la cepa reto7-FRES increment 37 veces respecto a la cepa silvestre R1158.

Se evalud el fenotipo de la cepa mutante R1158 tei07-FRE5 en medio minimo con glucosa o
etanol como Unica fuente de carbono y sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. Los resultados
sugieren que la sobreexpresion de FRES5, no interfiere con la velocidad de crecimiento en comparacion
con la cepa silvestre.
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Recomendaciones

El punto de mejora principal para incrementar la integracion del médulo recombinante es el uso de
secuencias de recombinacion de mayor longitud. Se recomienda utilizar secuencias de recombinacion
de al menos 200 pares de bases para incrementar la especificidad del sitio de integracién, asi como
incrementar la probabilidad de integracion.

Se recomienda implementar la estrategia experimental para generar mutantes sobreexpresantes
de todos los genes que se desregulan en ausencia de los componentes del regulador hibrido Nrg1-Rtg3.

Se recomienda evaluar si la desregulacion del cluster de genes asociados al transporte de metales
de transicion es lo que genera el dafio mitocondrial o si la desregulacién es una consecuencia de la
perdida de integridad mitocondrial.
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Anexos

11.1. Secuencia plasmido pCM325

Secuencia plasmido pCM325 con un tamafio de 4641 pares de bases. En base en esta secuencia
se determind el tamafio de la banda esperada para cada reacciéon de PCR a partir del plasmido pCM325.

GAACGCGPeGCCGCCAGCTGAAGCTTCGTACGCTGCAGGTCGACGGATCCCCGGGTTAATTAAGGC
GCGCCAGATCTGTTTAGCTTGCCTTGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGA
ATACCCTCCTTGACAGTCT TGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCGTACATTT
AGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGCACGGCGCGAAGCA
AAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAATT
GTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTC
ATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCAT
GGGTAAGGAAAAGACTCACGTTTCGAGGCCGCGATTAAATTCCAACATGGATGCTGATTTATATGG
GTATAAATGGGCTCGCGATAATGTCGGGCAATCAGGTGCGACAATCTATCGATTGTATGGGAAGCC
CGATGCGCCAGAGTTGTTTCTGAAACATGGCAAAGGTAGCGTTGCCAATGATGTTACAGATGAGAT
GGTCAGACTAAACTGGCTGACGGAATTTATGCCTCTTCCGACCATCAAGCATTTTATCCGTACTCC
TGATGATGCATGGTTACTCACCACTGCGATCCCCGGCAAAACAGCATTCCAGGTATTAGAAGAATA
TCCTGATTCAGGTGAAAATATTGTTGATGCGCTGGCAGTGTTCCTGCGCCGGTTGCATTCGATTCC
TGTTTGTAATTGTCCTTTTAACAGCGATCGCGTATTTCGTCTCGCTCAGGCGCAATCACGAATGAA
TAACGGTTTGGTTGATGCGAGTGATTTTGATGACGAGCGTAATGGCTGGCCTGTTGAACAAGTCTG
GAAAGAAATGCATAAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACT
TGATAACCTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGT TGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGC
AGACCGATACCAGGATCTTGCCATCCTATGGAACTGCCTCGGTGAGTTTTCTCCTTCATTACAGAA
ACGGCTTTTTCAAAAATATGGTATTGATAATCCTGATATGAATAAATTGCAGTTTCATTTGATGCT
CGATGAGTTTTTCTAATCAGTACTGACAATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTA
TAGTTTTTTTATATTGTAGTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTAGCGTGATTTATATTITTTTTCGC
CTCGACATCATCTGCCCAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCGTATG
TGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTCGATACTAACGCCGCCATCCAGTGTCGAAAACGAGC
TCGAATTTCGAGTAATTCGCGCCACTTCTAAATAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATTTTTATTA
TTAAATAAGTTATAAAAAAAATAAGTGTATACAAATTTTAAAGTGACTCTTAGGTTTTAAAACGAA
AATTCTTGTTCTTGAGTAACTCTTTCCTGTAGGTCAGGTTGCTTTCTCAGGTATAGCATGAGGTCG
CTCTTATTGACCACACCTCTACCGGCAGATCAATTCCTCGATCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTG
TAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTT
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ACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGA
AAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACT
CCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAGTCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTG
AAAGTCGAGCTCGGTACCCTATGGCATGCATGTGCTCTGTATGTATATAAAACTCTTGITTTCTTC
TTTTCTCTAAATATTCTTTCCTTATACATTAGGTCCTTTGTAGCATAAATTACTATACTTCTATAG
ACACGCAAACACAAATACACACACTAAATTACCGGATCAATTCGGGGGATCCGTTTATCAGATCCA
CTAGTGGCCTATGOGGOCGCGGATCTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGC
CAGGTTAACCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCT
TOOGCTTCCTCGCTCACTGACTOCGCTGCGCTOGGTOGT TOGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCAC
TCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAA
GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCC
CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGA
TACCAGGCGT TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTC
AGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGC
TGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCA
GCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGG
TGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACC
TTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTT
GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGG
ATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAA
ACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGICTATTTCGT
TCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGC
CCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAG
CCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAAT
TGTTGOCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT TOGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCT
ACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGT TTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCA
AGGCGAGTTACATGATCCCCCATGT TGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTT
GICAGAAGTAAGT TGGCOGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
GTCATGCCATCOGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAG
TGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGA
ACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTG
TTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACC
AGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGG
AAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTC
ATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCC
CGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGT
ATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTC
CCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCA
GOGGGTGTTGGOGEGGTGTOGGEGECTGGCTTAACTATGOGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTG
CACCATATGGACATATTGTCGTTAGAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGTATCATACAC
ATACGATTTAGGTGACACTATA
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11.2. Secuencia cromosoma XV de S. cerevisiae

Secuencia cromosoma XV de S. cerevisiae +/- 1kb al gen FRE5 4083 pares de bases. La secuencia fue
obtenida con el codigo de referencia: NC_001147.6 de NCBI. Esta secuencia fue utilizada para el
disefio de las secuencias de recombinacion.

AGCTGGTAGAAGTACTACTTGGAGACCAGGTGTTGCTGCTGCCTTCACCAGTCCAGACAAAAGTAG
CATCTTGGGTGACAGTCTTAGTGTAGACGTGACCGT TCTTGGTGGCAGTGATAGTGGTAGTGATAC
TAGAACCAGAACCTTCATCAGCAGAAGAAGTCTCAGCAGCAGAAGAAGTCTCAGCAGCAGAAGTGG
TAGCGGCAGCAGAAGTGGTAGCGGCAGCAGAGGTTTCGGCGGCAGAAGTTTCGGCGGCAGAAGATT
CAGCGGCAGAAGTGCTGCTGGCGTAAGAGTCTTCACCACCCCAAACAAAAGTAGCATCTTGGGTGA
CAGTCTTAGTGTAGACATGACCGT TCTTGGTGGCAGTGATCGTGGTGGTGATACTCTCAGCAAGAG
CAGTAGCGGCAACAGCAGATAGAACCAAAGCGGAAGAGAATTTCATTTTAGGGATTATTGTTATTA
GITATTTTTAAGCGAGTGGAAGTACTTGTTTGTATCTGTTCGAACATTCATATTACCTCCTAATAC
TTCAAATAGTTCTTGGCTTAAATACCCCATAAATCAACTTTTACAAAAAAAAAAATAACAAATCTC
GAACGATAATTGAACCCCATTTTTTTGCACCCTTTCCTAGAATGGCGGAACTCGGCTCTTGAGCCC
TTAGATTGCTTTCCTTCACATACATCAAAAAATATGGGATAGCGGGGTGCGGAACAAACAGGGTGC
AAAAAAAAATCTAGGACATAGGTAGGACTAAGAAGACTGTGGCATTACTACACAGCAATCATATTT
TACCGCTTCCTCGTTTAATTGGATTTTTACTTTTCATTACAT TAGCGATCATTAAAAAAGGAGCGT
CAATTTTTTACTTGGCAAATGTGTAATGTAGCGTTTTCGGTATGTCACATCACCAATTTTGTCGCA
GTTAATTTAATTCACCCAGATTTCGAATGCTTTTCGCTAGATTAGTGCTGCTGTTGGTGTATTTGG
CACCAGGTTCTTTAGCAAAACCAGCATCAACTAAGAAAAGAACGCAATGGGACCAGATAGCAATTG
ATGCTTGTGCTAAAGAATTGGAATCACACAAATTTGACACGGATGTGAAGGGTCGGCACGCTACTC
TTTGCACTTATGAACCAGCACTAGGGTCTTGGTTACATTGCGCGAAGGATGTTCTCGACAGTAGGA
AGAAAAGTAAAAAAATATTCGAAAAAACGTTTAGCAAAATTAATCAGTATTGCCACGATTATCACA
AAGATGAGGTCGTCAGCAATGAGGAGTATTATCGAATTTTTGCCAATGCATCCCTTTTCATCCGGC
CTCTTGATGAGGTAAAGGAAAACATACGATATCCCGTCACTCCCAATAAAGCCTCTCTAGATAGGT
GGGTATGGGCTTATTTTGGGCCCCTGGATAATATAGACAAAGGAAATGT TTATGGAGTGACGATTT
GCTTATACTGGATAGGAGTTCTGTTTATTGCAGCTGTATATCACTTCTTGAACTTTTCTCGACTTA
AACAAACGGTGTTCAAAAACAAGGTGTCTGCTTTCTTAAGAGGCCACTATGTTCTTCCAGCGCTTG
TTCATAACCATGCTATGTCAGTGGGAAGGTGGT TTTTCATOGGTCTGGTCCCTACCAGGTTAGAGA
CCCTTGTCCTATTCGGTTACGTTTTGTTGCACGGGTTCTTGTTGAGTAGTTACAATTTTGACCATA
ATGAGTTGCTCAGTGATCGCAGAAGCCAAGTGCTTATCTTCCTTTCCGACAGGGCAGGGATCCTGG
CATTCGCACATTTTCCTTTGATAGTTCTCTTTGGCGGTAAAAACAGCACAATGACTTGGCTCACAG
GTATAAGATATACCGCATTCATTACTTACCACAAATGGTTAGGAAGATTCATGTTAGTAGACTGTA
CGATCCATGCAATAGGATACACCTACCATGCATACATAGAAAATTACTGGAAATACGTGAAGTATA
GTGATCTATGGACATCCGGAAGACATGCCATGATCATTGTTGGAATACTTGTGTTTTTTTCGTTCI
TCTTCTTTAGACGACATTATTACGAATTGTTTGTTATTACGCACATTATCTTAGCAATAGGATTTT
TOCATGCGTGCTGGAAACAT TGCTATAAACT TGGATCGGGGTGAATGGATAATGGCGTGTGCACTGT
TTTGGATTGCTGACCGTATTCTGCGGCTAATAAAGATTGCAATTTTTGGAATGCCATGGGCTAAAT
TGAAACTGTGTGGCGAGTCCATGATAGAAGTGAGAATCTCAAAAAGCTCCAAATGGTGGAAAGCAG
AACCTGGCCAATATATATATCTGTACTTCTTAAGACCAAAAATATTCTGGCAATCACATCCATTCA
CGGTCATGGATTCTTTGGTTGAGGATGGTGAGTTGGTAGTTGTGATAACAGTGAAAAATGGGCTAA
CCAAAAAATTACAGGAATACCTTTTAGAGAGCGAAGGGTACACGGAAATGCGAGTACTAGCAGAAG
GACCTTATGGACAAAGCACGCGAACACATTTGTTCGAAAGCCTCCTGTTTATTGCCGGAGGGGCGG
GTGTTCCTGGACCTCTGTCGATGGCAATAAAGGCAGGTCGCCAGGTCAAAAGCAACGATTCTCATC
AAATGATCAAATTTGTGTGGAGTGTACGTAACCTTGATCTCTTAGAAGTGTATCGCAAAGAGATAA
TGGTGCTAAAAGAGTTGAACATAGACACAAAAATTTACTTCACAGGAGAGCGAAAAGATGAATCGA
ACACGGAGGAGGGAGCAATTGCTAATATGAGCACGGAAGGCAGACTGCTGACGACATCGAAATCAG
CGGAAATGATTACTGATTTTGGACGACCAAATATCGATGAGATAATTGAAGAAGCAGTAAGTGGTG
CAAAATCTTTGTTGGTCACTTGTTGCGGGTCAGAGGGCTTTGTAGACAAGACACGAGAGTTGACGG
CAAAAAGAGTTCTTGAACACGGTGACAAATGGATAGAATACGTGGAGGAATTCCAGAATTGGTAGC
ATTTCAATCCGCCCTATCAATGCTAACCTGTTACGAATACCAAAACCACAAAAACACGGACCTTGT
TTAATTACTGTATGAAATAACTGTACTCCATTAATATTCAATGCATTTAGTCCTTAAAAATCAGCG
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GGAATCTAATAAGCCGGCGAAGGTACTACACCTCACCCTTACTGTTATTTAAAAATCCTATTTGTG
GGGATTTGCAATTAGTTTTCATCGCCAAATAACAATCCTTCACTGCACACCACTACTTAAAAAAAG
GGTACATTGCTAACATTCTTGGTATGAAAAATTGCAGTCATTTAGATTGAGTTGGCAAAAATACAA
ATTTAACGCATGAGTATAAAATCGCTATTCGCTTTATTATTATTTCCTCCCTGATTAATAAATATC
GAAGGGTAATCAGGGTTACGGGAACAGTACTTATCGGAGGAATAATAAGCAGCACCCTTTAGAATG
TGGATCGTTTCAATACAGTCGCATCTGACATATACAGCGCCACTGTCGTAAGTTGTCAATCACGAG
AACATAATCTTGAAACACGGATGGCTACATAGAGTTACCTTTTTCATCATGATATGAATTGATACT
TTAGGCATGATAGAAAACAAAAGTTTTGCATTACATCAGGGTATCCAATTGAAAATGTTCTAGCTA
TTCATTTACCTTCCCGAAAAGCATTCTTCGAAGCTGCAGTTCTTTCTGCCATTCATCTCAGAACTG
TCTTCGTTGCAGAGTCAAAGTTGCCACTTTTCTTCATTTATTTGATATAGAAAATGCGCAATATAC
AATCTCTCATTGCAGGATTGATATCATTTTTCCGAGGGAGCGATATTCAACCAGGTTTTGCCAGTC
AACGGTGAAGGGTAATACATCAGGTAGGTTGAAAATTAGGCGAGTGAATTAAGAACTTTCTTCCTT

TATTACTCTCATTCAATGCCAGTTCGATGAAAATTAGCGGGCAACGATACGCAAATGTCTCGTAAA
TACTTACGT
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11.3. Secuencia codificante del gen FRES de S. cerevisiae

Secuencia codificante del gen FRES de S. cerevisiae, 2085 pares de bases. La secuencia fue obtenida
del cédigo de referencia: NC_001147.6. Esta secuencia fue utilizada para determinar el tamafio de la
banda de las PCR de confirmacién de la integracién del médulo recombinante.

ATGCTTTTCGCTAGATTAGTGCTGCTGTTGGTGTATTTGGCACCAGGTTCTTTAGCAAAACCAGCA
TCAACTAAGAAAAGAACGCAATGGGACCAGATAGCAATTGATGCTTGTGCTAAAGAATTGGAATCA
CACAAATTTGACACGGATGTGAAGGGTCGGCACGCTACTCTTTGCACTTATGAACCAGCACTAGGG
TCTTGGTTACATTGCGCGAAGGATGTTCTCGACAGTAGGAAGAAAAGTAAAAAAATATTCGAAAAA
ACGTTTAGCAAAATTAATCAGTATTGCCACGATTATCACAAAGATGAGGTCGTCAGCAATGAGGAG
TATTATCGAATTTTTGCCAATGCATCCCTTTTCATCCGGCCTCTTGATGAGGTAAAGGAAAACATA
CGATATCCCGTCACTOCCAATAAAGCCTCTCTAGATAGGTGGGTATGGGCTTATTTTGGGCCCCTG
GATAATATAGACAAAGGAAATGTTTATGGAGTGACGATTTGCTTATACTGGATAGGAGTTCTGTTT
ATTGCAGCTGTATATCACTTCTTGAACTTTTCTCGACTTAAACAAACGGTGTTCAAAAACAAGGTG
TCTGCTTTCTTAAGAGGCCACTATGTTCTTCCAGCGCTTGTTCATAACCATGCTATGTCAGTGGGA
AGGTGGTTTTTCATCGGTCTGGTCCCTACCAGGT TAGAGACCCTTGTCCTATTCGGTTACGTTTTG
TTGCACGGGTTCTTGTTGAGTAGT TACAATTTTGACCATAATGAGT TGCTCAGTGATCGCAGAAGC
CAAGTGCTTATCTTCCTTTCCGACAGGGCAGGGATCCTGGCATTCGCACATTTTCCTTTGATAGT T
CTCTTTGGCGGTAAAAACAGCACAATGACTTGGCTCACAGGTATAAGATATACCGCATTCATTACT
TACCACAAATGGTTAGGAAGATTCATGTTAGTAGACTGTACGATCCATGCAATAGGATACACCTAC
CATGCATACATAGAAAATTACTGGAAATACGTGAAGTATAGTGATCTATGGACATCCGGAAGACAT
GCCATGATCATTGTTGGAATACTTGTGITTTTTTCGTTCTTCTTCTTTAGACGACATTATTACGAA
TTGTTTGTTATTACGCACATTATCTTAGCAATAGGATTTTTCCATGCGTGCTGGAAACATTGCTAT
AAACTTGGATGGGGTGAATGGATAATGGCGTGTGCACTGT TTTGGATTGCTGACCGTATTCTGCGG
CTAATAAAGATTGCAATTTTTGGAATGCCATGGGCTAAATTGAAACTGTGTGGCGAGTCCATGATA
GAAGTGAGAATCTCAAAAAGCTCCAAATGGTGGAAAGCAGAACCTGGCCAATATATATATCTGTAC
TTCTTAAGACCAAAAATATTCTGGCAATCACATCCATTCACGGTCATGGATTCTTTGGTTGAGGAT
GGTGAGTTGGTAGTTGTGATAACAGTGAAAAATGGGCTAACCAAAAAATTACAGGAATACCTTTTA
GAGAGCGAAGGGTACACGGAAATGCGAGTACTAGCAGAAGGACCTTATGGACAAAGCACGCGAACA
CATTTGTTCGAAAGCCTCCTGTTTAT TGCCGGAGGGGCGGGTGTTCCTGGACCTCTGTCGATGGCA
ATAAAGGCAGGTCGCCAGGTCAAAAGCAACGATTCTCATCAAATGATCAAATTTGTGTGGAGTGTA
CGTAACCTTGATCTCTTAGAAGTGTATCGCAAAGAGATAATGGTGCTAAAAGAGTTGAACATAGAC
ACAAAAATTTACTTCACAGGAGAGCGAAAAGATGAATCGAACACGGAGGAGGGAGCAATTGCTAAT
ATGAGCACGGAAGGCAGACTGCTGACGACATCGAAATCAGCGGAAATGATTACTGATTTTGGACGA
CCAAATATCGATGAGATAATTGAAGAAGCAGTAAGTGGTGCAAAATCTTTGTTGGTCACTTGTTGC
GGGTCAGAGGGCTTTGTAGACAAGACACGAGAGTTGACGGCAAAAAGAGTTCTTGAACACGGTGAC
AAATGCGATAGAATACGTGGAGGAATTCCAGAATTGGTAG




