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Resumen

Los reguladores transcripcionales hibridos han surgido como una ventaja evolutiva
en la levadura de Saccharomyces cerevisiae, ya que han demostrado modular proce-
sos metabolicos y fisiologicos, como lo es el mecanismo de fermentacion y respiracion
caracteristico de este organismo. El regulador transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3 ha si-
do descubierto recientemente como un complejo que mantiene la integridad del ADN
mitocondrial. La presencia de la quimera se determiné mediante un ensayo de co-
inmunoprecipitacién, sin embargo, ain se requiere de otros métodos para determinar
su estabilidad y regulacion en la célula. Por este motivo, el objetivo principal de este
trabajo fue optimizar la técnica de PCR de Extension Superpuesta (OE-PCR) pa-
ra obtener fragmentos de ADN con regiones complementarias al ORF5“y UTR3 de
NRG1 y RTGS fusionados con proteinas fluorescentes con el fin de generar proteinas
etiquetadas, siendo Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry. Ambos fragmentos se obtuvie-
ron empleando diferentes pasos en la técnica de OE-PCR; para Nrgl-yECitrine se
utilizé una sola reacciéon que integré la superposicion y amplificacion de los fragmen-
tos, mientras que, para Rtg3-mCherry se emplearon cuatro reacciones independientes
(dos de superposicion y dos de amplificacion). Ademas, se confirmoé el fenotipo de
las mutantes sencillas nrg1A y rtg3A donde se determiné la funcién principal de la
quimera respecto a lo previamente descrito. Por tultimo, se disené un protocolo para la
ligacion del constructo a un plasmido multicopia pRS416 y su posterior transforma-
cion en F.coli. Se demostro la validacion del protocolo de OE-PCR para el fragmento
de Nrgl-yECitrine, puesto que, se obtuvieron 6 cepas etiquetadas confirmadas me-
diante PCR. Para el caso de Rtg3-mCherry, atin no se han obtenido cepas etiquetadas;
se recomienda secuenciar ambos fragmentos para determinar errores en las secuen-
cias y repetir la transformacion en S. cerevisiae. . también, se recomienda un diseno
correcto de oligos quiméricos y anidados, asi como determinar la temperatura 6pti-
ma de alineamiento de las reacciones. Se espera observar ambas proteinas etiquetadas
mediante microscopia confocal y responder preguntas como en qué momento se forma
el hibrido y si su localizacién subcelular influye en su funcién de mantener el ADN
mitocondrial.
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Abstract

Hybrid transcriptional regulators have emerged as an evolutionary advantage in
Saccharomyces cerevisiae yeast, as they have been shown to modulate metabolic and
physiological processes, such as the fermentation and respiration mechanism charac-
teristic of this organism. The hybrid transcriptional regulator Nrgl-Rtg3 has recently
been discovered as a complex that maintains the integrity of mitochondrial DNA.
The presence of the chimera was determined by a coimmunoprecipitation assay, ho-
wever, other methods are still required to determine its stability and regulation in
the cell. For this reason, the main objective of this work was to optimize the Overlap
Extension PCR (OE-PCR) technique to obtain DNA fragments with regions comple-
mentary to the ORF5 and UTR3 of NRG1 and RTGS3 fused to fluorescent proteins
in order to generate tagged proteins, being Nrgl-yECitrine and Rtg3-mCherry. Both
fragments were obtained by employing different steps in the OE-PCR technique; for
Nrgl-yECitrine a single reaction integrating the overlap and amplification of the frag-
ments was used, whereas, for Rtg3-mCherry four independent reactions (two overlap
and two amplification) were used. In addition, the phenotype of the nrg/A and rtg3A
single mutants was confirmed where the major function of the chimera was deter-
mined with respect to that previously described. Lastly, a protocol was designed
for the ligation of the construct to a multicopy plasmid pRS416 and its subsequent
transformation in E.coli. Validation of the OE-PCR protocol for the Nrgl-yECitrine
fragment was demonstrated, since 6 PCR-confirmed tagged strains were obtained.
For the case of Rtg3-mCherry, no tagged strains have been obtained yet; it is recom-
mended to sequence both fragments to determine errors in the sequences and repeat
the transformation in S. cerevisaie. also, a correct design of chimeric and nested pri-
mers is recommended, , as well determining the optimal annealing temperature of
the reactions. It is expected to observe both tagged proteins by confocal microscopy
and to answer questions such as at what time the hybrid is formed and whether its
subcellular localization influences its function in maintaining mitochondrial DNA.
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CAPITULO 1

Introduccién

La peculiaridad metabdlica de Saccharomyces cerevisiae, que le permite realizar
tanto fermentaciéon como respiraciéon, ha sido un area de investigacion esencial pa-
ra entender los mecanismos moleculares y evolutivos que la han reconocido como
la levadura de cerveza y pan (Erika Szymanski & Wong, 2019). Se ha identificado
que para llevar a cabo estos mecanismos, S. cerevisiae ha desarrollado reguladores
transcripcionales hibridos. Estos reguladores pueden estar compuestos por proteinas
pardlogas que surgieron de la duplicacién del genoma completo de la levadura o de
duplicaciones esporddicas a menor escala, proporcionandole una ventaja evolutiva y
robustez fenotipica (Guan et al., 2007). El grupo de investigacion de la Dra. Alicia
Gonzalez en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténo-
ma de México (UNAM) ha sido pionero en el descubrimiento de nuevos reguladores
transcripcionales hibridos en S. cerevisiae.

Recientemente, este grupo ha descubierto un nuevo regulador transcripcional hi-
brido Nrgl-Rtg3, donde Nrgl actiia como un regulador negativo de los genes que
responden a la glucosa (Tae Soo Kim & Kang, 2004) y Rtg3 es un activador de la
respuesta retrograda en la levadura (Jazwinski, 2013), sin embargo, cuando trabajan
juntos forman una quimera que regula genes relacionados con el mantenimiento de
la integridad del ADN mitocondrial. En cepas mutantes nrglA y rtg3/A, se observo
un fenotipo de colonia pequenio en presencia de glucosa (“petite”) y una incapacidad
para consumir etanol como tnica fuente de carbono. Estos resultados sugirieron un
evento de neofuncionalizacién de Nrgl respecto a su pardlogo Nrg2 para adquirir la
funcion que desempena en el complejo hibrido (Campero-Basaldua et al., 2023)).

La nueva quimera transcripcional Nrgl-Rtg3, fue descubierta al evaluar la di-
vergencia de promotores en las proteinas pardlogas Altl y Alt2 al observar que no
cumplian la misma funcién de alaninotransferasas. Determinaron que Altl posee un



sitio consenso de unién tanto para Nrgl como Rtg3, mientras que, Alt2 solamente
posee una secuencia consenso para Nrgl. De igual forma, demostraron que Alt2 se
regulaba negativamente en presencia de alanina en una cepa silvestre y en mutan-
tes sencillas nrglA y rtg3A se activaba la expresion. Mientras que, Altl se regulaba
positivamente por alanina y no dependia de Nrgl ni Rtg3. Esto sugiri6 que Nrgl y
Rtg3 podrian estar formando un complejo para reprimir la expresion de Alt2 (Mar-
quez Gutiérrez, 2015). La formacion del complejo se confirmé mediante un ensayo de
co-inmunoprecipitacion (Campero-Basaldua et al., [2023)).

Atn se debe de estudiar mas a fondo la estabilidad y regulaciéon de este nuevo regu-
lador hibrido en la célula de la levadura. Para seguir con la investigacion, se pretende
localizar subcelularmente a Nrgl y Rtg3 etiquetandolas con proteinas fluorescentes,
yECitrine y mCherry, respectivamente para luego determinar los compartimientos
subcelulares en los cuales operan las proteinas y el complejo transcripcional. La téc-
nica de Extension Superpuesta de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (OE-PCR,
por sus siglas en inglés); ha demostrado ser un método estable para generar proteinas
etiquetadas con marcadores fluorescentes (Nelson & Fitch, 2011). El objetivo de esta
técnica es emplear una reacciéon de superposicion sin oligos, utilizando fragmentos
con regiones complementarias para fomentar el empalme entre ellas y posteriormen-
te, llevar a cabo una reaccién de amplificacién (con oligos) donde se espera que la
ADN polimerasa lleve a cabo la elongacion del fragmento y asi obtener el producto
de interés (Hilgarth & Lanigan, 2021) y (Nelson & Fitch, 2011)

El presente trabajo llevara a cabo la optimizacion de un protocolo para obtener
dos fragmentos de ADN especificos mediante la técnica de OE-PCR, con el objetivo
de generar constructos con secuencias especificas de empalme amplias y generar una
transformacién por recombinacién homologa eficiente en Saccharomyces cerevisiae
para etiquetar a las proteinas Nrgl y Rtg3 con marcadores fluorescentes yECitrine
(verde) y mCherry (roja). De igual forma, se busca establecer un protocolo de li-
gacion y clonacion del fragmento en un plasmido multicopia pRS416 de E.coli para
simplificar su obtencién para estudios posteriores. También, se pretende corroborar
la informacién previamente descrita en nuestro grupo de trabajo sobre la incapacidad
de consumir el etanol en mutantes sencillas nrg1A y rtg3A y se desea responder otras
preguntas como en qué momento se forma la quimera durante el ciclo de vida de la
levadura y cémo su ubicacion puede influir en su funciéon del mantenimiento de la
integridad del ADN mitocondrial.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Establecer la importancia de la localizacion subcelular de las proteinas que forman
parte del regulador transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3 en cultivos exponenciales de la
levadura S. cerevisiae.

2.2. Objetivos especificos

= Confirmar el fenotipo de crecimiento de las cepas nrglA y rtg3A respecto a la
cepa silvestre (WT) de S. cerevisiae, en glucosa o etanol como tnicas fuentes
de carbono y sulfato de amonio como tnica fuente de nitrogeno.

» Optimizar la técnica de OE-PCR (Overlap Extension PCR) para obtener frag-
mentos de transformacion 6ptimos de S. cerevisiae con la finalidad de etiquetar
con marcadores fluorescentes a las proteinas Nrgl y Rtg3.

= Obtener los fragmentos completos de NRG1 y RTGS3 con secuencias de enzimas
de restriccion para su posterior clonacion en el plasmido multicopia pRS416 y
transformacion en E. coli.

= Disenar un protocolo para la transformacion de S. cerevisiae y observar a tra-
vés de miscrocopia con focal las cepas etiquetadas de Nrgl-yECitrine y Rtg3-
mCherry



CAPITULO 3

Justificacion

En la levadura S. cerevisiae, se ha identificado la necesidad de formar reguladores
transcripcionales hibridos que se distinguen de los reguladores convencionales debido
a que estan compuestos por dos o mas proteinas que desempenan una funcién espe-
cifica y peculiar en conjunto, diferenciandose de sus roles individuales (Paiano et al.,
2019). Un ejemplo representativo es el complejo Nrgl-Rtg3; ambas proteinas pro-
mueven el mantenimiento del ADN mitocondrial cuando actiian como un regulador
hibrido. Sin embargo, cuando no estan formando este hibrido, regulan genes diferen-
tes involucrados en procesos metabdlicos y senalizacion celular (Campero-Basaldua
et al., [2023). La capacidad de estos nuevos reguladores hibridos para modular una
variedad de genes implicados en procesos fisiologicos y evolutivos es crucial para la
supervivencia celular. Por lo tanto, el estudio de estos reguladores hibridos proporcio-
nard una comprension mas profunda de mecanismos desconocidos y su importancia
evolutiva en el metabolismo de la levadura.

Para una mejor interpretacion del regulador transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3, es
fundamental determinar la localizaciéon subcelular de ambas proteinas para compren-
der los entornos y momentos en los que operan e influyen en su funcién al controlar
el acceso y disponibilidad de interaccién molecular en diferentes condiciones (Scott
et al., 2005). Con este fin, proponemos emplear una estrategia innovadora que invo-
lucra el uso de marcadores fluorescentes como etiquetas en las proteinas de interés,
como la técnica de Extensiéon Superpuesta de la Reacciéon en Cadena de la Polime-
rasa (OE-PCR por sus siglas en inglés) (Nelson & Fitch, 2011), que ha sido descrita
como una metodologia versatil y eficaz para generar cepas etiquetadas con proteinas
fluorescentes debido a la especificidad del inserto que promueve una recombinacion
homologa mas eficiente.



CAPITULO 4

Marco contextual

La necesidad de comprender mecanismos genéticos y moleculares que dieron lugar
al proceso fermento-respiratorio en Saccharomyces cerevisiae, el cual es indispensable
para la fabricacion de bebidas alcohdlicas y en la industria panadera, llevd al grupo
de investigacion de la Dra. Alicia Gonzélez en el Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Autéonoma de México (UNAM) a desarrollar proyectos sobre
el descubrimiento de proteinas parédlogas y su regulaciéon transcripcional. Estas pro-
teinas se involucran en procesos metabodlicos como la asimilaciéon de nitrogeno y la
biosintesis de aminoacidos que son indispensables para el metabolismo fermentativo
y mantenimiento celular. Durante el avance de estos proyectos, surgi6 el interés de
comprender mas a fondo la interaccion de estas proteinas y su potencial para formar
complejos transcripcionales que fomentan nuevas funciones moleculares.

Debido a esto, durante el ano 2022 se propuso un nuevo proyecto de investiga-
cion titulado “Neofuncionalizacion en Saccharomyces cerevisiae: un nuevo modula-
dor transcripcional quimérico Nrgl-Rtg3 es esencial para mantener la integridad del
ADN mitocondrial”, este fue publicado en la revista Royal Society a finales del ano
2023. Los resultados que se obtuvieron en dicho estudio fueron inesperados, como
la observacion de que la ausencia de cualquiera de los dos componentes del regula-
dor quimérico, Nrgl o Rtg3 ocasionan la falta del regulador Nrgl-Rtg3 y por tanto
la perdida de la integridad del DNA mitocondrial. Asi mismo, se encontrd que la
Neofuncionalizacion de Nrgl resulté indispensable para la formacion del regulador
hibrido. El presente trabajo es una continuacion de este proyecto, en el cual se busca
responder preguntas de investigacion que ayudaran a seguir estudiando la funcion del
nuevo complejo transcripcional. Este estudio fue financiado por la Direcciéon General
de Asuntos del Personal Académico, UNAM (DGAPA-PAPIIT, BECA: IN207424) (
http : //dgapa.unam.mzx ), Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologias
(CONAHCyT, beca: 101729).



CAPITULO b

Marco tedrico

5.1. La levadura Saccharomyces cerevisiae como
organismo modelo

Saccharomyces cerevisiae también conocida como “levadura de cerveza, de pana-
deria o en ciernes”, se clasifica en la division Ascomycota y es un organismo unicelular
pequeno aproximadamente de bpm, por lo que contiene un ntcleo y otros orgénulos
acoplados a una membrana (Vanderwaeren et al., 2022). En 1996, S. cerevisiae se
convirti6 en el primer organismo eucariota en haber secuenciado completamente su
genoma, utilizando el genoma de referencia de la cepa S288C, generada a través de
varios cruces deliberados por Carl Lindegren, y posteriormente, por Robert Mortimer;
consta de aproximadamente de 12.5Mb de ADN con 6,275 genes compactados en 16
cromosomas (Engel et al., [2014; W. Liu et al., 2017).

La caracterizacion del genoma de la levadura ha dado la oportunidad de verificar
la similitud que posee con otros organismos més complejos ya que, se demostré que el
23 % de sus genes son homologos a los seres humanos; por otro lado, también en varios
estudios se menciona que el 30 % de los genes implicados en enfermedades humanas
pueden tener ortologos en el proteoma de la levadura (Karathia et al., [2011), por lo
que ha sido un andamio en la investigacion para estudiar mecanismos de regulacién
génica, transduccion de senales, interaccion proteica, metabolismo, ciclo celular, en-
vejecimiento, trastornos neurodegenerativos, entre otros (Karathia et al., [2011]). De
igual forma, la levadura cumple con otras caracteristicas que lo han convertido en un
microorganismo de investigacion eficaz, como la eficiencia de transformacion y repa-
racion del ADN mediante recombinacion homologa (RH) para insertar fragmentos de
ADN en locis especificos que ha permitido la generacion de mutantes (Onyema et al.,
2023). La levadura es facilmente de cultivar en condiciones de laboratorio especifi-



cas debido a su division celular relativamente alta (cada 90 minutos) mediante un
mecanismo de gemacion, donde una célula hija mas pequena (conocida como yema)
con caracteristicas genéticas idénticas brota de la célula madre durante la mitosis
(Onyema et al., 2023)), no es patogena y puede tolerar pH bajo, estrés osmotico, altos
niveles de etanol y estrés de nutrientes (Onyema et al.,2023). También, se caracteriza
por sobrevivir con y sin presencia de oxigeno, estableciendo una ruta de metabolismo
fermentativo que le ha permitido aplicarse a niveles industriales en la fabricacion de
bebidas alcohdlicas, pan, bioetanol y metabolitos (Erika Szymanski & Wong, [2019)).

5.1.1. Tasa de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae

Comprender el crecimiento de Saccharomyces cerevisiae ha sido una herramienta
valiosa que ha permitido identificar mecanismos fisiolégicos y moleculares como pro-
cesos metabolicos y la fermentacion, que pueden darse en etapas especificas del ciclo
de vida de la levadura (Olivares-Marin et al., [2018). Para medir el crecimiento se uti-
lizan tres técnicas: diluciones seriadas para pruebas puntuales, recuento de unidades
formadoras de colonias y curvas de crecimiento; estas pueden ejecutarse de manera
independiente o en combinacion utilizando distintos sustratos, condiciones ambienta-
les, mutantes y productos quimicos para investigar respuestas y fenotipos especificos
(Olivares-Marin et al., [2018]). Uno de los procesos basicos donde se ha aplicado la ci-
nética de crecimiento es la respiracion mitocondrial, donde se puede aplicar fuentes de
carbono no fermentables como glicerol o etanol (que se metabolizan exclusivamente
por respiracion mitocondrial), como tnica fuente de carbono, permitiendo evaluar el
crecimiento respiratorio y evaluar la calidad de la actividad de fosforilacion oxidativa

y comprender de una mejor manera el mecanismo de fermentacion (Parrella & Longo,
2008)).

Las células de levadura en cultivo pueden seguir un crecimiento muy predecible
que se divide en cuatro fases (Figura : la primera, latencia (lag): en esta fase no hay
crecimiento, las células apenas comienzan a adaptarse a su entorno; la segunda fase,
logaritmica (exponencial; log): las células crecen y se dividen réapidamente, en este
punto la tasa de proliferaciéon es maxima y constante por lo que el tiempo de gene-
racion puede ser de 90 a 120 min en condiciones 6ptimas; tercera fase, desaceleracion
o cambio diatixico: a medida que aumenta el nimero de células, el crecimiento celu-
lar empieza a ralentizarse, ya que algunos parametros como los sustratos y residuos
comienza a ser mas significativos, sin embargo, también se puede generar un cambio
diatxico debido al crecimiento fermentativo, donde el etanol es consumido luego de
la deplecion de glucosa, por lo que se da un cambio en el metabolismo celular que
promueve la viabilidad por méas tiempo de las células; y cuarta fase, estacionaria: en
esta fase no se produce crecimiento debido al consumo total del sustrato (H et al.,
2012; Stahl et al., 2004). Debido a la preferencia de la levadura entre el crecimiento
fermentativo y respiratorio se puede obtener el significado bioldgico de parametros
cinéticos como el tiempo de duplicacion (Dt) y la tasa de crecimiento especifica (i

h-1).
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Figura 1: Curva de crecimiento de S. cerevisiae.

Crecimiento tipico de células de levadura de Saccharomyces cerevisiae en medio rico de
extracto de levadura, peptona de caseina y dextrosa (YPD -por sus siglas en inglés) a 30°C
por 12 horas. Adaptado y traducido de (Di Gregorio & Duennwald, 2018; H et al., 2012)).

5.1.2. Duplicacién del genoma completo y metabolismo fer-
mentativo

La secuenciacion del genoma de S. cerevisiae reveld bloques de genes duplicados
indicando que su linaje proviene de un evento de duplicaciéon del genoma completo
(WGD-por sus siglas en inglés) donde se generd una retencion y diversificacion de ge-
nes paralogos u onhologos, que establecieron el estilo de vida fermentativo o también
denominado estrategia “hacer-acumular-consumir” (cuando hay aztcar presente, se
produce etanol, se acumula y por tltimo se consume) (Escalera-Fanjul et al., [2019).
Esta estrategia se sustenta con el efecto Crabtree, donde se menciona que Saccha-
romyces cerevisiae prefiere fermentar glucosa en etanol, independientemente de la
disponibilidad de oxigeno; esto le permite competir con otros organismos y sobrevivir
en condiciones de estrés o en bajas concentraciones de nutrientes (Pfeiffer & Morley,
2014). Debido a esto, los genes paralogos se consideran una forma de reserva genética
en la cual puede existir una divergencia funcional que ayude a aumentar la supervi-
vencia de la célula por medio de la adaptacion hacia el nicho en el que se encuentre

(Byrne & Wolfe, |2005)).
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Figura 2: Metabolismo fermento-respiratorio en S. cerevisiae.

La glucosa es la fuente principal de carbono, la cuél se convierte en piruvato y puede
llegar a convertirse en CO2 (6xido de carbono - izquierda) en condiciones con oxigeno donde
la respiracién se da directamente en la célula. Por otro lado, el piruvato también puede
transformarse a etanol/alcohol en condiciones sin oxigeno debido a la fermentacion de la
glucosa. Este producto se acumula y posteriormente la célula lo utiliza para respirar mediante
la reaccion irreversible de etanol a Acetil-CoA (derecha). La levadura S. cerevisiae posee
ambas rutas, en la cudl permite respirar y fermentar. Adaptada y traducida de (Pfeiffer &
Morley, 2014)).

En la Figura [2| se muestra el mecanismo fermento-respiratorio que adquirio la
levadura a través del WGD, donde se muestra que se produce ATP por dos vias
en presencia o ausencia de oxigeno manteniendo una fuente de carbono (glucosa) y
nitrogeno (amonio): Respiracion y fermentacion; ambas vias inician en la glucolisis
y generan 2 moléculas de piruvato y ATP por una molécula de glucosa (Pfeiffer &
Morley, 2014)). En la fermentacion, el piruvato se convierte en etanol a través de
la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh-por sus siglas en inglés) donde
cumple una reaccion irreversible, puesto que, el alcohol puede volverse sustrato y
llevar a cabo el proceso de respiracion mediante la produccion de acetaldehido que
se convierte a Acetil-CoA; De igual forma, el ATP se produce independiente del
oxigeno, al reciclar el NAD- utilizado en la glucolisis. Por otro lado, en la respiracion
el piruvato se convierte a Acetil Co-A y se oxida a CO2 por medio del ciclo de Krebs
y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS- por sus siglas en inglés), produciendo ATP
(Pfeiffer & Morley, 2014). E1 ATP es indispensable para el metabolismo energético
celular, ayudando en el crecimiento, el transporte de iones y la biosintesis de distintos
compuestos, siendo indispensable el flujo que se mantiene a través de ambas vias.



De acuerdo con Marcet-Houben & Gabaldon (2015), el linaje de S. cerevisiae
proviene de una hibridaciéon interespecifica entre una cepa relacionada con el clado
Kluyveronyces, Lachancea y Eremothecium (KLE) y otra relacionada con Zygosac-
charomyces rouzii y Torulasporula delbrueckii (ZT). A partir de esto, S. cerevisiae
se considera un hibrido que resulta de la formacién de una alopoliploidizacién entre
estos dos clados, donde se comparten dos juegos completos de cromosomas, cada uno
de una especie distinta (poliploidia), ocasionando que favoreciera el WGD (Escalera-
Fanjul et al., 2019). El evento de WGD también se ha observado en otros organismos
como Plasmodium, Arabidopsis y algunos vertebrados, que han demostrado estar be-
neficiados respecto a la riqueza de especies y a la adquisicion de nuevos rasgos (Van
de Peer et al., [2017)). Por lo tanto, la seleccion selectiva de genes paralogos del WGD
y la aloploidizaciéon gener6 un gran impacto en la evolucion y adaptacion en el linaje
S. cerevisiae, pues dieron lugar a un estilo de vida fermentativo.

5.2. Proteinas paralogas y su diversificacion

Dentro del mecanismo que da lugar a genes duplicados, ademas del WGD, también
existe la “duplicacion a pequena escala” (SSD-por sus siglas en inglés) que son el
resultado de duplicaciones génicas en tandem o segmentarias que dan lugar a una
replicacion de ADN propensa a errores (Koszul et al., 2004). En S. cerevisiae, se sabe
que el 18 % del genoma se constituye de WGD (Guan et al.,|2007)), mientras que el 30 %
del resto de los genes provienen del SSD (Kuzmin et al., 2022), de los cuales surgen
proteinas paralogas con funciones especializadas dependiendo de su caracterizacion
a través de estos mecanismos de duplicacién. Se han establecido distintos escenarios
para el destino de los genes duplicados (Figura [2)):

» Pérdida de funcién: La redundancia de funcién no es ventajosa y el gen
paralogo puede llegar a ser un pseudogen

= Amplificaciéon de dosis génica: Ambas copias poseen una funciéon necesaria
para mantener varios procesos fisiologicos que puede representar una ventaja
selectiva

= Sub-funcionalizacién: La funcién ancestral se distribuye en ambas proteinas
o se diferencian especialmente en una

= Neo-funcionalizacion: Describe una nueva funciéon para el nuevo par del gen
duplicado, mientras que, el primer gen posee la funciéon original.
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Figura 3: Destino de genes paralogos.

Se muestra el ejemplo de un gen en su estado ancestral donde tras pasar por la duplicaciéon
del genoma a gran y pequena escala, este se copia y ambos se diferencian en distintas
funciones biologicas como la Neo-funcionalizaciéon, Sub-funcionalizacién y amplificacion de
dosis génica. Adaptado y traducido de. (Kuzmin et al., 2022)

Tanto el WGD como el SSD contribuyen a la diversificacion funcional de las protei-
nas paralogas involucradas en el proceso del metabolismo fermentativo de S. cerevisiae
donde la regulacion se diferencia en la expresion de los genes duplicados (Escalera-
Fanjul et al., 2019; Guan et al.,[2007)) (Figura|3)). El destino de subfuncionalizacion ha
sido el mas prevalente y caracteristico entre las proteinas paralogas, que ha dado lugar
a la formacion de homo- y hetero- dimeros, dentro de los cuales se pueden mencionar:
las enzimas diméricas Enol y Eno2, que son enolasas que catalizan la reaccion de
2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, las cuales son reacciones involucradas tanto en la
glucolisis como en la gluconeogénesis, y tienen la capacidad de formar homo- y hetero-
dimeros (Enol-Eno2, Enol-Enol, Eno2-Eno2) cuya funciéon es la contraria respecto
a la que desempenan en la glucolisis y gluconeogénesis (Ramirez, 2012)) (Figura [3));
algunas isoenzimas mitocondriales también fueron parte del evento de duplicacion,
como es el caso de las proteinas paralogas Leud y Leu9, donde el heterodimero que
forman (Leu4-Leu9) equilibra la produccion de piruvato y Acetil-CoA al metabolismo
energético usualmente en condiciones respiratorias (Lopez Ortiz, 2015).

Ademés de la formacion de estos hetero-dimeros también, se obtienen casos parti-
culares como la diversificacion de proteinas homologas u homedlogas como es el caso
de las aminotransferasas de cadena ramificada Bat1 y Bat2, su localizacion impide que
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formen hetero-oligbmeros pues uno se encuentra en la mitocondria y otro en el citosol,
sin embargo, su funcion es bien caracteristica, debido a que cumplen un papel opuesto
donde Batl posee un perfil biosintético y se favorece en ausencia de aminoécidos de
cadena ramificada, mientras que Bat2 cumple con un rol catabdlico y se privilegia en
presencia de aminoacidos de cadena ramificada, lo que indica que la adquisicién de
su funcién regulado por su entorno puede generar papeles redundantes o diferenciales
(Gonzalez et al., ; Martinez Morales, . Por otro lado, también existen casos
de duplicacion de Neo-funcionalizacién como los paralogos Nrgl-Nrg2, sin embargo,
es uno de los destinos mas peculiares ocasionado por el SSD (Campero-Basaldua et
al., 2023). De igual forma, a pesar que el WGD y SDD ocurrié hace mucho tiempo,
aun se sigue investigando la diversificacion y funcion de estos paralogos, ya que en
algunos casos aun se sigue determinando nuevas funciones.
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Figura 4: Mecanismos de algunas proteinas paralogas en S. cerevisiae.

Se muestran los mecanismos regulatorios de distintas proteinas parélogas en la célula
de levadura dando lugar a que se pueden diferenciar en modificaciones post-traduccionales,
organizacion hetero-oligomeérica, interaccion de ligandos (sustratos, inhibidores, etc), regula-
cion transcripcional, localizacion subcelular y algunas ain no se ha descubierto su funcién.
Los genes codifican enzimas que participan en diferentes procesos metabélicos para la sinte-
sis de piruvato, glutamato, leucina, alanina, etc. Adaptado y traducido de: (Escalera-Fanjul

et al., 2019)).

12



5.2.1. Altl y Alt2: Un caso de proteinas no paralogas

Las ALT “s son alanino aminotransferasas que se han conservado en distintos orga-
nismos como plantas, hongos, mamiferos, protistas, etc; Su funcién principal descrita
es catalizar la transaminacion reversible entre L-alanina y a-cetoglutarato para for-
mar piruvato y glutamato(Pefialosa Ruiz, 2011). En S. cerevisiae se encontraron dos
genes paralogos: ALT1 y ALT2, ubicados en un mismo bloque cromosémico duplicado
originado por el WGD, por lo que, se propuso que ambas cumplian el papel de amino-
transferasas para la biosintesis y catabolismo de alanina (Penalosa-Ruiz et al., .
Sin embargo, en varios estudios se evalué la divergencia evolutiva encontrando que
Alt1 constitutye una transaminasa que puede sintetizar o degradar alanina, mientras
que Alt2 no posee actividad de alanino transaminasa y hasta la fecha, atin no se ha
determinado su funcion (Escalera-Fanjul et al., . De igual forma, determinaron
que al tener mutantes alt1A las pozas de alanina disminuye hasta un 80 %, sugiriendo
que puede existir otra ruta involucrada en la biosintesis de este aminoécido, como se
menciona en el articulo de (Marquez et al., [2021). Asi mismo se ha demostrado que
Alt1 constituye la Gnica enzima capaz de degradar alanina en S. cerevisiae. Adicional-
mente Altl posee una funciéon moonlight que determina su papel en el mantenimiento

de la integridad del ADN mitocondrial (Marquez et al., 2021))

A oD 600nm B oD 600nm
03 06 09 1.7 24 03 06 09 13 21

SCR1 M SCR1 M

Glucosa-NH,* Glucosa-Alanina

Figura 5: Expresion de ALT1 y ALT2 en glucosa-amonio (A) y glucosa-alanina

(B).

Se muestra un Northern Blot con las muestras de ALT1 y ALT2 experimentales y SCR1
(Subunidad de ARN de la particula de reconocimiento de sefiales-SRP) como control positi-
vo, obteniendo diferentes niveles de expresion a distintas densidades épticas de crecimiento
(0.3-2.4 OD) tomadas a 600nm. La expresion de ALT2 se reprime en presencia de glucosa-

alanina (B) mientras que su expresion se induce en condiciones con glucosa-amonio (A).
Obtenido de (Penalosa-Ruiz et al., 2012)).

A pesar de dichos resultados, se determiné que la alanina posee un efecto respecto
a la expresion de ALT2, puesto que, de acuerdo con Penalosa Ruiz (2011) & Penalosa
Ruiz et al. (2012), se demostr6 que en un medio de glucosa-amonio la expresion de
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ALT1 es constante respecto a las fases de crecimiento de la levadura, donde su mayor
expresion se alcanzo en la fase exponencial (ODggg 0.9) y comienza a decrecer en la
fase estacionaria (ODggy 2.0), por lo que, su activacion transcripcional se mantiene
constante. Mientras que, la expresion de ALT2 solamente es significativa durante la
fase exponencial (ODggo 0.3-0.6), mientras que en el resto de las fases su expresion
comienza a disminuir, pero no desaparece. Al tener un medio con glucosa-alanina,
la expresion de ALT1 es similar a la primera condicion (Garcia-Campusano et al.,
2009)), pero para ALT2 es totalmente lo opuesto, ya que su expresion se reprime casi
por completo en presencia de alanina (Figura . Con esto, se concluye que ALT1
juega un papel fundamental en el catabolismo de alanina y por ende, se expresa en
presencia de este aminoacido mientras que, ALT2 posee un comportamiento distinto
al de ALT1, ya que se expresion se reprime en presencia de alanina.

5.2.2. Divergencia en las regiones promotoras de Altl y Alt2

Estudios previos evaluaron la divergencia estructural de los genes Alt1 y Alt2, don-
de encontraron que los dos poseen una similitud del 67 % respecto a su secuencia de
aminoacidos y conservan 11 residuos invariables que codifican para aminotransferasas
de tipo I (alanina, aspartato y aminoacidos aromaticos) y los de uniéon del sustrato
como el que forma parte del enlace covalente con la enzima PLP (Piridoxal-5-fosfato),
indicando también que podrian estar cumpliendo la misma funcion (Rojas-Ortega et
al., [2018). Sin embargo, se sabe que estas proteinas divergieron en su papel fisiologi-
co, pues Alt2 no cumple el rol de alanino aminotransferasa como Altl (Penalosa-Ruiz
et al.; 2012)), dando lugar a que se estableciera un andlisis en la reorganizacion de los
cromosomas en diferentes sitios de la cromatina de ALTI1 y ALT2. Se demostré una
divergencia respecto a sus secuencias promotoras determinando su regulaciéon trans-
cripcional, respecto a su activacion y represion en distintas condiciones fisiologicas:
glucosa-amonio v.s glucosa-alanina (Marquez Gutiérrez, [2015)). Un dato interesante,
fue que la expresion de ALT2 se reprimi6 en presencia de alanina en una cepa silvestre,
como se esperaba, sin embargo, en mutantes nrglA o rtg3A la expresion de ALT2 se
desreprimi6 significativamente en todas las etapas de crecimiento de la levadura tanto
en el medio de glucosa-amonio como en el de glucosa-alanina, (Figuras |§] y . Esto
llevo a evaluar un alineamiento de promotores para evaluar mas a fondo su regulacion
transcripcional, y se determinéd que ALT?2 solamente posee un sitio consenso de uniéon
para NRG1 en su promotor y no para RTG3 (Méarquez Gutiérrez, 2015)), mientras
que ALT1 poseia ambos sitios consenso. Estos resultados, plantearon la pregunta si
RTGS3 podria estar trabajando junto con NRG1 para reprimir la expresion de ALT2.
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Figura 6: Expresion de ALT1 y ALT2 en mutantes nrglA y una cepa silvestre
en glucosa-amonio y glucosa alanina.

Se muestra un Northern Blot donde se observa a los genes ALT1 y ALT2 como muestras
experimentales y a ACT1 (Gen de Actina) como control positivo. En las condiciones de
glucosa- amonio y glucosa-alanina se induce la expresion de ALT1 tanto en cepas mutantes
como en las silvestres, mientras que para ALT2 solamente se expresa en las mutantes nrglA.
Obtenido de (Marquez Gutiérrez, 2015).

Glucosa-Amonio Glucosa-Alanina
03 0.6 09 03 0.6 09
Wt rtg3A Wt rtg3A Wt rtg3n Wt rig3A Wit rtg3A Wt r1g3A
i
ALT2
ACTI

Figura 7: Expresion de ALT1 y ALT2 en mutantes rtg3A y una cepa silvestre
en glucosa-amonio y glucosa-alanina.

Se muestra un Northern Blot donde se observan a los genes ALT1 y ALT2 como muestras
experimentales y a ACT! (Gen de Actina) como control positivo. En las condiciones de
glucosa-amonioy glucosa-alanina se induce la expresion de ALT1 tanto en cepas mutantes
como en las silvestres, mientras que para ALT2 solamente se expresa en las mutantes rtg3A.
Obtenido de (Marquez Gutiérrez, 2015).
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5.3. Factores de transcripciéon y regulaciéon génica

Los factores transcripcionales son reconocidos por tres caracteristicas principales:
1). Pueden reconocer y unirse al ADN en un sitio especifico a través de una secuen-
cia corta de union; 2). Participan en la activacion transcripcional donde se activan o
reprimen genes y 3). Responden senales regulatorias; usualmente, una sola proteina
posee estas tres funciones localizadas en un solo polipéptido (Casamassimi & Cicco-
dicola, 2019)). Sin embargo, también se sabe que las proteinas poseen la capacidad de
interactuar con dos o mas moléculas pequenas que generan la formaciéon de complejos
con el fin de regular varios procesos fisiologicos que ayudan a estabilizar todos los me-
canismos de la célula dependiendo del ambiente en el que se encuentre (Rajagopala
et al., 2012).

La regulacion transcripcional controla si un ARNm se transcribe o no a partir de
un gen en una célula donde se requiere de una region promotora ubicada aguas arriba
de la secuencia codificante; el propoésito del promotor es unir factores de transcripcion
a través de secuencias especificas en el ADN como la caja TATA, que ayudan a ubicar
a estos moduladores para construir un complejo de iniciaciéon de la transcripcion; de
igual forma algunos genes poseen regiones que ayudan a aumentar o bloquear la
transcripcion, llamados potenciadores o represores que pueden responder a estimulos
externos para determinar qué genes van a expresarse. Una vez que se ensambla todo
el complejo, la ARN polimerasa se coloca en la direccién correcta y se comienza a
transcribir el gen («Introduction to Eukaryotic Gene Regulationy, [2022) (Figura [g)).
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Figura 8: Regulacién transcripcional de genes eucariotas.

Cada potenciador se compone por secuencias cortas de ADN denominadas elementos
de control distal, estos interactian con proteinas mediadores y factores de transcripciéon
que permiten ubicar a la ARN polimerasa en el promotor del gen y activar o reprimir la
transcripcion. El ARN mensajero resultante posee regulacién post-traduccionales que lo
hacen viable para la traduccion de proteinas. Adaptado y traducido de («Introduction to
Eukaryotic Gene Regulationy, .

Previo a la traduccion de proteinas, el ARNm pasa por una regulacién postraduc-
cional en la cuél se eliminan las regiones no codificantes (intrones) y la estructura
final del ARNm posee la region codificante (exones) o el marco abierto de lectura
(ORF- por sus siglas en inglés) del gen que se encuentra flanqueada por regiones no
traducidas (UTR-por sus siglas en inglés), donde la region justo antes del ORF se
llama 5 UTR, mientras que la region después del ORF se llama 3 UTR (Siddiq &
Wittkopp, ; en estas secciones se colocan otras moléculas como las proteinas de
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union al ADN, la cola Poli-A y 5’-cap, para estabilizar el ARNm para su transporte
desde el nucleo al citoplasma y union a ribosomas (Mitsis et al., [2020) (Figura .

5.3.1. NRG1 como represor en glucosa

La glucosa es la fuente de carbono preferida por Saccharomyces cerevisiae, por
lo que, cuando se encuentra presente en el medio, se activa la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de glucosa, mientras que los genes que participan para
la transformacion de otros azucares, tales como rafinosa/sucrosa, maltosa, galactosa
y almidén son reprimidos (Zhou & Winston, . Este fendémeno, es mejor conocido
como “represion por glucosa’, que involucra a varios elementos de la maquinaria de
transcripcion asi como interacciones complejas entre los reguladores y la union al ADN
que ayuda a la represion de los genes para el metabolismo de otros azticares, como
por ejemplo: SUC2, GAL1, MAL1, FLO11 y STA1 (Tae Soo Kim & Kang, 2004);
Dentro de los factores de transcripcion que cumplen con este papel se encuentran los
paralogos Nrgl /Nrg2 (Negative Regulator of glucose-por sus siglas en inglés-) donde
ambos poseen dedos de zinc C2H2 muy similares (Tae Soo Kim & Kang, [2004)).

UASI-1 UAS1-2 UAS2-1 UAS2-2 Promotor
f central

Stel2/Tecl

Figura 9: Nrgl como represor de STA1.

Nrgl acttia como un regulador transcripcional al “desactivar” la expresion de los genes
utilizados en el metabolismo de azticares secundarios como STAI1, por lo que Nrgl posee
un dominio de uniéon especifico al ADN para luego unirse a otras proteinas que conllevan
a toda la cascada de regulacion para inactivar la transcripcién. Adaptado y traducido de
(Tae Soo Kim & Kang, 2004).
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En la Figura [9 se observa el papel de NRG! que funciona como un represor
en la expresion del gen STAI1, que codifica para una glucoamilasa extracelular que
degrada el almidén, por lo que, al estar presente la glucosa la expresion de este
gen se reprime a través del complejo que se forma en el promotor UAS1-1 (Upstream
Activating sequence-por sus siglas en inglés-) al unirse a NRG1 como primer regulador
transcripcional, ya que luego se reclutan otros co-reguladores como Ssn6 y Tupl que
cooperan para incorporar a otros represores como Sfll en el promotor UAS2-1 para
formar un complejo que ayudan a inactivar la transcripcion, evitando que la ARN
polimerasa II se una al ADN (Tae Soo Kim & Kang, [2004)). Por lo tanto, se sugiere
que Nrgl puede tener un papel similar en el promotor de ALT2 para reprimir su
expresion en una cepa silvestre.

De igual forma, se ha demostrado que Nrgl/Nrg2 también cumplen funciones
involucradas en otras respuestas al estrés, que dependen de la presencia de pH alcalino,
la salinidad hiperosmotica, la regulacion negativa del crecimiento pseudohifal y la
formacion de biopeliculas (Campero-Basaldua et al., 2023). (Campero-Basaldua et
al., 2023)), sugiere que este par de paralogos surgié de una duplicacién esporadica
del ancestro de NRG1 Y NRG2 (SSD) (duplicacion de genes a baja escala “small
scale duplication”). Posteriormente, uno de los dos genes, NRG1 Neo-funcionalizd
adquiriendo una nueva funciéon que consiste en su capacidad de unirse a Rtg3 y formar
el regulador hibrido Nrgl-Rtg3. NRG2 no neo-funcionalizé , manteniendo tinicamente
sus funciones ancestrales y por lo tanto no es capaz de interaccionar con Rrtg3.

5.3.2. RTG3 como activador de la respuesta retrograda

Las mitocondrias son de gran importancia para los procesos fisiologicos de la cé-
lula, pues estan involucradas en los mecanismos de produccién de energia, estado
redox, procesos metabolicos, entre otros (Plocek et al., 2021). La mitocondria puede
ser susceptible a sufrir ciertos danos debido al estrés ambiental, por lo que, posee su
propio mecanismo de “control de calidad” que le permite mantener su estructura, la
organizaciéon de su ADN, la producciéon de intermediarios para el ciclo de Krebs y
la fosforilacién oxidativa a través de la expresion de proteinas involucradas en estos
procesos; este mecanismo se llama: “Senalizacion retrograda mitocondrial” que fun-
ciona como una regulaciéon homeostéatica para ajustar varias funciones metabdlicas y
biosintéticas cuando existe una alteracion en la funciéon mitocondrial. En esas condi-
ciones la mitocondria envia una senal hacia el ntcleo y asi éste envia lo necesario para
mantener la integridad funcional mitocondrial (Sekito et al., 2000)). Se han identifi-
cado varios genes que se encuentran involucrados en la transduccion de la respuesta
retrograda, tales como RTG2, RTG1 y RTG3 (Figura[l0); RTG1 y RTG3 codifican
subunidades de un factor de transcripcion hetero-dimérico que es parte de la familia
“hélice-bucle-hélice/zipper de leucina” y se logra unir a la secuencia GTCAC (caja R)
en los promotores de los genes diana (Jazwinski, 2013]).
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Figura 10: Senalizacién de la respuesta retrégrada mitocondrial.

Se observa que la respuesta retrograda depende de varias vias de senalizaciéon, donde el
principal activador es Rtg2 que desfosforila parcialmente al dimero Rtgl-Rtg3 para translo-
carlo al niicleo y habilitarlo para que lleve a cabo su papel de activacién en la transcripciéon
de los genes blanco implicados en la respuesta retrégrada donde promueven el metabolismo
de nitrégeno sintetizando glutamina que también promueve e inhibe a Rtg2; ademas se pue-
de observar que la via de TORC1 y Mksl inhiben esta respuesta. Adaptado y traducido de

(Marquez Gutiérrez, 2015).

La activacion de la respuesta retrograda comienza con Rtgl-Rtg3 localizado en el
citoplasma al ser trasladado al ntcleo por parte de RT'G2 que cumple con su papel de
fosfatasa al desfosforilarar parcialmente a RTGS3 promoviendo su translocaciéon ha-
cia el nicleo y unirse a las secuencias promotoras para activar la expresiéon de genes
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diana para el funcionamiento de este mecanismo; RT'GS no puede ingresar al niicleo
al estar fosforilado por completo, sin embargo, su forma parcialmente desfosforilada
es necesaria para activar la maquinaria de transcripcion (Jazwinski, [2013]). Asi mis-
mo, existen otros reguladores, como Mks1, que funciona como modulador negativo al
unirse reversiblemente a Rtg2 evitando la hiperfosforilacion de Rtg3 y por lo tanto,
evita su traslado al ntcleo; Mks1 se degrada por ubiquitinacién con la ayuda de Grrl
que es parte de la ubiquitin ligasa. Por otro lado, TORC'I inhibe la respuesta retro-
grada al detectar varios sustratos y actiia tanto a nivel de Rtg2 como en Rtgl-Rtg3
(Jazwinski, |2013)). Ademas, cabe mencionar que Rtgl-Rtg3 asegura la continuidad de
procesos anabdlicos esenciales, como la biosintesis de glutamato y glutamina que a
su vez, puede inhibir la via RTG; sin embargo, esta ruta es esencial para satisfacer
la demanda de suministro de nitrégeno en células deficientes en respiracion y se ha
demostrado que las mutantes rtg3A son auxotrofas parciales de glutamato (Z. Liu &
Butow, 2006)).

5.4. Reguladores transcripcionales hibridos

En S. cerevisiae gracias al WGD y SDD se ha determinado que el papel de varias
proteinas parédlogas es de formar hetero- oligbmeros que contribuyen a la robustez y
plasticidad fenotipica, por lo que también se han formado factores transcripcionales
que regulan el metabolismo del carbono y nitrégeno que contribuyen al estilo de vida
fermentativo de la levadura (Escalera-Fanjul et al., 2019).

Un ejemplo de regulador transcripcional formado por varios polipéptidos o tam-
bién conocido como “hibrido”, en hongos ascomicetos es el activador transcripcional
hibrido Hap2-3-5-GIn3. El complejo HAP es un activador transcripcional formado
por un hetero tetramero con dominios de uniéon al ADN constituido por tres de sus
polipéptidos: Hap2, Hap3 y Hap5. En tanto que Hap4 constituye el dominio de activa-
cion (Bolotin-Fukuhara, 2017)). Los 4 dominios (Hap2,3,5,4) constituyen un regulador
transcripcional que modula la expresion génica relacionada con la respuesta al estrés
oxidativo, la homeostasis del hierro y la virulencia (Mao & Chen, 2019). El activa-
dor transcripcional GIn3 es completamente independiente de HAP y participa en la
activacion transcripcional cuando existe una privaciéon de aminoacidos en presencia
de fuentes pobres de nitrogeno donde es transportado al ntcleo para cumplir dicha
funcion, si este no es translocado al nucleo se retiene en el citoplasma y no induce la
expresion de genes (Hernandez, Aranda, Riego & Gonzalez, 2011). En el articulo de
(Hernandez, Aranda, Lopez et al., 2011) se presentan resultados que demuestran que
GIn3 es capaz de regular la expresion de GDH1 (glutamato deshidrogenasa- sintesis
de glutamato) y ASNI (biosintesis de asparagina) tanto en medios de cultivo alimen-
tados con fuentes pobres de nitrégeno por ejemplo prolina, pero también en fuentes
ricas de nitrégeno (glutamina) . Esto presentaba una paradoja, ya que se habia de-
mostrado que en presencia de fuentes ricas represoras del metabolismo nitrogenado,
la concentraciéon nuclear de GIn3 era muy baja y por lo tanto no podia activar la
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transcripcion de sus genes blanco (Hernandez, Aranda, Lopez et al., 2011). Un cui-
dadoso estudio del fenémeno, demostré que en glutamina se formaba un regulador
transcripcional hibrido constituido por Gln3 y Hap4 (Hap4-Gln3) que era capaz de
activar la transcripcion de GDH1 y ASNI, atn en glutamina, ya que Hap4 actuaba
como dominio de unién al ADN, con mayor afinidad que GIn3 activando los genes
blanco. Quedando establecido que Hap4-2-3-5 y GIn3 poseen un papel como regula-
dores transcripcionales, distinto al del complejo Hap2-3-5- GIn3 (Hernandez, Aranda,
Lopez et al., 2011)

5.4.1. Regulador transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3

Se sugiere que este complejo es un regulador hibrido similar a Hap2-3-5-Gln3, pues
tanto Nrgl como Rtg3 cumplen una funcién distinta individualmente mientras que,
cuando forman la quimera Nrgl-Rtg3, su rol es totalmente diferente; dando lugar a
la propuesta que considera a Nrgl-Rtg3, como un regulador transcripcional hibrido
formado por un heterodimero [(Campero-Basaldua et al., [2023))

De acuerdo con el resultado de la regulacién transcripcional de ALT?2, la cual se
activa en mutantes nrglA o rtg3A en medio con y sin alanina, mientras que en una
cepa silvestre se mantienen reprimida (Penalosa-Ruiz et al., 2012)) (Figura @ y , dio
lugar a que se propusiera que existia una interaccion entre Nrgl y Rtg3 que permitiera
modular la expresion de ALT2. Con esto, en la Figura[l1] se presentan los resultados
del articulo “Neofuncionalizaciéon en Saccharomyces cerevisiae: un nuevo modulador
transcripcional quimérico Nrgl-Rtg3 es esencial para mantener la integridad del ADN
mitocondrial”(Campero-Basaldua et al., [2023), donde realizaron un ensayo de ColP
etiquetando a Rtg3 con Tap y a Nrgl con Mycl3 (Rtg3-T% / Nrgl-Mvel3): estas
etiquetas provocan la inmunoprecipitacion de las proteinas etiquetadas cuando se usa
el anticuerpo anti-MYC o anti-TAP que reconocen el epitopo Myc o Tap fusionado
al extremo amino o carboxil terminal de proteinas objetivo («Myc-Tag Antibody»,
2024).

Las muestras de proteinas obtenidas de cultivos crecidos en presencia glucosa o
etanol como fuentes de carbono y GABA y alanina como fuentes de nitrogeno, se
corrieron en un gel, obteniéndose una membrana donde se revel6 con anti-Tap, dando
lugar a los siguientes resultados: Como se observa en la FigurdI1] en el carril uno y
cinco se observa el control positivo donde se obtuvo una banda debido la interaccién
entre el anticuerpo y epitopo Tap; en el carril dos y seis se presenta la muestra
experimental de la cepa en la que Nrgl se etiqueté con Myc-13 (Nrgl-M¥¢13) por lo
que, se observa que al revelarse la membrana con anti-Tap, se obtiene una banda que
demuestra que hay una interacciéon entre Myc -13 y TAP, indicando que si existe una
interaccion entre las proteinas Rtg3 y Nrgl tanto en glucosa como en etanol. En el
tercer y séptimo carril se presenta un control negativo donde se utiliz6 un anticuerpo
HA+ el cual no es especifico para Myc o Tap por lo que no se observa ninguna banda;
en el cuarto y octavo carril no se presenta ninguna inmunoprecipitacion, dado que las
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muestras no se trataron con anticuerpo, por ende, no se observa ninguna banda al
revelar con anti-TAP. Por ultimo, en el noveno carril se muestra un extracto celular
en el que Rtg3 se etiquetdé con TAP que nos permite identificar a la proteina Rtg3-
TAP, que constituye el control que muestra el lugar del gel en donde corre Rtg3-TAP.

(Campero-Basaldua et al., 2023} Marquez Gutiérrez, |2015).

Nrgl—MycB Rth—TAP Nrgl—MyCIS Rtg3—TAP

glucosa + GABA + Ala etanol + GABA + Ala
TAPAR: - - o e
YogkNg B R s e
o
Rtg3-TAP
(75.14 kDa) .

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 11: Ensayo de Co-inmunoprecipitaciéon para demostrar la interacciéon
entre Nrgl y Rtg3.

Se observan dos condiciones: glucosa y etanol en GABA y alanina, en ambas se presentan
el control positivo (carril 1 y 5), la muestra experimental (carril 2,6), el control negativo con
un anticuerpo no especifico (carril 3 y 7 ), un control negativo con ningtan anticuerpo (carril
4 y 8) y una muestra con todo el concentrado de la proteina marcada (carril 9-WCE).

Adaptado y modificado de (Campero-Basaldua et al., 2023]).

Por otro lado, en el mismo articulo también determinaron que ademas de observar
el efecto de ambas proteinas en la regulacion transcripcional de ALT2 (Penalosa-Ruiz
et al., 2012); observaron que las cepas mutantes nrglA y rtg3A presentan un feno-
tipo petite, es decir que, las cepas son “pequenas’ en glucosa a comparaciéon de una
cepa silvestre (Campero-Basaldua et al., (Figura . Esta caracteristica hace
referencia a cepas con un bloqueo en la via de respiracion aerdbica donde se genera
ATP debido a mutaciones en el genoma mitocondrial, por lo que, estas colonias de
menor tamano no pueden crecer en fuentes de carbono no fermentables como glicerol
y etanol, mientras que en presencia de glucosa forman colonias pequenias (Day, .
Con esto, de igual forma realizaron curvas de crecimiento en etanol como tnica fuen-
te de carbono y como se esperaba, las cepas mutantes sencillas nrglA y rtg3A no
mostraron una fase exponencial, por ende, la respiracién no se esté llevando a cabo
correctamente (Figura En el articulo se propuso que la funciéon mitocondrial se
ve afectada por mutantes sencillas nrglA y rtg3A, por lo que, evaluaron la relacién
del ADN mitocondrial (ADNmit) vs. ADN nuclear, donde notaron que en nrglA y
rtg3A la concentracion de ADNmit no se detecto ; asi mismo, evaluaron las cepas
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mutantes a través de microscopia confocal utilizando MitoTracker® Green para tefir
a las mitocondrias, y lograron identificar un desajuste estructural en dicho organe-
lo, pues las “redes” mitocondriales resultaron estar fisionadas a comparacion de una
cepa silvestre (Figura . En consecuencia, concluyeron que Nrgl-Rtg3 es ttil para
mantener estable la mitocondria en S. cerevisiae.

Por tltimo, Campero-Basaldua et al. (2023), también determinaron que las cepas
mutantes nrglA y rtg3A presentan un fenotipo petite, es decir que, las cepas son
“pequenas” en glucosa a comparacion de una cepa silvestre (Campero-Basaldua et al.,
2023) y que no crecen en etanol (Figura . Esta caracteristica hace referencia a
cepas con un bloqueo en la via de respiracion aerdbica con mutaciones en la funciéon
mitocondrial. Se realizaron curvas de crecimiento en etanol como tnica fuente de
carbono y como se esperaba, las cepas nrglA y rtg3A no mostraron crecimiento en
etanol (Figura , por ende, la respiracion no se esta llevando a cabo correctamente.
Debido a estos resultados, en el articulo se propuso que la funcién mitocondrial se
ve afectada por mutantes sencillas nrglA y rtg3A | por lo que, evaluaron la relacion
del ADN mitocondrial (ADNmit) vs. ADN nuclear, donde observaron que en mu-
tantes nrglA o rtg3A la concentracion de ADNmit fue muy baja, practicamente no
detectable, con respecto a los controles silvestres NRG1 o RTGS3. Se llevaron a cabo
observaciones microscopicas de las mutantes, a través de microscopia confocal utili-
zando MitoTracker® Green para tefiir a las mitocondrias, y se identifico un desajuste
estructural en dicho organelo, pues las “redes” mitocondriales resultaron estar fisio-
nadas a comparacion de una cepa silvestre (Figura . En consecuencia, se concluy6
que el heterodimero Nrgl-Rtg3 juega un papel importante en el mantenimiento de la
integridad del genoma mitocondrial en S. cerevisiae
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Figura 12: Fenotipo petite en mutantes nrglA y rtg3A.

(a) tasa de crecimiento especifica en Medio Minimo (MM) glucosa 2 %-Amonio (40mM);
(b) tasa de crecimiento especifica en MM glucosa 2 %-Amonio (40mM) + glutamato (5mM);
(c)tasa de crecimiento especifica en MM etanol 2% - Amonio (40mM); (d) tasa de creci-
miento especifica en etanol 2 %-Amonio (40mM) - glutamato (5mM). Se presentan resultados
de tres experimentos independientes y (e€) tamano de colonias en medios con glucosa 2% y
amonio (40mM), las placas se incubaron a 30°C por 3 dias. Se observa la cepa silvestre, la
cepa silvestre con un plasmido vacio pRS416 donde se muestra el mismo fenotipo, un control
altlA donde el gen se involucra en la regulaciéon mitocondrial, un control alt1A donde se
le revierte el gen en un plasmido pRS416 y vuelve a presentar el fenotipo silvestre; Luego,
se observa a nrglA y rtg3A donde presenta un resultado similar el control de alt1A, pero
en este caso al devolverle el gen no revierte su funciéon a un fenotipo silvestre. Adaptada y
traducida de (Campero-Basaldua et al., 2023).
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Figura 13: Morfologia mitocondrial en mutantes nrglA y ritg3A.

Se utilizo tincion mitocondrial con MitoTracker Green FM 9074 (Molecular Probes) para
determinar la morfologia mitocondrial en cada cepa. La barra de escala negra corresponde a
10m. Las mutantes nrglA y rtg3A muestran redes mitocondriales totalmente fisionadas y

no revierten el fenotipo silvestre como el control alt1A. Adaptada y traducida de (Campero-
Basaldua et al., [2023]).

5.5. Interaccién proteina-proteina e importancia de
la localizaciéon subcelular de complejos proteicos

Las proteinas en los sistemas biolégicos rara vez actiian de forma aislada, ya que
se unen a otras biomoléculas que suelen ser proteinas para auto-asociarse y formar
dimeros u oligbmeros de orden superior, tanto en aislamiento relativo como dentro
de redes y cascadas de interacciéon proteica que son clave para la regulaciéon de en-
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zimas, canales i6nicos, receptores y factores de transcripcion (Marianayagam et al.,
2004)). Los cambios en las interacciones proteina-proteina pueden tener consecuencias
importantes en la aptitud del organismo, ya que puede ser o no beneficiosas. En S.
cerevisiae 'y Drosophila melanogaster la interacciéon proteica puede llegar a ser muy
bésica, sin embargo estos complejos se encargan de delimitar las funciones metaboli-
cas dentro de la célula (Makino & Gojobori, 2007). Por lo tanto, se puede decir que
estas interacciones son uno de los componentes mas importantes de las redes biologi-
cas y que la evolucion proteica depende de sus interacciones y funcionalidad (Makino
& Gojobori, 2007).

Una de las caracteristicas importantes entre la interaccion de proteinas es el com-
partimiento subcelular correcto para llevar a cabo sus funciones (Marianayagam et al.,
2004)), donde la identificacion de la localizacion de las proteinas a menudo juega un
papel importante en la caracterizacion de la funciéon celular de proteinas hipotéticas
o recientemente descubiertas que proporcionan informacion sobre procesos celulares
globales (Scott et al., 2005). Para determinar la localizacion subcelular de una pro-
teina, su gen correspondiente normalmente se fusiona con un indicador o se etiqueta
con un epitopo, estos se colocan en los extremos N o C de los genes diana, siendo
una eleccion a considerar para obtener datos de localizaciéon precisos, puesto que, los
genes pueden tener secuencias importantes como péptidos de direccionamiento mi-
tocondriales y nucleares, ademéas de otras funciones regulatorias que al momento de
alterarlas, puede ocasionar resultados anémalos (Kumar et al., [2002). También, se
debe verificar el potencial de expresion del gen de interés, para que la proteina no
se encuentre débilmente expresada y por lo tanto no se produzca lo suficiente para
ser visualizada mediante microscopia de fluorescencia (Kumar et al.,|[2002). Por estas
razones, es de fundamental importancia utilizar metodologias que permitan etiquetar
correctamente y sin afectar su funcion a las proteinas cuya localizaciéon nos interesa
identificar.

5.6. Extension superpuesta de la reaccion en cadena
de la polimerasa (OE-PCR-Overlap Extension
PCR)

La transformacion en Saccharomyces cerevisiae ha surgido por la necesidad de
modificar su genoma mediante la insercion de cassettes para la expresion de genes
heterdlogos que permitan realizar mutaciones puntuales, deleciones de genes, reor-
denamientos cromosoémicos como translocaciones e inversiones, etiqueta de proteinas
especificas, sobreexpresion de promotores, etc; la construcciéon de cepas modifica-
das conllevan caracteristicas diferentes con el objetivo de comprender mecanismos
moleculares, fisiologicos y genéticos (Stepchenkova et al., 2023). Para llevar a cabo
este proceso, se requieren de métodos eficientes de clonacién y ensamblaje de ADN;
dependiendo del principio cientifico se pueden utilizar dos técnicas: basadas en res-
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triccion /ligacion y métodos basados en homologia/complementariedad de secuencias.
Este ultimo ha tenido una mejor aceptacion en el campo debido a su alta versatilidad
y eficiencia de ensamblaje (Cataldo et al., [2020)

Uno de los primeros métodos sustentado en la homologia de secuencia fue la técnica
de Extension Superpuesta de la Reaccion en Cadena de la polimerasa (OE-PCR por
sus siglas en inglés); esta metodologia sin ligasa logra ensamblar fragmentos de ADN
que se amplifican por separado utilizando oligos para producir regiones superpuestas
(Figura . Luego, los productos se mezclan en una segunda reacciéon de PCR donde
se espera que las regiones superpuestas actien como cebadores, para que finalmente,
en una tercera reaccion de PCR la ADN polimerasa se extienda y genere el producto
empalmado de interés (Cataldo et al.,2020). Esta técnica ha demostrado ser util para
la fusion de genes hibridos mayores 20 kb y para la introducciéon de mutaciones en
genes especificos, autilizando adicionalmente ADN polimerasas de alta fidelidad que
disminuyen la generacion de mutaciones no deseadas en el producto final y permiten
obtener fragmentos linealizados que simplemente pueden clonarse en un plasmido
para su propagacion bacteriana (Hilgarth & Lanigan, 2021; Nelson & Fitch, [2011]).
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Figura 14: PCR de extension superpuesta.

Las barras representan cadenas de ADN individuales; los diferentes tonos de las barras
son secuencias distintas que se fusionaran. Se muestra el extremo 5’y 3° con una pequena
punta de flecha que sobresale del extremo de cada barra o como una etiqueta. A) Mapa
general de la secuencias de oligos y el producto hibrido final que consta de tres partes: A,
B y C; En la Figura el fragmento A, es la region reguladora 5”del gen nhr-25 de C.elegans,
el fragmento B es la secuencia codificante de la GFP y el fragmento C es el 3-UTR de
nhr-25. También, se muestran las secuencias correspondientes de los ocho oligos (barras
finas) utilizados para generar el gen hibrido indicando la direccion de las secuencias (sentido
arriba, antisentido abajo). B) Construccion de los fragmentos, los pares de oligos se unen a
la secuencia molde y se utilizan para amplificar un fragmento; los extremos 5"y 3 generan
porciones del fragmento que solapan con la secuencia molde diferente. C) Primer paso de la
reaccion de Extension Superpuesta que se produce en ausencia de oligos. La extension desde
los extremos 3 “de los fragmentos superpuestos daran lugar a los productos “fusionados”, en
realidad esto ocurrird en al menos dos pasos, donde el fragmento A y B se combinan primero
y luego, la cadena A-B se une con el fragmento C; la extensiéon dara lugar al producto hibrido
tripartito final. D) En el paso 2 de la reaccion superpuesta (amplificacion), el gen hibrido se
amplifica a través de cebadores anidados. Adaptada y traducida de (Nelson & Fitch, 2011]).
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5.7. Recombinacién homoéloga y transformaciéon de
S. cerevisiae

La OE-PCR promueve la maquinaria inherente de Recombinacion Homologa (HR-
por sus siglas en inglés) de Saccharomyces cerevisiae, donde los productos linealizados
se transforman directamente en la levadura y a través de la recombinacion homologa
se empalman en la region de interés en todo el genoma (Cataldo et al., 2020). La
recombinacion homolga junto con la uniéon de extremos no homologos (NHEJ-por sus
siglas en inglés) son los dos mecanismos clésicos de reparacion de roturas de doble
cadena del ADN (DSB-por sus siglas en inglés) causados por diferentes estimulos
ex6genos o enddgenos, como radiacion ultravioleta o ionizantes, especies reactivas de
oxigeno o pueden darse accidentalmente durante la replicaciéon, que danan gravemente
a la célula (Stepchenkova et al.,|2023)). NHEJ simplemente liga los extremos del ADN
roto sin hacer referencia a la informacion que podria perderse en el sitio del dano
dando lugar a que esté mas propensa a errores, mientras que el HR busca una plantilla
homologa con el sitio DSB y la usa para recuperar informaciéon, por lo que busca la
estabilidad del genoma y se puede considerar como un mecanismo de “copiar y pegar”
de alta precision (Bernardi & Wendland, [2020) (Figura [15).

S. cerevisiae posee un genoma que puede manipularse facilmente debido a la alta
fidelidad de recombinacién homologa promoviendo la simplicidad con la que se pueden
generar fusiones de genes indicadores integrados, mientras que la recombinaciéon no
homologa es mucho menos efectiva (Kumar et al., 2002). En diversos enfoques, la re-
combinaciéon homoéloga es un mecanismo obligatorio para insertar fragmentos de ADN
en el gen deseado, donde los extremos del producto lineal de una PCR o un plasmido
linealizado sirven como sustrato para la recombinaciéon homoéloga, o alternativamente,
se puede inducir especificamente la reparacién de roturas de doble cadena en el gen
deseado. El fragmento del ADN del donante debe ser homologo con el locus diana
para la precisiéon de la recombinaciéon, donde una vez que se crea la reparacion de la
doble rotura toda la maquinaria de reparacion restablece la integridad de la molécula
de ADN a través de la insercion del fragmento donante (Bernardi & Wendland, [2020))

(Figura [15)).
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Figura 15: Recombinacién Homoéloga (RH).

A). El HR requiere de una plantilla y puede tardarse varias horas en completarse, pero
es méas preciso y se compara con el comando informatico “copiar + pegar”. B). Después
de la reseccion de cadenas del ADN a través de la exonucleasa Rad51 y otras proteinas,
forman un complejo de nucleoproteina que invaden la cadena plantilla para formar un bucle
D. Este bucle de desplazamiento puede resolverse mediante el templado o recocido de hebras
independiente de la sintesis de relleno, lo que no da como resultado cruces. La reparaciéon de
roturas de doble cadena se puede resolver con o sin cruzamiento de los Holiday Junctions.

Adaptada y traducida de (Bernardi & Wendland, 2020).
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Por otro lado, la transformacion genética es una forma de captar ADN exdgeno
para su posterior procesamiento en la célula huésped, por lo que se han desarrollado
diferentes técnicas para la transformacion genética de S. cerevisiae donde se incluyen
métodos enziméticos, quimicos y fisicos (Bernardi & Wendland, 2020). La levadura
posee una pared celular robusta que debe de eliminarse enzimaticamente o con pro-
ductos quimicos para permitr el acceso al ADN; uno de los métodos més comunes
debido a su simplicidad, versatilidad y eficiencia y que pueden utilizarse en cual-
quier entorno, es el método de acetato de litio/ADN portador monocatenario/PEG.
También puede ser de gran utilidad el método de electroporacién como método fisico
(Bernardi & Wendland, 2020)).
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CAPITULO O

Metodologia

6.1. Diseno, enfoque y tipo de investigaciéon

El diseno experimental de la presente investigacion permitird obtener cepas eti-
quetadas con epitopos fluorescentes, verdes para Nrgl y rojos para Rtg3, que nos
permitan ver la localizacion diferencial de cada una de las proteinas Nrgl o Rtg3.

6.2. Poblacién y muestra

Las células de la levadura de Saccharomyces cerevisiae se mantienen criopreser-
vadas a —75°C' en el laboratorio de la Dra. Alicia Gonzalez Manjarrez, Instituto de
Fisiologia celular 301-ote UNAM. Los plasmidos manipulados se mantienen en el area
comun de “Banco de plasmidos” del laboratorio y los oligos se solicitan a la Unidad
de Biologia Molecular (UBM) del mismo instituto.
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6.3.

Variables

Variable Definicién Tipo Unidades de
medicion

Producto de | Reaccion en Cadena de la Polime- | Cuantitativa | ng/uL
PCR rasa (PCR), que permite aumentar | y cualitativa

el nimero de copias de fragmentos

de ADN
Medio de cul- | Conjunto de nutrientes necesarios | Cuantitativa | OD 600,,,
tivo para fomentar el crecimiento y de- | y cualitativa

sarrollo de microorganismos
Fluorescencia | Emision de fluorescencia, observada | Cualitativa | No aplica

mediante microscopia confocal, re-
sultado de la excitacion de etique-
tas fluorescentes en proteinas espe-
cificas.

6.4.

6.4.1.

Cuadro 1: Variables de la investigacion

Hipotesis

Hipétesis nula

El disenio e implementacion del protocolo sera efectivo para determinar la loca-
lizacion subcelular de las proteinas que forman parte del regulador transcripcional
hibrido Nrgl-Rtg3 en Saccharomyces cerevisiae

6.4.2.

Hipoétesis alternativa

El diseno e implementacion del protocolo no serd efectivo para determinar la
localizacion subcelular de las proteinas que forman parte del regulador transcripcional
hibrido Nrgl-Rtg3 en Saccharomyces cerevisiae

6.5.

6.5.1.

Metodologia

Cepas y plasmidos

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae y sus mutantes utilizadas en este estudio
de describen a continuacion:
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Cepa Genotipo Descripciéon Fuente
Cla 1 Silves- | MAT alfa wura3- leu2- | Cepa silvestre auxotro- | (Valenzuela
tre (WT) NRG1, RTG3 fa de Uracilo y Leuci- | et al., |[1995)
na utilizada como con-
trol de determinacion de
los fenotipos mutantes
Cla 11-713 MAT alfa ura3- leu2- | Mutante sencilla con de- | (Gonzalez et
RTG3nrglA::KanMX4 | lecion del gen NRGI. | al.,2017)
Posee resistencia a G418
x y es auxotrofa de Ura-
cilo y Leucina
Cla 1-3 MAT alfa wura3- leu2- | Mutante sencilla con de- | (Campero-
glutamico- NRG1, | lecion del gen RTGS3. | Basaldua
rtg3A::KanMX/ Posee resistencia a G418 | et al., [2023)
y es auxotrofa de Uraci-
lo, Leucina y Glutama-
to.

Cuadro 2: Cepas utilizadas en el estudio

La cepas con los genes noqueados solamente se utilizaron para la metodologia de
curvas de crecimiento; mientras que, la cepa silvestre si se manipulé durante todo el
trabajo.

6.5.2. Precultivos de cepas de levadura S. cerevisiae

Para los precultivos de S. cerevisiae se utilizé 1 litro de medio rico de Extracto de
Levadura Peptona de caseina y Dextrosa (YPD -por sus siglas en inglés). Este medio se
compone de: extracto de levadura 1 %, peptona de caseina 2 %, dextrosa anhidra 2 %,
agar 2% en agua bidestilada. Por otro lado, se emple6 medio minimo (MM) liquido
para las curvas de crecimiento compuesto por: Stock de vitaminas 1x, stock de trazas
1x, stock de sales 10x, dextrosa o etanol al 2% como fuente de carbono, sulfato de
amonio al 5% como fuente de nitrogeno y agua bidestilada. En este caso, se adiciona
a cada medio minimo los aminoécidos necesarios dependiendo de la auxotrofia de la
cepa: uracilo (20mgl™'), 7 mM leucina o acido glutdmico (20mgl~'). Los precultivos
se dejan incubando por 14-16 hrs con agitacion constante de 250 rpm a 30°C, los
estriados de las cepas en las placas de agar se dejan incubando por 48hrs con las
mismas condiciones.
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6.5.3. Precultivos de cepas F.col:

El medio rico utilizado para los pre cultivos de FE.coli fue LB (Luria-Bertani)
donde 1L se compone de : Triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %, cloruro de sodio

1% vy 2.5% de agar. Los precultivos se incuban con agitacién constante de 250 rpm
a 37°C' por 16hrs.

6.5.4. Medios selectivos con antibiético

Para levaduras se utilizo Geneticina (G418) con una concentracion de 200 mg/mL
y para bacterias se utilizo el antibiotico Ampicilina (AmpR) a una concentracion de
100mg/mL. En ambos casos el antibidtico se coloco al medio después de esterilizar a
una temperatura menor de 45°C' , manteniendo el area en condiciones asépticas (bajo
mechero).

6.5.5. Obtencién de secuencias de genes y plasmidos

Las secuencias completas de los genes NRG1 y RTGS se obtuvieron a través de
la “base de datos del genoma de Saccharomyces” (Saccharomyces genome database -
SGD-); NRG1 (ID SGD: S000002450) y RTG3 (ID SGD: S000000199) para el analisis
de secuencia se tomo6 un tamano de + 1 kb para ambos genes (FigurayAneXOS).
Las secuencias de los plasmidos se recopilaron de la base de datos de Addgene, donde
se utilizo el plasmido pKT0175 (ID: Addgene n®.8733), que posee el inserto de la
proteina fluorescente yECitrine (Figura[l@]) y el plasmido H2B-mCherry| (ID: Addgene
n.2 20972), con el inserto de la proteina fluorescente mCherry (Figura [17)).

El plasmido pKT0175 fue proporcionado por el laboratorio de la Dra. Alicia Gon-
zélez y el plasmido H2B-mCherry fue proporcionado por el Laboratorio del Dr Ro-
berto Coria, ambos clonados en la cepa de E.coli DH5«. En la presente investigacion,
el plasmido pkT0175 se utilizé para etiquetar a Nrgly el plasmido H2B-mcherry para
etiquetar a Rtg3 en la posicion C-terminal de cada proteina manteniendo el mismo

marco de lectura. (Figuras , , ,
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Figura 16: Plasmido pKT0175.

Posee la secuencia del inserto del marcador fluorescente yECitrine que es una variante
de GFP optimizada con codones, el marcador de seleccion en levadura es URA3™ y para su
clonacion en la cepas de E.coli DH5a posee la resistencia a ampicilina (Addgene n°.8733)
adaptado en Snapgene: Se colocd como “future “la secuencia de yECitrine (verde) y la se-
cuencia de URA3 (celeste). La parte sombreada (verde claro), es el fragmento de interés
final para la construcciéon de la cepa con Nrgl etiquetado con yECitrine.
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Figura 17: Plasmido H2B-mCherry.

Posee la secuencia del inserto del marcador fluorescente mCherry (color rojo) , el mar-
cador de seleccion es resistencia a Kanamicina/Neomicina (seleccion con G418 en levadura)
color verde claro y para su clonacién en la cepa de F.coli DH5a posee la resistencia a ampi-
cilina (verde claro) (Addgene n.° 20972) obtenido de Snapgene: sin modificaciones. La parte

sombreada (rosada), es el fragmento de interés final para la construccion de la cepa con Rtg3
etiquetado con mCherry.

6.5.6. Curvas de crecimiento para células de levadura de S.
cerevisiae.

Previo a las curvas de crecimiento, se prepararon 6 tubos céonicos de 50mL con
10mL de YPD liquido y 9 matraces Erlenmeyer de 125mL con 50mL de MM con los
aminoacidos de las auxotrofias de cada cepa descrita en el cuadro 2] Se analizaron 4
condiciones variando la fuente de carbono y la presencia o ausencia de acido glutdmico:
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Glucosa / Amonio

Glucosa / Amonio / Glutamico

Etanol / Amonio

Etanol / Amonio / Glutamico

Las tres cepas descritas en el Cuadro [2|se inocularon por duplicado en medio YPD
liquido y se incubaron por 16 hrs en agitacion constante de 250 rpms; los duplicados
se juntaron en un mismo tubo y luego se centrifugaron por 5 min a 3,000 rpm, se
decanto6 el sobrenadante, se lavo el pellet 3 veces con 10mL de agua destilada estéril
y se resuspendio con el mismo volumen de agua. Para medir la biomasa de las células
de levadura de las 3 cepas en el Cuadro [2] se realizé una dilucion 1:10 de la biomasa
obtenida en cada celda para luego determinar una concentraciéon entre un marco de
lectura de 0.04-0.5U /abs en el espectrofotometro (Genesys 20 de Thermoscientific) a
600nm utilizando agua destilada como blanco. Para obtener la concentracion real de
cada muestra, el valor leido se multiplico por el factor de dilucion (10).

Dependiendo de la concentracion de las muestras se realizaron calculos para ino-
cular en cada matraz de 50mL de MM una concentracion inicial de 0.05 U/abs de
células de levadura. Posteriormente, se volvié a medir en celdas cada matraz (sin
dilucion) para verificar la concentracion inicial, tomando este valor como punto de
partida para la curvas de crecimiento.

6.5.7. Tiempo de incubacién para matraces con glucosa o eta-
nol como tnica fuente de carbono

Para las muestras de glucosa como tinica fuente de carbono los matraces se miden
cada 2hrs después de tomar el primer punto. En el caso de la curvas con etanol como
tnica fuente de carbono, previo a inocular las células en los matraces de MM, se agregd
30 min antes 500u L de etanol en cada uno de ellos; después se tomo el primer punto y
se dej6 incubando por 14hrs para luego seguir midiendo cada 3 hrs. Para ambos casos
se toman aproximadamente 9-10 puntos. En ambos casos las muestra se incubaron a
37°C" a 250 rpm. Para el anélisis de la curvas de crecimiento los puntos se anotaron
en papel milimétrico de tres ciclos y se realizaron los calculos correspondientes para
determinar tiempo de duplicacion y velocidad de crecimiento

6.5.8. Calculos para el analisis de curvas de crecimiento

Las ecuaciones utilizadas para evaluar la curvas de crecimiento se analizaron usan-
do las férmulas correspondientes con ayuda de la herramienta de Excel para su pos-
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terior interpretacion de resultados mediante graficos de barras. Las ecuaciones se
describen a continuacion:

Pendiente:
(lOgloA — lOgl()B) (1)
(Ty - T))

P—

A = OD 600nm antes de fase diatxica
B=0D 600nm o inicio de la fase exponencial
Ts = Tiempo | | A, tiempo donde se toma la OD 600nm en A
; = Tiempo | | B tiempo donde se tomo la OD 600nm inicial en B

Tiempo de duplicacion:

_ (logio(b))
D= "—=5~= (2)

P = pendiente b = Tiempo de medicion después del primer punto (2hrs, Shrs,
ete).

Velocidad de crecimiento (), expresado en h-!:

u= ®)

LN = Logaritmo Natural b = Tiempo de medicion después del primer punto (2hrs,
3hrs, etc).

6.5.9. Herramientas bioinformaticas utilizadas para el diseno
de oligos in stlico

Se utiliz6 un editor de plasmidos (Ape-por sus siglas en inglés- A plasmid Edi-
tor) conocido como un software gratuito utilizado en el diseno de plasmidos y otras
construcciones mediante simulacion in silico (Davis & Jorgensen, 2022) ; también, se
empled el software de Snapgene para obtener una mejor visualizacion de los oligos y
constructos esperados (GSL Biotech LLC, 2024)).

La verificacion de Tm°C, %GC, formacion potencial de horquillas, complementa-
riedad, entre otras caracteristicas, se determiné a través de la calculadora de propie-
dades de Oligonucledtidos (Oligo Calc) (Northwestern University, s.f.).
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6.5.10. Diseno de oligos in silico para la construccién de moé-
dulos de transformacion en S. cerevisiae

El diseno de oligos se llevd a cabo de acuerdo con la técnica de Extension Su-
perpuesta de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (OE-PCR, por sus siglas en
inglés: “Overlap Extension PCR”) o también llamada PCR de fusi6on, manteniendo
el fundamento de la misma, donde se obtuvieron oligos de sentido o Forward (Fw) y
antisentido o Reverse (Rv), con un total de 8 oligos para ambos genes (Figura [18):

Fragmento A Fragmento B Fragmento C
h. L- L\. ARAAAA n_sé
ORF 5-3" gen gen reportero UTR3  gen
ATZAAJ\ AAAA .r4 .ra ‘q

—= QOligo "Forward"

< Oligo "Reverse"

Figura 18: Diseno de oligos para obtener el constructo completo a través de la
técnica de OE-PCR.

Se muestra el fragmento A (morado) que representa el ORF del gen de interés, el frag-
mento B (naranja) con el inserto del gen reportero que conlleva la secuencia de la proteina
fluorescente y el marcador de seleccion y el fragmento C (celeste) que representa el UTR
3’del gen. Para todos los fragmentos se representan en flechas los oligos utilizados para
amplificar todas las secciones. Adaptada y traducida de (Nelson & Fitch, 2011

= Oligos 1 y 6: El tamano de estos oligos es de 20pb. El oligo 1 es un Forward que
contiene la secuencia del ORF5” del gen de interés, manteniendo una distancia
de >500pb del 3" del gen . El oligo 6 es un Reverse que contiene la secuencia del
UTR3del gen, manteniendo una distancia de >500pb a partir del 3 del gen.

= Oligos 3 y 4: El tamano de estos oligos es de 20pb. El cebador 3 es un Forward,
mientras que el cebador 4 es un Reverse que contienen la secuencia de la proteina
fluorescente y el marcador seleccion que se utilizara como inserto (gen reportero
/ fragmento B).

= Oligos 2 y 5: El tamano de estos oligos es de 45pb. El cebador 2 es un Re-
verse con aproximadamente ~25pb homologas a la seccion del ORF "3 del gen
(eliminando el codén de paro de la secuencia original) y posee una cola de re-
combinaciéon de ~20pb con la secuencia del inserto del gen reportero dejando
entre 3-6 pb antes de su codén de inicio “ATG”. El cebador 5 es un Forward,
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de igual forma con ~25pb héomologas al inicio del UTR3 del gen y una cola de
recombinaciéon de ~20 pb de la secuencia del inserto del gen reporteo. Ambos
oligos son fundamentales para obtener la fusion de los fragmentos iniciales: A
con B y B con C (fragmentos pares) previo a obtener el gen hibrido o médulo
completo.

= Oligos 7 y 8: El tamano de estos oligos es de ~18pb. Ambos se consideran
como “Oligos Anidados” que caen aproximadamente 100pb dentro de los oligos
1y 6. El oligo 7 posee la secuencia del ORF5 “del gen manteniendo una distancia
de ~400pb a partir de su 3”. El oligo 8 posee la secuencia del UTR3 del gen
con una distancia de ~400pb del 3".Ademas de este par de oligos, también se
disen6 otro par con la misma secuencia adicionandole en la direccion 3~ tres
pares de GC y secuencias de enzimas de restriccion: Kpnl y Xhol para obtener
extremos cohesivos; estos se utilizaran como oligos de clonaciéon en el plasmido
pRS416 para su posterior transformacion en E.coli DHb5«

Cabe resalta que el fragmento llamado “gen reportero” posee tanto la secuencia
de la proteina fluorescente como la secuencia del marcador de selecciéon como lo es
URAS3- para el plasmido pKT0175 y resistencia a G418 (Geneticina) para el plasmido
H2B-mCherry. El diseno de cebadores de cada gen se demuestra en la Figura [19)y [20]
utilizando la plataforma de Snapgene.

7. FWANINRG1 3. FwyECitrine 4. RvyECitrine 8- RVAniNRG1-yE

1. FWNRG1, \_ ‘sz RvQuiméricoyE 5. FWQulmérlcoyE\l 6. RVUTR3"-NRG1

genNRGL > YECitrine TEFp .

NRG1-yECitrine
5102 bp

Figura 19: Diseno de oligos para Nrgl.

Se muestra el ORF de NRG! (fragmento A- anaranjado), el inserto o gen reportero con
la proteina fluorescente yECitrine y el marcador de seleccion URA3™ en el mismo marco de
lectura del gen (fragmento B-verde y celeste) y el UTR de NRG1 (fragmento C- turquesa).
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7. FWANiRTG3-mC 3. FwmCherry 4. RvmCherry |8. RVANIRTG3-mC

1. FwORFS'—RTG3L ‘-/2. RvquiméricomC 5. FwQuiméricomC\ 6.RvmCherry

RTG3 NeoR/KanR -- 3 °UTR RTG3 —
o rcen = 0- AT

RTG3-mCherry
6173 bp

Figura 20: Diseno de oligos para Rtg3.

Se muestra el ORF de RTG3 (fragmento A-celeste), el inserto o gen reportero con la
proteina fluorescente mCherry y el marcador de seleccion KanR (Geomicina 418) en el mismo
marco de lectura del gen (fragmento B-rojo y amarillo) y el UTR de RTGS (fragmento C-
lila).

Adicionalmente, se realizaron oligos para verificar las cepas con el inserto luego
de la transformacion en S. cerevisiae Figura [21]

9. 10 . 11,
UTR5" gen ORF 5-3" gen gen reportero UTR3" gen
12 ~13

Figura 21: Diseno de oligos de verificacion del constructo para cepas
transformantes de S. cerevisiae.

Se muestra el constructo y ambos UTR “s del gen, estos oligos demuestran mediante una
PCR covencional la presencia del inserto en las cepas manipuladas de S.cerevisae.

= Oligos 9 y 13: El tamano de estos oligos es de 18-20 pb. El oligo 9 es un
Forward que contiene la secuencia del UTR5” del gen y se encuentra a una
distancia de 20-300 pares de bases del oligo 1 y 7 (Figura . El oligo 13 es
un Reverse que contiene la secuencia del UTR3 del gen y se encuentra a una
distancia de >200pb del oligo 8 y 6 Figura [2I] Ambos oligos se utilizaran para
amplificar el inserto completo o la mitad en direcciéon rio arriba y rio abajo del
constructo con los oligos 11 o 12.

= Oligo 10: Posee una longitud de 18-20pb; este oligo es un Forward con la se-
cuencia del ORF3del gen sin las bases del codén de paro, por lo que amplificara
solamente la mitad del inserto con el oligo 12 para verificar si el constructo se
encuentra en el marco de lectura.

= Oligo 11 y 12: Ambos poseen una longitud de 18-20 pb. El oligo 11 es un
Forward y el oligo 12 es Reverse que contienen la secuencia del gen reportero
para amplificar con los oligos 9 0 10 y 13 la mitad del inserto y parte del gen.
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6.5.11. Extracciéon de ADN genémico total de S. cerevisiae

La extraccion de ADN total, se llevo a cabo de acuerdo al protocolo desarrollado
en el laboratorio de la Dra. Alicia Gonzalez del Instituto de Fisiologia Celular UNAM.

Brevemente, se inocul6 10mL de medio YPD con una colonia aislada de la cepa
silvestre urad™ leu2™ y se incub6 a 30°C' con agitacion a 250 rpm por toda la noche.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 3,000 rpm por 5 min a T.A para luego recolec-
tar las células y eliminar el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 0.5mL de
agua bidestilada estéril y se transfirieron a un tubo Eppendorf de 1.5mL, para luego
centrifugarlas a 14,000 rpm por 1 min y eliminar el sobrenadante.

Posteriormente, se adicion6 al tubo Eppendorf de 1.5mL, 400 L de una solucion
de lisis celular que contenia: 2 % Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-
HCI pH 8.0 y 1mM Na-EDTA; 200uL de una soluciéon de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (relacion 25:24:1) preparada al momento y 200uL de TE pH 8.0 (Tris-HCl
pH 8.0 y ImM Na-EDTA) . Se colocaron 0.3g de perlas de vidrio de 0.1mm a cada
muestra y se mezcld con vortex a maxima velocidad por 3-4 min promoviendo lisis
por ruptura mecénica; seguido de una centrifugacion a 14,000 rpm por 5 min. La fase
acuosa se transfirio a un tubo limpio y se realiz6 una segunda extracciéon anadien-
do 400uL de la solucion de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) preparada
al momento y se mezclo nuevamente con vortex por 15 seg . Se realizdé una terce-
ra extraccion repitiendo el paso anterior. Transcurridos los pasos de extraccion, se
realizo una precipitacion de la fase acuosa usando 1mL de etanol 100 % con 10uL
de Acetato de Amonio 4 M, mezclando por inversion de 4 a 6 veces; la muestra se
centrifugd a 14,000 rpm por 2 min y se elimind todo el sobrenadante. Este paso es
siper importante, ya que no debe quedar rastro alguno de etanol en la muestra. El
paquete celular, se resuspendi6 en 400pL de TE + 10uL de RNAsa (10mg/mL) y se
incubaron a 37°C' por 30 min.

Por tltimo, se agregé 10uL de acetato de amonio 4M + 700uL de etanol al 100 %
y se mezcld por inversion 4-6 veces; Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 2
min, se descarto el sobrenadante; el paquete celular se lavo con 700-800uL de etanol
al 70 %, usando la pipeta sin romper el paquete celular y se centrifugd por tultima
vez a 14,000 rpm por 5 min, se elimina el sobrenadante totalmente y se deja secar
el paquete celular a temperatura ambiente por 30 min. El pellet se resuspendi6 en
70-100p L de agua destilada o buffer TE pH 8.0.

6.5.12. Cuantificacién y pureza de ADN gendémico total ex-
traido

El ADN extraido se cuantificoé mediante Nanodrop 2000, Thermo Scientific, veri-
ficando una concentracion de ADN genémico >100 ng/uL y manteniendo una absor-
bancia entre los valores 6ptimos: Abs260/280 — Abs260/230 => 1.8 — 2.2 < (Banco
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Nacional de ADN - Espana, 2020)). De igual forma, la pureza del ADN se observo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

6.5.13.
y RTGS3

PCR para obtencion de los fragmentos A y C de NRG1

Se utilizo el protocolo de PCR Biosystems, donde se empled una enzima de alta
fidelidad (PCRBIO Hifi polymerase Mn Systems) y un buffer de reaccion 5x PCRBIO
HiF'i Mn Systems. La PCR se realizo con el ADN molde de la cepa silvestre Ura3~
y Leu2™ de S. cerevisiae y los oligos empleados para cada fragmento esperado se
describen a continuacién Figura [19|y

ORF 5-3” NRG1: Fw. ORF5'NRG1 (#1) y Rv. quiméricoyE (#2) = 658pb
UTR 5-3"NRG1: Fw. quiméricoyE (#5) y Rv. UTR3"NRGI (#6) = 650pb
ORF 5-3"RTGS3: Fw. ORF5’'RTG3 (#1) y Rv. quiméricomC (#6) = 663pb
UTR 5-3"NRG1: Fw. quiméricomC (#5) y Rv. UTR3"RTG3 (#6) = 632pb

Las reacciones se prepararon en un tubo de 1.5mL con un volumen final de
500uLusando agua ultra pura (Mili-Q® ) y se dividi6 en 5 tubos de PCR con un
volumen final de 100xL cada uno (Cuadro [3).

Componentes Concentracioén inicial | Volumen agregado
(uL)

H20 Mili-Q® - 355

Buffer PCRBIO 5X 100

MgCl2 50mM D

dNTP s 10mM 10

Oligo Forward 10pM 10

Oligo Reverse 10uM 10

Enzima Hifi PCRBIO 2u/pls 5

ADN 100ng/pLL 5

Cuadro 3: Receta para la amplificacion de los fragmentos A y C.

La amplificacion de los fragmentos se realizo en un termociclador BIO RAD T100
Therma Cycler con el siguiente programa:
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Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(°0)

Desnaturalizacion 95 3:00 1

inicial

Desnaturalizacion 95 0:30

Alineamiento 60 1:00 30

Extension 72 1:50

Extension final 72 5:00 1

Almacenamiento | 12 00 1

Cuadro 4: Condiciones para la amplificacién de los fragmentos A y C.

Los productos de PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1% utilizando Buffer TE 1x (Tris-HCI pH 8.0 y ImM Na-EDTA), el mar-
cador molecular 1Kb Plus Invitrogen y a 100v por 30min. La purificacién de todos
los productos se realizo a través del protocolo de PROMEGA Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System mediante centrifugacion (Promega Corporation, [2009), man-
teniendo una concentracion final de todos los fragmentos puros entre 100-500 ng/uL.

6.5.14. Obtencién de fragmentos de las proteinas fluorescentes
(gen reportero)

» Transformacion de E.col: para clonaciéon de plasmidos:

En el laboratorio de la Dra. Alicia, se obtuvo una alicuota almacenada a —20°C'
del plasmido pKTO0175; esta se utilizo para transformar una cepa calcio competente
de E.colv DH5«a para su posterior uso en este estudio. En el caso del plasmido H2B-
mCherry solamente se llevd a cabo la criopreservacion de la cepa.

Se utilizaron bacterias calcio competentes preparadas previamente en el laborato-
rio guardadas a —70°C'. Se descongelaron 4 viales (control +, control — y dos muestras)
de células sobre hielo por 30 min y se colocaron entre 100-500ng de vector en cada
vial. Se mezcl6 con pipeta sin hacer burbujas, se incubaron los viales por 30min en
hielo y rapidamente se llevaron a un choque térmico a 42°C' por 2 min y luego las
muestras se colocaron de nuevo en hielo por 2 min. Se agregd 500-800uL de medio
LB para promover la recuperacion celular y los tubos se sellaron con parafilm; se
incubaron a 37°C' por 1-2 hrs a 300rpm. Por tultimo, se centrifugaron los tubos a
3,500rpm por 1 min, se decanté el sobrenadante y se resuspendié la pastilla celular
con el remanente del medio; se plaquean en medio selectivo (LB+AmpR) en las con-
centraciones de 10° y 10-! junto con los controles. Se incubaron a 37°C por 24 hrs y
se interpretaron los resultados al siguiente dia. Las cepas con el plasmido integrado
fueron resistentes a AmpR, se seleccionaron entre 10-15 transformantes para ambas
diluciones y se realizaron 3 pases para su purificacion.
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= Crioconservacion de cepas de F.col::

Se re-estriaron colonias en una placa petri de medio LB con sus respectivos suple-
mentos y antibiéticos para mantener la presion de seleccion y obtener cultivos frescos.
Se incubd a 37°C por 24hrs y se realizé6 un preindculo en medio LB + Amp. Se in-
cubaron por 14-16 hrs a 37°C. Una vez incubado el pre inéculo, se tomo6 800uL del
pre cultivo y se coloco en un vial para criogenizar debidamente etiquetado donde se
se agregd 800uL de cultivo fresco LB + Amp+ Glicerol al 30 %, Se mezclaron con
vortex y se congelaron a —70°C'.

= Miniprep de E.coli:

Para la obtencion de los plasmidos purificados de las cepas de E.coli crioconserva-
das, se llevo a cabo un Miniprep mediante el protocolo de QIAGEN QIAprep® Spin
Miniprep Kit (International Genetically Engineered Machine (iIGEM) Foundation,
2012)). Los pre cultivos utilizados se inocularon con 10uL de AmpR para mantener la
presion de seleccion y el ADN plasmidico obtenido se cuantifico a través del Nanodrop
2000, Thermo Scientific.

= Digestion con enzimas de restriccion para linealizar el plasmido:

Para la digestion de los plasmidos pKT0175 y H2B-mcherry se utiliz6 el protocolo
de la enzima Hind III de INVITROGEN con el buffer 10x React 2 (Technical Support
Invitrogen, |2010)), la receta utilizada se describe en la Cuadro . Adicionalmente, la
mezcla se incubd por 30min a 37°C' y la inactivacion de la enzima se generd a 65°C'
por 5 min. Esta enzima se seleccioné de acuerdo con el multiple sitio de clonacién
en ambos plasmidos que corta una vez dejando extremos cohesivos y obteniendo el
plasmido lineal sin manipular el inserto de interés. Posteriormente, se cuantifico el
ADN plasmidico lineal manteniendo una concentracion de = 20ng/uL y se verificod el
fragmento linealizado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Componentes Volumen agregado (uL)
Hind 111 1

Buffer 10x React 2 2

ADN > lug

Agua destilada Aforar a 20 pL

Cuadro 5: Receta para digestion del plasmido con la enzima Hind I11.

= PCR para obtener el constructo del gen reportero fluorescente:
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Se utiliz6 el protocolo de PCR Biosystems con una enzima de alta fidelidad
(PCRBIO Hifi polymerase Mn Systems) y un buffer de reaccion 5x PCRBIO Mn Sys-
tems. Se empled el ADN plasmidico obtenido anteriormente de los plasmidos pKT0175
con el marcador fluorescente yECitrine y H2B-mcherry con el marcador fluorescente
mCherry; los oligos empleados se describen a continuacion:

» yECitrine: Fw. yECitrine (#3) y Rv. yECitrine(#4) = 2,409 pb
» mCherry: Fw. mCherry (#3) y Rv. mCherry (#4) = 2, 755pb

Las reacciones se prepararon en un tubo de 1.5mL con un volumen final de 500uL
con agua Mili-Q® y se dividi6 en 5 tubos de PCR con un volumen final de 100uL
cada uno. Los componentes de reacciéon se mencionan a continuaciéon:

Componentes Concentracién inicial Volumen agregado
(nL)

H20 Mili-Q® - 355

Buffer PCRBIO 5x 100

MgCI2 50mM 5

dNTP s 10mM 10

Oligo Forward 10puM 10

Oligo Reverse 10puM 10

Enzima Hifi PCRBIO 2u/uL 5

ADN <500ng/ul 5

Cuadro 6: Receta para la amplificacion del fragmento B.

La amplificacion de los fragmentos se realizo en un termociclador BIO RAD T100
Therma Cycler con el siguiente programa:

Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(°C)

Desnaturalizacion | 95 3:00 1

inicial

Desnaturalizacion | 95 0:30

Alineamiento 70 1:00 30

Extension 72 2:50

Extensioén final 72 5:00 1

Almacenamiento 12 00 1

Cuadro 7: Condiciones de amplificaciéon del fragmento B.

Los productos de PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel al
1% utilizando Buffer TE 1x (Tris-HCI pH 8.0 y 1mM Na-EDTA), el marcador mo-
lecular 1kb Plus Invitrogen y se corrié a 100v por 30min. La purificaciéon de todos
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los productos se realizé a través del protocolo de PROMEGA Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System mediante centrifugacion (Promega Corporation, [2009), man-
teniendo una concentracion final de todos los fragmentos puros < 200 ng/uL (Figura

22).
Amplificacion de los tres fragmentos

Fragmento B

3
gen reportero
ADN plasmidico ~4
L Fragmento A . 5 Fragmento C
ORF 5-3" gen | UTR3’ gen
ADN gendémico 2

ADN gendmico :6

Secuencia complementaria al 5’y 3 del
gen reportero

Figura 22: Diagrama de la amplificaciéon de los tres fragmentos individuales.

En la Figura anterior se muestra el fragmento A, B y C para ambos genes, los cuales
presentan cada oligo con el cual fueron amplificados; los fragmentos A y C poseen secuencias
complementarias al fragmento B para llevar a cabo la superposicion mediante OE-PCR.

6.5.15. Optimizacién de la técnica OE-PCR para obtener los
fragmentos de transformacién de interés

La OE-PCR se utilizé para construir un gen hibrido mediante la fusion del gen
con un marcador fluorescente que se sintetizan en el mismo marco de lectura y logre
expresarse en la célula. En este caso, se espera marcar a Nrgl-yECitrine (marcador
fluorescente verde) y a Rtg3-mCherry (marcador fluorescente rojo). Luego de obtener
los fragmentos A, B y C por separado para ambos genes, se debe seguir los siguientes
pasos para generar el constructo final con una secuencia completa del gen + proteina
reportera:

6.5.16. OE-PCR para fragmentos A+B , B4+C y A+B+C

Para RTG3 con el inserto de mCherry se realiz6 una reaccién que consiste en
combinar el fragmento A (individual) con el fragmento par B-C; primero se realizo
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una reaccion de superposicion y amplificacion para obtener el constructo de B4+C y
posteriormente, se llevd a cabo otra reaccién de superposicion con los fragmentos A
y B+C, donde el alineamiento se vera facilitado por el plegamiento de los extremos
que son complementarios del fragmento A con el fragmento B, y por ultimo, una
PCR para amplificar y purificar el constructo final. En el caso de Nrgl con el inserto
de yECitrine se realiz6 una reaccién de un solo paso, donde se agregaron los tres
fragmentos individuales (A, B y C) purificados junto con oligos en una reacciéon de
PCR para una superposicion y amplificacion directa del cosntructo completo (Hilgarth
& Lanigan, 2021)).

En ambos casos, para que esta técnica mantenga una superposicion 6ptima de
fragmentos, es crucial que los fragmentos se agreguen en porciones equimolares, en este
caso utilizamos concentraciones en nanoMolar (nM) en proporcion 60:120, donde los
60 nM equivalen a los fragmentos con menor longitud de pares de bases (pb) mientras
que los 120 nM equivalen a los fragmentos mas largos; Los valores equimolares se
obtuvieron utilizando la ecuacion de conversion de ng/uL a nM/uL de ILUMINA
(Ilumina, Inc., 2023) y con los valores de peso molecular de acidos nucleicos dsDNA
de ThermoFisher Scientific, en la seccién de “pesos moleculares y conversion de ADN
y ARN” (Thermo Fisher Scientific, 2024)se logré determinar la cantidad exacta de
volumen (pL) para los fragmentos manteniendo la relacion 60:120 nM.

Ecuacion para obtener nM /uL a partir de ng/uL:

(4)

concentracion del fragmento=%
nM = , . 10°
(longitud del fragmento(pb) x 607.4) + 157.9

6.5.17. OE-PCR para obtener el fragmento completo de Rtg3-
mCherry

Para los siguientes pasos se utiliz6 una enzima de alta fidelidad (PCRBIO Hifi
polymerase Mn Systems) y un buffer de reaccion 5x PCRBIO Mn Systems. Para los
fragmentos A y C purificados se realiz6 una dilucién 1:10 para obtener una concen-
tracion final <50ng/uL; para el fragmento B no se realizé dilucion

» Fusion y amplificaciéon de fragmentos individuales (A+B y B+C) de
RTGS3:

Para este paso no se agregaron oligos al Master Mix y se adiciona DMSO (0.5 %)
a cada tubo de manera individual, siendo este el ultimo reactivo agregado. La receta
se describe a continuacién con una reacciéon de volumen final de 25u.L:
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Componentes Concentracion inicial | Volumen agregado
(uL)

H20 Mili-Q® - 16.8

Buffer PCRBIO ox >

MgCl2 50mM 0.25

dNTP s 10mM 0.5

Enzima Hifi PCRBIO 2u/pL 0.25

DMSO 100 % 0.5

xTemplado

Cuadro 8: Receta de PCR para fusion de los fragmentos pares de RT'GS.

El xtemplado se agregd de acuerdo a la concentracion de nM determinada para
cada fragmento que se describe a continuacion:

Nombre del [ng/uL] Longitud Ml Volumen final | Volumen final
fragmento del fragmento | enpb | /" (uL) en 60 nM | (pL) en 120nM
ORF5 'RTG3 | 29.9 663 7442 |08 -

mCherry 232.8 2,733 139.1 - 0.9
UTR3'RTG3 | 25.6 632 66.63 | 0.9 -

Cuadro 9: Templado en nM/ uL de los fragmentos para fusionar Rtg3 con mCherry.

La reaccién de PCR sin oligos para la fusion de los fragmentos se realizdé en un
termociclador BIO RAD T100 Therma Cycler el siguiente programa:

Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(°C)

Desnaturalizacion 95 2:00 1

nicial

Desnaturalizacién 95 0:15

Alineamiento 60 10:00 15

Extension 72 2:00

Almacenamiento | 12 00 1

Cuadro 10: Condiciones de la PCR de fusion de los fragmentos pares de RTGS.

Para este tipo de OE-PCR |, los fragmentos no se logran visualizar en una elec-
troforesis en gel de agarosa al 1%, por lo que se tomo6 directamente del tubo de PCR
5uL que se utilizé posteriormente como templado en una reaccién de PCR de 50uL
con oligos donde se amplificaran los fragmentos obtenidos, de igual forma, se agregd
DMSO a la reaccién como se mencioné anteriormente. La receta y condiciones de la
reaccion se describen a continuacion:
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Componentes Concentracion inicial | Volumen agregado
(uL)

H20 Mili-Q® - 28
Buffer PCRBIO 155 10
MgCl12 50mM 0.5
dNTP s 10mM 1
Oligo Forward 10pM 2
Oligo Reverse 10puM 2
Enzima Hifi PCRBIO 2u/pL 0.5
DMSO 100 % 1
ADN - 5

Cuadro 11: Receta para la amplificacion de los fragmentos pares de RTGS.

Los oligos utilizados en la receta anterior son:

» ORF5'RTGS3 (A) + mCherry (B): Fw. ORF5"RTG3(#1) y Reverse. mCherry
(#4) = 3,418pb

» UTR3"RTG3 (C) + mCherry (B): Forward. mCherry (#3) y Reverse. UTR3"RT'G3
(#6) = 3,387pb

La reaccion para amplificar los fragmentos fusionados se realizé en un termocicla-
dor BIO RAD T100 Therma Cycler con el siguiente programa:

Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(°0)

Desnaturalizacion 95 3:00 1

inictal

Desnaturalizacion 95 0:30

Alineamiento 64.5 1:00 30

Extension 72 3:30

Extension final 72 5:00 1

Almacenamiento | 12 00 1

Cuadro 12: Condiciones de la amplificacién de la fusién de los fragmentos A+B y B4+C
RTGS.

Los productos de PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1 % utilizando Buffer TE 1x (Tris-HCI pH 8.0 y 1mM Na-EDTA), el marcador
molecular 1kb Plus Invitrogen y se corrié 100v por 40-50min. La purificacion de todos
los productos se realizo a través del protocolo de PROMEGA Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System mediante centrifugacion (Promega Corporation, [2009), man-
teniendo una concentracion final de todos los fragmentos puros entre 50-200 ng/ L.
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» Fusién y amplificaciéon del fragmento completo de RTG3:

Para esta metodologia, se realiz6 otra superposicion de pares donde se realizé una
reaccion de PCR sin oligos de 25uL fusionando el modulo individual ORF5"RTGS
(fragmento A) con los fragmentos pares de mCherry-UTR3” RTG3 (fragmento B
+ C) para luego realizar una amplificacion de estos mediante una PCR con oligos
para purificar el constructo final. Para la fusiéon se utilizo la enzima PCRBIO Hifi
polymerase Mn Systems en una reaccion de 25uL; la receta se describe a continuacion:

Componentes Concentracién inicial Volumen agregado
(nL)

H20 Mili-Q® - 10.9

Buffer PCRBIO 5x 5

MgCI2 50mM 0.25

dNTP s 10mM 0.5

Enzima Hifi PCRBIO 2u/pL 0.25

DMSO 100 % 0.5

*ADN - -

Cuadro 13: Receta para la amplificacion del fragmento completo de RTG3.

* El templado se agregd de acuerdo con a la concentracion de nM determinada
para cada fragmento que se describe a continuacion:

Nombre [ng/ulL] Longitud | nM/uL Volumen | Volumen
del frag- | del frag- | en pb final (pL) | final (pL)
mento mento en 60 nM | en 120nM
ORF5"RTG329.9 663 74.42 0.9 -

mCherry + | 36.5 3,365 17.8 - 6.8
UTR3'RTG#

Cuadro 14: Templado en nM/ uL de los fragmentos para fusionar RTG3 con mCherry.

La reaccion de PCR sin oligos para la fusién de los fragmentos se realizd en un
termociclador BIO RAD T100 Therma Cycler con el siguiente programa:

53



Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(€°)

Desnaturalizacion 95 2:00 1

inicial

Desnaturalizacion 95 0:15

Alineamiento 60-65 10:00 15

Extension 72 2:00

Almacenamiento | 12 00 1

Cuadro 15: Condiciones de la PCR de fusion para el fragmento completo de RTG3.

Posteriormente , se llevo a cabo una PCR para amplificar el constructo con los tres
fragmentos (A+B+C) de RTG3-mCherry; donde se utilizo la enzima PCRBIO classic
Taq (PCRBIOS, [2024) de PCR Biosystems. El templado que se utilizo para esta
reaccion fueron 2.5uL de la fusion realizada anteriormente agregada directamente a
cada tubo de PCR con un volumen final de 254 L; la receta de describe a continuacion:

Componentes Concentraciéon inicial | Volumen agregado
(1L)

H20 Mili-Q® - 17

Buffer PCRBIO 10x 2.5

dNTP s 10mM 0.25

Oligo Forward 10puM 1

Oligo Reverse 10puM 1

classic taq PCRBIO 2u/uL 0.25

DMSO 100 % 0.5

ADN - 2.5

Cuadro 16: Receta para la amplificaciéon del constructo completo de Rtg3-mCherry.

Los oligos utilizados en la receta anterior fueron los anidados con y sin secuencia
de enzimas de restriccion, los cuales son:

= Con enzimas de restriccion: Fw. Kpnl Rtg3 — mC' y Rv. Xhol Rtg3 — mC

= Sin enzimas de restriccion: Fw. AniRtg3 — mC'y Rv. AniRtg3 — mC

La reaccion para amplificar los fragmentos fusionados se realizé en un termocicla-
dor BIO RAD T100 Therma Cycler con el siguiente programa:
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Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(%9,

Desnaturalizacion 95 1:00 1

inicial

Desnaturalizacion 95 0:15

Alineamiento 60 0:15 30

Extension 72 3:00

Extension final 72 5:00 1

Almacenamiento | 12 00 1

Cuadro 17: Condiciones de la amplificacién del constructo completo de Rtg3-mCherry.

Los productos de PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel al 1%
utilizando Buffer TE 1x (Tris-HCI pH 8.0 y 1mM Na-EDTA) , el marcador molecular
1kb Plus Invitrogen y se corrié 100v por 40-50min. La purificaciéon de todos los pro-
ductos se realizé a través del protocolo de PROMEGA Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System mediante centrifugacion (Promega Corporation, 2009), mantenien-
do una concentracion final de todos los fragmentos puros de >50 ng/uL.
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Paso 1: OE-PCR y amplificacién de Fragmentos pares

Fragmento B
120nM
mCherry
S Fragmento C
»? 60nM
l LA N E
M"Mw UTR3’ RTG3
Fusion de secuencias complementarias
15 ciclos x 10 min
Reaccion sin oligos con enzima Hifi l
3.
mCherry | UTR3" RTG3 | :
e
Fragmento B + C ~6 \
. Visualizacién del producto en
Paso 2. OE-PCR: gel de agarosa y purificar
| ORF 5-3° RTG3 Innanan
~ e -
Fragmento A A
60nM Y
mCherry UTR3" RTG3
Fusidn de secuencias complementarias Fragl?ggﬁf +C
15 ciclos x 10 min
Reaccidn sin oligos con enzima classic
| ORF 5-3° RTG3 ‘ mCherry UTR3’ RTG3
Fragmento A+ B +C

Paso 3. PCR Amplificacién del constructo :

I
| ORF 5-3° RTG3 mCherry UTR3" RTG3 |
Amplificacion con Oligos l
anidados
30 ciclos x 1T min
Visualizacion del producto en
\ gel de agarosa y purificar

Figura 23: Optimizaciéon de la técnica OE-PCR para obtener el médulo de
Rtg3-mCherry.

En la Figura se observa el paso de fusiéon y amplificacién de las secuencias complemen-
tarias para obtener el constructo final del gen hibrido con la proteina fluorescente. Previo al
primer paso, los fragmentos individuales se amplificaron y purificaron con sus oligos respec-
tivos y durante todas las fusiones se mantuvo la relacién equimolar 60:120nM. Adaptada de

(Hilgarth & Lanigan, |2021)
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6.5.18.
yECitrine

OE-PCR para obtener el fragmento completo de Nrgl-

Esta reaccion se realizo en un solo paso, es decir que solamente se llevo a cabo una
reaccion de PCR con oligos que involucré tanto la superposicion de las secuencias
como la amplificacién de estas, para obtener el constructo con los tres fragmentos
(A, By C) de NRG1-yECitrine. Se emple6 la enzima de alta fidelidad PCRBIO Hifi
polymerase Mn Systems de PCR Biosystems con un volumen final de 20uL, no se
agreg6 DMSO y se mantuvo la relaciéon equimolar 60:120 entre todos los fragmentos
, de igual forma se realiz6 una dilucion 1:10 para los fragmentos OR5 "y UTR3 de
NRG1. La receta se describe a continuacion:

Componentes Concentracioén inicial | Volumen agregado
(uL)

H20 Mili-Q® - 9.6

Buffer PCRBIO 10x 4

dNTP s 10mM 0.4

Oligo Forward 10puM 0.8

Oligo Reverse 10puM 0.8

Enzima Hifi PCRBIO 2u/pL 0.2

ADN x - 2.5

Cuadro 18: Receta para la amplificaciéon del constructo completo de Nrgl-yECitrine.

x Kl templado se agregd de acuerdo con la concentracion de nM determinada para
cada fragmento que se describe a continuacion:

Nombre [ng/uL] Longitud | nM/uL Volumen | Volumen
del frag- | del frag- | en pb final (pL) | final (pL)
mento mento en 60 nM | en 120nM
ORF5"NRGY 43.3 658 108.3 0.5 -

yECitrine 291.6 2,409 199.26 - 0.6
UTR3"NRGI 38.1 650 96.46 0.6 -

Cuadro 19: Templado en nM/ ul. de los fragmentos para fusionar de Nrgl con yECitrine.

Los oligos utilizados fueron los oligos anidados con y sin secuencia de enzimas de
restriccion, los cuales son:

» Con enzimas de restriccion. Forward. KpnI Nrgl —yFE y Reverse. Xhol Nrgl —

yE

= Sin enzimas de restriccion: Forward. AniNrgl — yE y Reverse. AniNrgl — yE
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La reaccion para amplificar los fragmentos fusionados se realizé en un termocicla-
dor termociclador BIO RAD T100 Therma Cycler con el siguiente programa:

Etapa Temperatura Tiempo (min) ciclos
(°cC)

Desnaturalizacion | 95 3:00 1

inicial

Desnaturalizacion | 95 0:30

Alineamiento 60 1:00 30

Extension 72 3:00

Extensioén final 72 5:00 1

Almacenamiento 12 00 1

Cuadro 20: Condiciones de la amplificacién del constructo completo de Nrgl-yECitrine.

Los productos de PCR se visualizaron a través de una electroforesis en gel al
1% utilizando Buffer TE 1x, el marcador molecular 1kb Plus Invitrogen y se corrié
100v por 40-50min. La purificaciéon de todos los productos se realiz6 a través del
protocolo de PROMEGA Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System mediante
centrifugacion (Promega Corporation, 2009), manteniendo una concentracion final de
todos los fragmentos puros de >50 ng/uL.
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Paso 1: OE-PCR y amplificacion de los tres fragmentos

Fragmento B

120nM
YECitrine
-~ " \‘ "
7 Fragmento A oy ‘e Fragmento C
— 60nM e bl 5 . 60nM
L4 - +, +
ORF 5-3° NRG17 AAAAAAA AAAAAAA UTR3’ NRG1

L. . . N 8
Fusién de secuencias complementarias
30 ciclos x 1 min

Reaccion con oligos enzima Hifi

Visualizacion del producto en
gel de agarosa y purificar

Figura 24: Optimizacion de la técnica OE-PCR para obtener el médulo de
Nrgl-yECitrine

En la Figura se observa el paso de fusiéon y amplificacién de las secuencias complemen-
tarias para obtener el constructo final del gen hibrido con la proteina fluorescente. Previo al
primer paso, los fragmentos individuales se amplificaron y purificaron con sus oligos respec-
tivos y durante todas las fusiones se mantuvo la relacién equimolar 60:120nM . Adaptada
de (Hilgarth & Lanigan, 2021)).

6.5.19. Diseno del protocolo para clonar el fragmento final en
un plasmido de replicacion de E.coli

Con los constructos finales de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry por medio de OE-
PCR, se debe de realizar una clonacién en un plasmido para facilitar la obtencion del
fragmento completo, donde se utilizaran los médulos con las secuencias de enzimas de
restriccion. Para ambos fragmentos, se empleara el plasmido pRS416 (Figura y las
enzimas Xhol y Kpnl de New Englands Biolabs (NEB), las cuales generan extremos
cohesivos que permiten digerir y ligar los constructos con el plasmido. Las secuencias
de las enzimas se revisaron previamente en el plasmido dentro de su multiple sitio de
clonacion seleccionando solamente a las de un solo corte, ademas, es fundamental que
las enzimas seleccionadas no corten dentro del constructo o en otra secciéon del plasmi-
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do, por lo que, al escoger diferentes enzimas se evita el autoplegamiento del plasmido
al momento de realizar la ligacion. Para que los fragmentos finales mantuvieran la
secuencia de las enzimas se utilizo los oligos anidados 7 y 8 (Figura [18)).

Pfol (46)
Ndel (330)
Bsgl (363)
SbfI (399)
_BfuAl - BspMI (402)
(4354) Swal XemI (545
(4330) PmiI / Faql‘: (SS)E)
Iyl /" /" _BsmFl (557)
‘ ey - Ncol (622)
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BpulOI (1147)
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BtgZI (1576)

NgoMIV (1676)
~_—~ Nael (1678)
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~~_KpnI (2008) _
" AbsI - PaeR7I - PspXI - Xhel (2019) <N
~_ Ssall (2025)
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A Alel (2100)
N, SaclI (2101)

(3545) NmeAIIl
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. BstXI (2102)
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Sacl (2110)
.
Corte de enzimas:
Kpnl : Xhol:
5...CTCGAG...%

5...GGTACGC...3

3...CCATGG...5 3...GAGCTC...5

Figura 25: Plasmido pRS416.

Posee la secuencia del marcador de seleccion es resistencia Ampicilina (AmpR) para su
clonacién y replicacion en la cepa de E.coli DH5a . Las enzimas a utilizar para la ligaciéon
se muestran con una flecha roja: Kpnl y Xhol. También, se muestra la secuencia de corte

en el ADN para ambas enzimas. Obtenido de (SnapGene, [2024))

= Digestion y desfosforilacion del plasmido y el inserto:

Como primer paso, se requiere de una digestion enzimatica para generar los cortes
necesarios que permitiran llevar a cabo la ligacion a través del plegamiento de las
secuencias homologas en los extremos del inserto y el plasmido linealizado. Ademés,

New FEnglands Biolabs

se empleara una fosfatasa alcalina de camarén (rSAP) de
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(NEB) para eliminar el 5 “fosfato de los fragmentos de ADN y reducir la aparicion de
un nuevo cierre del vector mediante ligacion intramolecular. La receta de digestion y
desfosforilacion se describe a continuaciéon con un volumen final de 50u.L:

Componentes Concentracién Concentracién Volumen agre-

inicial final gado (uL) para
el plasmido

H20 Mili-Q® - -

NEB Buffer r1.1 10x

Xhol lu/pL 5

Kpnl lu/pL

Buffer rsAP NEB | 10x 5

Fosfatasa ~ rsAP | 1u/uL 2.5

NEB

ADN - - > lug

Cuadro 21: Receta para la digestion y fosforilacion del plasmido y el inserto.

Luego de preparar el Master Mix, las muestras se incubaran a 37°C por 1 hora y
se realizara una inactivacion de la fosfatasa a 65°C' por 5 min. Previo a la ligacion,
los productos de la digestion se mediran en el Nanodrop 2000, Thermo Scientific para
obtener concentraciones > 20ng <+ uL.

= Ligaciéon del inserto al plasmido:

Se utilizara una ADN T4 ligasa de ROCHE (Sigma-Aldrich, |2021)) para la ligacion
del modulo y el plasmido por medio de la unién de los extremos cohesivos generados
por las enzimas de restriccion previamente digeridos. Se utilizara una proporciéon
molar de ADN vectorial y de los fragmentos de 1:3 y 1:5 (vector frente al ADN de
insercion); las muestras se prepararon con un volumen final de 50uL y se dejaran
incubando a 16°C' por 16 horas sin agitacion. La receta de la ligacion se describe a
continuacion:

Componentes Concentracion Volumen agre- | Volumen agre-

inicial gado (uL) rela- | gado (uL) rela-
cién 1:3 cién 1:5

H20 Mili-Q® - Aforar a 50uL Aforar a 50uL

Buffer 4T ligasa 10x 10

Vector >20ng/uL. 3 10

«Inserto >20ng/ uL. -

Enzima T4 ligasa | 1-5U 4 4

Cuadro 22: Receta para la ligacion del plasmido y el inserto.
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El volumen agregado del inserto dependera del calculo respecto a la relaciéon 1:3
o 1.5, para esto se describe la ecuacién a continuacion:

Calculo para determinar volumen del inserto en relaciéon molar:

Longitud del inserto

Masa del inserto(ng) = A x ( ) x masa del vector(ng)  (5)

Longitud del vector

A = proporcion del fragmento (3 o 5)

6.5.20. Protocolo para transformar Saccharomycess cerevisiae

Se utilizara el protocolo de acetato de litio con Polietilenglicol (PEG) proporcio-
nado por el laboratorio de la Dra. Alicia Gonzélez Manjarrez, el cual se describe a
continuacion:

Previo a realizar la metodologia, el area debe de esterilizarse limpiandola con
etanol al 70 % y todo el procedimiento se realizara en esterilidad con mechero. Se
incubaran 10mL de medio YPD con una colonia aislada de la cepa de interés por 16
hrs a 30°C' y 25rpm, Luego se realiza una dilucién 1:10, tomando 100u L pre- inoculo y
900 L de YPD para revisar la DOgoop, v llevar el inoculo a una DOgggy,y, final de 0.2
a 0.3 en un matraz de 125mL con 50mL de YPD. Posteriormente, se incubara a 30°C
y 250rpm hasta alcanzar una DOgygpm de 0.5-0.6 (2 — 3 horas aproximadamente).

Luego de alcanzar la DOggy,,, esperada, las células se centrifugan por bmin a
3,000 rpm a temperatura ambiente, el paquete celular se resuspende en 40mL de agua
destilada estéril y se vuelve a centrifugar para colectar las células en un 1mL de agua
destilada estéril; se transfiere a un tubo Eppendorf de 1.5mL, se vuelven a centrifugar
por 5seg a 14,000 rpm y se elimina el sobrenadante. Las células se lavan con 1mlL
de TE/LiOAc recién preparado y luego se resuspenden en 300-400uL de TE/LiOAc
(dependiendo de la cantidad de tratamientos), y se colocaran 100uL de células en tres
tubos Eppendorf de 1.5mL. Los tratamientos se describen a continuacion:

» Tubo 1: 100uL de células (control negativo)

» Tubo 2: 100uL de células + 10uL. de ADN acarreador (control negativo)

s Tubo 3: 100uL de células + 10uL. de ADN acarreador + los microlitros nece-
sarios del producto de PCR (inserto, dependiendo de los microgramos que se
necesiten). En caso de requerirse, colocar 40uL. de DMSO

El ADN acarreador que se utilizara es ADN de esperma de salmoén (10ug/mL)que
debe de estar previamente sonicado y hervido por 5 min, luego se incuba en hielo por
5 min antes de agregarlo a los tratamientos.
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Seguidamente de preparar cada tratamiento, se adicionan 300uL de PEG/TE/LIOAc
al 50 % recién preparado y se mezcla con vortex; Se incubaran a 30°C' y 250rpm por
30min. Las células se someteran a un choque térmico de 42°C' por 15min (sin agita-
cion) y luego, se centrifugaran a 14,000rpm por 30seg, se elimina el sobrenadante con
pipeta p100 y se resuspende el paquete de células con 1mL de YPD para transferirlo
a un tubo conico de 50mL con 10mL de YPD para incubar las células a 30°C' y 25rpm
por 3 hrs (recuperacion celular). Posteriormente, las células se colectan por centrifu-
gacion, se descarta el sobrenadante y las células se resuspenden en el remanente de
médio liquido que queda de la centrigugacion y se plaquean en cajas petri, dependien-
do del medio de seleccion. Se muestra un ejemplo seleccionando las transformantes
con resistencia a geneticina:

= Control positivo: 100uL del tratamiento del tubo 1 en medio YPD

» Control negativo: Tratamiento del tubo 2 en medio YPD + geneticina (G418)
= Concentrado: 100uL del tratamiento del tubo 3 en medio YPD+ geneticina

= Resto del concentrado: En medio YPD -+ geneticina

= Dilucién 1:10 del tratamiento 3: 100uL de la dilucién en medio YPD + geneti-
cina

= Diluciéon 1:100 del tratamiento 3: 100uL de la diluciéon en medio YPD + gene-
ticina

Las placas se incuban a 30°C por 2 dias para su interpretacion de resultados. Las
transformantes que se seleccionan por medio de auxotrofias, se preparara medio mi-
nimo con los aminoécidos necesarios. Las transformantes se comprobaran realizando
3 pases de purificacion en sus medios selectivos y mediante una PCR covencional
con los oligos de verificacion (Figura[21]). La receta de las soluciones de TE/LiOAc y
PEG/TE/LiOAc se describen a continuacién con un volumen final de 5uL:

Componentes Concentraciéon final Volumen agregado
H20 40.5 % 4.5mL

*x[LiIOAc 1M pH 7.5 100mM 500 L

Tris-HC1 1M pH7.5 10mM 50uL

EDTA 0.5M 1mM 10pL

* LiOAc: Acetato de Litio.
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Componentes Concentracion final Volumen agregado
*PEG 40.5 % 4.5mL

*LiOAc 1M pH 7.5 100mM 500 L

Tris-HC1 1M pH7.5 10mM 50uL

EDTA 0.5M ImM 10pL

Cuadro 24: Receta de solucion PEG/TE/LiOAc.

xPEG: Polietilenglicol; LiOAc: Acetato de Litio.

6.5.21. Diseno de protocolo para observar la localizacién sub-

celular de las proteinas fluorescentes a través de mi-
croscopia con focal.

Para determinar la localizacién subcelular de las proteinas que forman parte del
complejo quimérico transcripcional Nrgl-Rtg3, las cepas se analizaron por microsco-
pia confocal. Para esto, se utilizar4 un microscopio confocal Fluoview Forward-100
(Olympus) con un objetivo de inmersion en aceite 60X IX81 (UPLSAPPO 60X o
NA: 1.35), con un zoom de 5X y una apertura confocal de 3.5um. Los parametros de
absorbancia para la yECitrine que se utilizaran son una excitacién a 488nm; emision
520nm BF 500n y un rango de 30nm. Para la mCherry se utilizara una excitacion
de 545nm y una emisiéon de 580nm. Su analisis se llevara cabo mediante el Sortware
Olympus Fluoview Forward100 (verson 1.7) (Ramirez, [2012).

Seleccion de cepas de
levadura

Curvas de crecimiento para
células de levadura S. cerevisiae
en diferentes condiciones

Optimizacion de OE-PCR para
obtener los fragmentos de
interés para Nrgl-yECitrine y
Rtg3-mCher:

Obtencion de secuencias de
genes y plasmidos

Disefo de un protocolo para la
ligacion del fragmento y
clonacion en E.coli

Obtencion de fragmentos
individuales, pares y finales de
Nrgi-yECitrine y Rtg3-mCherry

Extraccion de ADN genémico
total de S. cerevisiae y ADN
plasmidico

EEEEEEN Disefo de Oligos in silico

—

Diseno de un protocolo
para la transformacioén de
S. cerevisiae

Disefio de un protocolo para
observar la localizacion

subcelular de las proteinas en

un microscopio confocal

Figura 26: Diagrama de flujo de la metologia utilizada en este trabajo.
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CAPITULO [

Resultados

7.1. Caracterizacion fenotipica de cepas nrg1A 'y rtg3A
en condiciones de glucosa o etanol como tnica

fuente de carbono comparandola con una cepa
silvestre (WT).

Las cepas utilizadas fueron: Clal silvestre (WT), Cla 11-173 nrgiA y Cla 1-3
rtg3A (Cuadro [2)). Se determiné la velocidad de crecimiento (p h-1) para cada una
en diferentes condiciones modificando la fuente de carbono, siendo glucosa o etanol,
la presencia o ausencia de acido glutdmico y solamente se mantuvo el amonio (NH4)
como Unica fuente nitrégeno para todas las pruebas.

Cuando las cepas son crecidas en glucosa como tnica fuente de carbono y amonio
como unica fuente de nitrogeno (Figura A), se puede observar que en las mutantes
sencillas nrglA y rtg3A, la velocidad de crecimiento disminuye en un 40 y 45%
(valor de p—Cuadro respectivamente, comparado con la cepa silvestre (valor de
pu—(Cuadro . Si las cepas ahora son crecidas en presencia de glucosa como tnica
fuente de carbono, amonio como tnica fuente de nitrégeno y suplementada con acido
acido glutamico 5mM (Figura B), se puede observar que para el caso de la cepa
nrglA se mantiene la disminucion en la velocidad de crecimiento de un 40 % (valor de
p—(Cuadro [25)), mientras que en la cepa rtg3A la disminucion es de un 25 % (valor de
p—Cuadro comparadas con la cepa silvestre (valor de u—). Por lo que, al agregar
acido glutamico la velocidad de crecimiento de la cepa rtg3A, se incrementa, aunque
no alcanza el nivel de la cepa silvestre.

Al crecer las cepas en etanol como tnica fuente de carbono y amonio como tnica
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fuente de nitrogeno (Figura C), se puede observar que en las mutantes sencillas
nrglArtg3A la velocidad de crecimiento no es detectable (valor de pu—-Cuadro
respectivamente, comparado con la cepa silvestre (valor de ,u—Cuadro. Si las cepas
ahora son crecidas en presencia de etanol como tnica fuente de carbono, amonio
como tnica fuente de nitréogeno y suplementada con acido acido glutdmico 5mM
(Figura D), se observa que en las mutantes sencillas nrg1Artg3A, las velocidades
de crecimiento tampoco son detectadas (valor de p—Cuadro comparadas con la
cepa silvestre (valor de p—Cuadro at’m cuando en glucosa este efecto no fue el
mismo.

A) Glucosa-NH4 B) Glucosa-NH4+Glut
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t I
0.3 0.3
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Figura 27: Velocidad de crecimiento (1) en S. cerevisiae utilizando glucosa o
etanol como tnica fuente de carbono.

En el eje X se presenta las tres cepas del estudio: Silvestre (WT),nrgl A y rtg3A; en el
eje Y se muestra la velocidad de crecimiento expresada en p (h-1) en diferentes condiciones:
A). Se utiliz6 glucosa como tnica fuente de carbono y amonio como tnica fuente nitrogeno;
B) Se utilizo glucosa como tnica fuente de carbono, amonio como tnica fuente de nitrogeno
y acido glutamico 5mM. C). Se utiliz6 etanol como tnica fuente de carbono y amonio como
unica fuente de nitrogeno; D) Se utilizo etanol como tunica fuente de carbono, amonio como
tnica fuente de nitroégeno y acido glutdmico 5mM. Para todas las curvas de crecimiento en
cada medio se adicionaron los aminoacidos necesarios para suplir las auxotrofias de todas las
cepas, los cuales fueron Leucina y Uracilo y la resistencia a G418 en las mutantes sencillas.
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Condicion/ | Glucosa- Glucosa- Etanol-NH/ | Etanol-NH4
Cepa NH NH4 + Glut -+ Glut

p (h-1) p (h-1) p (h-1) p (h-1)
wT 0.3199 0.3299 0.1000 0.0853
nrglA 0.1951 0.2151 0.0051 0.0025
rtg3A 0.1639 0.2639 0.0067 0.0030

Cuadro 25: Valores de velocidad de crecimiento expresado en p (h-1). (WT: Cepa Silvestre)

7.2. Diseno de oligos in silico para obtener el frag-

mento final de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry

Disenar oligos in silico previo a la obtencion de fragmentos es esencial para obte-
ner insertos adecuados con las secuencias necesarias para llevar a cabo una OE-PCR
estable. Con esto, primero se disenaron oligos especificos para obtener los fragmentos
individuales: A , By C (Figura para generar un gen hibrido que incluya secuen-
cias del gen de interés (NRG1 o RTGS3), y de una proteina reportera, que en este
caso, se utilizo una proteina fluorescente verde (yECitrine proveniente del plasmi-
do pKT0175) con el marcador de seleccion URA3™ y una proteina fluorescente roja
(mCherry proveniente del plasmido H2B-mcherry) con el marcador de seleccion de
resistencia a Geneticina (G418).

Los oligos para obtener el fragmento B, de las proteinas fluorescentes yECitri-
ne y mCherry, se construyeron con una longitud de aproximadamente 20 pb, donde
el %GC vario entre 50-60, mientras que las Tm°C' se mantuvieron similares, no meno-
res a 60°C' (Cuadro , oligos: 3 y 4). Los oligos para obtener los fragmentos A y C,
es decir los ORF5” y UTR3 " de los genes NRG1 y RTGS3, se construyeron a modo que
el producto final mantuviera aproximadamente 20 pb homologas/complementarias al
57y 37 del fragmento de la proteina fluorescente. Para ello, los ORF 5° se amplifi-
caron con un oligo Fw de 20pb convencional , oligo:1) y un oligo Rv quimérico
de casi 45pb , oligo:2), que poseen entre 20-25 pb homologas a la region 5 de la
proteina fluorescente; mientras que, los UTR 3 se amplificaron de manera similar,
con la diferencia de que, el oligo Fw es un oligo quimérico , oligo:5) y el Rv es un
oligo convencional de 20pb , oligo:6). En este caso, el fragmento posee entre 20-25
pb homologas a la region 3 “del fragmento de la proteina fluorescente; Los oligos qui-
méricos mantuvieron un %GC de 49-50 %; sin embargo, la Tm°C resulté demasiado
alta debido a la longitud del oligo, pero esto no afect6é la amplificacion de fragmen-
tos. Con estas regiones homologas, se promueve la superposicion de la OE-PCR y asi
se generd el fragmento completo del gen con la etiqueta de la proteina fluorescente,
Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry, especificamente.
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NRG1

No. Nombre Sec 5° — 3 %GC Tm°C

Oligo

1 FwORF5 'NRG1 TTCTACTATGCCCGCACTGC 55 60.5

6 RvUTR3’NRG1 CCTAGTAAAACGCTTGCAGC 50 58.4

3 FwyECitrine CGGTGACGGTGCTGGTTTAATT 50 62.1

4 RvyECitrine GGCGGCGTTAGTATCGAATCG 57 63.2

2 RvquiméricoyE AATTAAACCAGCACCGTCACCGTTGTCCCTTTTTCAAATGTGTTC 50 81.6

5 FwquiméricoyE CGATTCGATACTAACGCCGCCTTGACGGTATACCCGTGTTTTTCTC 50 81.6
RTG3

No. Nombre Sec 5° — 3 %GC Tm"C

Oligo

1 FwORF5 'RTG3 GGACCTGGAAGTGTTCCAAA 50 58.4

6 RvUTR3 'RTG3 GTAGCGCATTAGTCTTCTGC 50 58.4

3 FwmCherry TCTAAGGATCCACCGGTCGC 60 62.5

4 RvmCherry TCTCGTGATGGCAGGTTGGG 60 62.5

2 RvquiméricomC GCGACCGGTGGATCCTTAGACCCCGAACCAAATTCTAAAAGATAG 49 80.8

5 FwquiméricomC CCCAACCTGCCATCACGAGAGGTCAGGTAAGCAAAAGCAGTAAAA 49 80.8

Cuadro 26: Lista de oligos para obtener los fragmentos individuales y pares mediante
OE-PCR para NRG1 y RTG3. (Las letras en negritas representan las regiones de empalme
entre la region de ORF5” y UTR3” de cada gen con la proteina fluorescente)

Posteriormente, se disenaron oligos anidados los cuales se ubicaron 100 pb downs-
tream del oligo FwORF5” (Cuadro , oligo:1) y menos 100 pb upstream del oligo
RvUTR3" (Cuadro [26] oligo: 6) para ambos genes. Estos se disefiaron convencional-
mente, con una longitud de 18-20 pb, un %GC entre 50-56 y una T'm°C similar, mayor
a b0°C. Ademés, a estas mismas secuencias de oligos, se les anadi6 la secuencia de
dos enzimas de restriccion: Kpnl (GGTACC) para el oligo Fw y Xhol (CTCGAG)
para el oligo Rv asi como 3 pares de GC, los cuales se disenaron para su posterior
uso en la ligacion del constructo final en el plasmido centromérico multicopia pRS416
y llevar a cabo una clonacion en E.coli para facilitar la obtencion del fragmento en
usos futuros sin realizar una OE-PCR (Cuadro [27) y [28)). A diferencia de los oligos
anidados sin enzima de restriccion, estos poseen un mayor %GC entre 50-60 y una
Tm°C promedio de 55°C' 27|y . Estos oligos se verificaron mediante un gradiente
de temperatura de PCR utilizando ADN genomico total de una cepa silvestre (WT)
urad” leu2” de S. cerevisiae, con una enzima PCRBIO classic Taq, donde los oligos
anidados con las secuencias de enzimas de restricciéon amplificaron fragmentos de 995
pb para NRG1 y 949 pb para RTGS, tomando en cuenta temperaturas entre 55°C,
60°C', 65°C' y 70°C; siendo 60°C' y 65°C' las méas 6ptima (Figura Anexos).

Para determinar que el constructo final se insert6 en el lugar esperado dentro
del genoma de S. cerevisiae, también se disenaron oligos de verificacion (Cuadro
Anexos) , los cuales se utilizaran luego de la transformacion. Estos son oligos con-
vencionales de 18-20 pb que amplificaron el constructo completo, y las mitades de
la proteina fluorescente como regiones del gen, es decir que, se obtendria parte del
ORFb57del gen y parte del 5° de la proteina fluorescente, asi como parte del UTR
3’del gen y parte del 3’de la proteina fluorescente; los oligos poseen un %GC de 50 y
una T'm°C mayor a 50°C. Con esto, se confirmaran las cepas etiquetadas con el gen
reportero, ademés de su demostracion en medios selectivos a través de la seleccion de
cepas que mantengan el marcador para revertir la auxotrofia de uracilo (URA3 ), en
el caso de Nrgl-yECitrine y la resistencia a Geneticina (G418) para Rtg3-mCherry.
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Oligos anidados Nrgl-yECitrine con secuencia de enzimas de restriccion

Nombre Enzima | Oligo | Secuencia 5-3° Tm°C | %GC

FwKpnNRGI1-yE | Kpnl Fw GCGCGCGGTACCGGCTCTGAAAAGTGGGAG | 79°C 67 %

RvXhoNRGI1-yE | Xhol Rv GCGCGCCTCGAGCGTACATCACGTGAACTG | 77.4°C | 63%

Oligos anidados Nrgl-yECitrine sin secuencia enzimas de restriccion

Nombre Oligo Secuencia 5-3° Tm°C | %GC
FwAniNRGI1-yE | Fw GGCTCTGAAAAGTGGGAG 56.3°C | 56 %
RvAniNRG1-yE | Rv CGTACATCACGTGAACTG 53.8°C | 50 %

Cuadro 27: Lista de oligos anidados para obtener el constructo final de Nrgl-yECitrine
mediante OE-PCR. (Las letras en negrita representan los tres pares de GC y las letras en
rojo el sitio de corte de las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol)

Oligos anidados Rtg3-mCherry con secuencia de enzimas de restriccion
Nombre Enzima | Oligo | Secuencia 5-3° Tm°C | %GC
FwKpnRTG3-mC | Kpnl Fw GCGCGCGGTACCCCAGTTGGTTCCACCATC | 79°C 67 %
RvXhoRTG3-mC | Xhol Rv GCGCGCCTCGAGCGGGCAGCACATGTATAT | 774°C | 63%
oligos anidados Rtg3-mCherry sin secuencia enzimas de restriccion

Nombre Oligo Secuencia 5-3° Tm °C | %GC
FwAniRTG3-mC | Fw CCAGTTGGTTCCACCATC 56.3°C | 56 %
RvAniRTG3-mC | Rv CGGGCAGCACATGTATAT 53.8°C | 50 %

Cuadro 28: Lista de oligos anidados para obtener el constructo final de Rtg3-mCherry
mediante OE-PCR. (Las letras en negrita representan los tres pares de GC y las letras en
rojo el sitio de corte de las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol)

7.3. Confirmacién de los fragmentos de ORF sy UTR “s
de los genes NRG1 y RTG38 a partir de ADN
total de S. cerevisiae y fragmentos del mar-

cador fluorescente de yECitrine del plasmido
pKT0175 y mCherry del plasmido H2B-mcherry

La extraccion de ADN total de S. cerevisiae de una cepa silvestre (WT) se realizo
siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos; resultado de esta, se obtuvo
una concentracion de 180-200 ng/uL. y una pureza relativamente alta (parametros
de nanodrop). La integridad se verifico en una electroforesis en gel de agarosa al
1% (figura R8A). De igual forma, la digestion de los plasmidos pKT0175 y H2B-
mCherry con la enzima de restriccion Hind I1I fue notable respecto a los plasmidos
no digeridos, puesto que, se obtuvo solamente una banda correspondiente al peso del
plasmido lineal de 4,900 pb para pKT0175 y 6,476 pb para H2B-mCherry; mientras
que, los no digeridos mostraron diferentes bandas correspondientes a un plasmido
superenrollado debido a su forma circular (Roy et al., 2018) (Figura 28/ B). Para
verificar la integridad del ADN genoémico total y el ADN plasmidico, se realizé una
PCR convencional de prueba donde se amplificé la codificante de NRG1 de 690 pb
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usando como ADN molde el de la cepa WT, la mitad de la proteina yECitrine del
plasmido pKT0175 de 713 pb y parte del marcador de seleccion de Geneticina (G418)
junto con la mitad de la proteina mCherry del plasmido H2B-mcherry de 1,360 pb.
Todos los fragmentos se verificaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al

1%. (Figura [34- Anexos).

Luego de verificar la integridad de los ADN extraidos, se obtuvieron el ORF5” y
UTR3" de NRG1 y RTGS asi como el fragmento de interés de los plasmidos, inclu-
yendo la proteina fluorescente como el marcador de seleccion (Figura Fragmentos
A, By C). Para esto, se utilizaron los oligos del Cuadro , especificamente el 1,6,
2y 5 (Figura y las bandas se verificaron por medio de un gel de agarosa al 1%
(Figura [28)). Para NRG1 se obtuvo el ORF5” de 658 pb (carril 1) y el UTR3" de 650
pb (carril 3); mientras que, para RTG3 el ORF5” fue de 663 pb (carril 5) y el UTR3”
de 632 pb (carril 7). Tanto el ORF5” (fragmento A) como el UTR3" (fragmento B)
de ambos genes mantuvieron tamanos similares debido a la cantidad de pares de ba-
ses requeridas en la OE-PCR, por lo que, la temperatura de alineamiento para su
obtencion fue la misma.

Los fragmentos del gen reportero obtenidos a partir de ADN plasmidico (fragmen-
to B) fueron méas pesados debido a su longitud en pares de bases, obteniendo para
el caso de la proteina fluorescente yECitrine un peso 2,409 pb obtenido del plasmido
pKTO0175 y para el caso de la proteina fluorescente mCherry un peso de 2,755 pb
obtenido del plasmido H2B-mcherry. La diferencia de tamano de ambos fragmentos
se noto significativamente en la electroforesis en gel al 1% en el carril 8 y 9 (Figura
D) y los oligos empleados fueron el 3 y 4 del Cuadro Para obtener las secuen-
cias individuales A y C de NRG1 y RTGS3, se verifico previamente el alineamientos
de secuencias (BLAST) con los oligos empleados en esta seccion (Cuadro [26) para
asegurarse que la homologia fuera tnica, en el lugar objetivo dentro del genoma de
S. cerevisiae con el objetivo de minimizar el alineamiento de secuencias inespecificas.
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Figura 28: Fragmentos individuales para NRG1 y RTG3 (A, By C):

A) Extraccion de ADN genomico total de S. cerevisiae de una cepa silvestre (WT) ura3- y
leu2-. B). Plasmidos pKT0175 que posee el fragmento de la proteina fluorescente yECitrine
y el marcador de seleccion para la auxotrofia con URA3- y H2B-mcherry que contienen
la proteina fluorescente mCherry y el marcador de seleccidén de resistencia a kanamicina,
digeridos y no digeridos. C).Fragmentos A y B: ORF sy UTR’s de NRG1 y RTG3 (Carril
1, 3, 5y 7); Fragmento B: gen reportero que posee la proteina fluorescente y marcador de
seleccion obtenida de los plasmidos pKT0175 (carril 2) y H2B-mcherry (carril 6). Se utilizo
la amplificaciéon de la codificante de NRG1 (690 pb) como control positivo (carril 4) para
verificar el PCR. D). Diferencia de pesos del gen reportero, donde mCherry es mas pesada
que yECitrine debido a la cantidad de pares de bases y tamano del fragmento (carril 8 y 9).
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7.4. Los fragmentos pares B+C, donde se obtiene
la proteina fluorescente con el UTR3 del gen

NRG1 o RTG3, son mas estables que el frag-
mento A-+B.

Previo a obtener el fragmento final, se realizd6 una OE-PCR especifica para obtener
los fragmentos “pares” de ambos genes (A+B y B+C) (Figuray . Los productos
finales se visualizaron en un gel de agarosa al 1 %. Tanto para NRG1 como RTG3, el
fragmento que se logré obtener con una mayor concentracion y pureza fue el B+C,
donde el producto posee el UTR3del gen con el fragmento de la proteina fluorescente
incluyendo el marcador de seleccién, como se observa en la (Figura , A-B. La
longitud de pares de bases de este fragmento es muy similar entre ambos genes, donde
el UTR 3" NRG1 + yECitrine se obtuvo con un peso de 3,058 pb (Figura A: carril
2) y el UTR 3'RTG3 + mCherry con 3,418 pb (Figura 29}A: carril 4). Durante la
investigacion, se realizaron mas de tres réplicas de esta reaccion, donde en todas se
obtuvieron fragmentos puros, enriquecidos y estables como se muestra en la (Figura

29 B).

El resultado del fragmento A+B, donde el producto posee el ORF 5’del gen
con el fragmento de la proteina fluorescente y el marcador de seleccion, demostro
bandas con un peso de 3,067 pb para NRG1 y de 3,387 pb para RTG3. Sin embargo,
para ambos casos se obtuvieron bandas tenues y degradadas (Figura carril 1
y 4). Asi mismo, las réplicas de estas reacciones demostraron resultados similares,
donde algunos productos presentaron rastros de “smear” al fondo, por lo que, tanto
su obtenciéon como purificacién no fueron las mas 6ptima para conseguir una banda

mas robusta. (Figura [29}B).
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Figura 29: Fragmentos pares de NRG1 y RTGS3.

A) Carril 1: fragmento A+ B de NRG1 (ORF 5+ yECitrine); Carril 2: fragmento B+C
de NRG1(UTR 3‘+ yECitrine); Carril 3: Fragmento A+B de RTG3 (ORF 5‘+mCherry);
Carril 4: Fragmento B+C de RTG3 (UTR 3+ mCherry). B) réplicas donde se realizo la
misma reaccion de OE-PCR para obtener los fragmentos pares de NRG1 y RTG3 demos-
trando que la banda para ORF5 con la proteina fluorescente no es éptima respecto a la
banda de UTR3 con la proteina fluorescente.
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7.5. Los oligos anidados promovieron el enriqueci-
miento de los fragmentos finales de Nrgl-yECitrine
y Rtg3-mCherry mejorando la optimizacién de

la técnica de OE-PCR

Para la obtencion del fragmento completo de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry, pri-
mero se realiz6 una reaccion de OE-PCR utilizando ambos fragmentos pares (A+B
y B+C), donde el fragmento B, llevara a cabo una una extension de sobreposicion
o reacciéon de fusion entre las pares de bases complementarias, ya que el ORF 5" y
UTR 37 al estar fusionados con el fragmento B, compartian mas de 2,000 pb corres-
pondientes a la proteina fluorescente (yECitrine o mCherry). Sin embargo, a pesar
que se realiz6 la amplificacion del fragmento completo con una enzima de alta fideli-
dad (PCRBIO HiFi polymerase Mn Systems) y con una enzima Phusion ™ de alta
fidelidad de Thermo Fisher (datos no mostrados), en ambos casos no se obtuvo nin-
guna banda al realizar la electroforesis en gel de agarosa al 1% . Posteriormente, para
ambos genes, se optd por realizar la superposicion utilizando un constructo pequeno
(Fragmento A o C) con un constructo més largo (Fragmento par A+B o B+C), donde
se decidi6é por el fragmento A y el fragmento B+C, debido a la estabilidad y mejor
purificacion de dicho fragmento par como se mencioné anteriormente (Figura A y
B). Cabe mencionar que, para estos experimentos no se contaba atn con los oligos
anidados, por lo que, para obtener el fragmento completo se emplearon los oligos 1 y

6 del Cuadro 26

Para esto, se realiz6 un gradiente con dos temperaturas diferentes de alineamiento
en la reaccion de PCR: 1) Extension superpuesta a una temperatura de alineamiento
a 56°C' y amplificada a 60°C’; 2) Extension superpuesta a una temperatura de alinea-
miento a 60°C' y amplificada a 65°C' . Es importante mencionar que todas la reacciones
de extension superpuesta o de fusion (sin oligos) se llevaron a cabo empleando una
enzima de alta fidelidad, y se cambi6 solamente las enzimas para la amplificacion (con
oligos) del constructo. En tal caso, las enzimas empleadas para la amplificacion fue-
ron: PCRBIO HiF'i polymerase Mn Systems (Enzima High fidelity), enzima Phusion
™ de alta fidelidad de Thermo Fisher (Phusion HF) y una enzima PCRBIO classic
Taq. Los resultados para el fragmento completo de Rtg3-mCherry fueron evidentes
(Figura[30FA), ya que fue notable la diferencia entre todas las condiciones. Se demos-
tré6 que no fue 1til emplear una enzima de alta fidelidad (PCRBIO o Phusion ™ ),
ya que se obtuvo un bandeo mas inespecifico y no se favorecio el fragmento esperado,
dado que, la banda era casi imperceptible. Por el contrario, la enzima classic Taq
present6 mejores resultados, obteniendo una banda mas visible con un peso de 4,050
pb; sin embargo atn se observd bandeo inespecifico. Ademés, para todas las pruebas
se observo que la extensioén superpuesta a una temperatura de alineamiento a 60°C
y amplificada a 65°C' fue la que rindié mejores resultados.

También, se llevo a cabo una amplificacion del fragmento final de Rtg3-mcherry
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mediante una reacciéon para fragmentos largos siguiendo el protocolo de QIAGEN con
la enzima PCRBIO HiFi polymerase Mn Systems (QIAGEN, , esperando a fa-
vorecer el constructo, sin embargo no se obtuvo ninguna banda (datos no mostrados).
De igual manera, estas pruebas también se emplearon para obtener el fragmento final
de Nrgl-yECitrine, pero a comparacion de Rtg3-mCherry, en este caso no se obtuvo
ninguna banda esperada o inespecifica, dando como resultado degradacion de ADN
o “smear” en todos los pocillos (datos no mostrados).
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Figura 30: Optimizacion del fragmento completo de Rtg3-mCherry

A) Amplificacion sin oligos anidados del fragmento final utilizando una enzima PCRBIO
HiFi polymerase Mn Systems (Enzima High Fidelity), enzima Phusion ™  de alta fideli-
dad de Thermo Fisher (Phusion HF') y una enzima PCRBIO classic Tagq. la temperatura
corresponde a una temperatura de alineamiento para la reacciéon de extensién sobrepuesta
sin oligos (50°C y 60°C), asi como la temperatura de alineamiento de la reacciéon de am-
plificacion con oligos ( 60°C y 65°C)-solo se muestra la temperatura de amplificacion—. B)
Fragmento final de Rtg3-mCherry amplificado con classiq Taq a 65°C sin oligos anidados,
sin purificar (izquierda) y purificado (derecha). C) Fragmento final de Rtg3-mCherry am-
plificado con classic taq con oligos anidados, sin purificar (izquierda) y purificado (derecha).
Se esperaba una banda de 4,050 pb con oligos convencionales - Fw ORF5°/ Rv UTR3" y
de 3,704 pb con oligos anidados - FwAniRTG3-mC / RvAniRTG3-mC-.

De acuerdo con la banda obtenida del fragmento completo de Rtg3-mCherry em-
pleando la enzima classic Tag con una amplificacién a una temperatura de alineamien-
to a 65°C, se realizaron mas reacciones para obtener mayor cantidad del producto.
Se obtuvieron las bandas esperadas y posteriormente se purifico desde el gel, sin em-
bargo como se observa en la Figura 30} B, la banda previa a la purificacion demostro
degradacion y después de la purificacion se perdioé gran cantidad de muestra; se logro
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eliminar las bandas inespecificas, pero el fragmento aiin no se consideraba 6ptimo.
Por ese motivo, era necesario encontrar una forma de enriquecimiento para el frag-
mento de interés; por lo que, hasta en este punto se solicitaron los oligos anidados y
se llevo a cabo la amplificacion con los oligos del Cuadro [27] Se observé un resultado
efectivo, ya que se logro incrementar la pureza y concentracion del fragmento com-
pleto de Rtg3-mCherry (Figura C), teniendo una banda mas robusta con un peso
final de 3,704 pb; ademés, luego de purificar el constructo, se eliminaron las bandas
inespecificas y el fragmento se mantuvo 6ptimo. Con este resultado, se estableci6 el
protocolo de optimizaciéon para el fragmento completo de Rtg3-mCherry (Figura.

Para el fragmento completo de Nrgl-yECitrine se opt6 por realizar una reacciéon
de un solo paso, empleando una extension superpuesta y una amplificacién en una
misma reaccion de PCR, ya que las mismas pruebas utilizadas para el fragmento de
Rtg-mCherry no fueron efectivas en este caso. Por ello, en esta ocasion se realizé una
OE-PCR directa utilizando una enzima classic Taq y otra de PCRBIO HiFi poly-
merase Mn Systems (Enzima High Fidelity), evaluando la presencia o ausencia de
DMSO y se utilizaron los oligos anidados del Cuadro 27] (Figura [31}A). Se obtuvo el
fragmento esperado de 3,404 pb empleando la enzima High Fidelity, ya que a com-
paracion de la classic Tagq, el constructo se favorecié6 mas y minimizo la presencia de
bandas inespecificas. E1 DMSO no demostré tener un efecto significativo para obtener
el fragmento, por lo que se decidié no utilizarlo. Al momento de purificar el construc-
to, no se perdié muestra y se mantuvo una pureza 6ptima (Figura [31}B). También,
se realizé el mismo analisis sin tomar en cuenta las proporciones 60:120 nM mencio-
nadas en la metodologia, considerdndose como una opcion para facilitar la obtencion
del fragmento final. Para esto, se colocd una misma concentracion para todos los frag-
mentos que fue de 100 ng/uL y se obtuvieron bandas ligeramente visibles, con bandeo
inespecifico y presencia de degradacion, por lo que, no se considerd como alternativa
optima (Figura Anexos). De acuerdo con esto, se mantuvo la proporcion en na-
nomoles de 60:120 y se logr6 establecer el protocolo de optimizacion del fragmento
completo de Nrgl-yECitrine (Figura ; cabe mencionar que esta misma reaccion
de un solo paso también se intentd para el fragmento final de Rtg3-mCherry, con el
objetivo de minimizar pasos en el protocolo, sin embargo, el fragmento se obtuvo muy
degradado y con gran cantidad de bandas inespecificas (Figura B: carril 2), por lo
que, se mantuvo el procedimiento de OE-PCR con una reaccién de superposicion o
de fusion y otra de amplificacion, respectivamente.
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Figura 31: Optimizacion del fragmento completo de Nrgl-yECitrine

A). Fragmento Nrgl-yECitrine amplificado con la enzima classic taq con DMSO (carril 1)
y sin DMOS (carril 2) y amplificado con una enzima PCRBIO HiFi polymerase Mn Systems
(Enzima High Fidelity) con DMSO (carril 4) y sin DMSO (carril 5). B). Amplificacion de
el constructo de Nrgl-yECitrine (carril 1) y Rtg3-mCherry (carril 2) con la enzima High
Fidelity sin DMSO. Se esperaba un fragmento de 3,404 pb para Nrgl-yECitrine y de 3,704
pb para Rtg3-mCherry, en ambos casos utilizando los oligos anidados.

Los fragmentos finales se obtuvieron correctamente, cada uno con una metodo-
logia diferente, sin embargo, se logré mantener una pureza y concentraciéon optima.
Ademas, estos constructos pueden amplificarse con los oligos anidados tanto con y
sin enzimas de restriccion, manteniendo un peso de aproximadamente 3,404 pb pa-
ra Nrgl-yECitrine y 3,704 pb para Rtg3-mCherry. La adicién de las secuencias de
enzimas y los tres pares de GC no afectaron la amplificaciéon del fragmento a las
temperatura evaluadas pero los pasos de purificacion pueden afectar la cantidad del
producto final (Figura . Ambos protocolos pueden ser utilizados para su posterior
uso en la ligacion y clonaciéon del fragmento en el plasmido pRS416 o para llevar a
cabo directamente la transformacion en S. cerevisiae, tomando en cuenta que para
este caso, se debe de contar con una concentracion de minimo 1ug del constructo.
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Figura 32: Fragmentos completos de NRG1 y RTG3

A) Fragmento final de NRG1-yECitrine y RTG3-mCherry no purificados. B) Fragmento
final de NRG1-yECitrine y RTG3-mCherry purificados en gel.

7.6. El fragmento completo de Nrgl-yECitrine de-
mostré ser efectivo etiquetar a NRG1 con la
proteina fluorescente yECitrine en S. cerevi-
stae

Al purificar el constructo completo de Nrgl-yECitrine, se obtuvo una concentra-
cion final de 74.4 ng/plL con una pureza relativamente alta (parametros de nanodrop)
(Figura [32}carril 1), dando lugar a que con 13-15uL (aproximadamente 1ug) fuera
suficiente para llevar a cabo el protocolo de transformaciéon en S. cerevisiae descrito
en la metodologia. Se logroé obtener colonias candidatas que después del protocolo de
transformacion crecian en medio selectivo siguiendo el marcador que era la prototrofia
a uracilo, de las colonias después de los 3 pases de purificacion recomendados para
tener colonias puras monogenéticas. Se decidié probar 5 posibles colonias candidatas
para verificar que contenian la etiqueta de la proteina fluorescente yECitrine en el
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marco de lectura de NRG1.

Como se puede observar en la Figura [33] después de hacer una extraccion de
ADN genémico total de las colonias candidatas y de la cepa silvestre como control,
se hizo una PCR de punto final donde se amplific6 el constructo con los oligos de
verificacion descritos en la metodologia (Figura [21)). Para el constructo completo se
utilizaron los oligos 9 y 13 que abarcan del 5"ORF y UTR3’de NRG1; para deter-
minar si la proteina fluorescente se encuentra en el mismo marco de lectura que el
gen; también, se utilizaron los oligos internos 11 y 12 que amplifican el 5"y 3 °de la
proteina fluorescente, junto con los oligos 9 y 13. (Figura . Para la cepa silvestre,
se obtuvo un fragmento de 1,000pb que corresponde al 5"ORF y UTR3" de NRG1
(carril 2), mientras que en la amplificacion con los oligos internos, no se observé una
banda (carril 3 y 4); estos resultados corresponden a una cepa sin la etiqueta de la
proteina fluorescente yECitrine. Por otro lado, las cepas que resultaron positivas con
la etiqueta correspondiente, la amplificaciéon del constructo complet6 dié lugar a una
banda de 3,439 pb (carril 5), el cudl demuestra la presencia de la etiqueta yECitrine
en el lugar esperado; la amplificacion del constructo con los oligos internos (carril 6
y 7) demostraron bandas de 2,394 pb y 1,948 pb, las cuales eran las esperadas para
la verificacion del inserto.
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Figura 33: PCR de confirmaciéon para la cepa etiquetada Nrgl-yECitrine.

En el carril 1 se muestra la cepa silvestre (WT) con una banda de 1,000 pb. En el carril
2-3 se muestran la amplificacién de la cepa silvestre con oligos internos del constructo de
yECitrine, los cuales no demostraron una banda. En el carril 5, se muestra una colonia posi-
tiva con la etiqueta Nrgl-yECitrine obteniendo una banda de 3,439pb, en carril 6 se muestra
la amplificaciéon del 5"ORF de NRG1 con un oligo interno 5°de yECitrine obteniendo una
banda de 2,394 pb y en el carril 7 se muestra la amplificacion del UTR 3°de NRG1 con un
oligo interno del 3"de yECitrine demostrando una banda de 1,948 pb. Para las 5 cepas po-
sitivas con la etiqueta de yECitrine se obtuvieron los mismos resultados de PCR. Se utiliz6
la escalera molecular 1kb plus Jena Bioscience.
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CAPITULO 8

Discusidn

En el genoma de Saccharomyces cerevisiae se ha encontrado una alta plasticidad
en la red transcripcional, en la cual, se destaca la importancia de la epistasis res-
pecto a la interaccién proteina-proteina entre la cooperatividad de los reguladores
transcripcionales (Fowler et al., 2023), respectivamente. Esta caracteristica conlle-
va a cambios en la regulacion génica que contribuyen de manera significativa a la
aparicion de nuevos fenotipos representando una ventaja evolutiva; por ejemplo, el
mecanismo de fermentacion y respiracion de la levadura que es reconocido a nivel
mundial por su utilidad en la fabricacién de pan y cerveza (Escalera-Fanjul et al.,
2019). Esto lo hace un tema de investigacion de gran importancia, pues hasta la fecha
se sigue estudiando la regulaciéon y mantenimiento tanto de genes como de organelos
involucrados en el proceso. El grupo de investigacion de la Dra. Alicia Gonzalez en
el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM), ha sido pionero en descubrir complejos transcripcionales quimeéricos tales
como el complejo Hap-GIn3 (Hernandez, Aranda, Lopez et al., 2011) y el mas recien-
te el complejo transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3, cuya principal funcién es mantener
la integridad del ADN mitocondrial involucrado estrechamente en el proceso de fer-
mentacion (Campero-Basaldua et al., 2023). La presencia de la quimera se evalud
mediante un ensayo de co-inmunoprecipitacion, sin embargo, atin se requiere validar
su existencia con otros métodos para proporcionar una mayor robustez en la presencia
de este nuevo complejo transcripcional, asi como investigar més a fondo su regula-
cion y estabilidad en la célula de la levadura, puesto que, se conoce la existencia del
complejo quimérico, la funciéon o dano primordial que genera en la mitocondria al
ausentarse una de las proteinas que lo conforman, pero lo que se desconoce es qué
regula este complejo y como es que lo hace. Por este motivo, el presente trabajo busco
llevar a cabo la optimizacién de un protocolo para obtener dos fragmentos de super-
posicién o de fusion entre dos constructos de ADN especificos mediante la técnica de
Extension Superpuesta de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (OE-PCR, por
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sus siglas en inglés), con el objetivo de aumentar la especificidad de transformacion
por recombinacion homoéloga en Saccharomyces cerevisiae y etiquetar a las proteinas
Nrgl y Rtg3 con marcadores fluorescentes yECitrine y mCherry, respectivamente.

La necesidad de conocer méas sobre las cepas con las que trabajaria, respecto al
efecto del complejo quimérico Nrgl - Rtg3 y el fenotipo petite descrito previamente
(Campero-Basaldua et al., 2023), se realizaron curvas de crecimiento, para conocer
el fenotipo de las cepas: Silvestre (WT) y de las mutantes sencillas nrglA y rtg3A,
evaluando la velocidad de crecimiento de S. cerevisiae en condiciones con glucosa
o etanol como tunica fuente de carbono y sulfato de amonio como tnica fuente de
nitrogeno. Las mutantes sencillas nrg/A y rtg3A mostraron una disminuciéon en la
velocidad de crecimiento en comparacion con la cepa silvestre, entre un 40-45 % res-
pectivamente, cuando se crecieron en glucosa como tnica fuente de carbono; mientras
que, cuando se crecieron en presencia de etanol como tunica fuente de carbono, las
cepas mutantes nrgIA y rtg3/A, obtuvieron una velocidad de crecimiento nula compa-
rado con la cepa silvestre ( valores de p h-1) (Figura[27)/Cuadro[25)). Los datos que se
obtuvieron, se relacionan directamente con lo previamente observado por (Campero-
Basaldua et al., 2023)), donde se menciona que las cepas nrglA y rtg3A demostraron
un fenotipo “petite” debido a que crecen menos en glucosa como tnica fuente de car-
bono y no crecen en presencia de etanol. Este dato resulta ser de suma importancia,
pues el fenotipo de crecimiento no se revierte, incluso cuando se complementan con
sus genes de tipo silvestre NRG1 o RTG3; es decir, mantienen el fenotipo petite
comparados con la cepa silvestre. En otros articulos, se ha descrito que la caracteris-
tica de una levadura pequena o petite se debe a un bloqueo en la via de la cadena
respiratoria, danando el suministro de ATP (Day, |2013);por lo tanto, esto sugiere que
NRG1 y RTG3 estan involucrados en la regulacion del genoma mitocondrial y en la
ausencia de alguno de estos ocurre un dafo irreversible (Campero-Basaldua et al.,
2023)). Ademas, esto sustenta por qué las mutantes nrglA y rtg3A se les dificulta
crecer en etanol (Figura C—D), ya que al ser una fuente de carbono secundaria
respirable y no fermentable, las células necesitan mas energia para metabolizarla y, al
tener un dano en la mitocondria, este proceso no se ejecutard adecuadamente, dan-
do lugar a que el etanol no pueda consumirse y solamente se acumula en la célula
(Campero-Basaldua et al., 2023) y (Stenger et al., 2020). En el medio con glucosa,
la principal fuente de adquisicién de energia en forma de ATP es la fermentacion, lo
que demostraria que los procesos de fermentacion y respiracion estan separados en
tiempo, pues en las mutantes nrglA y rtg3A donde ya se ha demostrado un dafno a
nivel mitocondrial, las células crecen de una manera lenta, pero pueden crecer sin que
se vea comprometido en su totalidad el proceso de fermentacion (Stahl et al., [2004]).

La caracteristica de rtg3A al adicionar glutamato al medio de glucosa como fuente
de carbono, en la que disminuy6 un poco més el tiempo de duplicacién a comparacion
de la nrg1A, se debe a que la funcién individual de RT'GS3 es como un activador de la
transcripcion de la respuesta retrograda y con ello, de genes involucrados en la sintesis
de glutamato, como CIT1, ACO1 e IDH1/2. Por lo tanto, al tener una cepa mutante
sencilla del gen rtg3A genera un fenotipo de braditrofia por glutamico; es decir, la
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célula puede sintetizar el aminoacido pero la velocidad de sintesis es menor, y cuando
las mutantes rtg3A se crecen en presencia de glutamico 5mM se revierte el fenotipo a
un fenotipo de tipo silvestre, pues recuperan la prototrofia de glutamato (Jazwinski,
2013). Esto confirma la recuperacion significativa en la velocidad de crecimiento para
esta mutante en el medio de glucosa-NH4+Glut (Figura 27}B); sin embargo, no se vi6
dicha recuperacion en el medio de etanol-NH4+Glut, por lo ya previamente descrito

(Figura 27}D) (Campero-Basaldua et al., [2023).

De acuerdo con los resultados anteriores, se logré reproducir el fenotipo de nrg1A
y rtg3A, donde junto con otros experimentos realizados en (Campero-Basaldua et
al., [2023)), se estableci6 que la quimera transcripcional Nrgl-Rtg3 es esencial para
mantener el metabolismo respiratorio y la producciéon de energia dependiente de la
mitocondria. Posteriormente, se plante6 el protocolo para obtener los fragmentos de
ADN especificos y etiquetar con una proteina reportera fluorescente a las proteinas
que conforman el regulador transcripcional hibrido Nrgl y Rtg3. Para esto, se emple6
la metodologia de Extension Superpuesta de la Reaccion en Cadena de la Polimera-
sa (OE-PCR) que utiliza el ensamblaje de oligonucledtidos superpuestos o de fusion
para construir los fragmentos de interés (Kadkhodaei et al., [2016)). Se ha descrito que
Saccharomyces cerevisiae es reconocida por su alta eficiencia en recombinacién ho-
mologa debido a sus mecanismos de reparacion del ADN, por lo tanto, un constructo
con extremos de 30-60 pb o més, homoélogas al lugar de insercion puede ser suficiente
para obtener un alto rendimiento de transformantes (Hua et al., [1997) . A pesar de
ello, se ha demostrado que la recombinacién eficiente de un casete que lleva flancos
homologos cortos puede verse impedido debido a la estructura de la cromatina u otros
obstaculos, donde la solucion es colocar regiones més largas de aproximadamente 100
pb 0 més con el gen diana (Stepchenkova et al., [2023)). De igual forma, se puede oca-
sionar una inestabilidad de la estructura resultante, dando lugar a que la secuencia del
casete llegue a escindirse del cromosoma, obteniendo como resultado la restauracion
de la secuencia del gen de un tipo silvestre; por tltimo, también puede ocurrir una
posicién genémica no deseable, puesto que, la insercion del ADN exégeno no se logra
recombinar en el lugar objetivo (Stepchenkova et al., 2023). Por estos motivos, se ha
optado por un método que proporcione mayor estabilidad y especificidad al inserto
para una integracion eficaz en el locus de interés en el genoma de S. cerevisiae, como
lo es la OE-PCR. Asimismo, esta técnica ha demostrado ser una herramienta exitosa
para la creacion de “genes hibridos” , refiriéndose a genes con secuencias codificadoras
de reporteros, como la proteina fluorescente verde (GFP) sin necesidad de disponer de
secuencias de reconocimiento enzimatico (Nelson & Fitch, [2011)) , por lo que, resulta
de una técnica ideal de acuerdo a los fines de este estudio.

En estudios anteriores, ya se ha etiquetado a Nrgl (Vyas et al., |2001) y a Rtg3
(Komeili et al., [2000) y (Ruiz-Roig et al., 2012) con la proteina fluorescente verde
(GFP-por sus siglas en inglés) especificamente, donde en ambos casos se utilizé6 un
método convencional con enzimas de restriccion, donde a partir de un plasmido li-
neal se amplifica el constructo con la proteina fluorescente y en los extremos 5’y 3°
poseen regiones complementarias al promotor, ORF5°0 UTR3" de NRG1 o RTGS3
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con secuencias relativamente cortas. Adicionalmente, poseen secuencias de enzimas
de restricciéon que son especificas a plasmidos multicopia o vectores de expresiéon don-
de los fragmentos obtenidos con la etiqueta se ligaron y transformaron en E.coli. En
el caso de Nrgl, demostraron una ubicacion nuclear (Vyas et al., 2001), mientras que
para Rtg3 se localiz6 tanto en el citoplasma como en el nicleo (Komeili et al., [2000)),
esto era de esperarse debido a que ambos cumplen un rol de factores de transcrip-
cion. Cabe mencionar que, el objetivo principal de estos articulos fue comprender la
funciéon del gen junto con su paralogo en el caso de Nrgl- Nrg2 y la funcién de Rtg3
junto con el complejo que forma para llevar a cabo la respuesta retrograda con Rtgl y
Rtg2. En ninguno se menciona una relaciéon potencial entre ambos reguladores. Cabe
destacar que, existe muy poca informaciéon sobre la localizacion subcelular de Nrgl
y Rtg3 en la levadura Saccharomyces cerevisiae , ya que solamente en (Vyas et al.,
2001)) se establece la ubicacion Nrgl-Nrg2, mientras que otros articulos la describen
en otras levaduras como Pichia pastoris (Wang et al., 2016]). Esto mismo se observo
sobre la localizacion subcelular de Rtg3, donde solamente se determinaron dos articu-
los con esta informacion. A pesar que el método empleado en estas investigaciones no
involucran reacciones como la OE-PCR, se ve necesario buscar nuevos métodos que
permitan determinar de una mejor manera la ubicaciéon de Nrgl y Rtg3 en la célula
de S. cerevisiae debido a la importancia que generan ambas proteinas al formar el
regulador transcripcional hibrido.

Una parte importante de la técnica de OE-PCR, es el uso de oligos que promue-
van el fundamento de la superposiciéon entre secuencias dando lugar a un empalme
adecuado entre las pares de bases complementarias con el objetivo de elaborar un
inserto con fragmentos especificos del gen diana que contenga en su mismo marco
de lectura la etiqueta de una proteina fluorescente. En este trabajo, se selecciono el
plasmido pKT0175 que posee el casete de la proteina fluorescente verde (yECitrine),
para etiquetar a Nrgl y el plasmido H2B-mcherry que conlleva el casete de la protei-
na fluorescente roja (mCherry), para etiquetar a Rtg3. Ademaés, se utilizé una cepa
silvestre Ura3™ Leu2  para obtener los ORF 5" (Open Reading Frame- por sus siglas
en inglés) y los UTR 37 (Untranslated Region-por sus siglas en inglés) de los genes
NRG1 y RTGS3; todos estos fragmentos fueron necesarios debido a que el constructo
final requiri6 de minimo 500 pb homologas al sitio de insercion, por lo que, tanto el
ORF 57 como el UTR 3° son esenciales para que el inserto mantuviera “colas” de
recombinacién o “sticky ends” lo suficientemente amplios para aumentar la especifici-
dad del ADN exd6geno y lograr introducirse en el locus objetivo de S. cerevisiae. Para
lograr esto, se diseniaron oligos n silico de aproximadamente 40 pb llamados “Rv o
Fw quimérico” (Cuadro [27 oligos 2 y 5), los cuales se constituyen de 20-25 pares
de bases adicionales (Cuadro , oligo: 2 y 5 -letras en negrita) que son complemen-
tarias al 5 y 37del casete de la proteina fluorescente (fragmento B) y el resto de la
secuencia pertenece al ORF5”(fragmento A) o UTR3” (Fragmento C) del gen NRG1
o RTGS. Esta secuencia adicional no es complementaria a la secuencia molde,sino a
la secuencia donde se llevara a cabo la superposiciéon entre pares de bases, por ese
motivo, solamente un oligo posee dichas secuencias para obtener los fragmentos A o
C, mientras que su contraparte es un oligo convencional; con esto, se llevara a cabo la
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superposicion en los 570 3" del fragmento B (Figura . Por esta razon, también es
importante verificar que el empalme se genere en direcciéon 5 — 3 “para obtener toda
la codificacion del gen hibrido en el mismo marco de lectura (Nelson & Fitch, 2011)).

Estos oligos quiméricos, debido a la longitud de pares de bases pueden reque-
rir temperaturas de Tm°C muy elevadas para su alineamiento en la reaccién; sin
embargo, se recomienda tomar en cuenta solamente la Tm°C de las secuencias com-
plementarias al ADN molde y no de la secuencia adicional, dando lugar a una T'm°C
més razonable similar a la del resto de oligos convencionales disenados. De acuerdo
con la técnica de OE-PCR, el fragmento de la proteina fluorescente individual no re-
quiri6 de un diseno de oligos quiméricos, sino que se emplearon oligos convencionales
de 20 pb que flanqueaban el casete de yECitrine o mCherry junto con su marcador
de seleccion (Figura [16]y . Los fragmentos individuales correspondientes a NRG1
y RTG3 se obtuvieron correctamente siendo del peso esperado (Figura C y D),
donde los oligos empleados demostraron una alta especificidad dando lugar a frag-
mentos puros y concentraciones altas (parametros del Nanodrop). Cabe mencionar
que, el fragmento B requirié de una temperatura mas alta para el alineamiento siendo
de 70°C', a comparacion de los fragmentos A y C, los cuales se amplificaron con una
Tm°C de 60°C. Esto se debe al %GC de los oligos y a su longitud de pares de bases,
donde un contenido de GC mas alto, equivale a una temperatura de alineamiento o
Tm°C més alta, por lo tanto, las condiciones de corrida fueron distintas. Previo a la
obtencion de los fragmentos individuales, se verifico la pureza del ADN genémico total
de S. cerevisiae asi como la digestion del ADN plasmidico mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1% (Figura A y B); no se observaron rastros de etanol en las
bandas de ADN genémico, por lo que, se consider6 6ptimo. Esto es importante ya
que, si ambos ADN no se mantienen en condiciones adecuadas, puede ser un factor
de error significativos dando resultados erréneos.

Los fragmentos A, B y C se utilizaron para obtener los constructos “pares”; los
cuales incluyeron el ORF5 0 UTR3 del gen diana fusionado a un extremo de la pro-
teina fluorescente, obteniendo asi constructos A+ B y B+C. Se logré obtener ambos
fragmentos, sin embargo, para el constructo A+B (ORF5”+ gen reportero) tanto de
Nrgl-yECitrine como de Rtg3-mCherry , fue el menos eficiente (Figura [29)). Todas
las réplicas para obtener el fragmento A+B, demostraron una mayor cantidad de
“smear”, es decir, bandas difusas o degradadas, dando lugar a que su visualizacién en
el gel fuera muy débil dificultando asi su purificacion obteniendo concentraciones muy
bajas de ADN menores a 50 ng/uL (Figura 29}B). Se infiri6 que, lo que puede estar
afectando es la estructura del ORF5” de NRGI y RTGS, de acuerdo a su %GC y por
esto, no se logr6 una banda estable. Sin embargo, al evaluar estos valores se determind
que tanto el ORF5y UTR3 de NRG1 y RTG3 se componian de un 31-38 % de GC,
por lo que, al haber obtenido una banda robusta y de alta pureza para el fragmento
B+C de ambos genes, se descart6 esta posibilidad; ademas, ambos fragmentos pares
son de un tamano de aproximadamente 600 pb, por lo que, la longitud del fragmento
tampoco fue una variable que pudo haber afectado. Por otro lado, se ha descrito que
el problema puede estar en la técnica en si, ya que al utilizar secuencias se superposi-
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cion naturales, a veces no produce ADN de fusion o sélo se detectan bandas de ADN
débiles debido a la baja eficiencia de empalme entre las secuencias de superposicion
seleccionadas (Cha-aim et al., [2012). Varios articulos, han descrito que esto se puede
resolver anadiendo secuencias cortas de 5CGC/5GCG en los extremos 5 del oligo
que amplifica el fragmento que llevara a cabo el empalme entre los constructos para
la superposicion; debido a que estas secuencias ricas en GC promueven un ensamblaje
de secuencias complementarias y se ha demostrado que son tutiles para la construccion
de genes quiméricos manteniéndolos en el marco de lectura y mejorando su estabilidad
(Cha-aim et al., 2012) y (Nakamura et al., 2014).

En un principio, para la obtenciéon del fragmento completo (A+B+C) de Nrgl-
yECitrine y Rtg3-mCherry, se opté por una reacciéon de superposicion o de fusiéon
entre los fragmentos A+B y B+C empleando enzimas de alta fidelidad, sin embargo,
debido a la secuencia de empalme, que en este caso fue el fragmento B, no se logro
obtener ninguna banda (datos no mostrados). Esto puede deberse, a la longitud del
fragmento B, que posee el casete completo de la proteina fluorescente donde, para
yECitrine se obtuvo una banda de 2,409 pb y para mCherry de 2,755 pb (Figura
-D), por lo tanto, la superposicion puede verse afecta ya que se podria requerir
temperaturas de alineamiento més elevadas o muy bajas, dando lugar a un menor ren-
dimiento de la reaccion de OE-PCR (Nakamura et al., 2014)). Por este motivo, ademés
de la baja eficiencia del fragmento A+B obtenido; en el caso del fragmento completo
de RTG3-mCherry, se requiri6 el uso del fragmento par B+C, y uno individual que
fue el fragmento A, donde, solamente se llevo a cabo la reacciéon de superposicion
por parte del extremo 3del fragmento A (ORF 57), debido a la secuencia adicional
del oligo Rv quimérico (Cuadro y (Figura que gener6 la superposicion en-
tre ambas secuencias. Se evalu6é un gradiente de temperatura tanto para la reaccion
de superposiciéon como para la reacciéon de amplificacion del constructo y diferentes
enzimas incluyendo de alta fidelidad y una classic taq. Se demostré que el empalme
entre los fragmentos prefiere una Tm°C' en la reacciéon de superposicion de 60°C' y
una amplificacion a 65°C', puesto que a estas temperaturas se logr6 visualizar mejor
la banda. Curiosamente, para las enzimas de restricciéon para la reacciéon de amplifi-
cacion del constructo final, las menos eficaces fueron las de alta fidelidad (PCRBIO
High fidelity y Phusion ™ ), a comparacion de una enzima classic Tag, puesto que
la banda esperada fue mas notable. Esto no resulto ser lo esperado, ya que, en varios
protocolos de OE-PCR recomiendan utilizar enzimas de alta fidelidad para la ampli-
ficacion del fragmento (Nakamura et al., 2014), (Nelson & Fitch, 2011) y (Hilgarth
& Lanigan, 2021). A pesar de ello, se sugiere que la enzima classic Taq PCRBIO
demostrd ser muy versatil para su uso en la técnica de OE-PCR; sin embargo, se
esperaba obtener méas cantidad de bandeo inespecifico que las de alta fidelidad, pero
en vez de esto, se favorecié aiin mas la banda de interés. Esto puede deberse a la
adicion de DMSO, ya que pudo haber evitado la formaciéon de estructuras secunda-
rias de los oligos facilitando la elongacion, también la temperatura de alineamiento
empleada pudo favorecer la hibridacion de secuencias lo que mejoré la estabilidad de
la enzima (New England Biolabs, Fecha de acceso), ademas, esta enzima realiza la
elongacion de manera mas irregular que una de alta fidelidad, por lo que pudo facilitar
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la amplificacion del fragmento. No obstante, no se descarta la posibilidad de que el
fragmento final se encuentre més susceptible a errores en la secuencia, debido a que
se ha descrito que esta enzima no posee ninguna actividad correctora como las de alta
fidelidad, lo que significa que es mas propensa a introducir algiin cambio entre pares
de bases durante la amplificacion de la PCR, lo que puede resultar problematico para
la transformacion o especificidad al introducirlo en el locus de interés (Maddocks &
Jenkins, 2017)

Con la enzima classic Taq se logré amplificar lo suficiente para obtener el cons-
tructo completo y purificado de Rtg3-mCherry, sin embargo, se seguia observando un
fragmento muy tenue y degradado (Figura [30}B). Esto llev6 a buscar una forma de
enriquecer dicho producto, donde se encontré la utilidad de los oligos anidados, los
cuéales se disenaron hasta este punto del trabajo (Cuadro. Estos oligos, poseen una
longitud convencional de 18-20 pb, y poseen la caracteristica de producir amplicones
mas cortos debido a que se hibridan en sitios especificos dentro del producto original
(Nelson & Fitch, [2011)). En este caso, los oligos anidados corresponden a 100 pb rio
abajo del ORF5” y -100 pb rio arriba del UTR3 "de NRG1 y RTGS. Esta técnica,
aumenta la sensibilidad y especificidad de la PCR y ha demostrado ser eficaz para
amplificar segmentos de plantillas largas, ademés, al aumentar la hibridaciéon de los
oligos al ADN molde, también se promueve el reconocimiento por parte de la ADN
polimerasa (Green & Sambrook, 2019). De hecho, varios protocolos mencionan el uso
de los oligos anidados, en los cuales adicionan secuencias con sitios de enzimas de
restriccion para manipular el gen de interés con otras técnicas moleculares como la
clonacion en plasmidos (Nakamura et al., 2014). Por ese motivo, también se llevo a
cabo el diseno de oligos anidados con secuencias de enzimas de restriccion especificas
siendo Kpnl y Xhol, ademés de tres pares de GC para aumentar la estabilidad del
fragmento (Cuadro[27]y[2§)), con el objetivo de clonar el fragmento final a un plasmido
multicopia como el pRS416, para replicar en F.coli y facilitar la adquisicion del cons-
tructo de interés utilizando solamente una reaccion de PCR. Asimismo, se verifico la
Tm°C de estos oligos utilizando ADN genoémico de una cepa silvestre de S. cerevisiae,
mediante una reaccion de PCR utilizando la enzima classic Tag, obteniéndose una
temperatura 6ptima de alineamiento de 60 — 65°C.

Al emplear los oligos anidados para el constructo final de Rtg-mCherry, se mejord
significativamente la pureza y concentracion del fragmento siendo mas de 60 ng/uL
(Figura [30FC). Esto demuestra la factibilidad de los oligos anidados en la técnica de
OE-PCR. De igual forma, se logré establecer la optimizacion del constructo Rtg3-
mCherry, en la cual se necesitdé de los fragmentos A y B+C para una reaccion de
superposicion sin oligos utilizando una enzima de alta fidelidad a una temperatura
de alineamiento de 60 — 65°C’; posteriormente, el producto de esta reacciéon se utilizo
como templado para una reacciéon de amplificaciéon con oligos anidados a una tempe-
ratura de alineamiento similar, entre 60 — 65°C', puesto que ambas demostraron ser
adecuadas. El fragmento obtuvo una longitud final de 3,704 pb (Figura C)

En el caso del fragmento completo de Nrgl-yECitrine, se pretendié obtener el
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constructo final utilizando la misma técnica que Rtg3-mCherry empleando el frag-
mento A con el B+C, sin embargo, no se obtuvo ninguna banda en todas las pruebas.
Por lo tanto, se descarté esta metodologia, lo que llevé a implementar otras pruebas
para obtener el constructo de interés. Para esto, se propuso una reacciéon de un solo
paso, en donde involucra la adiciéon de los tres fragmentos individuales A, B y C,
donde la superposicion y amplificacion se llevd a cabo a través del empalme de las
secuencias en la posicion 5 y 37 del casete de yECitrine (Figura ; ya que, debido
a la amplificacion previa de los fragmentos A y C individuales que corresponden al
ORF5"y UTR 3"de NRG1 mediante los oligos quiméricos, promovieron la superposi-
cion entre dichas secuencias (Figura . De igual manera, se evalué esta metodologia
utilizando la enzima classic Tag y una de alta fidelidad (PCRBIO High Fidelity),
en ausencia y presencia de DMSO (Figura A). Se empled una temperatura de ali-
neamiento de 60°C de acuerdo a los resultados del PCR en gradiente de los oligos
anidados. En este caso, el fragmento final se consiguié empleando la enzima PCRBIO
High Fidelity, donde se minimiz6 la presencia de bandas inespecificas, ademés, el
fragmento demostré baja degradacion y una pureza estable para su purificacion (Na-
kamura et al., 2014)), (Nelson & Fitch, 2011)), (Hilgarth & Lanigan, [2021), mientras
que, con la classic Tagq, se obtuvo todo lo contrario. Cabe mencionar que, para esta
prueba se emplearon directamente los oligos anidados por lo que, también aumento
la probabilidad en la eficiencia de obtencion del fragmento. Por otro lado, el DMSO
no resulté demostrar una ventaja o desventaja respecto a la obtencion de las bandas,
dando lugar a que se descartara para esta reacciéon. Con esto, se logré6 implementar
un protocolo adecuado para obtener el fragmento de Nrgl-yECitrine con una concen-
tracion y pureza 6ptima a través de una OE-PCR de un solo paso. Adicionalmente,
se realiz6 esta misma metodologia para verificar si Rtg3-mCherry también se podria
obtener de esta manera, sin embargo, los resultados no fueron eficientes, ya que el
constructo final de Rtg3-mCherry mostré una alta degradacién y un aumento en la
inespecificidad de los oligos (Figura B). Pese a ello, la ausencia de DMSO pudo
ser un factor para una reaccion directa ineficiente del constructo de Rtg3-mCherry
empleando este protocolo.

Es importante recalcar que para todas las reacciones de superposicion, tanto de
pares como de los fragmentos finales, se mantuvo una relacién nanomolar especifica
para cada fragmento, donde los constructos mas largos mantuvieron una proporcion
de 120nM como el fragmento B de la proteina fluorescente, mientras que, los fragmen-
tos de menor tamano mantuvieron una proporcion de 60nM. La eficiencia de la rela-
cion equimolar se determiné cuando se realiz6 un experimento utilizando 100 ng/uL
de cada fragmento individual para la OE-PCR con el objetivo de obtener de Nrgl-
yECitrine, y en este caso, se obtuvieron las bandas en el tamano correspondiente pero
con muy poca visibilidad , pureza y més degradacion que cuando se obtuvieron con
una relacién equimolar. (Figura [36f Anexos). En el articulo de (Hilgarth & Lanigan,
2021) y (Nelson & Fitch, 2011)), se recalca la importancia de mantener una relacion
equimolar de los fragmentos presentes en la reaccion de PCR, donde se permitira que
las moléculas presentes en cada fragmento encuentren a su pareja complementaria y
promuevan la superposicion de las secuencias, ademas, estas proporciones equimola-
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res disminuyen la aparicion de dimeros no deseados en la PCR y también, ofrece a
la polimerasa un mejor acceso a los extremos se superposicion, ayudando a que en la
reaccion de amplificacion se genere una extension eficiente. De acuerdo con esto, tanto
para los productos “pares” como los finales, mantener una proporcién de nanomoles
entre los fragmentos resulto ser eficaz, ya que promovio la reaccion de superposicion
entre los constructos, siendo un paso importante para esta técnica.

Se espera que el uso de ambos fragmentos completos de Nrgl-yECitrine y Rtg3-
mCherry promuevan la eficiencia de recombinaciéon homologa al realizar la transfor-
macién en S. cerevisiae, respecto a la insercion del fragmento en el locus objetivo,
logrando etiquetar a las proteina Nrgl y Rtg3 con proteinas fluorescentes con el fin de
visualizarlas en un microscopio con focal. Hasta ahora, se ha confirmado la efectividad
del constructo completo de Nrgl-yECitrine, puesto que, se obtuvieron 5 colonias con
un resultado positivo respecto a la insercion de la etiqueta de la proteina fluorescente
(yECitrine) en el locus diana de NRG1 en su genoma verificadas por PCR punto fi-
nal, obteniendo un fragmento de 3,439 pb; donde, al compararla con la cepa silvestre
(WT) se obtuvo un fragmento de 1,000 pb, por lo que, la diferencia de pesos debido
a la presencia de la etiqueta fue muy evidente. De igual forma, se demostré que la
etiqueta de yECitrine en NRGI se mantuvo en el mismo marco de lectura al tener
las bandas esperadas cuando se amplifico con oligos internos del constructo junto con
el ORF5 "y UTR3"del gen (Figura[33)). En el caso de Rtg3-mCherry, también se reali-
z6 la transformacion en S. cerevisiae con el fragmento final obtenido, sin embargo,
todas las cepas demostraron un fenotipo silvestre (Figura Anexos), por lo tanto,
ain se sigue haciendo experimentos para lograr etiquetar a Rtg3 con mCherry. Este
resultado negativo, pudo haberse debido a la baja calidad del fragmento observado
en el gel de electroforesis luego de su purificacion (Figura[32)) , ya que a pesar que se
haya obtenido una concentracion final de 60-80 ng/ul, la calidad de la secuencia no
resulté muy optima a comparaciéon de Nrgl-yECitrine. De igual manera, un pardme-
tro que pudo haber afectado fue el uso de la enzima classic Taq para la amplificacion
del constructo final, ya que la secuencia puede estar mas susceptible a errores cuando
se genera la elongacion o extension de la PCR (Maddocks & Jenkins, [2017); por lo
que, esto se podria verificar a través de una secuenciacion del fragmento completo. A
pesar de este resultado, al tener cepas etiquetadas con Nrgl-yECitrine confirmadas
por PCR se puede validar el protocolo propuesto. Esta metodologia no solo permitira
evidenciar atin mas la presencia de la quimera, sino que, se podra responder otras
preguntas de como su localizacion subcelular influye en la funcién del mantenimiento
del ADN mitocondrial, asi como evaluar su regulacion génica y estabilidad en la célula
de la levadura.

La técnica de OE-PCR demostré ser muy flexible para obtener genes hibridos
de interés, haciendo que la optimizacién sea mas eficiente, ya que se puede analizar
diferentes condiciones y pruebas para obtener el inserto final de la mejor manera
posible. A pesar que se encontraron algunas limitaciones durante la técnica, se puede
considerar emplearla para investigaciones futuras, donde al tenerla optimizada puede
resultar mucho maés practico la obtencion de insertos para transformar en S. cerevisiae.
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Ademas, es importante que luego de obtener las cepas etiquetadas con Nrgl-yCitrine
y Rtg3-mCherry se utilice el protocolo propuesto para la clonacion en el plasmido
pRS416, asi como la observacion de las mismas en un microscopio con focal, asi
visualizar la interaccién entre ambas proteinas en los compartimentos subcelulares de
S. cerevisiae, asi como su localizacion de forma individual.
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CAPITULO 9

Conclusiones

. Se verifico el fenotipo de las cepas sencillas nrglA y rtg3A, demostrando que
crecen lento en glucosa como tnica fuente carbono respecto a la cepa silvestre y
al tener etanol como tnica fuente carbono las cepas mutantes no crecieron res-
pecto a la silvestre; esto demostro el fenotipo petite debido al dano en el ADN
mitocondrial que evita que las cepas mutantes consuman el etanol acumulado
en la célula, descrito previamente . Ademas, se verificd la braditrofia por glutéa-
mico en la cepa sencilla 7tg3A en glucosa como tnica fuente de carbono donde
aument6 la velocidad de crecimiento pero, no llegd a un fenotipo silvestre.

. Se logr6 optimizar adecuadamente la técnica de OE-PCR. al obtener los frag-
mentos completos de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry en los pesos esperados de
3,304 pb y 3,704 pb, respectivamente con una pureza y concentraciéon adecuada.

. La técnica de OE-PCR resulté ser muy versatil puesto que la obtencion de
los fragmentos finales demostré ser distinta, debido a que para Nrgl-yECitrine
se llevd a cabo una reaccion de un solo paso donde implica la superposicion y
amplificacion del fragmento, mientras que Rtg3-mCherry se realizd una reaccion
de superposicion y otra de amplificacion de manera independiente, en donde se
varia la temperatura de alineamiento.

. Los oligos anidados demostraron ser eficaces para enriquecer la banda del frag-
mento final de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry, por lo que se consideraron
esenciales para la técnica, asi como los oligos quiméricos que permitieron una
superposicion eficiente entre las secuencias complementarias.

. Se determin6é que mantener una relacion equimolar entre los fragmentos indi-
viduales y pares, es de gran importancia para favorecer la superposicion de
constructos al disminuir la apariciéon de dimeros, facilitar el acceso a la ADN

91



polimerasa durante el empalme de las secuencias y favorecer el acercamiento
entre bases complementarias durante la la reacciéon de superposicion.

. Los oligos anidados con las secuencias de enzimas de restriccion pueden ser
utilizados para su posterior uso en la ligacién de un plasmido multicopia como
el pRS416 y transformacion en E.coli para obtener de una manera més eficiente
el constructo final de Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry.

. Se lograron obtener cepas etiquetadas con Nrgl-yECitrine en el lugar de inser-
cion esperado dentro del genoma de S. cerevisiae confirmadas por PCR, dando
lugar a validar el protocolo propuesto para determinar la localizacion subcelular
del regulador transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3 y su estabilidad en la célula de
levadura.
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CAPITULO 10

Recomendaciones/Espectativas

Se recomienda realizar una secuenciacion de tultima generaciéon para ambos frag-
mentos finales de (Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry) para verificar la especificidad de
las secuencias respecto a la construccion disenada, asi como determinar errores en
pares de bases o ruidos que pueden estar afectando la secuencia. De igual manera, se
recomienda volver a realizar una PCR de superposiciéon y amplificaciéon empleando
los oligos anidados con una enzima de alta fidelidad para el fragmento Rtg3-mCherry
con el objetivo de determinar si se obtienen resultados similares cuando se utiliza la
Taq polimerasa, y mejorar la pureza del producto. Ademés, se recomienda optar por
una transformacion directa al genoma de S. cerevisiae de los fragmentos no purifi-
cados, ya que, al tener un tnico sitio de homologia para los genes NRGI1 y RTGS,
se esperaria que el bandeo inespecifico no afectaria la transformaciéon. Por dltimo, se
recomienda realizar oligos con secuencias adicionales 5CGC/5CGC y determinar si
mejoran la OE-PCR en la superposicion de fragmentos.

Como siguientes pasos en la investigacion, se recomienda realizar la ligacion de
los fragmentos con las secuencias de enzimas de restriccion en el plasmido multicopia
pRS416 asi como la transformacion en FE.coli siguiendo el protocolo descrito en este
trabajo. También, se recomienda determinar la localizacion subcelular de las cepas
positivas con la etiqueta Nrgl-yECitrine y posteriormente, las cepas etiquetadas con
Rtg3-mcheryy, a través de un microscopio con focal para determinar su ubicacion en la
células de la levadura y observar los resultados a través de “merge” para determinar la
interaccion del complejo quimérico, asi como de las proteinas individuales. También, se
recomienda utilizar los fragmentos Nrgl-yECitrine y Rtg3-mCherry para transformar
cepas Mat a BY4751 y Mat a Y8205 para generar cruces y obtener una doble mutante,
o solamente transformar el médulo Rtg3-mCherry a una cepa ya etiquetada de Nrgl-
yECitrine.
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Por otro lado, luego de obtener a Nrgl y Rtg3 etiquetadas con proteinas fluorescen-
tes se esperaria responder preguntas que permitan evaluar la regulacion y estabilidad
del complejo transcripcional hibrido Nrgl-Rtg3 en las células de la levadura como pue-
de ser: ;En qué momento se llega a formar la quimera? ;La localizaciéon subcelular
del complejo afecta en su funciéon de mantener el ADN mitocondrial?.
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CAPITULO 12

Anexos
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Figura 34: Verificacion de ADN genémico y plasmidico.

Se realiz6 una PCR convencional de prueba donde se amplifico la codificante de NRG1
de 690 pb usando como ADN molde una cepa silvestre (WT-Carril 1), la mitad de la proteina
yECitrine del plasmido pKT0175 de 713 pb utilizando los oligos FwWNRG1-RvDH14 (Carril
2) y parte del marcador de seleccion de Geneticina (G418) junto con la mitad de la proteina
mCherry del plasmido H2B-mcherry de 1,360 pb, utilizando los oligos FwOriC-Rv VerifKan.
Todos los fragmentos se verificaron medianti: una electroforesis en gel de agarosa al 1%.



Figura 35: PCR para verificacion de los oligos anidados.

Se realiz6 un gradiente de temperatura para determinar la Tm°C éptima de los oligos
anidados. Se utiliz6 como templado ADN molde de la cepa silvestre ura3- Leu2- para ampli-
ficar los fragmentos de NRG1 y RT(GS. Se obtuvo una banda de 995 pb para NRGI y 949
pb para RTG3. En ambos casos la temperatura méas 6ptima fue de 60-65°C.

NRG1-yECitrine
- DMSO / Enzima High +DMSO / Enzima
fidelity classic Taq
$ O
0 $)
g 8 8 & g % 4
L7 < Q < < < Q

Figura 36: OE-PCR para los fragmentos pares y completo de Nrgl-yECitrine
con 100 ng/uL de cada constructo.

Se realiz6 un gradiente de temperatura para determinar la Tm°C 6ptima de los oligos
anidados. Se utilizo como templado ADN molde de la cepa silvestre ura3- Leu2- para ampli-
ficar los fragmentos de NRG1 y RT(G3. Se obtuvo una banda de 995 pb para NRGI y 949
pb para RTG3. En ambos casos la temperatura méas 6ptima fue de 60-65°C.
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Nrgl-yECitrine

No. Nombre primer Sec 5°— 3~ %GC Tm°C

Oligos para Fusion

de Fu-

sién

1 FwConf NRG1 CCTCTCGACCAGCATATT 50 53.8

13 RvConf NRG1 AGTACTTGAGCCCCATGC 56 56.3

11 FwyECitrine F ATGGAGGCCCAGAATACCCT 55 60.5
(TEF promoter)

12 RvyECitrine I GACAGTCACATCATGCCCCT 55 60.5
(TEF Promoter)

10 FwyECitrine 5° GGTGACGGTGCTGGTTTA 56 56.3

RTG3-mCherry

No. Nombre primer Sec 5°— 3~ %GC Tm°C

Oligos para Fusion

de Fu-

sién

1 FwConf RTG3 GGATGTGACTCTTCGCAA 50 53.8

13 RvConf RTG3 CTAAGCAGGTGATACTGC 50 53.3

11 Fw FmCherry I(f1 GGCTCCCTTTAGGGTTCCGA 60 62.5
Ori vector H2B)

12 Rv mCherry F(fl1 TAGAGCTTGACGGGGAAAGC 55 60.5
Ori Vector H2B)

10 FwymCherry 5° TCTAAGGATCCACCGGTC 56 56.3

Cuadro 29: Oligos de comprobacion de cepas positivas con la etiqueta de Nrgl-yECitrine
y Rtg3-mCherry

& Rtg3-mCherry

949 pb

Figura 37: PCR de comprobaciéon de cepas etiquetadas con Rtg3-mCherry.

Se transform¢é a la levadura como se describié en metodologia con el fragmento final
de Rtg3-mCherry. No se obtuvieron cepas etiquetadas positivas en ninguna de las 8 cepas
seleccionadas (carril 2-9), donde todas presentaron la misma banda que el control negativo
de 949 pb, dando lugar a un fenotipo silvestre (carril 1). Se utilizaron los oligos anidados
FwAniRtg3mCherry y RvAniRtg3mCherry de la Cuadro Se utilizo la escalera molecular
1kb plus Jena Bioscience y cada carril corresponde a una cepa independiente.
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ADN gendmico, NRG1 +/- 1kb : Cromosoma IV
CACGAACCCTTGGAGTAAAAGAAAACTAAAATATACGAACTTCGCGGAAAATAAAAAACTTTTC
CTTCAGTTGTTCCTCGTTCGAAACAGTAATCTACACGGACCGTTGCTTATTTTTAGCCAGATTCT
AGTTAAATAAAAAAAAAAGAAATAAAATTAAAAAAAAATTAAACTGTGGCAGATAAGCCTTTCTA
ATCGAGGCAGTGTGTTTCTTTTGACTTCACCGTTTGTCTTCGCATAGTTCCCCTAAATATTCTAA
CTAGAAAAATCGCTAGTATTTTTCTACTTATAAGTTGATTTTCCGCATATTTGTCTTTGAAACGTT
TGAGACAGGGAAAACTCTGTTTTCTAAAAGAGGAAAAAGCAAAATGAAGTATTGGCTTGGTTGC
GGTCAACACCCTCAGGGAAAGCCAAGAAATGCTTTTTACTGTTTAGCAGTGAAAAGGCCGCAC
CGGAAAAGAAGGGAAAAATTCATTGGGTCTAGATTTTTCTTATCGGTAAAAGACTATGGCCTCT
TGAGGACCCTTAAGCGTGAAACGAAACGCGTTGAGCGCGCAGAGGGGCTTCGCCGCCGGTC
AGGGTGTTTGGGGTGTTTTTTCTTTTAATTATTCTCTTGGCAGTGTCATCTTTCTACAGTCTGGC
TGCAGGCTCCTTTTCCGTTATTCATATATAAGGAAGAGAACTTTCCAAACCCAAATTAAAAAAAA
TTTGGTTCCCATCTCTTAACTAAAAGAAATTATATTACTCCACCTCGTTTACAGTTTTTTGATGCT
ATAAGGGAATTCTGCAGCTTTTGAAAGTAAAAATCATATCGTATACGATTCTGCAAAGTATTATT
GTACTGTAATTCCTACCATTACGGCGCCTTTTTCTACCATTCACCTTTCTTGGATTGTTCCTCTC
GACCAGCATATTACTACCCTTCGCAAACTTTCAGGCAATGTTTTACCCATATAACTATAGTAACC
TCAATGTTTCTACTATGCCCGCACTGCCGGGAATCTCCGCATTTGATGGAATGCAAGATGAAG
AAAACGTTGAAATAAGCCCGGAAAGAAAATATCAGACGCTACTACCAGTTCTAACTAATTCTCA
TGTGGTAGAGAATGAACTAAAACACAAATTAAATAAGACTGCTTTTGATTTCCGATACCAAACCA
AATCAGAAAATGGCTCTGAAAAGTGGGAGCCAAAATACTTAATAACGCCTAATTTACAAACAAG
AAGCGTCTCTTTTGACAATTCATCGGTACAATATAATTCAGATTCATCCGAAAAAAGCTCGCTAT
CACAACTAACTTGTAATTCATCAATAATACAACAGCCTGAGAACGGAATAGTTTCTAATGATGCA
TATAATAAGATGGCAAATAGTAGATACTCTCTGAAAACGCGGAAGCAAAGAACAGATCCAAGAA
ATACGTTATCAGATGAGGAAGACCTTGAACAAAGGCGCAAATACATTTGCAAAATTTGCGCAAG
AGGATTCACTACATCGGGTCATTTAGCAAGGCATAATAGAATTCATACGGGCGAAAAAAATCAT
TGTTGTCCGTATAAGGGATGCACGCAGCGATTCAGTCGACATGATAATTGCTTGCAACACTATA
GAACACATTTGAAAAAGGGACAATAATTGACGGTATACCCGTGTTTTTCTCATTAGCAGTACTA
CTATTCCGCACTTTACATCATTTTTTATAAACTCATGCATACATACATTGTACTTCAAAAGATTTT
TTTTTTTTTTTGGCATCATAAATCACTTTCAGATCAGTTTCCTTTCAAACGCGCGGCATTAAGAA
AACTTTTAATGTCAAAAAAACGGAAGCAAAAACCCCTCCCTTCCGCTTAAGATCATGTCTGGAC
ATTTTAGTTGTAAGGCTGCGCCTCGGTAGCAAGTAGTGCTGCAACAAGGCTATTATGCCACCT
AAACAGACCACTTTTGCTTAATACGAGACTGTGACTACCTCCTGACTTCCTGTCATAACAAAAA
AACAGACGTCGCTGCATTAACATTTACAACCCCAAACCTTCTTCATTCATTGCTTTTCTTTTAGA
AACTGTGGCTTTTTGACATTTGCAGTTTGCATAGTTACTTTTTGATCACTAACAACGATATATTAT
CGTTGAACAATTTACTACGCAAAACAGTTCACGTGATGTACGTCAGATAATTCACTGAAGGTAC
TACCTTTCGAGCATCTCTTACAGCAATGGTAACAGCTCATTGAAGAAGAAAAAAATAAGACAAA
TTTTTTTAGAGCTGCAAGCGTTTTACTAGGCATCAGAACTGTCTCCGAACAATAGTATAGTTAAT
TATTATACTTCAACCCTAGAAGAAATACCCGAAGATGTAAGGATGTTTTTGTTCCTATAAGCTTT
TTTTTTTCACAAAATTTTCATCCACTCTACGTCTTCCATACGGTCATATAAAAGGTGCCATATCC
TCGGCCAAGACAAAAGGCTTCAGCTCCATATCTTTTGAAATCATGTAAACGCATGGGGCTCAA
GTACTGAGCAAAGTAGGAGAAAGGATATTGAACATGTTCAGAAGAACGTGGTATCTTTTTCCTT
ATTATACATTCTCTTGGCGAGTGATCGAAAATATATATGATGATATCCTATAACAACAA

Figura 38: Secuencia +/- 1kb de NRG1.

Se obtuvo la secuencia de NRG1 +/- 1kb de la base de datos de Saccharomyces. La
secuencia en color anaranjado representa el marco de lectura (ORF) o la codificante de
NRG1.
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ADN gendémico, RTG3 +/- 1kb : Cromosoma Il
ACGCAAGAACAAATAGTAGGGACCCCATTGTCCATAGTAAACCAAACTTTCTTGGTTTAGCGGC
TAGAACGGGGAAAAGGAAAGTACAAAGAGTGAAACAGGCTGTTGCACCCAAAAGAAAACAGAC
AAAAAGTACCATTCTTTCCGTTCTTGACAATTGGAACCACGACGGCTCCTGGTCTTGCACCAAG
TCCTGTCTAGATACAGGCAACGTCTGATATATATCCTGGGCCCTGGTATTGAGAGAATCCGCC
CAGCTTGAGAACAATGTCTTCGCAGATTCATTAAAACCCTGCGAGTTCTGCTGTCTTGTTTGAT
TCCATCGATTCAATGAGTCACGGAGACTATTGACCTGGTCAGAAGGTGGTTCCTCGCTCATATT
CTCCACACTTGTTCTTTTTTTTTACCAGCAAAAAAAAAAAACGCAACTGCAGACAATACAGGTAA
TCTAAGTCCTACTCTAAACTACCGAACGCAATTAGAATGCAAATTTATTCAATCTTCTTCCTATTT
CAGTATAGTACAAGTCTTGACCAATACTCCCTCTTCATTACAATCGCCTTTTGCCGGGTCACGA
TTGCGGGCCGTTCCGCGGGATGTGACTCTTCGCAAGTTACTTTTGAAATAATAAAGCCATGGT
GATTAGAAAAGCCTTCTTATGAGCAACAGAAACTAACAATTGTACTACTCGGTCCGGACAGTAG
GATCTCCAATATTACTGCAGGTTAGTACATTATTTTTTACTCGCAGTTGCTATTTTGGCTAGAGG
CTGCACGGAATCATCAAGGAATTTTTCACAATCCGAATTTCTGTCTTACGTGAGCATATATAAGA
TAACAAAAACGACATTACTGCATTCACATTACTTAGTTGACAAGTATCCTTTAATAGAATACTCTT
ATTTTTTGTCAGGCGAACCTACTTCTTAAATAAGTGAAGAATGATGAACAATAACGAAAGTGAG
GCTGAGAACCAACGTCTACTGGACGAATTAATGAACCAGACAAAAGTCCTCCAGGAAACTTTA
GATTTTTCGTTAGTGACACCCACTCCACACCACAATGATGATTACAAGATACACGGAAGTGCCT
ACCCAGGTGGTGAGACTCCTGCCCAACAGCATGAAAAACTCTCATACATCAATACGCACAACT
CTAACGATAATAATAACTTAATGGGCAGTCAAGCGAGGTCCAATTCACAAACTCCTACAGCTTC
GACCATATATGAGGAAGCAGAATCGCAATCGTCTTACCTGGATGATATGTTTAGAACAAGCCAA
GGCGGTAGACCTGTCACTCAAAATTCCATATCTTCCATAGGGCAGGGTCCCTTGAGATCATCTT
ATTCTATGGCTTACGACTCACCTGTGGATAGAGCAATGAATACTCCATTACAGCAACAAGAAGG
CTTAAAAGCTGAGTTACCACATGACTTTTTATTTCAGCATGGCACCGATGACACAATGTATAACT
TAACTGATGATTTGAGCTCCTCTTTATCTTCTAGCATCAATTCTGATATGATGACACCAAACACA
TATTCATCATCATTTTCTTATAATCCACAAAGCTTGGGCCCAGCATCCGTATCTTCCACATATTC
CCCAAAGGTAAGATCACCATCATCGTCATTTCGTGCAGGAAGTTTCCTTTCATCTTCTTTTAGG
CATGGTAGCATAAACACACCCAGAACAAGACACACTTCAATAAGTAGCAATATGACTGAAAATA
TAGGACCTGGAAGTGTTCCAAAGATTTTAGGCGGGTTAACTTCTGATGAGAAACTGAGGCGCA
AAAGAGAGTTTCATAATGCCGTCGAAAGGAGAAGAAGAGAATTAATAAAGCAAAAGATAAAAGA
ACTCGGCCAGTTGGTTCCACCATCTTTATTGAATTACGATGACCTAGGTAAACAAATCAAACCA
AATAAGGGTATCATTTTGGATAGAACGGTCGAATATTTACAATACCTGGCCGAAATTTTAGAAAT
ACAAGCACGAAAAAAGAAGGCGTTATTGGCGAAGATAAAAGAATTGGAAGAGAAGAAAAGTTC
TGTCGCAGCATTATCTCCTTTTACCAATAACCACCATGCCAGTTCGGGGCAAAATAATAGCGAG
AATAGTGAGGAAAGAATTATAGATATTAGATCTGTCCCAAATGCTTTGATGAATGAACAAAATAG
TAAGGCTGAATTGCACAATTGGGAGCCACCGTTATATGATTCGGTCGGTAACCACAATCATGCT
GGCACTATGGAGAGTCATCCACATACAAACATTCATGAAGAATTAAAGGAGTTCTTATCAGGCG
ATTTGATTGAAGCCGAAGATAATGCAAAATTAATGTTTGGAGATGACAACTCTAATCCAGCTGA
CTATCTTTTAGAATTTGGTTCGGGGTAGTTTATGGTCTTATTAGCGGGAAAAAATTAAATTTGAA
AAAGGTCAGGTAAGCAAAAGCAGTAAAACTTCAATATCTATGTTTGTTCCTTCTATTGGGAGAA
CGTTAATCGCTTCCGTACTCGCAAGATAATGTAATGAAAAAATTAGGAATTGCAACAAAATAAA
GCGGAATATTAGTAACGCTTACATGCAACGTTTTGAAAAGAGTGGAAGAGATAGGCAAGCAGA
ATTATATGTAACAAAATCTAAAATTATTCACTATTATTCTTGGTTATGTCTAATACTTTGGATATAT
TAATTCTTTAGAATTTTATGTATTCTAAATGCAATTATGTCAATAAAACCCATGTAATTTTCTTTCA
TGATATGATTTAAATGCATTAGTATTATCAGGCATATTGTTATATATGAAGAAGGTTAGTTATAAG
TAGTGTATAATATATACATGTGCTGCCCGCAATTGGGTATGATATGATTTTTAGTGCTTTATAAT
TTGGCGTCGCAAGAATGTAGATCACTTGTATCAATGGAAAGCTTACTTGGGTAACTCATTTATT
GAGAAAATCAATGGATGTCGAATTTATATAGAGTAGAGCCAACACTTCATGATTGGAAAGCATA
TACCAAACGGTATACCACTGATAATATGAATGCAGAAGACTAATGCGCTACACATCATACTTTA
CGGCGATGATATATTTCAAGATAGCATAAGCTCTATGGTTATTCTGATGTTACTGGTAGTCGTA
AGTGCAGTATCACGAACGTATAGAAGAATAAACATGGGTCTCATCAAAAAAGTGACCCATTGGT
CATATGATAATTTGATTGATTATCTTTCAGTGAACCCTACAAGAGATGAAGTGACCCACTATAAA
GTGGATCCGGAAAATGAATCTGATGAATCAATTATTAAATTACACACTGTGAAAGACTTCGGCA
GTATCACCTGCTTAGACTATTCAGAATCAGAAATTGGTATGATTGGAGTTGGTGAAAA

Figura 39: Secuencia +/- 1kb de RTGS3.

Se obtuvo la secuencia de RTGS3 + /- 1kb de la base de datos de Saccharomyces. La
secuencia en color azul representa el marco de lectura (ORF) o la codificante de RTGS .
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