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RESUMEN

Xanthophyllomyces dendrorhous es una levadura basidomicete que sintetiza astaxantina,
carotenoide de alto interés comercial. Recientemente se ha descrito que esta levadura posee la via
SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) encargada de regular la sintesis de ergosterol
y carotenoides; sin embargo, hasta la fecha no se conocen a totalidad los mecanismos que la regulan
en este organismo. En X. dendrorhous el factor de transcripcion Srel de la via SREBP es procesado
por una 0 mas proteasas para liberar la forma activa del factor correspondiente a su dominio amino
terminal (SrelN). Actualmente se ha demostrado que la proteasa Stpl procesa a Srel, pero
experimentos preliminares sugieren la participacion de una segunda proteasa (SppA) para liberar a
SrelN activo. En este trabajo se busca avanzar en el entendimiento de la via SREBP de X.
dendrorhous evaluando las posibles regiones donde las proteasas Stpl y SppA cortarian a Srel
para liberar a SrelN. De esta manera, el objetivo de este trabajo fue disefiar y construir distintos
maodulos de DNA para reemplazar al gen nativo SRE1 en cepas mutantes del gen de cada proteasa
por distintas versiones del gen SRE1 en cuanto a su longitud y que codifiquen a la proteina con los
epitopos FLAG y HA fusionados en sus extremos N- y C-terminal, respectivamente. Esto permitira
determinar cual de las versiones codifica a una proteina Srel que no requiere de la accion de las
proteasas para la formacién de SrelN activo. Lo anterior, podra ser evaluado mediante ensayos de
complementacion analizando el fenotipo de los transformantes y la presencia del epitopo HA
fusionado en el extremo C-terminal. Como resultado se disefiaron 6 modulos para transformar X.
dendrorhous por recombinacion homologa. Cada mddulo consiste en 7 fragmentos de DNA los
cuales fueron obtenidos mediante reacciones de PCR y que fueron disefiados de tal forma que cada
fragmento posea en sus extremos una region homologa de otro de los fragmentos (“‘colas”) para
que se puedan ensamblar formando un vector mediante la técnica DNA assembler la cual utiliza la

maquinaria de recombinacion homologa de Saccharomyces cerevisiae. Los plasmidos construidos



fueron recuperados transformando Escherichia coli con el DNA total extraido desde colonias de S.
cerevisiae transformantes con los fragmentos amplificados por PCR. La correcta construccion de
los plasmidos fue evaluada mediante PCR y analisis de restriccion. Se logro construir 6 plasmidos
portadores de las distintas versiones del gen SRE1 de X. dendrohous en su longitud y que codifican
una proteina con epitopos fusionados en sus dos extremos, por lo que con estas construcciones sera

posible evaluar las regiones de corte de las proteasas Stpl y SppA en Srel.



ABSTRACT

Xanthophyllomyces dendrorhous is a basidiomycete yeast that synthesizes astaxanthin, a
carotenoid of high commercial interest. This yeast has the SREBP (Sterol Regulatory Element-
Binding Protein) pathway, which regulates the synthesis of ergosterol and carotenoids. However,
the mechanisms that regulate this pathway are not fully known in this organism. In X. dendrorhous,
the transcription factor Srel of the SREBP pathway is processed by one or more proteases to release
the active form of the factor corresponding to its amino-terminal domain (SrelN). Currently, it has
been demonstrated that the protease Stpl processes Srel, but preliminary experiments suggest the
involvement of a second protease (SppA) to release the active Sre1N. This work aims to advance
the understanding of the SREBP pathway in X. dendrorhous by evaluating the possible regions
where the proteases Stpl and SppA would cleave Srel to release SrelN. Thus, the main goal of
this work was to design and construct different DNA modules to replace the native SRE1 gene in
mutant strains of each protease gene with different versions of the SRE1 gene in terms of its length
and encoding the protein with FLAG and HA epitopes fused to its N- and C-terminal, respectively.
This will allow determining which versions encode an active SrelN that does not require the action
of proteases. This can be evaluated through complementation assays, analyzing the phenotype of
the transformants and the presence of the HA epitope fused to the C-terminal. As a result, six
modules were designed to transform X. dendrorhous by homologous recombination. Each module
consists of seven DNA fragments obtained through PCR reactions, designed in such a way that
each fragment has part of another fragment (“tails") at its ends, enabling their assembly to form a
vector using the DNA assembler technique, which utilizes the homologous recombination
machinery of Saccharomyces cerevisiae. The constructed plasmids were recovered by
transforming Escherichia coli with the total DNA extracted from S. cerevisiae colonies

transformed with the PCR-amplified fragments. The correct construction of the plasmids was
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evaluated through PCR and restriction analysis. Six plasmids carrying different versions of the
SREL1 gene of X. dendrorhous varying in length and encoding a protein fused to epitopes at both
ends, were successfully constructed. Consequently, with these constructs, it will be possible to

evaluate the cleavage regions of Srelby proteases Stpl and SppA in X. dendrorhous.



INTRODUCCION

Via SREBP

La via SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Protein) es el principal sistema de regulacion
de lipidos en eucariontes. En esta via participan proteinas SREBPs (Sterol Regulatory Element-
Binding Proteins) que corresponden a factores de transcripcion que poseen un motivo bHLH-LZ
(basic Helix-Loop-Helix Leucine Zipper) el cual se une a regiones especificas del DNA en genes
involucrados en la homeostasis de lipidos, incluyendo la sintesis de esteroles (Goldstein et al.,
2006). La via SREBP se encuentra estudiada principalmente en mamiferos, donde participan una
serie de proteinas unidas al reticulo endoplasmatico (RE) involucradas en la homeostasis del
colesterol. Una de estas proteinas corresponde al factor de transcripcion SREBP, el cual en su
forma precursora se encuentra anclado en la membrana del RE a través de 2 regiones de
transmembrana (TM) y con sus dominios N- y C- terminal expuestos hacia el citoplasma, siendo
el dominio N-terminal el dominio de union a DNA y el C-terminal el dominio regulador. SREBP
interactia mediante el dominio C-terminal con la proteina SCAP (SREBP Cleavage Activating
Protein), proteina de membrana que posee un dominio de unién a esteroles y que, a su vez,
interactta con la proteina INSIG (Insulin Induced Gene) en la membrana del RE (Espenshade &

Hughes., 2007).

Cuando los niveles de esteroles en la célula son suficientes, INSIG se une al complejo SCAP-
SREBP reteniendo a este complejo en la membrana del RE. Por otro lado, si los niveles de esteroles
disminuyen, SCAP dejara de unir esteroles y sufrird un cambio conformacional que provoca la
interrupcién de la interaccion entre las proteinas INSIG y SCAP permitiendo que el complejo
SREBP-SCAP migre a la membrana del aparato de Golgi. En el aparato de Golgi, SREBP es
procesado por las proteasas S1P y S2P (Site-1 Protease y Site-2 Protease, respectivamente), las

que realizan cortes consecutivos en la proteina liberando el dominio N-terminal de SREBP el cual
5



viaja al nucleo, uniéndose a secuencias conocidas como SRE (Sterol Regulatory Element) ubicadas
en la region promotora de genes blanco que regulan la sintesis de lipidos como el colesterol

(principal esterol en mamiferos) (Figura 1).
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Figura 1. Via SREBP en mamiferos. Cuando los niveles de esteroles disminuyen en la célula la
interaccién entre las proteinas SCAP e INSIG se interrumpe. El complejo SCAP-SREBP se transloca
a la membrana del aparato de Golgi donde SREBP es procesada secuencialmente por las proteasas
S1P y S2P liberando el dominio N- terminal de la proteina, el cual viaja al ndcleo y se une a las
secuencias SRE, regulando la transcripcién en genes que participan en la regulacion de lipidos. Figura
adaptada de Bien y Espenshade, 2010 (3).

La via SREBP ha sido descrita en algunas levaduras y hongos, sin embargo, los organismos del
reino Fungi no sintetizan colesterol como es en el caso de los mamiferos, sino que sintetizan
ergosterol, molécula que es analoga al colesterol, por lo que se han utilizado estos organismos
como modelos para estudiar la homeostasis de lipidos (Espenshade & Hughes, 2007). Los
principales modelos fungicos en los cuales se ha estudiado la via SREBP son las levaduras
Schizosaccharomyces pombe y Cryptococcus neoformans, y en dos especies del hongo filamentoso

Aspergillus (Tabla 1). En estos organismos se ha demostrado que la via SREBP no solo participa



en la homeostasis de lipidos, sino que es esencial para el crecimiento de éstos en condiciones de
hipoxia (Willger et al., 2008), lo que permite utilizar esta condicion como un indicador al momento

de estudiar la via SREBP y los componentes que participan en ella.

En S. pombe se identificaron homdlogos a las proteinas SREBP y SCAP de mamiferos, las cuales
se denominaron Srel y Scpl, respectivamente. Junto con la identificacion de estos homdlogos,
mediante ensayos de microarrays se demostro que Srel regula la expresion de genes que participan
en la sintesis de esteroles y de genes necesarios para la adaptacién a condiciones de hipoxia
(Hughes et al., 2005). Si bien no se encontraron homdélogos de S1P y S2P, se demostrd que la
activacion de Srel depende del complejo Dsc E3 ligasa que se encuentra anclado en la membrana
del aparato de Golgi, y de la proteasa romboide Rbd2 unida a Cdc48 al complejo (Hwang et al.,
2016; Stewart et al., 2012). Por otro lado, en C. neoformans también se describieron homoélogos de
las proteinas SREBP y SCAP, denominados Srel y Scpl, respectivamente (Chang et al., 2007).
Ademas, se encontré un homdélogo de la proteasa S2P (denominado como Stpl) el cual procesa a
Srel en su primer sitio TM. Ademas, en C. neoformans se evidencid que la proteasa Stpl podria
participar en el procesamiento de otros factores de transcripcion ya que al escindir el gen no sélo
se afecta la transcripcion de genes dependientes de Srel (Bien et al., 2009). Por Gltimo, tanto en A.
fumigatus como en A. nidulans se identific6 un homoélogo de SREBP denominado SrbA y
evidencias muestran que es procesado por el mismo complejo que en S. pombe (Willger et al.,
2012). Sin embargo, en el procesamiento de SrbA se demostr6 que es necesaria la participacion de
la proteasa aspartica SppA, la cual interactta con SrbA en el RE. Lo anterior se demostro al generar
una delecion del gen de SppA (ASppA) donde la cepa resultante no crece en condiciones de hipoxia
mientras que si esta misma cepa (ASppA) se complementaba con una version de SrbA cuyo largo

Ilegaba antes del primer TM, volvia a crecer en esta condicion. Junto con esto se demostré que



SppA procesa SrbA después de que esta es procesada por el complejo Dsc (Bat-Ochir et al., 2016).

Hasta la fecha no se han encontrado homologos de SCAP, S1P o de S2P en Aspergillus spp.

Tabla 1. Componentes que participan en la via SREBP en mamiferos y hongos.

COMPONENTES DE LA ViA SREBP

. Complejo
Organismo SREBP INSIG SCAP S1P S2pP . SppA
proteico
2
o
‘é H. sapiens SREBP INSIG SCAP S1pP S2p X X
C
=
S. pombe Cdc48-
. Srel X Scpl X X X
(Ascomicete) Rbd2
» C. neoformans
& Lo Srel X Scpl X Stpl X X
S (Basidiomicete)
T A. fumigatus /A.
f . 9 / Cdc48-
nidulans SrbA X X X X SppA
Rbd2

(Ascomicete)
Nota: X indica la ausencia de un homélogo funcional que participe en la via SREBP.

Xanthophyllomyces dendrorhous

Otro de los microorganismos en donde se ha demostrado que la via SREBP participa en la
regulacion de esteroles es en la levadura basidiomicete Xanthophyllomyces dendrorhous donde la
via regula la biosintesis de compuestos isoprenoides, tales como el ergosterol y los carotenoides.
X. dendrorhous se caracteriza por su produccién natural de carotenoides, los cuales son pigmentos
cuyas tonalidades van desde el amarillo hasta el rojo que destacan por sus propiedades
antioxidantes. X. dendrorhous es uno de los pocos microorganismos que sintetiza de manera natural
astaxantina, carotenoide de alto interés biotecnoldgico debido a su uso como pigmento y
antioxidante en las industrias alimentarias, cosméticas y, en especial, en la industria acuicola
debido a que este pigmento se utiliza en las industrias salmoneras como suplemento alimenticio al
otorgar el color anaranjado caracteristico de la carne de los salmones. La capacidad de esta levadura

de sintetizar astaxantina, la hace atractiva desde la mirada biotecnoldgica para aumentar su



produccidn y asi competir con la astaxantina sintética que se encuentra actualmente en el mercado

(Higuera-Ciapara et al, 2006).

En X. dendrorhous tanto la sintesis de carotenoides como la sintesis de esteroles tienen como
precursor a la molécula IPP (isopentenil pirofosfato) sintetizada en la ruta del mevalonato
representada en la Figura 2 (Loto et al., 2012). Esta ruta inicia con dos moléculas de acetil-CoA,
las cuales mediante sucesivas reacciones dan lugar a la molécula IPP. Luego, el IPP es convertido
en su isomero DMAPP (dimetilalil pirofosfato) y ambos se condensan formando GPP (geranil
pirofosfato). Al GPP se le adiciona otra molécula de IPP generando FPP (farnesil pirofosfato)
siendo esta molécula precursora de la sintesis de esteroles ya que la condensacion de dos moléculas
de FPP forman escualeno, molécula con la que se inicia la sintesis de los esteroles. Por otra parte,
si al FPP se le adiciona una nueva molécula de IPP se genera GGPP (geranilgeranil pirofosfato),
precursor de los carotenoides, y la condensacion de dos moléculas de GGPP da lugar a fitoeno, el

primer carotenoide de la biosintesis de carotenoides.
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Figura 2. Sintesis de astaxantina y ergosterol. Se muestran las vias de sintesis de astaxantina y
ergosterol junto con la ruta del mevalonato, precursora de ambas vias. Las flechas continuas
simbolizan la conversion catalitica de los metabolitos y las flechas puntuadas simbolizan que hay
mas de un intermediario en la reaccion. Junto a cada flecha se indica el gen que codifica la enzima
que cataliza la reaccion (Negro para X. dendrorhous y azul para S. cerevisiae). Figura tomada de

Loto et al., 2012 (1).

Se ha evidenciado que al interrumpir el gen CYP61 (ERG5) involucrado en los pasos finales de la
sintesis de ergosterol (Figura 2), la cepa resultante sobreproduce esteroles y carotenoides con
respecto a su parental, resultando en mutantes con fenotipo visualmente mas rojizo, lo que sugiere
que los esteroles tendrian un rol regulador en la sintesis de carotenoides (Loto et al., 2012).

Posteriormente se demostré que este fenotipo sobreproductor de carotenoides se debe a la
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activacion de la via SREBP en estos mutantes (Gutiérrez et al., 2019).
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Investigaciones recientes evidenciaron, mediante andlisis de RNA-seq y de co-
inmunoprecipitacién de cromatina (ChiP), que el factor de transcripcion Srel (homdlogo de
SREBP en mamiferos) codificado por el gen SREL participa en la regulacion de carotenoides y
esteroles en la levadura X. dendrorhous (Gutiérrez et al., 2019). Mediante ensayos de ChiP-exo, se
demostro que Srel se une a la region promotora de varios genes que codifican enzimas
involucradas en la sintesis de esteroles, incluyendo genes que codifican enzimas de la ruta del
mevalonato, y de genes de la sintesis de carotenoides como crtE y crtR, que codifican enzimas que
catalizan pasos iniciales y finales de la sintesis de astaxantina, respectivamente (Gomez et al.,
2020). En este organismo, ademas de Srel se conoce la participacion de la metaloproteasa Stpl,
la que se demostro ser necesaria para la activacion de Srel (Gomez et al., 2020), cuyo corte en Srel
contribuye a liberar la parte activa del factor de transcripcion correspondiente al N- terminal de la
proteina (SrelN). Esto se demostré al generar una delecion del gen STP1 en la cepa mutante del
gen CYP61, donde se observé que se pierde el fenotipo sobreproductor de carotenoides. La
dependencia de Stpl para la activacion de Srel se confirm6 mediante ensayos de Western blot, los
cuales mostraron que al no tener a la proteina Stpl funcional, la proteina Srel no se corta; por lo
tanto, no se libera Sre1N. Ademas, tanto en la cepa silvestre y en la cepa mutante del gen CYP61
se observo que al no estar presente Stpl estas no crecen en azoles, lo que indicaria que la via
participa en la resistencia a estos compuestos. También junto con estos analisis se reemplazé en la
cepa silvestre el gen SREL por una version mas corta del gen que solo codificaria a SrelN,
recuperando el fenotipo sobreproductor de carotenoides (en el caso de la cepa CYP61) y el fenotipo
resistente a azoles (en el caso de la cepa silvestre y la cepa CYP61) al no requerir el procesamiento

de la proteasa Stpl.

Por otra parte, experimentos preliminares sugieren que Stpl por si sola no bastaria para procesar

Srely liberar SrelN, sino que ademas es necesaria la participacion de una segunda proteasa para
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la activacion de Srel. Como se mencion6 anteriormente, en el hongo filamentoso A. fumigatus se
demostro que la proteasa SppA participa en el procesamiento de SrbA, donde SrbA sufre de dos
cortes consecutivos para poder liberar la forma activa del factor de transcripcion. En X.
dendrorhous se encontré un homdlogo del gen SPPA y antecedentes sugieren que la proteasa SppA
podria ser responsable de un segundo procesamiento en Srel, dado que mutantes de delecion del
gen SPPA en X. dendrorhous presentan un fenotipo similar a los mutantes del gen SRE1 y STP1
en la cepa con el gen CYP61 mutado, es decir no hay sobreproduccién de carotenoides y la cepa es
sensible a azoles lo que indicaria que la via SREBP no se encuentra activa. Ademas, mutantes de
SppA obtenidos a partir de la cepa sobreproductora de carotenoides que expresa a SrelN y que no
requiere de Stpl para su activacion, presenta un fenotipo silvestre en cuanto a pigmentacion, lo que
sugiere que SppA es necesaria para activar a la version de SrelN que se expreso en dicha cepa
(Venegas, M. Tesis de Doctorado en desarrollo). Actualmente se desconocen las regiones donde la
proteasa Stply posiblemente la proteasa SppA, procesarian a Srel. Y, si bien se tienen evidencias
de que la proteasa SppA podria participar en el procesamiento del factor de transcripcion, se
requiere de estudios adicionales. Una alternativa para estos estudios es realizar analisis de
complementacién y analisis del tamafio de la proteina Srel mediante Western blot para evaluar si
efectivamente se requiere del segundo procesamiento. Estos ensayos se podrian realizar sobre
cepas que poseen deleciones de los genes STP1 o SPPA transformadas con versiones del gen de
Srel que codifiquen versiones de Srel de distinta longitud y cada vez mas corta desde el extremo
C-terminal hasta encontrar transformantes que recuperen el fenotipo sobreproductor de
carotenoides caracteristico de la cepa mutante del gen CYP61 y, que ademas puedan crecer en
presencia de azoles evidenciando que no requiere de alguna de las dos proteasas para liberar al

factor de transcripcion activo. Una vez evaluado el fenotipo de los transformantes, se podra analizar
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mediante Western blot la presencia o ausencia de los epitopos fusionados en los extremos de Srel,

evidenciando si ocurren o0 no cortes proteoliticos en Srel.
Objetivo general

Construir vectores que contengan distintas versiones del gen SRE1 unido a secuencias que

codifican los epitopos FLAG y HA en sus extremos N- y C- terminal, respectivamente.
Objetivos especificos

(1) Disefar bioinforméaticamente vectores con las distintas versiones del gen SRE1 con los médulos
necesarios para que, mediante recombinacion homologa, se pueda reemplazar el gen SRE1 nativo

de Xanthophyllomyces dendrorhous.

(2) Construir los vectores disefiados previamente en (1) utilizando la técnica de DNA assembler in

vivo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos y medios de cultivo utilizados

1.1 Bacteria
Para seleccionar y conservar los plasmidos se utilizo la cepa DHS5a de E. coli (Hanahan., 1983) la
cual se cultivo en medio LB (Lysogeny broth: Triptona 1%, Extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%)
con agitacion constante a 37°C. Para la seleccion de transformantes se utilizo el medio LB-agar
1,5% suplementado con el antibi6tico ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL.

1.2 Levaduras

1.2.1 S. cerevisiae

Para generar los vectores mediante la técnica DNA assembler in vivo (Muller et al., 2012; Van
Leeuwen et al., 2015) se utilizd la cepa de S. cerevisiae S288c (ATCC® 204508™) la cual fue
cultivada en medio YEP (Extracto de levadura 1%, Glucosa 2%, Peptona 2%) con agitacion
constante a 30°C. Para la seleccion de transformantes se utiliz6 el medio YEP-agar 1,5%
suplementado con el antibiético geneticina (G418) a una concentracion de 200 pg/mL.

1.2.2 X. dendrorhous

Se utiliz6 DNA gendmico de la cepa CBS.SRE1.Full.AStp1 (Gémez et al., 2020) de X. dendrorhous
la cual fue cultivada en un medio YM semisolido (Extracto de levadura 0,3%, Extracto de malta

0,3%, Peptona 0,5% y Glucosa 1%) suplementado con higromicina (50 pg/mL) a 22°C.

2. Cepasy Plasmidos

2.1 Cepas

Las cepas de microorganismos utilizadas en este trabajo se encuentran detalladas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cepas utilizadas en este trabajo

Cepa Descripcion Referencia
E. coli
DH5a Cepa de E. coli utilizada para la recuperacion y Hanahan., 1983
conservacion de plasmidos.
S. cerevisiae
Cepa de S. cerevisiae de genotipo MATa SUC2 ATCC 204508
S288c gal2 mal2 mel flol flo8-1 hapl ho biol bio6,

X. dendrorhous

CBS.SRE1.Full.AStp1

utilizada en el DNA assembler.

Cepa que deriva de CBS 6938 en la cual se
reemplazo el gen STP1 por un mddulo que otorga
resistencia a higromicina. Ademas, presenta la
secuencia que codifica al epitopo FLAG fusionado
en el extremo amino terminal del gen SREL.

Gomez et al.,
2020

2.2 Plasmidos

Los plasmidos utilizados y/o generados en este trabajo se encuentran detallados en la Tabla 3.

Tabla 3. Plasmidos utilizados y/o generados

Plasmido Descripcién Referencia
pBIueac):gg; I'SK Vector utilizado para clonado en E. coli. Stratagene
Plasmido pBS portador del médulo de resistencia Natl
(nourseotricina  N-acetil transferasa) que otorga Veneaas. Tesis de
resistencia a nourseotricina (NTC) a X. dendrorhous gas,
pBS-Nat . : . Doctorado en
bajo el promotor del gen GPD y secuencia terminadora roareso
del EF-1a. Prog
DYES2 Vector de expresion de S. cerevisiae que contiene el Invitrogen™
origen de replicacion 2.
_ , . . Campusano, Tesis de
OYES2-kan Plasmido pYES2 portador del médulo de resistencia a Doctorado en

pUC57-HAtSRE1

A_SRE1-HA N

geneticina (G418).

Vector de clonado en E. coli que contiene la secuencia
del epitopo 3xHA junto con la secuencia terminadora
del gen SREL.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA

assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de

resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacion

21 de pYES2, un médulo que confiere resistencia a

geneticina de pYES2-kan, la secuencia que codifica la
15
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B_SRE1-HA_N

C_SRE1-HA_ N

D_SRE1-HA N

E_SRE1-HA N

version completa de Srel fusionada en sus extremos N-
y C-terminal con los epitopos 3XFLAG y 3xHA,
respectivamente, region terminadora del mismo gen,
modulo que confiere resistencia a NTC en X
dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SREL.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacion
2l de pYES2, un médulo que confiere resistencia a
geneticina de pYES2-kan, la secuencia gque codifica la
version de Srel hasta el aminoacido 674 fusionada en
sus extremos N- y C-terminal con los epitopos 3XFLAG
y 3xHA, respectivamente, region terminadora del
mismo gen, médulo gque confiere resistencia a NTC en
X. dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SREL.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacién
21 de pYES2, un médulo que confiere resistencia a
geneticina de pYES2-kan, la secuencia que codifica la
version de Srel hasta el aminoécido 635 fusionada en
sus extremos N-y C-terminal con los epitopos 3XFLAG
y 3xHA, respectivamente, region terminadora del
mismo gen, modulo que confiere resistencia a NTC en
X. dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SRE1.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacion
21 de pYES2, un modulo que confiere resistencia a
geneticina de pYES2-kan, la secuencia que codifica la
version de Srel hasta el aminoécido 611 fusionada en
sus extremos N- y C-terminal con los epitopos 3XxFLAG
y 3xHA, respectivamente, region terminadora del
mismo gen, modulo que confiere resistencia a NTC en
X. dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SREL.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacion
21 de pYES2, un médulo que confiere resistencia a
geneticina de pYES2-kan, la secuencia que codifica la
version de Srel hasta el aminoécido 572 fusionada en
sus extremos N- y C-terminal con los epitopos 3XxFLAG
y 3xHA, respectivamente, region terminadora del
mismo gen, mddulo que confiere resistencia a NTC en
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X. dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SREL.

Plasmido generado utilizando la técnica DNA
assembler. Posee el origen de replicacion y el gen de
resistencia a ampicilina de pBS, el origen de replicacién
21 de pYES2, un médulo que confiere resistencia a
geneticina de pYES2-kan, la secuencia gque codifica la
version de Srel hasta el aminoécido 519 fusionada en
sus extremos N- y C-terminal con los epitopos 3XFLAG
y 3xHA, respectivamente, region terminadora del
mismo gen, mddulo gque confiere resistencia a NTC en
X. dendrorhous y regiones rio arriba y rio abajo del gen
SREL.

F SRE1-HA N Este trabajo

3. Disefo bioinformatico

Se utilizo el programa Geneious v8.1.9 para construir in silico los 6 vectores con las diferentes
versiones codificantes de la proteina Srel. Ademas, la misma herramienta fue utilizada para disefiar
los partidores necesarios para amplificar los fragmentos utilizados en el DNA assembler, realizar
mapas de restriccion virtuales junto con el disefio de partidores para evaluar el correcto ensamblaje

de los fragmentos para construir los vectores disefiados.

4. Extraccion, analisis y amplificacion de DNA

4.1 Extraccion de DNA plasmidico de E. coli
La extraccion de DNA plasmidico desde E. coli se realizo con el kit Gene JET Plasmid Miniprep
Kit (ThermoScientific) siguiendo las recomendaciones del fabricante. EIl DNA plasmidico obtenido

se almacen0 a -20°C para su posterior utilizacion.

4.2 Extraccion de DNA de S. cerevisiae y X. dendrorhous
La extraccion de DNA de levaduras se realizé mediante ruptura mecéanica (Sambrook & Russell,
2001). Para ello se colectaron células desde un medio de cultivo semi sélido en crio tubos, las

cuales se lavaron con agua. Las células se suspendieron en 600 uL de TE (Tris-HCI 25 mM, EDTA
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10 mM, pH 8), se adicionaron 100 pL de perlas de vidrio (diametro 0,5mm) y 600 pL de fenol:
cloroformo: isoamilico (a una proporcion de 25: 24: 1 respectivamente). Una vez agregados todos
los componentes, se homogenizaron y los tubos se llevaron al moledor de células Mini-Beadbeater-
16 (BioSpec) durante 3 min y luego se centrifugdé a 14.000 rpm durante 10 min. Se recupero el
sobrenadante en un tubo limpio y se agregé 1 mL de etanol absoluto frio para precipitar el DNA
incubando por 1 h a -20°C. Luego, se centrifugé por 10 min a 14.000 rpm y se eliminé el
sobrenadante, el precipitado obtenido se lavo con 1mL de etanol 75% Yy se volvio a centrifugar por
5 min para eliminar los restos de etanol. Se dejé secar y el DNA se suspendi6 en 100 puL de TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM; pH 8) con RNasa (40 pg/ml), el cual se almaceno a -20°C hasta

Su uso.

4.3 Amplificacion por PCR

La amplificacion de DNA tanto de los fragmentos necesarios para el DNA assembler como para la
evaluacion de los plasmidos generados se hizo utilizando la enzima Pfu DNA polimerasa
(purificada en el Laboratorio de Genética). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 50 pL que incluye: Buffer de PCR 1X (Tris-HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM), MgCl>
2 mM, 200 uM de cada desoxinucledtido (ANTP), 1U de enzima Pfu DNA polimerasa, 1 uM de

cada partidor, 10-20 ng de DNA molde y buffer de carga 1X (Rojo cresol 100 mM, Glicerol 8,3%).

Para llevar a cabo las reacciones de PCR se utilizd el termociclador Applied Biosystem 2720 con
el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C por 20 s, alineacion de partidores a 55°C por 20 s, la temperatura de
alineacion fue variable dependiendo de los partidores utilizados (Tabla 3), y, por tltimo, elongacion

a 72°C por aproximadamente 1,5 min (dependiendo del tamafio del amplificado). Luego de los 35
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ciclos, se realizo una elongacion final a 72°C por 3 min, para finalmente mantener la reaccion a

4°C hasta su posterior verificacion.

Los partidores utilizados en las reacciones de PCR se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Partidores utilizados y/o generados en este trabajo.

N° Nombre Secuencia Sentido

1 A Fw TATCATGCGTCAATCGTATGTGATGCTGGTCG D
' CTATACTGGCATTAAGCGCGGCGGGTG

9 ARV AGTCCGTGGAATTAATTCTCATCTTTGACAGCT R
' TATCATCGATAAGTGCGCGGAACCCCT

3 B.EW GAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGT D
' TCCGCGCACTTATCGATGATAAGCTGTC

4 B.RV ACGTCCTTCGTAGTTTTGTCCCTCTCTCGTCTT R
' GGGTTAACCATTGCGAATACCGCTTCC

5 C.Ew TACTTTTGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATTC D
' GCAATGGTTAACCCAAGACGAGAGAGG

6 C 2Ry ATATCATGATCTTTATAATCACCGTCATGGTCT R
- TTGTAGTCCATTGTGTGTGTGTGTGGG

7 E Ry CAAAGAGCTTGTGTCGGATGAACTGTCGGCTG R
' ATGAGCCGATTGGGCAGACGGAAGCATG

3 EFw TACTGTCTCGATCTGCTTTCATCTTTTCATGCTT D
' CCGTCTGCCCAATCGGCTCATCAGCC

9 F Ry AAAGACAAAAAGGAAGAGAAAAATAAAAGG R
' AAACTAGATCAGAATCATGAGAGATGACGG

10 G.Ew TCACATCTGTTGACCATCACCATCATCTCCGTC D
' ATCTCTCATGATTCTGATCTAGTTTCC

1 G.RV GTCAAGACTGTCAAGGAGGGTATTCTGGGCCT R
' CCATGTCGTTAACTCCAAGCGCTGATCG

12 H.Ew TCAATCTATCATATGTAAACCTTTCGATCAGCG D
' CTTGGAGTTAACGACATGGAGGCCCAG

13 H.RV GCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGC R
' CGCGCTTAATGCCAGTATAGCGACCAGC

1 HA RV GAAAAATAAAAGGAAACTAGATCAGATCATC R
' AAGCGTAATCTGGAACGTCATATGGATAG

15 A HAEw TCGGCCTTTAGAATCAGGCCCATCAAAACGCT 5
- ACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG

16 B HA Ew GGTCTCCCGCTCGGCCAGACGGAGGTTCCAAT b
- ACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG

17 C HAFw TCTCGGCACACAGGCCACTCCCTCATCCTCCTA D
- CCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG

18 D HA.Fw GTTCAACCCGTTCGATCCTTTGTACTCTGTTTA 5
- CCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG
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19

20

21

22

23

24

25

26

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

E_HA.Fw

F_HA.Fw

A SRE1 STOP H
A.Rv
B SRE1 STOP H
A.Rv
C SRE1 STOP_H
A.Rv
D SRE1 STOP H
A.Rv
E SRE1 STOP_H
A.Rv
F SRE1 STOP_HA
.Rv
mKan.Fw
mKan.Rv
Srel.Med.Fw
Srel Med.Rv
FLAG.Fw
Ori+Amp.Fw
Ori+Amp.Rv
Nat.Rv
HAseq.Fw
HAseq.Rv

TCGGAAGAAGGCCCGAGTGACGGCCACCGTCT
ACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG
TCAGGACTTTCTCGCCACCGACTCCCACGCGT
ACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGG
TAGCCAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTA
GCGTTTTGATGGGCCTGATTCTAAAGGC
TAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACATCGTA
TGGGTATTGGAACCTCCGTCTGGCCGAG
ATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACATCGT
ATGGGTAGGAGGATGAGGGAGTGGCCTG
CCAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAAAC
AGAGTACAAAGGATCGAACGGGTTGAAC
CATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACATCG
TATGGGTAGACGGTGGCCGTCACTCGGG
TCATAGGGATAGCCAGCGTAATCTGGAACATC
GTATGGGTACGCGTGGGAGTCGGTGGCG
CCGTACTCCTGATGATGCATGG
CCGTACTCCTGATGATGCATGG
AATCACCCTCCCGCTCGATACAC
ACATCCTCGAACTTCAAAGGGAGC
GACTACAAAGACCATGACGGT
CAGAGCGAGGTATGTAGGCG
CAGAGCGAGGTATGTAGGCG
ATGCCCTGCCCCTAG
TACCCATACGATGTTCCAG
AGCGTAATCTGGAACGTC

A 0XVXVO0O0OXNUNVOXNVO X

Se realizaron reacciones de PCR para amplificar los fragmentos para cada transformacion de S.
cerevisiae. Los productos de PCR se mezclaron para su ensamblaje y la generacion de cada vector
(7 fragmentos por vector) tomando 250 pL (50 ng/uL) de reacciones de PCR de los fragmentos de
menor tamario (2 fragmentos de aproximadamente 500 pb) junto con 200 pL (100 ng/pL) de las
reacciones de PCR de fragmentos de mayor tamafio (5 fragmentos que varian entre 1500 a 3000
pb), dando un volumen final de 1500 pL que se mezcld por agitacidén en vortex por 1 min. La
mezcla se separ6 en fracciones de 200 pL, que se precipitaron con 1 mL de etanol absoluto frio

toda la noche. Los tubos se centrifugaron por 10 min a 14.000 rpm y se eliminé el sobrenadante.

4.4 Preparacion de DNA para transformar S. cerevisiae
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El precipitado obtenido se lavé con 1 mL de etanol 75%, se centrifugd por 5 min para eliminar los
restos de etanol y se dejé secando. Finalmente, el DNA se suspendi6 en 20 uL de agua de biologia
molecular, se incubd durante 10 min a temperatura ambiente y se almacend a -20°C para su

posterior uso.

4.5 Digestion enzimatica

Las reacciones de digestion de los plasmidos se realizaron en un volumen final de 20 pL, siguiendo
las instrucciones indicadas por el proveedor de las enzimas (ThermoScientific). Cada digestion se

incubd a 37°C y se revisaron 10 pL de la reaccidn en un gel de agarosa al 1%.

5. Transformacién por electroporacion

5.1 Transformacion de E. coli

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un indculo de E. coli DH5a crecido en
medio LB con &cido nalidixico (15 pg/ml) a 37°C. Cuando el cultivo alcanz6 una DOsoonm de 0,4
a 0,5 (Sambrook & Russell, 2001) se centrifug6 a 10.000 rpm a 4°C por 5 min y se descartd el
sobrenadante. Obtenido el precipitado, se lavd 2 veces con 250 mL de agua fria estéril y una vez
con 20 mL glicerol 10% estéril. Las células se suspendieron en 3 mL de glicerol 10% vy se
dividieron en fracciones de 40 pL en tubos Eppendorf estériles los cuales se almacenaron a -80°C

para su posterior utilizacion.

Para electroporar, se tomd una fraccion de células y se afiadié de 1 a 2 uL de DNA plasmidico (200
ng/uL) o 5 uL de DNA de S. cerevisiae (40 ng/uL), y la mezcla se transfirié a una cubeta de
electroporacion de 2 mm. Las células se transformaron mediante pulso en el electroporador BioRad
Gene Pulser X Cell a2.500 V, 25 uF y 200 Q. Una vez aplicado el pulso, las células se suspendieron
en 1 mL de medio LBy se incubaron por 1 h a 37°C. Finalmente, las células se sembraron en medio

LB-agar con ampicilina y se incubaron a 37°C hasta la aparicion de colonias.
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5.2 Transformacion de S. cerevisiae

Las células electrocompetentes se prepararon a partir de un inéculo de S. cerevisiae S288c crecido
en 100 mL de medio YEP a 30°C con agitacion constante. Cuando el cultivo alcanzd una DOgoonm
de 1 a 1,5, las células se colectaron centrifugando a 10.000 rpm a 4°C por 3 min. Se descarté el
sobrenadante y las células se lavaron 2 veces con 50 mL de agua fria estéril y 1 vez con 25 mL de
sorbitol 1M frio estéril. Las células se suspendieron en 800 pL de sorbitol 1M y se separaron en

fracciones de 100 pL.

Para llevar a cabo la electroporacion, una fraccion de células se mezclo con 5 a 15 uL de DNA
para transformar (previamente dializado) y la mezcla se transfirié a una cubeta de electroporacion
de 2 mm. Con el electroporador BioRad Gene Pulser X Cell, se aplico un pulso de 1.500 V, 25 pF
y 200 Q. Luego, las células se suspendieron en 900 puL de medio YEP y se incubaron por 2 h a
30°C. Finalmente, se sembrd el total de células en medio YEP-agar con G418 y se incubaron a

30°C por 48 h o hasta la aparicion de colonias.
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RESULTADOS
1. Disefio de vectores

Los vectores se disefiaron de modo que mediante recombinacién homdloga se reemplace el gen
nativo SRE1 en X. dendrorhous por versiones de diferente largo (cada vez mas cortas) y que,
ademas, se exprese la proteina Srel fusionada a los epitopos FLAG y HA, en sus extremos N-y C-
terminal, respectivamente. Se disefiaron vectores con 6 versiones del gen SRE1 (Figura 3), los
cuales fueron nombrados vector A hasta el F, siendo A la version completa de la proteina unida a

los epitopos y F, la version mas pequefia de la proteina.

Los vectores cuentan con las secuencias Up y Down que corresponden a secuencias de
aproximadamente 500 pb de las zonas rio arriba y abajo del gen SRE1 que permitiran que ocurra
la recombinacion homologa en X. dendrorhous y reemplazar al gen SRE1, ademas de contar con
las distintas versiones del mismo gen fusionado a las secuencias de los epitopos FLAG y HA junto
con el terminador del gen SRE1 y, por ultimo, un marcador de seleccion para levaduras, en este

caso es el médulo Natl que confiere resistenciaa NTC (Figura 4.A).

Ademas de la construccion de interés para reemplazar al gen SREL, los vectores contienen los
fragmentos necesarios para su replicacion y mantencion en S. cerevisiae (origen de replicacién que
en este caso corresponde al DNA 2u) y en E. coli (Ori), y marcadores de seleccién en ambas

especies (E. coli: ampicilina/Amp y S. cerevisiae: geneticina/G418 (Figura 4.B).
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Figura 3. Disefio de vectores y diferentes versiones de la proteina Srel. Versiones del factor de
transcripcion Srel unido a los epitopos FLAG y HA en sus extremos N-y C- terminal respectivamente,
en morado se destaca el motivo bHLH y en rosado se sefialan los dominios transmembrana (TM). En

la esquina inferior derecha, se indica el tamafio en aminoacidos (aa) de la correspondiente version de
Srel.

Up Flag  SRET HA tSRE Nat1 Down

Figura 4. Disefio de vectores y diferentes versiones de la proteina Srel. (A) Esquema general del
modulo de transformacion de cada vector para reemplazar a SRE1 (Up-FLAG-SRE1-HA-tSRE-Nat1-
Down). (B) Esquema general de los 6 vectores disefiados y construidos en este trabajo para reemplazar
el gen SREL1 nativo en X. dendrorhous. Se sefiala el mddulo de transformacién para reemplazar a SRE1
(Up-FLAG-SRE1-HA-tSRE-Nat1-Down), los diferentes marcadores de resistencia (Amp, Natl y
G418), origenes de replicacion de E. coli (Ori) y S. cerevisiae (2u) y el orden de los diferentes
fragmentos. disefiados en este trabajo.
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2. Construccién de vectores

Para la construccién de los vectores se utilizo la técnica DNA assembler (Figura 5) la cual consiste
en amplificar mediante PCR fragmentos de DNA cuyos extremos sean homologos entre si para
permitir su ensamble in vivo mediante recombinacion homologa. En este trabajo, los fragmentos
de DNA se amplificaron con partidores de 60 bases, de los cuales aproximadamente 40 bases
correspondian a “colas” homologas al fragmento o modulo aledafio, de esta forma los fragmentos
de DNA se ensamblan mediante recombinacion homologa en S. cerevisiae (Figura 5.B). Una vez
amplificados los fragmentos necesarios para construir el vector (en este trabajo: 7 fragmentos por
cada vector), se transforma S. cerevisiae para ensamblar los fragmentos. Luego de la
transformacion, se siembran las células en placas que contengan un medio de seleccion (en este
trabajo, el antibidtico G418) y se incuba a 30°C hasta la aparicion de colonias. Se seleccionan
algunas colonias al azar para extraer DNA con el cual se transforma E. coli para recuperar el

plasmido construido (Figura 5.C).
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Figura 5. Esquema de la técnica DNA assembler. (A) Ejemplo de la obtencion de fragmentos mediante
PCR. (B) Recombinacion homologa de los diferentes fragmentos para la construccién de vectores. (C)
Pasos clave de la técnica utilizada en este trabajo para la construccion de los vectores.

2.1 Amplificacion de modulos

Lo primero que se hizo fue obtener las fuentes de DNA para amplificar mediante PCR los médulos
necesarios para la construccion de los vectores. En la Figura 6.A se observan en un gel de agarosa
los distintos fuentes de DNA utilizados como molde. En este caso corresponden a los plasmidos
pBS para amplificar el médulo con el origen de replicacion en E. coli y la resistencia a ampicilina
(Ori+Amp), pBS-Nat para amplificar el modulo de resistencia a NTC (Natl), pYES2-kan para

amplificar el modulo de resistencia a G418 (G418), pYES2 para amplificar el modulo de origen de
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replicacion en S. cerevisiae (2u), pUC57-HAtSRE1 para amplificar el epitopo HA junto con la
secuencia terminadora del gen SRE1 (HA-tSRE), DNA genomico de la cepa CBS.SRE1.Full.AStp1
de X. dendrorhous con el cual se amplifico el médulo que contiene la region rio abajo del gen SRE1
(Down) y ademas el modulo que contiene arriba del gen SREL, la secuencia del epitopo Flag y una
version del gen SRE1 (X_Up), y por ultimo el moédulo A_Up amplificado por PCR que contiene la
secuencia rio arriba del gen SRE1, la secuencia del epitopo Flag y la version A del gen SRE1
(A_Up). Los fragmentos se amplificaron mediante PCR y se clasificaron en mddulos comunes a
todos los vectores (fragmentos Ori+Amp, Natl, G418, 2u 'y Down) o médulos especificos de cada
vector que fueron amplificados con diferentes partidores dependiendo de las versiones del gen
SREL. Por lo tanto, dentro de los modulos especificos se tienen 6 versiones distintas del médulo
HA-tSRE (Figura 6.B) el cual contiene las secuencias del epitopo HA y el terminador del gen
SRE1, siendo las “colas” de este vector parte del gen SRE1 y del modulo Natl dado el orden de
ensamble de fragmentos para formar el vector (Figura 4.A). También se tienen las 6 versiones de
los médulos denominados como X_Up, los cuales contienen las secuencias rio arriba del gen SRE1L,
la secuencia del epitopo Flag y una versién del gen SRE1, cuya diferencia de tamafio (versiones A-
F) se evidencié mediante electroforesis en gel de agarosa (Figura 6.C). Por otro lado, la Figura 6.D
muestra los moédulos comunes que fueron amplificados con los mismos partidores para generar los
distintos vectores. Los tamafios de todos los modulos se indican en la Tabla 4, donde se sefiala el
tamafo del fragmento y del fragmento amplificado, siendo el segundo el que tiene las “colas” de
sus modulos adyacentes, junto con la T de anneling, el tiempo de elongacion para cada reaccion y
los partidores utilizados para amplificar cada fragmento. La amplificacion de cada médulo fue

evaluada mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% (Figura 6).
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1. DNAg de X. dendrorhous
CBS.SRET.Full.AStp1

2. A_Up
gggg SE 3. pUC57-HA.tSRE1
1500pb 4. PYES2
1000 pb 5. pBS-Nat

6. PBS

7. pYES2-kan

1. Ori+ Amp
2.2y

3. Nat1

4. mKan

5. Down

Figura 6. Fragmentos de DNA amplificados para DNA assembler. (A) Fuentes de DNA
utilizadas para la amplificacion de los fragmentos. A la derecha del gel se indica el DNA que
corresponde cada carril. (B) Amplificacion por PCR de mddulos HA_tSRE especificos para cada
vector. (C) Amplificacion por PCR de Mddulos especificos que contienen las 6 versiones del gen
SRE1 de diferente tamafio. (D) Amplificacion por PCR de médulos comunes para generar todos
los vectores. A la derecha del gel se indica el modulo que corresponde cada carril. En todos los
geles se uso el marcador de tamafio molecular MaestroGen 1 Kb Plus DNA Ladder.

Tabla 4. Detalles de modulos amplificados mediante PCR

Médulo N° de _P_artidores Tamafio Tamaﬁq fragmento  Tanneling Tier_npo
Utilizados fragmento (pb) amplificado (pb) (C9) (min)

A HA 7y 15 434 507 55 15
B_HA 7y 16 434 507 55 15

C HA Ty 17 434 507 55 15

D HA 7y18 434 507 55 15

E HA 7y 19 434 507 55 15

F HA 7y 20 434 507 55 15

A _Up 5y 21 3711 3788 55 2,0
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B_Up S5y22 3059 3135 55 2,0

C_Up 5y 23 2935 3019 52 2,0
D _Up 5y24 2863 2937 58 2,0
E_Up 5y 25 2746 2831 55 2,0

F _Up 5y 26 2587 2673 55 2,0
Ori+Amp ly?2 2918 3003 55 1,5
21 3y4 1472 1554 55 1,5
Natl 8y9 1362 1453 55 1,5
mKan 12y 13 1356 1445 55 1,5
Down 10y 11 500 590 45 0,5

2.2 Transformacion de S. cerevisiae

Primero cabe mencionar que las primeras transformaciones de S. cerevisiae se hicieron siguiendo
el protocolo de Muller et al. (2012), donde se prepararon 30 ng de DNA por cada fragmento los
cuales se precipitaron para resuspender el DNA total en un volumen de 10 pL. Al seguir este
protocolo se obtuvo entre 1 — 2 colonias por transformacion, por lo que se hicieron diferentes
modificaciones a este protocolo llegando a lo mencionado en la seccién de metodologia donde por

cada transformacion de S. cerevisiae se obtenian al menos 15 colonias.

Por lo tanto, una vez amplificados los fragmentos para la construccion de cada vector, éstos se
combinaron dependiendo del vector (A-F) y con la mezcla se transformo a la levadura S. cerevisiae.
Las colonias transformantes se seleccionaron en placas con medio YEP suplementado con G418.
Por cada transformacion, se tomaron de entre 4 a 18 colonias al azar a las cuales se les extrajo DNA
(mediante ruptura mecéanica) y verifico mediante PCR la presencia del vector ensamblado con la
version apropiada del gen SRE1 en cuanto a su tamafio. Por esta razon, se amplifico la zona SRE1
— HA utilizando los mismos partidores (29 y 36) dado que el tamafio del producto de PCR varia
para cada uno de los vectores, lo que permite diferenciarlos entre si. A modo de ejemplo, se muestra
el analisis por PCR de 8 colonias de S. cerevisiae de la construccion del vector A, en las que se

confirmd la presencia del gen SRE1 (del tamafio apropiado de acuerdo con el disefio original del
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vector A) unido a la secuencia que codifica al epitopo HA (Figura 7). En este caso, a partir del
DNA de 4 de las 8 colonias seleccionadas (A13, As.1, Aszy Asa), Se obtuvo un producto de PCR

del tamafio esperado.

A
Up Flag SRET HA tSRE Nat Down

| |
1547 pb

B .A1.3*A1.4 A1.1 A1.2 A1.3 A1.4 *A3.1 'A3.2 *A3.3 *A3.4 A3.1 A3.2 A3.3 A3.4 C-

Figura 7. PCR utilizado para seleccionar colonias de S. cerevisiae. (A) Esquema del fragmento
amplificado por PCR para evaluar la presencia del vector en el DNA extraido desde S. cerevisiae,
donde se sefiala el tamafio esperado del fragmento amplificado para evaluar al vector A. (B)
Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR desde transformantes de S. cerevisiae
para la construccion del vector A, donde el primer nimero indica el nimero de la transformacion
y el segundo la colonia de la cual se realiz6 la extraccion de DNA. Los carriles marcados con *
indican que para la reaccion de PCR el DNA se diluy6 10 veces (C: control negativo sin DNA).
El marcador de peso molecular utilizado en el analisis corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder.

2.3 Transformacion de E. coli y obtencion de plasmidos

Una vez extraido el DNA desde S. cerevisiae se transformé E. coli y se seleccionaron los
transformantes en placas LB-ampicilina. Cabe mencionar que entre los DNA que dieron positivos
en el PCR de seleccion de S. cerevisiae, se selecciond uno al azar con el cual se transformo E. coli
(en el caso del vector A, se selecciond Asas). A partir de los transformantes de E. coli obtenidos, se

seleccionaron entre 3 a 8 colonias para la extraccion de DNA plasmidial. En todos los casos, el
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DNA plasmidial obtenido fue evaluado mediante dos reacciones de PCR para confirmar el correcto
ensamble del vector, una de ellas fue la misma reaccion de PCR que se realizo al gDNA de S.
cerevisiae (SRE1-HA) y ademas se amplificé con otro par de partidores el fragmento HA — Nat1,
incluyendo el tSRE (Figura 8.A). Nuevamente, a modo de ejemplo, se muestran los resultados del
analisis de la construccion del vector A (Figura 8). En este caso, 8 colonias transformantes de E.
coli fueron evaluadas, donde todas ellas arrojaron resultados positivos en las reacciones de PCR,
tanto para el fragmento SRE1-HA (Figura 8.B) como para el fragmento HA — Natl (Figura 8.C).
Cabe sefialar que en el caso del fragmento SRE1-HA se observan diferencias en la intensidad entre
los amplificados de los distintos transformantes (Figura 8.B). De acuerdo con los resultados de las
reacciones de PCR, se selecciond una colonia de E. coli por cada vector (colonias Aza2, B32s,
Cia1, D1212, Ez21 Yy F1213) a la cual se le extrajo DNA plasmidial para realizar los analisis

posteriores (Figura 8.D).

A

Up Flag SRET1 HA tSRE Nat Down

1404 pb

A‘I A2 A3 A4 AS A6 A7 AB C AZ A3 A4 AS A6 A7 A8 C-

5000 pb
3000 pb
1500 pb
1000 pb

500 pb

T e Gt e G At nd) )\t

D

13000 56 Sy A=11768pb  D=10920 pb
B=11109pb  E=10803 pb
C=10992pb  F=10644 pb

Figura 8. Leyenda en pégina siguiente.
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Figura 8. PCR utilizado para la seleccion de colonias de E. coli. (A) Esquema donde se
muestran las zonas amplificadas por PCR a partir de plasmidos extraidos desde colonias
transformantes de E. coli. (B) Producto de PCR SRE1 — HA, reacciones realizadas sobre plasmidos
extraidos desde colonias transformadas con el vector A. (C) Producto de PCR HA — Natl,
reacciones realizadas sobre plasmidos extraidos desde colonias transformadas con el vector A.
(D) Plasmidos extraidos desde E. coli. A la derecha del gel se indica el vector (A-F) que
corresponde a cada carril y su tamafio. (C: control negativo sin DNA). ElI marcador de peso
molecular utilizado en los analisis corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.

3. Analisis de Vectores

3.1 Analisis por PCR

Ya obtenidos los 6 plasmidos disefiados, se verifico que éstos se hayan ensamblado correctamente.
En primera instancia la verificacion se hizo mediante PCR, donde se realiz un total de 6 reacciones
por plasmido que amplifican diferentes regiones (Figura 9). Dentro de las 6 reacciones, 5 de ellas
amplifican fragmentos del mismo tamafio en todos los vectores y una reaccion amplifica
fragmentos de diferentes tamarios dependiendo de la versién del gen SRE1 incluida en el plasmido,
la cual corresponde a la reaccién que amplifica al fragmento SRE1 — HA, utilizando los mismos

partidores con los que se evalud la presencia del vector tanto en S. cerevisiae y en E. coli.
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Figura 9. Anélisis mediante PCR de los vectores Asaz, Bs23, C1a1, D1212, Ez21Y F1213. (A) Esquema
de las zonas amplificadas junto con los respectivos tamafios esperados, numeradas de 1 a 6 en el orden
respectivo del ensamblaje del vector. El fragmento 4 permite diferenciar a los 6 vectores (A-F). (B)
Andlisis por PCR de los 6 vectores construidos, donde se muestran las reacciones 1 a 6 (de acuerdo con
el esquema en A) junto con su respectivo control negativo a la derecha de cada carril. La letra en la
esquina superior izquierda de cada gel, sefiala al vector analizado en cada gel. Los marcadores de peso
molecular utilizados en estos analisis corresponden a MaestroGen 1 kb Plus DNA Ladder (para los
andlisis de A, B, C, Ey F) y de ThermoFisher 1 Kb Plus DNA Ladder (para el anélisis del vector D).

Como se puede ver en la figura, los analisis mediante PCR de los 6 vectores evidencian, mediante
el tamafio de los productos de PCR, el correcto ensamble de los fragmentos. En el caso de los
carriles nimero 4 (PCR SRE1 — HA) se observa la diferencia de tamafios de los amplificados,

mostrando las diferentes versiones del gen SRE1 en los 6 vectores (Figura 9.B).
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3.2 Analisis por mapa de restriccion

Para confirmar el tamafio y estructura, los plasmidos generados también fueron analizados por
analisis de restriccion. En este trabajo se utilizaron las enzimas de restriccion Xbal y Hpal, las
cuales poseen uno y tres sitios de cortes en los plasmidos construidos respectivamente. La figura
10.A muestra el mapa de restriccion virtual general para todos los plasmidos y en la Figura 10.B
se sefiala la diferencia de tamafio esperada de los respectivos fragmentos de cada plasmido
construido. Cabe sefialar que digerir los plasmidos solo con la enzima Hpal permite liberar el
fragmento de DNA de interés para en un futuro transformar a X. dendrorhous y reemplazar al gen
SREL1 nativo por las distintas versiones del gen disefiadas. En la Figura 10.C se muestran los geles
de agarosa con las digestiones de los vectores analizados (Az.4.2, B323, C14.1, D12.12, E321Y F1.213)

junto con los plasmidos sin digerir.

Se observa en la Figura 10.C que la digestion con Xbal (Carril 2) linealiza todos los vectores al
tener solo un sitio de digestion, en el carril 3 se muestra la digestién con la enzima Hpal, la cual
libera el mddulo de interés generando 2 cortes en los extremos de las zonas rio arriba y rio abajo
del gen SRE1 (Zonas Up y Down) ademas de tener un sitio de restriccion en el médulo 24 como
se muestra en el esquema de la Figura 10.B. En el gel se pueden observar en las digestiones de
todos los vectores los fragmentos comunes de 885 pb y de 4867 pb junto con los fragmentos
especificos para cada vector, las cuales corresponderian al modulo de interés. Por altimo, en el
carril 4 se observa la doble digestiébn con ambas enzimas donde se observan los fragmentos
esperados en todos los vectores, ademas de observarse en todas las digestiones una banda tenue de

aproximadamente 1500 pb.
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Figura 10. Leyenda en la siguiente pagina.
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Figura 10. Analisis de vectores construidos por restriccion. (A) Mapa virtual general de vectores
construidos donde se muestran los sitios de corte de las enzimas Xbal y Hpal utilizadas para analizar los
vectores. (B) Esquema de fragmentos generados por cada digestion junto con los tamafios esperados.
(C) Digestiones de los vectores A, B, C, D, E y F. El orden de los carriles en cada caso es 1. Plasmido
sin digerir 2. Digerido con Xbal 3. Digerido con Hpal 4. Digerido con Xbal + Hpal. El marcador de
peso molecular utilizado en el analisis corresponde a GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder.
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DISCUSION

Actualmente, en biologia molecular la construccion de pldsmidos utilizados con el objetivo de
modificar genéticamente a distintos organismos implica que se disefien, a partir del gen de interés,
partidores a los cuales se le afiaden sitios de restriccion para que mediante la reaccion de PCR se
genere un fragmento de DNA que contenga las secuencias de los sitios de restriccion integradas,
posteriormente se realiza la digestion directa tanto del producto de PCR, como del vector para ligar
ambos productos y transformar E. coli, obteniendo mediante la seleccién de algun marcador el
plasmido deseado (Cohen et al., 1973). Si bien esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la
construccion de vectores, tiene ciertas limitaciones como, por ejemplo, la cantidad de sitios de
restriccion en el vector utilizado y la presencia de éstos en el gen de interés. Por otro lado, existen
las problematicas de ligar fragmentos de gran tamafio o de clonar multiples fragmentos de DNA
con esta metodologia. Una solucidn a este problema ha sido la técnica del DNA assembler, en la
que se utilizan partidores de aproximadamente 60 o mas pb que afiaden al fragmento amplificado
“colas” que corresponden a la secuencia del extremo del fragmento o vector con el que se quiere
unir. La unién de estos fragmentos puede ser in vitro utilizando las enzimas DNA ligasa, DNA
polimerasa y 5’ Exonucleasa (Gibson et al., 2009) o también se puede realizar in vivo con
microorganismos que realicen la recombinacion homdloga de manera eficiente como la levadura
modelo S. cerevisiae (Shao etal., 2008). En la unién in vitro de los fragmentos mediante
ensamblaje de Gibson, en primer lugar, una enzima 5’ exonucleasa degrada los extremos solapantes
de los fragmentos a unir generando salientes 3’ de hebra simple, l0s que posteriormente se alinean
secuencialmente a traves de la complementaridad de bases en sus extremos. Luego una DNA
polimerasa completa los espacios que quedaron por la exonucleasa y finalmente una enzima DNA
ligasa forma el enlace fosfodiéster entre el extremo 5’ de un fragmento y el extremo 3’ del

fragmento aledafio (Gibson et al., 2009). EI mecanismo de recombinacion homologa en S.
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cerevisiae funciona como un mecanismo de reparacion del DNA, donde participan diferentes
enzimas como DNA polimerasas, nucleasas, recombinasas, etc. Estas enzimas utilizan como molde
un fragmento de DNA para reparar las hebras dafiadas, este mecanismo puede ser utilizado para
unir fragmentos. Esta técnica presenta como ventaja el hecho de que se pueden unir mas de dos
fragmentos generando fragmentos de DNA o vectores que pueden llegar a poseer mas de dos
modulos y el orden en el que se une cada fragmento es especifico debido a que depende de la
secuencia que uno agrega en el PCR con los partidores. En este trabajo se disefiaron y construyeron
6 vectores utilizando la técnica de DNA assembler, la cual permitié ensamblar en cada uno de ellos

7 fragmentos de tamarios que varian entre 500 pb a aproximadamente 3500 pb.

La amplificacion de los fragmentos utilizados en el DNA assembler fue realizada con la enzima
polimerasa Pfu, la cual presenta mayor termoestabilidad y capacidad correctora sobre la enzima
Taq polimerasa. La Pfu polimerasa presenta actividades de exonucleasa en sentido 3° — 5°, lo que
permite que durante la amplificacion de los productos de PCR esta misma corrija los errores que
pudiese haber generado al momento de agregar los nucleétidos, teniendo una tasa de error de 1
cada 2,5 millones pb (Agilent Technologies). En la Figura 6, se muestran los fragmentos
amplificados por PCR, en algunos casos se observan bandas de menor intensidad que las bandas
de interés, esto podria explicarse debido a que los partidores utilizados para el DNA assembler, son
de 60 pb, por lo que pueden formar horquillas u otro tipo de estructuras secundarias entre si, asi
como también el hecho de que estos pueden unirse a otras regiones del DNA, perdiendo la
especificidad a la hora de amplificar los fragmentos. La construccion de los vectores en S.
cerevisiae fue exitosa para los 6 vectores, presentando un 25% de efectividad (al menos 1
construccion por cada 4 colonias analizadas) (Figura 7). Por otro lado, en los analisis a las colonias

transformantes de E. coli se observa que en un 100% de las colonias analizadas hay presencia del
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vector, pero con diferentes intensidades, lo cual puede deberse a que la extraccion del DNA

plasmidico en E. coli vario en las diferentes colonias.

Por lo mencionado anteriormente, es necesario analizar correctamente el ensamble de los vectores.
El andlisis mediante PCR mostrado en la Figura 9, indica que los 6 vectores presentan los 7
diferentes fragmentos correspondientes, y que estos se encuentran ensamblados en el sentido y
orden correcto. Si bien en algunas reacciones se observan bandas de menor intensidad, esto puede
deberse a caracteristicas especificas de cada pareja de partidores utilizados en la amplificacion.
Pese a ello, las reacciones realizadas, si permitieron confirmar el correcto ensamble de los vectores.
Sin embargo, para optimizar las reacciones de PCR y eliminar las bandas inespecificas, se podrian
realizar reacciones con un gradiente de temperatura para el paso de alineamiento de los partidores,
y de esta manera evaluar a qué temperatura las bandas inespecificas se dejan de ver. Para
complementar el andlisis por PCR, se realizé un andlisis de restriccion en el que, como se observa
en la figura 10, los fragmentos resultantes en cada digestion coinciden con el tamafio de los
fragmentos esperados, por lo tanto, los vectores construidos son portadores de los médulos de DNA
disefiados para luego reemplazar al gen SRE1 en X. dendrorhous. En el caso de la doble digestion
con Xbal y Hpal se observa una banda tenue de alrededor 1500 pb en todos los vectores
construidos, banda que no era esperada. Esto puede deberse a que las condiciones para que ambas
enzimas actuen juntas, como el buffer utilizado, tiempo de digestién, cantidad de enzima, pueden
no ser las Optimas generando lo que se conoce como Star activity, la que ocurre cuando las
condiciones en las que se realiza la reaccion no son las adecuadas para las enzimas y puede
provocar que estas se unan a secuencias que son similares pero no idénticas a la secuencia de
reconocimiento (Wei et al., 2008). Al realizar la doble digestion con las enzimas se utilizo el buffer
recomendado, el cual era 6ptimo solo para una de las enzimas utilizadas, lo que llevo a utilizar el

doble de la otra enzima, esto pudo haber llevado a que una de las dos enzimas se uniese a otra
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region. Para evaluar esta posibilidad, se hizo una nueva digestion para uno de los vectores, donde
se digirio con s6lo una enzima bajo sus condiciones dptimas, y una vez digerido con ésta, la enzima
se inactivd y la mezcla se dializd. A continuacion, se digirio el vector con la segunda enzima,
también bajo sus condiciones optimas. Al evaluar la digestion del vector en un gel de agarosa, no
se observd la banda de 1500 pb, demostrando que su aparicion se debia a las condiciones de la
reaccion de digestion. Lo anterior no se realiz6 con todos los vectores debido a que, pese a la
aparicion de esta banda inespecifica, se observaban todos los fragmentos esperados. Otra posible
explicacion a la banda inespecifica es que hubiese ocurrido alguna mutacion a la hora de amplificar
alguno de los fragmentos comunes utilizados en el DNA assembler la cual haya generado un sitio
nuevo de restriccion que se presentaria en todos los vectores o también que alguna de las fuentes
de DNA ya presentase el sitio de restriccion. El resultado principal del analisis de digestion, es que
el modulo de interés necesario para luego transformar a la levadura X. dendrorhous, si se libera en
todos los vectores y este fragmento liberado tiene el tamafio esperado para cada version de SREL,
por lo tanto los vectores si podrian utilizarse en futuros experimentos. Juntos, los andlisis de PCR
y de restriccion indican que los fragmentos de los vectores fueron ensamblados en el orden y
sentido correcto. Ademas, se observa en la Figura 10 que el mddulo de interés que contiene las
zonas rio arriba y abajo del gen SREL, las distintas versiones del mismo gen fusionado a las
secuencias de los epitopos FLAG y HA junto con el terminador del gen SRE1 y el marcador de
seleccion Natl es liberado por la enzima Hpal, lo que nos indica que los 6 vectores podrian ser

utilizados para transformar X. dendrorhous con las distintas versiones del gen SRE1.

Si bien los andlisis realizados en este trabajo indican que los fragmentos de cada vector fueron
ensamblados exitosamente segun el disefio construido, aun queda por evaluar la secuencia de los
modulos con los que se transformara X. dendrorhous para confirmar que durante el proceso de

construccion de los vectores (desde la amplificacion de los fragmentos hasta la obtencion final de
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los plasmidos desde E. coli) no hayan ocurrido mutaciones. Si hubiese alguna mutacion en el gen
SREL1 y los respectivos epitopos, se podria afectar el correcto funcionamiento de la proteina Srel,
lo que afectaria la correcta evaluacion del fenotipo de las cepas transformantes con los vectores en
X. dendrorhous. Para determinar lo dicho anteriormente es necesario secuenciar el médulo que se
quiere utilizar para transformar X. dendrorhous y analizar estas secuencias para determinar si
ocurrio o no alguna mutacion en los distintos genes de interés. Una vez confirmado que la secuencia
de interés no posee mutaciones perjudiciales que afecten a Srel, los vectores podran ser utilizados
para la transformacion de X. dendrorhous, en la cual se espera reemplazar mediante un evento de
doble recombinacién homdloga el gen nativo SRE1 por distintas versiones del mismo gen tanto en
cepas mutantes de la proteasa Stpl o SppA bajo fondo genético silvestre o mutante de CYP61. Asi,
se podran evaluar los fenotipos resultantes como también a la proteina Srel mediante Western blot,
lo que contribuira para conocer la region donde la proteasa Stpl corta a Srel y ademas determinar
si efectivamente SppA participa en el procesamiento de Srel junto con la region donde la cortaria

en X. dendrorhous.
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CONCLUSIONES

Se logro la construccidn de 6 plasmidos que contienen distintas versiones del gen SRE1 que
varian en el tamafio y que ademas codifican a la proteina Srel fusionada a los epitopos

FLAG y HA en sus extremos N- y C-terminal.

Los plasmidos al ser digeridos con la enzima Hpal permiten liberar un fragmento de DNA
que puede ser utilizado para transformar X. dendrorhous para reemplazar el gen SRE1
nativo de la levadura, lo que permitira evaluar en proximos trabajos las zonas de corte de

las proteasas Stply SppA en Srel.
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