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1. RESUMEN

Los nutrientes actian como elementos mediadores de la respuesta celular
(crecimiento y diferenciacion), activando cascadas de sefalizacion. Una de las
vias implicada en estos fenbmenos es la via PKA (proteina quinasa activada
por AMPc) en la cual, la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica
(GPA) participa en la transmision de la sefial para activar la sintesis de AMPc.
Yarrowia lipolytica, es un organismo modelo de uso biotecnoldgico, util para el
analisis del dimorfismo ya que tiene la capacidad de diferenciarse a forma de
levadura o de micelio, en respuesta a distintos factores en el ambiente. El
objetivo fue determinar la funcion de GPA en el sensado de glucosa y en la
diferenciacion celular en el hongo dimérfico Y. lipolytica. Por medio de analisis
in silico (con el programa BLAST) en el genoma de Y. lipolytica se identificaron
2 genes (YIGPALl y YIGPA2) que presuntamente codifican para GPA’s, cuyos
tamafios de proteinas son de 410 y 442 Aa, respectivamente. Las putativas
proteinas codificadas presentan una identidad de 43-47% y 54-60%,
respectivamente, con GPA’s de otras especies, incluidas GPA’s de humanos.
Sobre las secuencias identificadas se disefiaron oligonucleétidos especificos
que permitieron la amplificacion por PCR de ambos genes los cuales se
clonaron y a partir de estas secuencias se construyeron casetes de disrupciéon
para GPAl y GPA2 utilizando como genes marcadores la secuencia de los
genes LEU2 y URA3 de Y. lipolytica; con los casetes obtenidos se generaron
mutantes teniendo como fondo genético a la cepa PO1A de Y. lipolytica. Dichas
mutantes se obtuvieron en base a su capacidad de crecer en medio selectivo.
El analisis genotipico de las putativas mutantes obtenidas mostré6 que solo
fueron positivas las mutantes A-YIGPAL. Aunque las cepas consideradas como
A-YIGPAZ2, si integraron el casete de disrupcion, se demostré que el gen GPA2
se mantuvo intacto en su locus y por lo tanto que estas cepas no eran mutantes
YIGPAZ2. El andlisis fenotipico de la mutante A-YIGPA1 mostré que la capacidad

de crecimiento de esta cepa es similar a la de la cepa control PO1A cuando



ambas se sometieron a condiciones de cultivo en medio minimo (YNB)
adicionado con diferentes concentraciones de glucosa, (27.5, 55y 110 mM y sin
glucosa adicionada). Ademas, el andlisis de microscopia mostré que no hubo
cambios en la morfologia de las células mutantes sometidas a distintas
concentraciones de dicho nutriente; en las condiciones probadas, las células
crecieron en forma de levadura y no se observo la presencia de micelio, el
mismo fendmeno se observl en la cepa control. La presencia de dos genes
GPA en el genoma de Y. lipolytica, no es sorprendente ya que numerosas
especies tienen dos 0 mas genes que codifican para la subunidad alpha de la
proteina G heterotrimérica; sin embargo, la funcion especifica de cada uno de
estos genes es diferente entre especies y se les ha atribuido participacion en el
control del apareamiento (Gpal) o en la diferenciacion celular mediada por via
AMPc-PKA (Gpa2). En Y. lipolytica, la delecion de GPA1 (mutantes A-YIGPAL)
no altera la capacidad de sensar glucosa ni condiciona la morfologia de la
célula. Es posible que los productos del gen GPA2, presente en estas células,
esté desempefiando una funcibn compensatoria, por lo que es necesaria la
construccion y el andlisis de mutantes GPA2 y de dobles mutantes
AGPA1/AGPA2 de Y. lipolytica, para analizar la funcion de cada una de las
subunidades alpha de la proteina G heterotrimérica y analizar su papel en una
mutante en donde esté suprimida completamente la codificacion de la proteina

por la delecién de los dos genes.



2. INTRODUCCION

La nutricion celular se define como el abastecimiento de nutrientes que los
organismos necesitan para obtener energia y mantener su estructura y
funciones. Este proceso bioldgico es uno de los mas importantes para el 6ptimo
funcionamiento y salud de los organismos tanto unicelulares como

multicelulares.

Considerando el proceso de asimilacion de nutrientes, en la naturaleza
existen 2 tipos de organismos: los organismos autétrofos, cuyas células
sintetizan todas las sustancias esenciales para el metabolismo a partir de
sustancias inorgénicas, tal es el caso de los organismos del reino vegetal; y las
células heterotrofas, que llevan a cabo su nutricion mediante un proceso de
formacion de moléculas organicas a partir de otras, este ultimo es el tipo de

nutricion que poseen los organismos del reino animal.

El crecimiento y la diferenciacion celular son controlados inicialmente por
sefales nutricionales, la entrada de estos nutrientes son interpretadas por una
variedad de vias de sefializacion que permiten el crecimiento de la célula en
respuesta a las condiciones del medio ambiente y se ha determinado que la
disponibilidad de los nutrientes en el medio es el principal factor de control,

crecimiento y desarrollo celular.

La regulacion del crecimiento celular en respuesta a los nutrientes es crucial
para la supervivencia de todos los organismos. Todas las células tienen la
capacidad de evocar las respuestas apropiadas que se miden como sefales, y
estas sefales son traducidas en respuestas a los cambios ambientales y a otros
elementos externos como son los nutrientes (fuentes de carbono y de
nitrogeno), el pH, la temperatura, citrato o suero, atmodsfera gaseosa y la

presencia de determinados compuestos (factores de crecimiento) en el medio.



En los Ultimos afios, ha habido un enorme progreso en la identificacion de
las proteinas que regulan la respuesta celular a estas sefiales en el medio y en
la forma en que dichas sefiales en la superficie celular estan vinculadas a
posteriores cambios bioquimicos en el citoplasma y ndcleo. Una cuestidon
relacionada con estos estudios es poder determinar los mecanismos por medio
de los cuales una via de sefalizacion individual se integra de manera apropiada
con (o al margen de) otras vias para constituir redes mas grandes que controlan
el comportamiento general de la célula. Lo anterior se refiere a las vias de
transduccion de sefiales, una de estas vias son las compuestas por los
receptores, las llamadas proteinas G heterotriméricas, la adenilato ciclasa, y
una serie de elementos (proteinas) que integran la cascada de sefializacién de
la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA), cuyos homologos se pueden
encontrar en los organismos multicelulares considerados evolutivamente

superiores (mamiferos).

En diferentes especies (tanto procariotas como eucariotas), se ha
demostrado la participacion de la proteina G heterotrimérica y sus componentes
(subunidades alpha, beta y gamma) en el sensado de nutrientes;
especificamente, se ha determinado que después que la sefal (nutriente) ha
sido captado por la proteina receptora en la superficie celular, la subunidad
alpha (Ga), al disociarse del heterodimero By tiene una estrecha relacion con la
activacion de la enzima adenilato ciclasa, enzima responsable de la sintesis de
AMPc, molécula que a su vez es responsable de la activacion de enzimas
(quinasas) encargadas de fosforilar proteinas. Como respuesta a estas
acciones, la célula estard en condiciones de llevar a cabo su metabolismo,
traduciéndose esto en crecimiento y proliferacion celular. De la misma manera,
también se ha demostrado la participacién de la proteina G heterotrimérica en
algunos otros procesos celulares como la diferenciacion celular. En el hongo
dimérfico Yarrowia lipolytica que tiene la facultad de diferenciarse en forma de
micelio o levadura, a pesar de su importancia en procesos biotecnologicos
como la degradacién de sustancias hidrofébicas (alcanos, grasas, aceites,

acidos grasos), la produccién de acidos organicos y la secrecién de proteinas
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heterdlogas, aun no esta claro el papel que juegan estas proteinas (la proteina
G heterotrimérica y sus subunidades) en el sensado tanto de glucosa y en la
activacion de sefiales que desencadenan una u otra forma celular, es decir en
la diferenciacién celular, por lo que en este trabajo se pretende conocer el papel
de la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica en el sensado de

glucosa y en la diferenciacion celular del hongo dimorfico Yarrowia lipolytica.

2.1Definicion del problema

Los nutrientes, junto con otros factores presentes en el medio son los
elementos que determinan la respuesta celular de los organismos por medio de
la activacion de una serie de cascadas de sefalizacion entre las que se pueden
mencionar a la via PKA. Se ha determinado que la via PKA es activada por
diferentes estimulos presentes en el medio como nutrientes y pH, entre otros.
La via PKA esta conservada entre todos los organismos eucariotas conocidos,
desde organismos del reino fungi, hasta el reino animal por lo que los
componentes involucrados en esta via son un blanco ideal para establecer
estudios que permitan dilucidar el papel que desempefian los diferentes
nutrientes en los procesos de diferenciacion celular. Uno de los componentes
responsables de la activacién de la via PKA es la proteina G heterotrimérica

(formada por 3 subunidades protéicas —alpha, beta y gamma-).

La subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica (Ga) esta altamente
conservada en todas las especies estudiadas, lo que es un posible indicador de
la importancia de esta proteina en los procesos metabdlicos con los cuales los
organismos responden a la disponibilidad de nutrientes en el ambiente. Una de
las estrategias utilizadas que permiten identificar el papel que juegan los
diferentes componentes de una via metabdlica es la delecion de los genes que
codifican para las proteinas involucradas en dicha via. En el hongo dimorfico
Y. lipolytica, no hay estudios acerca de los efectos que la delecion del gen que

codifica para la subunidad a de la proteina G heterotrimérica, pueda tener en el

5



sensado de nutrientes (la activacion de la via PKA) y en la diferenciacion celular
de este organismo.

2.2 Justificacién

Dentro de las principales vias de sefalizacion en organismos eucariotas se
encuentran la via de las MAPK (proteina quinasa activada por mitégeno) vy la

via PKA (proteina quinasa activada por AMPCc).

En esta dltima via (PKA) se ha descrito a la proteina G heterotrimérica y a
las subunidades que la conforman (a, B y y), como una proteina clave en la
activacion de la via en respuesta a los nutrientes del medio, especificamente a
la presencia de diferentes fuentes de carbono (como por ejemplo glucosa)

necesarias para el metabolismo celular.

La proteina G heterotrimérica juega un papel fundamental en la activacion
de la via PKA, teniendo como una funcion clave intermedia en este proceso, la
activacion de la enzima adenilato ciclasa responsable de la sintesis de AMPc,
molécula que tiene una participacion preponderante en diferentes procesos
metabdlicos en los diferentes tipos celulares. La alta conservaciéon de las
secuencias de los genes que codifican para la subunidad alpha de la proteina G
heterotrimérica (Ga) sugiere fuertemente la importancia de esta proteina en el
proceso y lo hacen un blanco atractivo para dilucidar el papel de esta proteina
en el sensado de nutrientes en el medio, en la diferenciacion y en la respuesta
celular a dichas condiciones, por lo que se pretende, mediante la delecion del
gen que codifica para la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica,
generar mutantes de Y. lipolytica que posiblemente seran deficientes en el

sensado de glucosa en el medio.

El uso del organismo dimorfico Y. lipolytica, y las mutantes creadas
permitiran analizar el comportamiento celular, en respuesta a la presencia de
glucosa en el medio, al mismo tiempo que permitira identificar el papel de la via

PKA en el dimorfismo de este organismo.
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3. HIPOTESIS

La delecién del gen que codifica para la subunidad alpha de la proteina G

heterotrimérica (Ga), es esencial para el sensado de nutrientes a través de la

activacion de la via PKA y en la diferenciacion celular en el organismo modelo

Yarrowia lipolytica.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la funcion de la subunidad a de la proteina G heterotrimérica,
en el sensado de glucosa y en la diferenciacion celular del hongo

dimoérfico Y. lipolytica.

4.2 Objetivos especificos

Busqueda in silico de la(s) secuencia(s) del (os) gen(es) que codifica(n)
para la subunidad a de la proteina G heterotrimérica.

Generacion de mutantes de Y. lipolytica por delecion del(os) gen(es) Ga.
Caracterizacién genotipica de las mutantes (células que carecen del gen
gue codifica a la subunidad a).

Caracterizacién fenotipica (velocidad de crecimiento y diferenciacion) de

las mutantes en respuesta a diferentes concentraciones de glucosa.



5. ANTECEDENTES

Las condiciones ambientales inducen el crecimiento y la diferenciacion
celular, estas condiciones son principalmente la disponibilidad de nutrientes
(fuentes de carbono o nitrégeno), cambios en la temperatura, pH, entre otros.
Se ha dicho que en general, temperaturas bajas, pH &cido o altas
concentraciones de glucosa estimulan la produccién de formas unicelulares
(Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik & Kozik, 2009), pero esto puede cambiar

dependiendo de cada especie.

Tomado en términos generales, el fendmeno de diferenciacién celular
puede dar lugar a células especializadas, ya sea, directamente como ocurre en
los hongos, o directa e indirectamente como ocurre en células eucariotas de
organismos superiores. En algunos organismos la diferenciacién termina con la
produccién de varios tipos de células que difieren en forma y/o funcion, sin
embargo, en otros organismos, las células madre dan lugar a otras lineas
celulares con caracteristicas diferentes, tal es el caso de organismos superiores

como el ser humano.

— | —

Célul / i Célula no diferenciada
e a
espe cializada - \ Célula primaria diferenciada

! ! Célula especializada

—

Figura 1. Representacién esquemaética general de un fendmeno de diferenciacién
celular. Tomado de Ruiz-Herrera & Campos-Géngora, 2012.

En el analisis de los fendbmenos de diferenciacion, es importante conocer Si

existen algunas otras reacciones o0 componentes que son comunes al proceso



de diferenciacion mostrados por los diferentes organismos. En el caso del
dimorfismo en hongos hay vias comunes que disparan este proceso. La
complejidad de estos fenbmenos requiere el entendimiento de ciencias como la
fisica, quimica, bioquimica, biologia molecular, genética, etc. que en un
conjunto permiten el abordaje de estos sucesos, y en consecuencia su

desciframiento (Ruiz-Herrera & Campos-Gongora, 2012).

Ruiz-Herrera y Campos-Gongora (2012) proponen que el estudio del
fenémeno de diferenciacion celular se podria dividir en 4 pasos, como a

continuacion se presenta:

1. Recepcién de estimulos. Los procesos de diferenciacion son provocados
por diferentes estimulos; estos estimulos son recibidos por receptores
gue perciben la sefial correspondiente.

2. Decodificacion de estimulos. Proceso que transforma la informacion a
través de estimulos dentro de un lenguaje que la célula o el organismo
comprende. Es necesario que este tipo de reacciones se den en cadena
0 en cascada, generalmente son conocidas como vias de transduccion

de sefales.

3. Cambio en el programa. A través de su operacion, la informacion recibida
va a cambiar la condicion establecida en el estado estacionario de la
célula u organismo en los niveles transcripcional, traduccional y
post-traduccional, dando lugar a la creacién de un programa diferente y

una nueva condicion de estado estacionario.

4. Reaccion final. Esta etapa comprende la expresion de los cambios en la
fisiologia y/o la morfologia de una manera cuantitativa y cualitativa. Las
alteraciones en la estructura de la célula u organismo dependen de estos

procesos, en contraste con los otros fendmenos.



5.1 Vias de sefalizacién celular

En la célula, en la primera instancia o recepcién del estimulo, juega un papel
preponderante los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), éstos
constituyen la mayor familia de receptores transmembranales responsables de
la transferencia de sefiales extracelulares al interior de la célula (Meller, 2003;
Xue, C., Bahn, Y., Cox, G., & Heitman, J., 2006).

En segunda instancia o segundo paso (decodificacion del estimulo), con el
fin de llevar la informacién al nucleo se produce la actividad de las vias de
transduccion de sefiales. A pesar de la diversidad de sefiales que puede
desencadenar el fendmeno de transicion dimorfica, las vias que transmiten este

fendbmeno estan altamente conservadas en los hongos, ver figura 2.

Ligando agenilato Adenilato
~ ciclsa cilasa
inactiva activa

Receptor
acoplado a
proteina G

/'/7 Proteina G cAN

Figura 2. Via de sefalizacion celular. Esquema donde se muestra la unién del
receptor acoplado a Proteina G (GPCR), que se encuentra en la membrana de la
célula, y la disociacion de la proteina G heterotrimérica, permitiendo la liberacion de la
subunidad alpha (unida a GTP), la cual activa a la adenilato ciclasa, proteina que se
encuentra involucrada en la sintesis de AMPc, segundo mensajero involucrado en
cascadas de fosforilacion. Tomado de Thevelein y de Winde, 1999.
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Existen dos vias de sefalizacion que controlan la morfogénesis en
organismos eucariotas como las especies del reino Fungi, estas vias fueron
identificadas en la levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae; los
resultados descritos por Lengeler y colaboradores en el 2000 lo muestran
claramente: la proteina quinasa activada por mitbgenos (MAPK) y la via de
transduccion de sefales, proteina quinasa activada por AMPc (Lengeler, K. B.,
Davidson, R. C., D'Souza, C., Harashima, T., Shen, W.-C., Wang, P., 2000).
Estudios recientes han permitido la identificacion y caracterizacion de
homélogos de los componentes de estas vias en diferentes especies de hongos
y en otras especies incluyendo a los mamiferos, en donde en este tipo de
organismos superiores las mutaciones son expresadas como patologias (Huso,

Edie, Levine, Schwindinger, Wang & Juppner, 2011).

5.2 MAPK (proteina quinasa activada por mitégeno)

La proteina quinasa activada por mitogeno (MAPK), contiene un dominio
conservado en el circuito de activacion de la quinasa en el que la treonina y la
tirosina deben ser fosforiladas para lograr la activacién (Palacios, L., Dickinson,
R. J., Sacristan-Reviriego, A., Didmon, M. P., Marin, M. J., Martin, H., 2011).
Esta via de transduccion de sefales, ha demostrado estar involucrada en el
dimorfismo, cuenta con un sistema formado por tres proteinas quinasas que
actlan en sucesion, normalmente se mantienen juntas a través de su
asociacién con una proteina de andamiaje, mas el receptor de sefial y una
proteina G heterotrimerica 0 una pequefia proteina llamada Ras. La sefial
desencadena una serie de reacciones de fosforilacion sucesivas por las
proteinas quinasas denominadas en orden: MAPKKK, MAPKK y MAPK que al
final, son responsables de la fosforilacion de las proteinas que, como ocurre en
el caso de la via PKA, son responsables del fenomeno de diferenciacion celular
(Ruiz-Herrera & Campos-Gongora, 2012). La operacion de ambas vias pueden
ser sinérgicas, es decir estar activas al mismo tiempo para el cambio dimdérfico;

0 antagonicas, estar presentes solo una de las dos vias o ambas pero solo una
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de ellas estard involucrada en la adquisicion de una morfologia diferente.
Estudios demuestran que en S. cerevisiae las vias operan sinérgicamente para
la formacion de levadura (Gancedo, 2001; Kronstad, J., De Maria, A., Funnell,
D., Laidlaw, R., Lee, N., de Sa, M., 1998).

Un fendmeno similar se observo con Y. lipolytica, donde el desarrollo de
micelio requiere una via funcional de MAPK (Cervantes-Chavez, Kronberg,
Passeron & Ruiz-Herrera, 2009), y en donde el crecimiento como levadura no
se produjo cuando se encuentra mutada la subunidad catalitica de la via de
PKA dependiente de AMPc (Cervantes-Chavez & Ruiz-Herrera, 2006).

Cuando ambas vias no son funcionales, el organismo adopta un crecimiento
en forma de levadura, lo que sugiere que este es el valor predeterminado
morfolégicamente del hongo (Cervantes-Chavez, Kronberg, Passeron & Ruiz-
Herrera, 2009).

Algunos componentes de la cascada de sefializacion de MAP kinasas
requeridos para la diferenciacion en forma de micelio, incluyen el factor de
transcripcion Stell, el cual se ha visto que interviene en la expresion de genes
que se ven involucrados en la via de MAP kinasas, condicionando al dimorfismo
de la levadura. Los resultados de Cervantes-Chavez y Ruiz-Herrera (2006)
demuestran que la via MAPK es esencial para la diferenciacién celular y el

apareamiento en Y. lipolytica (Cervantes-Chavez & Ruiz-Herrera, 2006).

5.3 PKA (proteina quinasa activada por AMPc)

En la via PKA, proteina quinasa dependiente de AMPc, la glucosa, como

nutriente especifico juega un papel determinante (Palacios et al., 2011).

La via PKA inicia con la accion de la proteina receptora acoplada a proteinas
G (GPCR’s), las cual se encuentran ancladas en la membrana, y actian como
receptores (en el caso de los estimulos externos, tales como cambios en la

calidad y cantidad de nutrientes, pH, luz, temperatura, etc.) y unidas a las
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proteinas G, (también llamadas proteinas G heterotriméricas), las cuales estan
conformadas por tres subunidades: alpha, beta y gamma. En su forma inactiva
la proteina G se encuentra unida a GDP y cuando existe la sefial extracelular,
captada por GPCR, la proteina G sufre una disociacion, entonces la subunidad
alpha, la cual juega un papel protagénico, se une a GTP adquiriendo asi su
forma activa e interacta con la enzima adenilato ciclasa (AC), que es la
responsable de la sintesis de AMPc. El AMPc sintetizado por AC actida como
segundo mensajero y tiene la funcion de activar al complejo PKA, que esta
formado por cuatro subunidades: dos subunidades cataliticas y dos
subunidades reguladoras. Por efecto del AMPc, la PKA se disocia y las
subunidades cataliticas son las encargadas de fosforilar proteinas y participar a
nivel transcripcional, regulando la expresion de genes responsables del
crecimiento, proliferacién celular, diferenciacion, supervivencia, entre otros
(Hardie, 2014).

Cuando el receptor que se encuentra en la membrana de la célula recibe
una sefal, se desencadena una reaccion; ésta es la estimulacion a la
disociacion de la subunidad a (Ga), de la proteina G heterotrimérica, del
heterodimero By, es asi como la cascada de sefializacién continta estimulado o
inhibiendo a la adenilato ciclasa, iniciando la transferencia de la sefal. Los
estudios que confirman el funcionamiento de esta via en hongos, se han
realizado en una variedad de especies. A pesar de la alta conservacion de
genes gue codifican a los componentes de la via en diferentes especies parece
que hay un control diferencial en las diferentes especies de hongos; por
ejemplo, la sintesis de AMPc, por medio de la via PKA activa el crecimiento
filamentoso (forma de micelio) en S. cerevisiae, mientras que el AMPc juega un
papel negativo inhibiendo el crecimiento filamentoso en el hongo Ustilago
maydis (Lengeler et al., 2000).

Los estudios sobre el fendbmeno de transicion dimorfica de Y. lipolytica
sugieren que las vias de MAPK y PKA en este fenOmeno juegan papeles

opuestos. Los datos confirman que las vias de MAPK y PKA operar en
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oposicion en el comportamiento dimorfico de Y. lipolytica, y de manera sinérgica
en el apareamiento. Estos datos resaltan la idea de que en diferentes hongos
ambos sistemas de transduccién de sefiales pueden funcionar, o incluso ser
antagonicos 0 sinérgicos en la coordinacion de las respuestas celulares a

estimulos diferentes en el medio (Cervantes-Chavez et al., 2009).

5.4 Proteina G heterotrimérica

La sefalizacion celular es uno de los procesos requeridos para el
crecimiento y desarrollo de la célula; como se menciond anteriormente este es
el proceso basico que ayuda a las células a través de varias sefales del medio
a sobrevivir. Una de las cascadas de sefializacion mas importantes, la via PKA,
dependiente de AMPc, estd conformada por las proteinas de unién a GTP, o

simplemente conocidas como proteinas G (Tuteja, 2009).

La proteina G heterotrimérica es la parte intracelular que interactia con
proteinas de 7 dominios transmembranales denominados GPCRs, (receptores
acoplados a la proteina G); la proteina G se conforma de tres subunidades: Ga,
GB y Gy, la cuales estan asociadas con la parte intracelular de las GPCRs
(Garcia-Rico, Martin & Fierro, 2011; Tuteja, 2009).

El estado inactivo de la proteina G heterotrimérica, estd conformado de la
unién de GDP a la subunidad Ga; tras la unién del ligando-receptor, la proteina
G adopta una conformacion activa y actla como un factor de intercambio de
nucleétidos de guanina hacia la proteina G heterotrimérica, catalizando la
sustitucion de GDP a GTP en la subunidad a, (Egger-Adam & Katanaev, 2010)
mientras que el heterodimero de G y Gy se unen fuertemente. Lo anterior es
esencial para el funcionamiento acoplado a GPCRs (McCudden, C., Hains, M.,
Kimple, R., Siderovski, D., & Willard, F., 2005; Mehrabi, R., Ben M'Barek, S.,
Van Der Lee, T., Walwijk, C., De Wit, P., & Kema, G., 2009).
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Después de la activacién del receptor y del intercambio GDP y GTP, se
forma un monémero Ga-GTP y un heterodimero By (Egger-Adam & Katanaev,

2010), implicados cada uno de ellos en distintos procesos.

Receptores
acopladosa
proteinas G,
GPCR’s

Adenilato
ciclasa, AC

Proteinas
cinasas

RESPUESTA CELULAR:
-Crecimiento
-Proliferacion

-Resistencia a estrés

-Metaholismo

Figura 3. Cascada de sefializacién producida por un efector en el exterior de la
célula. En dicha cascada se desencadena una serie de reacciones en cadena lo cual
condiciona al organismo a una respuesta, como el metabolismo, el crecimiento y
proliferacion celular, la resistencia al estrés, entre otros. Modificado de Thevelein y de
Winde, 1999.

5.5 La subunidad alpha de la proteina G

Como se menciond anteriormente, la proteina G heterotrimérica esta
compuesta de 3 subunidades, alpha, beta y gamma, donde beta-gamma forman
un complejo (heterodimero By) implicado en procesos como el control de los
canales de potasio hacia el interior de la célula, y contribuye en las vias
inhibitorias de neurotransmisores de sefializacion (Styler et al., 2010). Parte de
la evidencia existente con respecto a organismos superiores como los

humanos, afirma que la sefializacion producida por el complejo GBy ha sido
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implicada en la patofisiologia de varias enfermedades, lo que sugiere que dicho
complejo podria ser un importante objetivo farmacéutico (Dessal, Prades, Giralt
& Smrcka, 2011).

Mientras que la subunidad alpha tiene una participacion mas dinamica a
través de su interaccion con GDP y GTP, el intercambio de nucleétidos de
guanina, uniéndose a la subunidad alpha de la proteina permite la disociacion
de sus dimeros y convierte a la proteina G en su forma activa, Ga esti
implicada en numerosos procesos, siendo ésta una proteina clave en la via
PKA, dependiente de AMPc, hay reportes que muestran la estrecha vinculacion
de la via PKA con la diferenciaciéon celular (Cervantes-Chavez et al., 2009;
Dominguez, Fermifian & Gaillardin, 2000; Mehrabi et al., 2009) y el sensado de
nutrientes (Ozcan, Dover & Johnston, 1998; Rolland, Winderickx & Thevelein,
2002; Szabo & Stofanikova, 2002).

En organismos superiores como el ser humano la importancia de Ga esta
implicita en varios mecanismos, como en la homeostasis celular, alterando su
correcto funcionamiento, una funcion deficiente de la subunidad alpha de la
proteina G condiciona a patologias como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, osteodistrofias, enfermedades enddcrinas, entre otras, etc.
(Huso et al., 2011; Juneja & Casey, 2009; Lania, Mantovani & Spada, 2001).

Estudios de homologia de secuencias han demostrado que la subunidad
alpha esta altamente conservada en diferentes especies representativas de
todos los phylum, entre las que se pueden citar S. cerevisiae, Mucor
circinelloides, Y. lipolytica (Cervantes-Chavez & Ruiz-Herrera, 2006; Cervantes-
Chavez et al., 2009), Paracoccidioides brasiliensis, Cryptococcus neoformans,
Candida albicans, Aspergillus nidulans, Neurospora crassa, y otros hongos
patbgenos de plantas como Ustilago maydis, Magnaporthe grisea,
Cryphonectria parasitica, Colletotrichum, y especies Fusarium y Erysiphe
graminis (Lengeler et al., 2000; Lee, D'Souza & Kronstad, 2003; Ruiz-Herrera &
Campos-Gongora, 2012). Ademas se ha demostrado su importancia debido a
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su alta conservacion en homoélogos en especies como tiburones, pez espada y

el ser humano (Oka, Saraiva, Kwan, & Korsching, 2009).

5.6 Papel de la subunidad alpha de la proteina G (Ga) en humanos

En humanos, existen evidencia que indican que mutaciones en el gen que
codifica para la subunidad alpha (Ga) pueden alterar las funciones de la
proteina, causando seudohipoparatiroidismo (Lania, Mantovani & Spada, 2001),
las mutaciones de la proteina G pueden causar alguna pérdida o ganancia de
su funcion a través de la activacion o inactivacion de las vias de transduccion

de sefiales, lo cual conduce al fenotipo clinico en el ser humano.

También se vincula a las proteinas G con enfermedades como la
Osteodistrofia hereditaria de Albright, (AHO) la cual es tipica de signos y
sintomas como una baja estatura, braquidactilia y a menudo osificaciones
heterotopicas que son por lo comun subcutdneas. Estas osificaciones
subcutaneas (OCS) provocan una morbilidad considerable en AHO sin un
tratamiento eficaz. AHO es causada por mutaciones en los exones del gen Ga
(Huso et al., 2011).

Ademas, existen reportes en los que el papel patégeno de las mutaciones
ocurren en genes de la proteina G en enfermedades endocrinas, de los cuales
se han identificado 2 proteinas G que albergan mutaciones en humanos, Gsa,
el activador de la adenilato ciclasa, y Gi2a que esta implicado en varias
funciones, incluyendo la inhibicion de la adenilato ciclasa y la modulacién de los
canales iénicos. Con lo que respecta a las mutaciones de Gsa, éstas causan
seudohipoparatiroidismo 12, en el que caracteristicas fisicas de la osteodistrofia
hereditaria de Albright (AHO) se asocian con la resistencia a varias hormonas,
como, la hormona paratiroidea (PTH), la hormona estimulante de la tiroides
(TSH) y gonadotropinas, que activan los receptores acoplados a las proteinas

G; en el caso de las mutaciones en el gen Gi2a, éstas se han encontrado en un
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subgrupo de cancer de ovario, tumores suprarrenales y la glandula pituitaria, sin
embargo su prevalencia y significancia son objeto de controversia (Lania,
Mantovani & Spada, 2001).

Las proteinas G median sefales extracelulares desde la membrana celular
por medio de los receptores acoplados a la proteina G. Estas proteinas
intervienen en la sefalizacion y se han implicado en varios procesos fisiologicos
y fisiopatolégicos. Se han clasificados varias familias de las proteinas G, de las
cuales se han identificado un namero de efectores directos e indirectos de las
subfamilias GA12 y GA1l3, y se han propuesto para mediar las diversas
respuestas celulares que acompafian a la activacion de las proteinas G12 en
seres humanos. Las vias de sefializacion celular y los eventos estimulados por
proteinas G12, son procesos importantes en la regulacion de la migracion
celular y la invasion, ya que podrian estar involucrados en la fisiopatologia de la
metéstasis del cancer; tal estudio muestra resultados donde directamente se
implican a las proteinas de la subfamilia G12 en la propagaciéon de la
enfermedad metastasica, lo que indica la importancia de la inhibicion selectiva
de sefalizacion G12 como una opcion terapéutica potencial para la enfermedad

avanzada y localizada del cancer metastasico (Juneja & Casey; 2009).

La relacion que existe entre el polimorfismo T393C del gen que codifica para
la subunidad alpha (Ga) en humanos es un marcador que sirve como
prondéstico de cancer colorectal en las etapas | y Il, se ha demostrado que la via
en donde esta involucrada la proteina G esta vinculada con una sefializacién
proapoptética, es decir, programacion de muerte celular, en las células
cancerosas, siendo el factor genético para la progresion de la enfermedad de
carcinoma de células transicionales; en un estudio realizado en pacientes con
este polimorfismo se puede observar que la supervivencia fue
significativamente mayor en los genotipos TT en comparacién con CC, lo cual
deja al descubierto que tal mutacion es condicionante a padecer mayor riesgo a

desarrollar cancer colorectal, el cual es uno de los tipos de cancer mas
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frecuentes en la poblacion (Frey, Alakus, Wohlschlaeger, Schmitz, Winde, van
Calker & Schmid, 2005).

Otra intervencidon que se ha encontrado a la proteina G heterotrimérica y su
sistema de sefalizaciéon ha sido su papel en el control de las respuestas
celulares a numerosos neurotransmisores hormonales, los cuales estan
implicados en la homeostasis del sistema cardiovascular. Datos acumulados
indican la existencia de proteinas que influyen en la disociacion de las
subunidades (a, B y y), afectando el intercambio de nucledtidos de guanina,
alterando asi las interacciones dentro de las subunidades, e inactivando o
activando a la proteina G heterotrimérica; tales proteinas pueden proporcionar
una sefal adicional de entrada al sistema de sefializacion de la proteina G, en
ausencia de GPCR. La informacion existente sugiere que las proteinas
accesorias de las proteinas G estan realmente involucradas en la regulacion del
sistema de sefalizacion para mantener la homeostasis y las respuestas
dindmicas a los retos fisiolégicos y patolégicos en la célula. La pérdida de la
regulacion de este sistema, da lugar a la activacion inapropiada o inactivacion
de la sefializacion de la proteina G, la cual se encuentra fuertemente implicada

en diversas enfermedades humanas (Lania, Mantovani & Spada, 2001).

5.7 Via PKA en los procesos de diferenciacion celular

Como se ha mencionado anteriormente en los hongos existen dos vias
principales de transduccion de sefales, que han sido relacionadas con el
dimorfismo: la via MAPK quinasa y la via PKA dependiente de AMPc (Banuett,
1998).

La participacion de la via de las proteinas quinasas dependientes de AMPc
(PKA) es activada cuando la glucosa es afiadida a células que consumen esta
fuente de carbono, ya que se observa un incremento en el AMPc (Ozcan, Dover
& Johnston, 1998; Rolland et al.,, 2000), y esto condiciona a la célula a

determinada morfologia.
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Dentro de los procesos de diferenciacion celular se ha encontrado que la
mayoria de los mecanismos de sensado existen en los diferentes tipos de
células, estos mecanismos activan a otras moléculas de sefializacion, y éstas a
su vez activan una serie de cascadas que cambian la programacion del

desarrollo de la célula.

Existe evidencia que afirma que la presencia de glucosa en el medio es
responsable de la activacion de la via PKA, de la misma manera ocurre cuando
se afiade glucosa a las células que crecen en un medio no fermentable de
carbono o en las células en fase estacionaria (Rolland, Winderickx & Thevelein,
2002).

Se ha observado que en el modelo de estudio S. cerevisiae, cuando se le
adiciona en el medio una fuente de carbono fermentable para su crecimiento tal
como la glucosa, este organismo muestra una gama de fenotipos lo que indica

una alta actividad de la via PKA (Ramachandran & Herman, 2011).

El control de la actividad PKA se da por la presencia de glucosa, ésta puede
ser detectada a través de dos procesos: uno intracelular, proceso que implica la
deteccion de las enzimas hexosas y el sistema de deteccion de la glucosa
extracelular que implica a los receptores acoplados a las proteinas G, (GPCRS),
sistema, Gprl-Gpa2 (Rolland, Winderickx &Thevelein, 2002).

5.8 Papel de la glucosa en la diferenciacion celular

La participacion o efecto que tiene la glucosa como fuente de carbono, no
solamente tiene efectos en la regulacién del metabolismo, sino que en muchas
otras propiedades de las células, como la diferenciacion, este mecanismo tiene
vinculacion con la via PKA; en donde estan involucrados varios sensores y por
supuesto vias de sefalizacion, como sensores de glucosa podemos mencionar
los Snf3 y Rgt2, los cuales controlan la expresién de muchos transportadores

de glucosa, recientemente varios componentes de la via de induccion de la
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glucosa se han identificado como la via Ras- AMPc, la cual controla procesos
como la proliferacion celular, ya que la glucosa es un potente activador de la
sintesis de AMPc. Como parte de los avances en los ultimos afios el estudio de
la glucosa como nutriente que participa en la deteccion y sefalizacién en la
levadura, como célula eucariota ha avanzado, con lo cual se pretende
esclarecer los mecanismos de deteccion de nutrientes por las células eucariotas
(Rolland, Winderickx & Thevelein, 2002; Rolland et al., 2000).

El fenotipo estd dado por la expresion del genotipo en respuesta al
ambiente, por lo tanto el fenotipo y el genotipo de los individuos esta ligado
(Kornberg, 1999); generalmente el flujo de la informacién genética comienza en
los genes y termina con la sintesis de proteinas, que dan como resultado el
fenotipo de un organismo. En el caso del proceso de diferenciacion celular
como en la mayoria, el principal punto de regulacion de la expresion de los

genes se da a nivel de la transcripcion.

5.9 El hongo Yarrowia lipolytica como modelo de estudio

Actualmente cerca de diez especies del grupo de las llamadas levaduras “no
convencionales” han sido estudiadas, con respecto a su fisiologia, genética,
biologia molecular, aplicaciones industriales, aplicaciones biotecnoldgicas, etc.
Y. lipolytica es una de las especies de este grupo mas estudiadas, utilizada
para multiples aplicaciones. Esta levadura fue nombrada originalmente como
Candida lipolytica, pero con la observacion de que algunas mezclas de las
cepas tenian la capacidad para formar ascosporas, es decir, que tiene un ciclo
sexual, el hongo fue reclasificado y llamado Endomycopsis lipolytica, lipolytica
Saccharomycopsis, y finalmente Yarrowia lipolytica (Jiménez-Bremont,
Rodriguez-Hernandez & Rodriguez-Kessler, 2012). Esta levadura tiene la
capacidad de metabolizar diversos residuos industriales y agroindustriales para
la produccion de proteinas, aceites, acidos organicos tales como acido citrico y

2-cetoglutarico.
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Y. lipolytica ha sido clasificada como “GRAS” (Generally Recognized as
Safe) por la American Food and Drug Administration (FDA), debido a su
incapacidad para crecer en temperaturas superiores a 34 °C se le considera no

patdogeno en humanos.

Y. lipolytica ha sido aislada de diferentes fuentes alimenticias como la leche
y sus derivados, queso, yogurt, kéfir, salsa de soya, carne, camarones,
embutidos y también de yacimientos petroliferos. Esta levadura presenta la
habilidad de degradar aceites e hidrocarbonos (Jiménez-Bremont, Rodriguez-

Hernandez & Rodriguez-Kessler, 2012).
Algunas ventajas y caracteristicas de Y. lipolytica son:

Degradacion de hidrocarburos alifaticos y metales pesados.
Degradacion de aceites y acidos grasos.

Acumulacion de &cidos orgénicos.

Secrecion de proteinas heterologas.

Andlisis del dimorfismo en los hongos.

Sintesis de enzimas, como lipasas, esterasas, proteasas y fosfatasas.

SR N N N N N

Tratamiento de aguas residuales.

La facilidad de cultivar este tipo de organismo en el laboratorio, ademas de
ser células eucariotes, hacen de los hongos un modelo atractivo en la industria

biotecnolégica, agricola, médica y por supuesto en el campo de la salud.

Como se ha mencionado, Y. lipolytica ha sido utilizada para la recuperacion
de ambientes contaminados con agentes dafiinos como metales pesados e
hidrocarburos, por ejemplo, esta levadura aerdbica se utilizé en la reparacion de
ambientes marinos y suelos contaminados por productos derivados del petroleo
(Zogala et al., 2005), Y. lipolytica tiene la ventaja de que puede sobrevivir en
condiciones extremas, en ambientes con altas concentraciones de metales,
NaCl, metales pesados y diferentes contaminantes (Kim, Kang, Woo, Lee &
Chul, 2007).
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Debido a su importancia biolégica, la secuencia completa de los seis
cromosomas que componen el material genético de Y. lipolytica fue obtenida,
el genoma tiene un tamafio de 20.5 Mb. Estudios han revelado que esta
levadura esta lejanamente relacionada con la levadura convencional
S. cerevisiae cuyo genoma tiene un tamafo de 12.4 Mb dividido en dieciséis

cromosomas (Thevenieau, Nicaud & Gaillardin, 2009).

Debido a todas las caracteristicas antes mencionadas, el estudio del hongo
Y. lipolytica ha dado lugar a extensas revisiones de sus diferentes

caracteristicas.

El dimorfismo implica grandes cambios en la fisiologia celular y la morfologia
en respuesta a sefiales externas, la morfologia colonial es diversa, se han
observado colonias lisas y brillantes hasta opacas y rugosas; factores como la
aireacion, fuente de nitrégeno, fuente de carbono, pH, entre otros, son los que
influyen determinando la morfologia colonial, lo que hace a este fenbmeno un
modelo excelente para el estudio de los procesos de diferenciacion que ocurren
en los organismos eucariotas (Beckerich, Boisramé-Baudevin & Gaillardin,
1998; Ruiz-Herrera, 2012).

Dimorfismo es la capacidad de los hongos de crecer en forma de levadura
como las células que se multiplican a través de gemacion, o en forma de hifas o
micelio caracterizado por crecimiento apical, dependiendo de las condiciones
ambientales o en respuesta a estimulos internos. El dimorfismo y la capacidad
de crecer como levaduras unicelulares o formas filamentosas multicelulares,
permiten a los hongos adaptarse a diferentes condiciones, o al desarrollo con
morfologias distintas, dependiendo de su estado de desarrollo. En la naturaleza,
este fendbmeno es empleado por los hongos no sélo como una forma de
adaptarse a las nuevas condiciones existentes y sobrevivir sino que desarrollan
funciones especificas durante su ciclo de vida, y algunos todavia mas
sorprendente que utilizan esta capacidad para, de cierta forma, asegurar la
infeccion con un huésped, como ocurre con los hongos patégenos de plantas

y/o seres humanos (Ruiz-Herrera & Campos-Gongora, 2012).
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5.10 Estudios de diferenciacion celular en Y. lipolytica

La diferenciacion celular ha sido definida como “la serie de eventos
bioguimicos, que cuidadosamente en el tiempo y en el espacio dan lugar a la
especializacion de la célula sin alterar sus caracteristicas genéticas” (Ruiz-

Herrera & Campos-Gongora, 2012).

La importancia del dimorfismo radica en la posibilidad de estudiar este
fendbmeno en hongos, ya que estos son excelentes modelos para la
comprension de los procesos de diferenciacion celular en organismos

eucariontes.

El dimorfismo fungico en estudios de diferenciacion celular es importante ya
gue al estudiar este fendbmeno en este tipo de organismos permite saber el
comportamiento que tendrd la célula, esto se reduce a dos formas Unicamente,
lo cual minimiza la dificultad de interpretar los resultados, en comparacion con

estudios sobre células madre en las que la diferenciacion es multiple.

Para fines experimentales es necesario hacer uso de la gama que existe de
organismos modelo, y para seleccionar alguno, es necesario tener en cuenta
ciertos criterios como son: el tiempo de duplicacion del organismo, el costo de

mantenimiento, la accesibilidad del laboratorio, entre otros.

Y. lipolytica no es un hongo patégeno de humanos, por lo que se ha utilizado
como un excelente modelo para el estudio del dimorfismo fangico, ya que
puede ser sometido a manipulacién y transformacion genética (Jiménez-
Bremont, Rodriguez-Hernandez & Rodriguez-Kessler, 2012), tiene la propiedad
de diferenciarse en las formas de levadura o micelio, en funcién de las

condiciones presentes en el medio.

Bajo una variedad de condiciones, Y. lipolytica sufre cambios morfologicos lo
cual es un indicio de la presencia de diferentes vias de sefalizacion que
estimulan la transicion dimorfica (levadura-micelio) (Pérez-Campo &

Dominguez, 2001), esta variedad de condiciones en el medio se refiere a la
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fuente de carbono, fuente de nitrégeno (Szabo & Stofanikova, 2002), al citrato,
pH, concentracién de gases O,/CO, (Ruiz-Herrera & Sentandreu, 2002) como

principales efectores responsables de estos cambios en la célula.

5.11 Factores que inducen el dimorfismo en Y. lipolytica

La presencia de determinados compuestos en el medio, también llamados
efectores o factores inducen las caracteristicas morfologicas en el hongo
Y. lipolytica; Ruiz-Herrera y Sentandreu (2002) analizaron el fendmeno del
dimorfismo, reportando que a un pH de alrededor de 7 (pH neutro), Y. lipolytica
es capaz de diferenciarse en forma de micelio, mientras que a un pH con valor

de 3, el crecimiento de las células fue en forma de levadura.

En el mismo estudio, los autores también demostraron que la adicién de
AMPc a cultivos celulares de Y. lipolytica en condiciones que normalmente
inducen el crecimiento en forma de micelio, inhibio el proceso de diferenciacion,
y el hongo creci6 mayoritariamente en forma de levadura (Ruiz-Herrera &
Sentandreu, 2002).

Rodriguez y Dominguez (1984) hicieron referencia al efecto que provoca la
fuente de carbono. En este estudio los autores indicaron que el uso de
N-acetilglucosamina (GIcNAc) induce el crecimiento de las células en forma de
micelio. De la misma forma se induce el crecimiento en forma de micelio con
glucosa como fuente de carbono, o con la adicion de suero al medio de cultivo
(Pérez-Campo & Dominguez, 2001; Kim, Cheon, Park, Song, & Kim, 2000).

Por otra parte, la mutacion del gen que codifica para la subunidad catalitica
de PKA (TPK1) permitid evidenciar que la via PKA es antagonista a la via
MAPK en lo que respecta al dimorfismo celular, ya que las cepas que tenian
esta mutacién fueron monomorficas y crecieron Unicamente en la forma de

micelio (Torres-Guzman & Dominguez, 1997).
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El gen STE11, forma parte de la ruta de las MAP cinasas de Y. lipolytica, el
cual tiene una participacion en el proceso de dimorfismo del hongo (Cervantes-
Chavez & Ruiz-Herrera, 2006). Torres-Guzman y Dominguez (1997),
observaron que las dobles mutantes para el gen que codifica para el factor de
transcripcion STE11 y el gen que codifica para la subunidad catalitica de PKA

(ASTE11/ATPK1) crecieron sélo en la forma de levadura.

Los estudios anteriores nos indican que existen varios factores que inducen
el dimorfismo en Y. lipolytica; las dos vias principales en sefalizacién en
hongos, PKA y MAPK, pueden operar en sinergia o contraposicion, todo esto
depende de que organismo se trate; a su vez existen varias proteinas clave
durante el proceso de la sefializacion que su correcto funcionamiento o
presencia/ausencia limita a la célula a una forma Unicamente; asi como la
fuente preferida de carbono, la glucosa, regula el comportamiento morfolégico

del organismao.
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6.1 Materiales

6. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados en las diferentes técnicas empleadas, se obtuvieron

las siguientes marcas comerciales (ver tabla 1).

Tabla 1. Reactivos utilizados en este estudio

Marca comercial

Reactivos

Bio-Rad

Agarosa, Bromuro de Etidio, NaCl, SDS, Tris, EDTA.

Bioline Taq DNA Polimerasa, dNTPs, MgCl,, buffer 10X,
Marcadores de talla molecular Hyperladder IV y V.

Bio Basic Inc. Etanol, Kit para purificacion de DNA Spin Column DNA
Gel Extraction B5353.

Alpha DNA Oligonucledtidos.

Invitrogen Ligasa Express Link T4, Fosfatasa Alcalina CIAP,
Enzimas de restriccion BamHI, EcoRI y Hincll, Taq
DNA Polimerasa de Alta Fidelidad, Vector Topo 4,
células de E. coli One Shot cepa Top 10 y kit para
extraccion de DNA plasmidico PureLink Quick Plasmid
MiniPrep K2100-10.

Promega Enzima de restriccion Hindlll.

Usbiological Medio de cultivo LB-agar, medio de cultivo LB,
extracto de levadura.

Sigma Glucosa, sorbitol, leucina, uracilo y acetato de litio.

Dibico Peptona, agar, medio minimo YNB: Yeast Nitrogen
Base w/o Amino Acids and Ammonium Sulfate.

JT Baker Acido citrico.

Fluka Polietilenglicol.

Karal Sulfato de amonio y citrato de sodio.
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6.1.1 Material biolégico

Cepas de Y. lipolytica

Se utilizaron las cepas de Yarrowia lipolytica: PO1A (MAT A: ura3 -302, leu2 -
270), como control en los experimentos y como fondo genético para la

construccion de la mutante A GPA1 y la cepa YL-4 (ura3 -302), recientemente

aceptada como var. indica (Palande et al, 2014), para la obtencion del gen
marcador LEU2.

Cepas bacterianas

La cepa utilizada en el desarrollo de la estrategia de interrupcién del gen fue:
Escherichia coli Top 10 genotipo: F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®)
endAl nupG.

Plasmidos

Los plasmidos que se utilizaron para los diferentes ensayos fueron: pCR
TOPO 4 TA Invitrogen® para clonacién de productos amplificados y productos
de ligacién, plasmido pCR TOPO 2.1 TA Invitrogen® que acarrea el gen nativo
URA3 de Y. lipolytica y pCR TOPO 4 TA Invitrogen® que acarrea el gen nativo
LEU2 de Y. lipolytica.

La obtencién del gen URA3 se hizo a partir de la cepa de E. coli que tiene el
plasmido que acarrea el gen YIURA3. Esta cepa fue amablemente donada por
el Laboratorio de Diferenciacion de Hongos del Departamento de Ingenieria
Genética del CINVESTAV. La obtencion del gen LEU2 se hizo a partir de la
cepa de E. coli que tiene el plasmido con el gen YILEU2, previamente clonado

en el vector pCR TOPO 4 de Invitrogen®.
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6.2 Métodos

Disefo del estudio

Es un estudio experimental longitudinal, que se realizé de agosto de 2012 a
febrero de 2014.

La parte experimental se realizé en los laboratorios de: Protedmica, Genética
y Biologia Molecular, Bioguimica Nutricional y Laboratorio de Alimentos, del
Centro de Investigacion en Nutricion y Salud Puablica (CINSP) de la Facultad de
Salud Publica y Nutricion (FaSPyN) de la Universidad Autbnoma de Nuevo
Ledn (UANL). El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion de la
Facultad de Salud Publica y Nutricién de la UANL.

Estrategia general de trabajo

El presente estudio se enfoco en la delecion de los genes GPALy GPA2 y en
el andlisis de las mutantes A GPAL1 de Y. lipolytica; se realiz6 en 3 etapas
principales:

[) Busqueda y andlisis In silico de secuencias GPA y disefio de la
estrategia para la delecion del gen.
[I) Construccion de los casetes de disrupcion y generacion de mutantes.

[Il) Andlisis de las mutantes.
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Identificacidn de secuencias codificantes GPA en
especies relacionadas con Y. lipolytica

Blsqueda in silico

Alineamiento de genes homalogos

con ofras especies de hongos, 4>| Identificacion de dominios conservados
(CLUSTALW)

Blsqgueda de secuencias de GPAen
el genoma de Y. lipolytica,
(GENOLEVURES)

Disefio de la estrategia para la — , — -
delecion del (0s) gen (es) GPA 4# Disefio de oligonucledtidos especificos

|

Construccion de casete de
disrupcidn

|

Generacion de mutantes

\L PCR, patrén de restriccion ‘
| Genotipico |

Andlisis de mutantes Morfologia,
[ Fenotipico | diferenciacion celular

YNB + diferentes
concentraciones de
glucosa

Velocidad de
crecimiento

Figura 4. Estrategia general del trabajo

6.2.1 Busqueday analisis in silico de secuencias GPA y disefio de la

estrategia para la delecion del gen

En la primera etapa de este trabajo se realiz6 la identificacion de secuencias
(gen y proteina) GPA de especies relacionadas a Y. lipolytica en bancos de
datos con ayuda del programa BLAST (National Center for Biotechnology
Information, 2013); posteriormente se buscaron las secuencias homoélogas en

el genoma de Y. lipolytica (Génolevures, 2013).

Una vez identificada la presunta secuencia que codifica para el gen GPA de
Y. lipolytica, se procedi6 al disefio de oligonucleétidos especificos para su

amplificacion por PCR a partir de DNA gendémico.
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6.2.1.1 Disefo de los oligonucleotidos

Sobre las regiones codificantes y adyacentes previamente identificadas de
los presuntos genes que codifican para la subunidad alpha de la proteina G
heterotrimérica de Y. lipolytica se realizd el disefio de oligonucleétidos
especificos para cada fragmento. La especificidad y caracteristicas generales
de los oligonucledtidos se comprobaron con ayuda del programa computacional
OligoCalc (Northwestern University, 2013). La identificacion y seleccion de las
enzimas se hizo con ayuda del programa bioinformético NEB-Cutter, disponible
de manera libre en internet (New England BioLabs, Inc., 2013).

Para construir los casetes de disrupcion se utilizaron estrategias diferentes
gue mas adelante se describen; en el caso del gen llamado GPAL se elimind el
frente de lectura abierta (ORF) con enzimas de restriccion, y en el caso del gen
GPA2 fue necesario el disefio de oligonucleétidos en los extremos 5 y 3" del
gen, region Promotora y Terminadora respectivamente, que permitieran su

amplificacion y posterior ligacion al gen marcador.

Como genes marcadores para la construccién de los casetes de disrupcion,
se utilizaron los genes URA3 y LEU2 de Y. lipolytica.

6.2.2 Cultivo de células de Y. lipolytica

Para el cultivo de la cepa PO1A de Y. lipolytica se utilizé el medio YPD liquido
(2% de peptona, 2% glucosa, 1% extracto de levadura), o YPD sdlido
(adicionado con 2% de agar). Los cultivos para el mantenimiento de las cepas
se realizaron inoculando una colonia previamente crecida en placa, en el
volumen adecuado de YPD y se incubaron a 28 °C, con agitacion (200 rpm),
durante toda la noche, en una incubadora con sistema de agitacion de la marca
Shel Lab como lo describen Barth & Gaillardin, 1996.
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A conveniencia se inocularon, 10 ml de medio de cultivo en un tubo de
polipropileno de fondo cénico Falcon de 50 ml de capacidad o 50 ml de medio

de cultivo en matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad.

6.2.3 Extraccion de DNA gendmico de Y. lipolytica

Al dia siguiente al inoculo, se procedio a extraer el DNA gendmico a partir de
las células cultivadas, mediante el método de ruptura de células con perlas de
vidrio (Hoffman & Winston, 1987). Este procedimiento consta del rompimiento
de la pared celular de las levaduras mediante fraccionamiento mecénico con
perlas de vidrio, seguido por una purificacion del DNA usando una mezcla de

fenol-cloroformo, y posterior precipitacion con etanol.

Para la extraccion las células (1.5 ml del cultivo) se obtuvieron por
centrifugacion durante 5 min a 14000 rpm (microcentrifuga marca Eppendorf
5415D), y se resuspendieron en 0.5 ml de agua estéril; se transfirieron a un
tubo para microcentrifuga de 1.5 ml de capacidad, se resuspendieron y
homogenizaron con agitacion vigorosa (con vortex), e inmediatamente después
se afiadieron 0.4 ml de solucion de lisis (50 mM de Tris HCI, 50 mM EDTA pH
8, 1% de SDS y 50 mM de NacCl), los tubos se colocaron en hielo molido y se
agregaron 0.4 ml de fenol-cloroformo y 0.2 g de perlas de vidrio (0.45 - 0.52 mm
de diametro); después los tubos se agitaron con un vortex durante 3-4 min para
romper las células. Posteriormente, se centrifugaron por 10 min a 14000 rpm a
temperatura de laboratorio (25 °C). La fase acuosa se transfiri6 a un tubo
nuevo, se afadieron 50 pl de acetato de sodio 3 My 1 ml de etanol al 100%
(frio) para precipitar el DNA. Se mezcld por inversion, y se centrifugaron durante
10 min a 14000 rpm, posteriormente el sobrenadante se eliminé por
decantacion y las pequefias gotas que quedaron en el fondo del tubo se
eliminaron por aspiracion, se lavo el pellet agregando 500 ul de etanol al 70%,
se centrifugd 5 min a 14000 rpm, se decanté y se eliminé el etanol por
aspiracién con una micropipeta, se dejé secar el DNA con los tubos abiertos a

temperatura de laboratorio por 5 min, y después el DNA se resuspendié en
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50 ul de agua inyectable estéril (marca PISA®); los tubos se guardaron
perfectamente etiquetados a -20 °C para su uso a largo plazo, o a 4 °C para su

uso inmediato.

6.2.4 Amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Las amplificaciones por PCR se realizaron en los termocicladores Thermo
SPRINT®, AXYGEN modelo Maxygene Gradient®, o un termociclador marca
Eppendorf modelo Mastercycler personal®, segun se requerian para el tipo de
ensayo, usando aproximadamente 100 ng de DNA gendmico (DNAg) o 10 ng
de DNA plasmidico (DNAp), como DNA molde para las reacciones segun el
analisis (Sambrook & Russell, 2001).

Los reactivos utilizados para la PCR fueron: 2 ul de oligonucleétidos (1 uM),
5 pl de una mezcla de deoxinucleotidos (NTP’s, 10 mM) més buffer para la
enzima Taq polimersa 10X, 0.5 ul de Cloruro de Magnesio (50 mM), 1 ul de la
enzima Taq polimerasa Invitrogen® (5U/ul) y agua hasta tener un volumen final
de 25 ul (ver tabla 2).

Tabla 2. Composicién de una reaccion tipica de PCR

REACTIVO VO"(EI';"EN
DNA templado (100 ng o0 10 ng) 1
dNTP’s (10 mM) + Buffer Tag (10 mM) 5
MgCl, (50 mM) 0.5
Oligonucledtido sentido segun el caso (1 uM) 2
Oligonucleétido antisentido segun el caso (1 uM) 2
DNA Tag polimerasa (5U/ul) 0.5
Agua bidestilada estéril (PISA®) 14
Total 25

*Se indican los componentes y cantidades en una reaccion tipica de PCR.
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Las reacciones de PCR se realizaron en las condiciones que se muestran en
la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de una reaccion tipica de PCR

Temperatura Tiempo
Etapas de la PCR °C) (min)

Desnaturalizacion inicial 95 5
Desnaturalizacion 95 1
30 ciclos Alineamiento 58-66 1

Extension 72 1-4

Extension final 72 10
Conservacion 4 0

6.2.5 Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de DNA de los ensayos realizados se hizo por
medio de electroforesis en geles de agarosa (Sambrook & Russell, 2001), para
lo cual se utiliz6 una camara de electroforesis (modelo C. B. S. Scientific Co.,
marca BioRad®) y una fuente de poder Power-pac 300; los geles se prepararon
pesando la agarosa (0.7%, 1% y 2%, segUn se requeria) en una balanza de
precision (marca Startorius BL 1500), se agreg6 Buffer TAE (1X), (40 mM Tris-
Acetato y 1 mM EDTA pH 8.0) y en una placa de calentamiento (marca Corning
Stirrer/Hot Plate), se agregd 1 ul de Bromuro de Etidio (10 mg/ml), se vacié en
el molde, se colocé el peine para formar los pozos y se dejé gelificar. Antes de
la electroforesis, los productos de la PCR se mezclaron con 2 ul de buffer de
carga Orange (6X) y se depositaron en cada uno de los pozos del gel, la
electroforesis se realiz6 bajo una corriente de 80 V durante 45 min, con el fin de
lograr la separacion de las bandas, éstas se identificaron en base al tamafio
(nimero de nucledtidos) con ayuda de marcadores de peso molecular
HyperLadder que se depositaron en los extremos del gel, colocandose 2 ul de
marcador. Una vez realizada la separacién de las bandas, éstas se visualizaron

en el sistema de fotodocumentacién GelDoc-It Imaging System (UVP).
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6.2.6 Clonacion de los fragmentos amplificados

Los productos de PCR obtenidos con las distintas combinaciones de
oligonucledtidos que presentaron el tamafio esperado se clonaron en el vector
pCR TOPO 4 (TOPO™ TA Cloning® kit, Invitrogen®), siguiendo las
especificaciones del fabricante. La clonacion consistié en insertar el fragmento
de interés en el vector TOPO 4. La reaccion se realizd en un tubo de
polipropileno con capacidad para 250 pl, para lo cual se colocaron 3 pl de
producto de PCR fresco, 1 ul de solucién de sales (1.2 M NaCl y 0.06 M MgCly),
1 ul de agua estéril y 1 pl del vector TOPO 4 (10 ng/uL de DNA plasmidico en:
50% de glicerol, 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1% Tritén
X-100, 100 pg/mL BSA, rojo fenol). La reaccion de clonacion se mezcld
suavemente, se incubd durante 15 min a temperatura de laboratorio (TA 25 °C)
e inmediatamente se transfirié a hielo molido (4 °C).

Una vez realizada la clonacion, se procedio a la transformacion de las células

de E. coli calcio-competentes One Shot Kit (Invitrogen, 2013).

6.2.7 Transformacién de células calcio-competentes de E. coli

Para la transformacion se utilizaron células calcio-competentes de la cepa
Top 10 de E. coli, como hospedadoras de los plasmidos o vectores que
incorporaron los fragmentos de interés. Las células (aproximadamente cada vial
contiene 50 pl de células) se descongelaron en hielo molido (para su
conservacion éstas se almacenan a -80 °C). Para cada reaccion al vial de
células se le agregaron 2 pl del producto de la reaccion de clonacién, se mezclo
suavemente y se incubd en hielo por 15 min para permitir la incorporacion del
plasmido a las bacterias se les indujo un choque de calor a 42 °C durante
30 segq, lo cual permitio la desestabilizacion de la membrana; inmediatamente,
el vial que contenia las células se transfirieron a hielo molido, se le agregaron
250 ul de medio S.0O.C (2% Triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl,
2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM de glucosa) y los tubos se
incubaron horizontalemente a 37 °C con agitacion (200 rpm) durante una hora.
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Después de la incubaciéon, 100-150 pl del cultivo celular se sembraron en cajas
Petri que contenian medio LB adicionadas con ampicilina (100 pg/ml), para la
dispersion de las células se utilizO un asa bacteriolégica y posteriormente las
cajas se incubaron a 37 °C durante toda la noche en posicién invertida
(Sambrook & Russell, 2001).

6.2.8 Anaélisis de las clonas recombinantes de E. coli

Después de la incubacion toda la noche a 37 °C, se identificaron las
colonias que crecieron en el medio selectivo (placas LB adicionadas con
ampicilina). Las colonias que crecieron se recogieron con ayuda de un palillo
estéril y se colocaron en tubos Falcon con capacidad de 15 ml que contenian
4 ml de medio LB liquido adicionado con 100 pg/ml de ampicilina; los cultivos se

incubaron a 37 °C, con agitacion a 200 rpm durante toda la noche.

6.2.9 Extraccion del DNA plasmidico de bacterias

Para la obtenciébn de DNA plasmidico, se utiliz6 el Kit PureLink Quick
Plasmid MiniPrep de la marca Invitrogen®. Del cultivo de toda la noche se
cosecharon 3 ml por centrifugacion y se resuspendieron agregando 250 pl de
buffer de resuspension que contenia RNAsas (20 mg/ml) hasta que el pellet fue
homogéneo. Para romper la membrana celular, se agregaron 250 ul de buffer
de lisis (200 mM NaOH, 1% SDS), se mezclé suavemente por inversion y se
incubo por 5 min a temperatura de laboratorio, después se precipitdé agregando
350 pl de buffer de precipitacion, se centrifugd el sobrenadante del paso
anterior y se trasvasé a un tubo equipado con una columna; se centrifugo por
1 min a 12000 rpm, se descarto el flujo y la columna que contuvo el DNA se
colocé nuevamente dentro del tubo y se incub6 por 1 min a TA; después se
centrifugd (1 min a 12000 rpm), se descart6 el flujo, se agregaron 700 pl de la
solucion de lavado-etanol a la columna, se centrifugd, se descart6 el flujo y se

volvid a centrifugar en las mismas condiciones para eliminar los restos de
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solucién de lavado-etanol, después se coloc6é la columna en un tubo para
microcentrifuga, se agregaron 50 ul de buffer de TE en el centro de la columna
y se incubo6 por 1 min a TA. Para recuperar el DNA, el tubo que contenia la
columna se centrifugé durante 1 min a 12000 rpm. El tubo con el DNA

plasmidico colectado se almacend a -20 °C hasta su uso (Invitrogen, 2013).

6.2.10 Comprobacion de la presencia del gen clonado

Para comprobar la presencia del plasmido que acarrea el gen de interés, se
procedi6 a analizar el DNA plasmidico obtenido a partir de las clonas
recombinantes, dicho andlisis se realizd6 por a) PCR (amplificacion con
oligonucledtidos especificos) y b) andlisis de digestion con enzimas de
restriccién especificas para cortar y liberar las secuencias de DNA de interés. El
andlisis de los productos obtenidos se verificd por medio de electroforesis en

geles de agarosa al 1%.

6.2.11 Construccién del casete GPA1-URA3 y generacion de la mutante
A-YIGPAL

6.2.11.1 Amplificacion y clonacion del gen GPA1

Para llevar a cabo la construccién del casete de interrupcién de GPAL, fue
necesario clonar el gen en el plasmido pCR TOPO 4, para ello se amplificé por
PCR un fragmento de DNA correspondiente al gen completo (ORF de GAP1) y
sus extremos adyacentes con oligonucleétidos especificos GPAL-F
(GGAGCAACATGCTCTGTATCTCAAGG) y GPAl1-R (GCAGAGTAGTTGGCG
GCAGGCTGG), (ver tabla 12, Oligonucledtidos utilizados en los ensayos de
amplificacion por PCR del apartado de resultados). El fragmento amplificado por
PCR se cloné en el vector TOPO 4 y posteriormente, mediante la digestion con
enzimas de restriccion se elimind el ORF de GPAL, el fragmento eliminado se
sustituyo por el gen marcador URAS.
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6.2.11.2 Eliminacion del ORF GPA1

Para seleccionar a las enzimas de restriccibn que pudiesen cortar la
secuencia correspondiente al ORF del gen GPAL, se hizo un andlisis del patrén
de restriccion de la secuencia correspondiente al fragmento clonado con ayuda
del programa NEB cutter; en el andlisis se identifico que la digestion con las
enzimas Hincll y ECORV permitia cortar la parte correspondiente al ORF del gen
GPA1 (ver figura 5).

EcoRV BseRI

3[
2907
I

EcoRV Hincll Hincll

Figura 5. Patron de restriccion del gen GPAL con las enzimas EcoRV y Hincll. La
enzima de restriccion EcoRV, hace un corte en la region 5" del ORF, y la enzima Hincll
realiza dos cortes rio abajo, liberando la regién codificadora del gen.

6.2.11.3 Obtencién del gen marcador (URA3)

El gen marcador URA3 se obtuvo del DNA plasmidico del vector pCR TOPO
2.1/URAZ3, en el cual habia sido clonado previamente. Para ello se realiz6 una
PCR con los oligonucleétidos universales T3y T7 (kit de clonacién TOPO 4 de
Invitrogen, 2013); el producto de la reaccibn de PCR se separ6 por
electroforesis y a partir del gel de agarosa se recuperé el fragmento de interés
como se describe a continuacion: un fragmento del gel de agarosa que contenia
la banda de interés correspondiente al gen URA3 (aprox. 1700 pb) se cortd con
ayuda de un bisturi y se colocé en un tubo para microcentrifuga con capacidad
de 1.5 ml que contenia una puntilla de capacidad de 1 ml con filtro, cortada; se
congel6 a -80 °C durante 5 min, se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min, se
elimind el filtro que retuvo los restos de agarosa y al sobrenadante recuperado
se le adiciono 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M y 2 veces el volumen
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de etanol absoluto frio; el tubo se incubd durante 20 min a -20 °C y después se
centrifugé 20 min, a 14000 rpm, se elimin6 el sobrenadante y se agregaron
500 pl de etanol al 70%, inmediatamente se centrifugd durante 2 min a
14000 rpm, estos dos Ultimos pasos se realizaron un par de ocasiones y

finalmente el DNA precipitado se resuspendié en 15 ul de agua estéril.

6.2.11.4 Digestion del vector pCR TOPO 4/GPAl y del producto
amplificado URA3

Haciendo uso de la ventaja de los sitios multiples de clonacion que tiene el
gen URAS3 en sus extremos (para su clonacién en pCR TOPO, el gen URA3 se
amplifico a partir del vector pUC19/URA3), el producto de PCR purificado del
gel de agarosa se sometid a digestion con las enzimas de restriccion EcCoRV y
Hincll (ver figura 6). En paralelo y utilizando las mismas enzimas de restriccion
(EcoRV y Hincll), se realizé la reaccion de digestion del vector pCR TOPO
4/GPA1 para eliminar el ORF GPAL, aumentando con ellos la probabilidad de
ligacién del gen marcador URA3 en el sitio donde fue eliminado el ORF de
GPAL.
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Figura 6. Esquema de la obtencién del gen marcador URA3. A) Amplificacién con
oligonucledtidos universales (T3 y T7) sobre el vector de clonacién pCR® TOPO 2.1, el
fragmento insertado en el vector cuenta con sitios multiples de clonacién del vector
pUC 19. B) Digestion enzimatica con EcoRV y Hincll para liberar el gen marcador
URA3 y sus regiones promotora y terminadora (1700 pb).

Los ensayos de digestion se realizaron de acuerdo al protocolo descrito por

el fabricante de las enzimas (Invitrogen®) en un volumen final de 15 pl, bajo las

condiciones que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de una reaccion de digestion con dos enzimas

REACTIVO VOLUMEN
(ui)
DNA 11.5
Buffer de digestion (10X) 1.5
Enzima EcoRV (10 U/ul) 1
Enzima Hincll (10 U/ul) 1
Total 15

Las reacciones se incubaron a 37 °C durante 1.5 h; una vez transcurrida la

digestidon se analizo el resultado por electroforesis en un gel de agarosa al 0.7%

bajo las condiciones descritas anteriormente.
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6.2.11.5 Purificacion de los fragmentos de interés

Una vez realizada la digestion del plasmido que acarrean el gen GPA1 y del
gen marcador URA3, los productos se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa (0.7%). Para recuperar los fragmentos de interés (con el kit Spin
Column DNA Gel Extraction Kit B5353, Bio Basic Canada Inc.®) se procedio a
cortar el fragmento de DNA del gel de agarosa utilizando un bisturi limpio, se
peso la rebanada del gel y se transfirio a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml,
después se agregaron 400 pl de Buffer de union 1l, por cada 100 mg de peso
del gel, se incub6 a 50 °C por aproximadamente 10 min con movimiento
ocasional (como lo indica el fabricante) hasta que la agarosa estuvo
completamente disuelta; después, esta mezcla se colocé con una micropipeta
dentro de una columna EZ-10 colocada dentro de un tubo colector y se dejo
reposar a TA (25 °C) por 2 min, se centrifugé a 10000 rpm por 2 min y se
descartd el sobrenadante del tubo, inmediatamente después se agregaron
750 pl de solucién de lavado, se centrifugd a TA por 1 min, y se descarto la
solucién filtrada del tubo, el paso anterior se repitié 2 veces y posteriormente se
centrifug6 durante 1 min a 10000 rpm para remover residuos de la solucién de
lavado. La columna que contenia el DNA se coloc6 en un tubo para
microcentrifuga limpio de 1.5 ml, se agregaron 30 ul de buffer de elucion al
centro de la columna y se incubd 2 min a TA, se centrifugd a 10000 rpm por
2 min para eluir el DNA. ElI DNA recuperado se almacené a -20 °C, hasta su

uso.

6.2.11.6 Ligacién del gen marcador URA3 con los extremos del gen
GPA1

El DNA obtenido por la purificacién de las bandas se visualizé en un gel de
agarosa y se cuantificd la concentracion de cada banda tomando como

referencia la concentracion del marcador de peso molecular HyperLadder V.
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Para la reaccion de ligacién de los fragmentos de interés (vector TOPO +
extremos del gen GPAL y gen marcador URA3) se llevd a cabo la reacciéon con
la enzima T4 DNA ligasa de Invitrogen®, utilizando el DNA purificado en una

proporcion 3:1 (inserto- plasmido), como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Composicion de una reaccién de ligacion tipica

REACTIVO VOLUMEN
(uL)

DNA Plasmidico (TOPO 4/GPA1) 6
Gen marcador URAS (inserto) 2
Buffer de ligacion (5X) 3
Ligasa T4 expressLink (5U/ul) 1
Agua bidestilada estéril 3

Total 15

La reaccion de ligacion se incubd a 4 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se tomaron 5 pl del producto de la ligacion y se usaron para
transformar células calcio-competentes de E. coli. Las colonias que crecieron en
medio selectivo (LB+ampicilina) se analizaron por PCR con los oligonucleo6tidos
GPAl-F (GGAGCAACATGCTCTGTATCTCAAGG) y GPA1l-R (GCAGAGT
AGTTGGCGGCAGGCTGG). Como resultando de la amplificacion se esperaba
un producto de 3751 pb, indicativo de la ligacion del gen URAS3 entre los
extremos del gen GPAL, comprobandose asi la construccién del plasmido
TOPO4/GPA1-URAS.

6.2.11.7 Transformacion de células de Y. lipolytica por el método de
Acetato de Litio

Para generar las mutantes AGPA1 de Y. lipolytica, el casete de disrupcién
(5"-GPAl1 + URA3 + 3’-GPA1) se obtuvo por digestion del DNA del plasmido
TOPO4/GPA1-URA3 con la enzima EcoRI; el producto de la digestion se
sometio a electroforesis y la banda correspondiente se purifico a partir del gel
de agarosa. Con el DNA obtenido se procedio a la transformacion de las células

litio-competentes de Y. lipolytica.
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La generacion de células de Y. lipolytica litio-competentes se efectud por el
método de acetato de litio, como lo describen Davidow y colaboradores en el
afio 1985; por este método, el DNA externo (correspondiente al casete de
disrupcién) entra al nicleo de la célula y por recombinaciéon homologa se inserta

en el locus correspondiente en el genoma de la célula.

Para generar las células de Y. lipolytica calcio-competentes, de una placa de
cultivo de toda la noche (medio YPD), se tom6 una colonia de la cepa PO1A de
Y. lipolytica y se inoculé en 10 ml de medio YPD a pH 4, se incub6 durante 18 h
aproximadamente con agitacién a 28 °C. Posteriormente las células se contaron
con ayuda de un hematocitbmetro y se tomé el volumen necesario de este
cultivo para inocular 3 diferentes concentraciones 5x10% 1x10° vy
2x10° células/ml en 3 matraces de 250 ml que contenian 12.5 ml de medio YPD
a pH 4 cada uno. Los matraces se incubaron aprox. 14-16 h a 28 °C, con
agitacion a 200 rpm, al dia siguiente las células de los cultivos se contaron y se
selecciond la poblacién del matraz que tuviese una concentracion aproximada
de 1x10® células/ml. Dicho cultivo se trasvasé a tubos Falcon de 50 ml, y éstos
se centrifugaron durante 10 min a una velocidad de 5000 rpm, las células se
lavaron 2 veces con 5 ml de buffer TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8) y
posteriormente se resuspendieron en un volumen de 1.5 ml de buffer de acetato
de litio 0.1 M, pH 6, que permitiera obtener una concentracién final de
5X10°% células/ml. Posteriormente, las células se incubaron durante 1 hora, a
28 °C con agitacion a 70 rpm; las células se almacenaron durante 14 ha 4 °Cy

se utilizaron antes de 48 h de haber sido preparadas.

Todo el proceso de la transformacion se realizé a 4 °C colocando los tubos
con las reacciones en un recipiente con hielo molido. Para cada reaccion se
colocaron 100 pul de células competentes en un tubo con capacidad de 2 ml; se
agregaron aproximadamente 10 pl (500-750 ng) del DNA correspondiente al
casete de interrupcién purificado como se menciond anteriormente y 2.5 ul de
DNA de esperma de salmon (5 mg/ml) desnaturalizado (5 min a 95 °C); la
mezcla se incub6 15 min a 28 °C sin agitacion, después se agregaron 700 pl de

43



polietilenglicol (PEG 4000, CARBOWAX™) al 40%, la mezcla se incub6 durante
1 h a 28 °C con agitacion ligera (70 rpm). Pasado este tiempo, los tubos que
contenian las reacciones se sometieron a un choque térmico incubandolos
durante 10 min a 39 °C. Posteriormente, los tubos se colocaron en el recipiente
con hielo molido (4 °C) e inmediatamente se agregd 1 ml de buffer TE pH 8.0;
se centrifugaron 2 min a 4000 rpm, se elimind el sobrenadante por decantacion
y el pellet de células se resuspendio en 230 ul de buffer TE. De esta solucion de
células, se tomaron alicuotas de 50 y 100 ul y se sembraron en placas de Petri
con medio minimo YNB adicionado con leucina (262 mg/L). Las placas se
incubaron en posicién invertida, a 28 °C, aprox. 5-7 dias, hasta la aparicion de

colonias.

6.2.11.8 Seleccion y comprobacién de transformantes YI-AGPA1

La seleccion de las posibles mutantes se realizé considerando la capacidad
de éstas para crecer en el medio selectivo YNB adicionado con leucina, ya que
al incorporar el casete de interrupcion (GPA1-URA3) que contiene la secuencia
de DNA correspondiente al gen URA3, las transformantes pudieron sintetizar
uracilo y crecer sin la necesidad de que éste fuese adicionado al medio de

cultivo.

Para comprobar la delecion del gen GPAL en las colonias que crecieron, se
sembraron 8 colonias en tubos Falcon de 50 ml que contenian 10 ml de medio
liquido YNB adicionado con leucina; se incubaron durante toda la noche a
28 °C, con agitacion (200 rpm) y se realizo la extraccion del DNA gendmico de
las 8 clonas. EI DNA obtenido se analiz6 por PCR con oligonucleétidos
especificos disefiados en regiones del genoma que no habia sido manipulado
durante la construccién e insercion del casete (oligonucleétidos 5 GPALl y
3'GPALl); ademas, para comprobar la insercion y correcta integracion del gen
marcador, se hicieron reacciones de PCR con combinaciones de
oligonucledtidos especificos disefiados sobre la secuencia del gen marcador
insertado (YIURA3) y sobre la secuencia del fragmento deletado (ORF-GPA1).

44



6.2.12 Construccion de los casetes de disrupciéon GPA2-LEU2 vy
GPA2-URA3

La estrategia elegida para la construccion de los casetes de disrupcion del
gen GPAZ2 consistio en clonar las regiones adyacentes de dicho gen vy ligarlos

con los genes marcadores LEU2 y URAS (ver figura 7).
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Figura 7. Esquema de elaboracion del casete de disrupcion de GPA2. A) Analisis y
disefio de los oligonucledtidos con sitios de corte para las enzimas Hindlll y BamHI
para amplificar las regiones adyacentes (P y T) del gen GPA2. B) Los fragmentos Py T
se unieron y se clonaron en un solo vector y éste se linearizé por digestion con la
enzima BamHI y previa desfosforilacion, este fragmento se unié mediante ligacion al
gen marcador. C) Se ejemplifica la ligacién usando como marcador al gen LEU2.
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6.2.12.1 Amplificacién y clonacién de las regiones adyacentes del gen
GPA2

La estrategia completa para la construccion del casete de disrupcién tal
como se muestra en la figura 4, consistié en el disefio de oligonucleotidos con
sitios de corte para las enzimas Hindlll y BamHI (secuencias marcadas con
letras negritas), tanto para la amplificacion de la region adyacente 5° (region
promotora, P) como para la region adyacente 3 (regidén terminadora, T) del gen
GPA2.

Usando como templado el DNA gendmico de Y. lipolytica, se amplificaron las
regiones adyacentes al ORF del gen GPA2 utilizando los oligonucleétidos
GPA2-PF (AAGCTTGCGCCGACACGGACCCCGG) y GPA2-PR (GGATCCG
TCTTGCGTATTAGTGTGCGG) para amplificar la regiébn promotora y GPA2-TF
(GGATCCGCCAGGTGAACTGGAGG), vy GPA2-TR (AAGCTTGGTGGGTGC
AGGAGTCTCTGG) para la regiéon terminadora. En ambas reacciones de PCR
la temperatura de alineamiento fue 66 °C, con 1 min de extensién. Los
productos de PCR se clonaron en el vector pCR TOPO 4 y se procedio a la
transformaciéon de E.coli. La comprobacién de clonas positivas se realizd por
analisis de restriccion con las enzimas Hindlll y BamHI y por PCR con los

oligonucled6tidos mencionados para cada una de las regiones.

6.2.12.2 Ligacion de regiones adyacentes (P+T) del gen GPA2

Utilizando como molde el DNA plasmidico correspondiente a cada uno de los
extremos del gen GPA2, se amplificé por PCR utilizando los oligonucleotidos
universales T3y T7 (0.1 pg/pL) (ver figura 8). La temperatura de alineamiento

fue de 60 °C, y 1 min de extension.

Los productos de PCR se recuperaron por precipitacion a partir del
fragmento de agarosa y se sometieron a la accién de la enzima BamHI.
Incubando a 37 °C durante 1.5 h.
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Figura 8. Esquema donde se muestra el proceso de amplificacién, unién y
clonacién de los extremos del gen GPA2. A) Amplificaciéon por medio de PCR con
oligonucledtidos universales T3 y T7. B) Digestion de los fragmentos P y T con la
enzima de restriccion BamHI. C) Ligacion de P y T en sitios BamHI y amplificacién por
PCR de los productos ligados (P+T).

Los productos de la digestion con BamHI se sometieron a ligacion con la
enzima T4 DNA Ligasa Express Link en las condiciones que se muestran en la
tabla 6. Se utilizé una proporcién 1:1, (P:T); la estimacion de las cantidades de
cada fragmento se hizo por observacion en un gel de agarosa, utilizando como

referencia el marcador de peso molecular Hyperladder IV.

Tabla 6. Composicion de la reaccion de ligacion de los extremos
(Promotor + Terminador) del gen GPA2

REACTIVO VOLUMEN
(ML)

DNA Promotor 5
DNA Terminador 5
Buffer de ligacion (5X) 4
Ligasa T4 express Link (5U/ul) 1
Agua bidestilada estéril 5

Total 20

*La reaccion de ligacion se llevé a cabo a 4 °C, durante toda la noche.
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6.2.12.3 Clonacion de la union de las regiones adyacentes (P+T) del
gen GPA2

Para obtener el fragmento correspondiente a la unién de P+T (1420 pb) se
realiz6 una amplificacion por PCR con los oligonucleétidos GPA2-PF
(AAGCTTGCGCCGACACGGACCCCGG) y GPA2-TR (AAGCTTGGTGGGTG
CAGGAGTCTCTGG), usando como DNA templado 1pl del producto de la
reaccion de ligacion. La presencia de productos de PCR del tamafio esperado
se verificd en un gel de agarosa. Estos productos se clonaron en el vector pCR
TOPO 4 y se transformaron células calcio-competentes de E.coli en las
condiciones anteriormente descritas, generandose asi el plasmido TOPO4/P+T.
La comprobacion de clonas positivas se realiz6 por analisis del patrén de
restriccién con la enzima Hindlll, cuyos sitios de corte flaquean al producto de
union de los fragmentos P+T adyacentes al gen GPA2.

6.2.12.4 Insercion de la secuencia correspondiente al gen marcador

entre los extremos adyacentes (P+T) de GPA2

Para continuar con el proceso de construccion del casete de disrupcion, el
DNA del plasmido TOPO4/P+T se linearizé por digestion con la enzima BamHI

y se ligd al gen marcador URAS.

6.2.12.5 Desfosforilaciéon del vector linearizado P+T con CIAP

Una vez que se tuvo el vector linearizado sometido a la accion de la enzima
de restriccion BamHlI, para evitar la religacion de los extremos BamHI el DNA se
someti6 a una reaccion de desfosforilacion utilizando la enzima fosfatasa
alcalina (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase CIAP; Invitrogen, 2013), esta
enzima tiene la funcion de hidrolizar los grupos fosfato de los extremos 5" y 3
de DNA y RNA. Para la reaccion de desfosforilacion se siguieron las
instrucciones del fabricante agregando cada uno de los componentes y en las

cantidades que se mencionan en la tabla 7.
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Tabla 7. Composicién de lareacciéon de desfosforilacién con la enzima
CIAP sobre el vector linearizado TOPO4/P+T del gen GPA2

REACTIVO VOLUMEN
(pl)
Vector linearizado 15
Enzima CIAP (1 U/ pl) 1
Buffer CIAP (10X) 10
Agua bidestilada estéril 74
Total 100

*La reaccién se incub6 a 37 °C por 30 min, después se agreg6 1 ul de enzima CIAP
y se incub6 a 37 °C otros 30 min. Para inactivar a la enzima CIAP, ésta se removid
con fenol-cloroformo.

6.2.12.6 Reaccion parainactivar a la fosfatasa alcalina (CIAP)

Una vez terminada la incubacién con la enzima CIAP, para detener la accion
de la enzima se agregaron 200 pl de agua bidestilada estéril y 100 pl de una
mezcla de fenol-cloroformo (50:50); se mezclé y se centrifugd por 5 min a
12000 rpm; el sobrenadante se recuperd en un tubo de microcentrifuga nuevo
de 1.5 ml y se le agregaron 25 ul de acetato de amonio (7.5 M), se mezclé con
la micropipeta y se agregaron 500 pl de etanol absoluto (frio), se incubd a
-20 °C por 5 min, y se centrifugd durante 10 min a 12000 rpm, se eliminé el
sobrenadante por decantacion y se agregaron 500 pl de etanol al 70% y se
centrifugd durante 2 min a 12000 rpm; se elimind el etanol, se dej6é secar
durante 5 min a TA con los tubos abiertos para permitir que se evaporara el
etanol remanente. Después, el DNA se resuspendié en 20 pl de agua y se
almaceno a -20 °C hasta su uso.

6.2.12.7 Ligacion del vector desfosforilado y el gen marcador URA3

El gen marcador URA3 (1700 pb) de Y. lipolytica se obtuvo por digestion del
plasmido pCR TOPO 2.1/URA3 con la enzima BamHI (ver tabla 8); el DNA
correspondiente al gen URAS3 se obtuvo siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 7.5.3.

49



Tabla 8. Composicidon de lareaccién de digestion con BamHI sobre DNA
plasmidico para obtener el gen marcador URA3

REACTIVO VOLUMEN
(ul)
DNA plasmidico pCR 2.1/URA3 11.5
Buffer de digestion RE 10X 1.5
Enzima BamHI (10 U/ul) 2
Total 15

*La reaccioén se incubd durante 1.5 h a 37 °C.

Los fragmentos de DNA correspondientes al gen marcador y al vector
TOPOA4/P+T linearizado y desfosforilado, se mezclaron en proporcion 3:1
(inserto-plasmido) y se sometieron a una reaccion de ligacion en las

condiciones descritas en la tabla 9.

Tabla 9. Composicion de la reaccion de ligacion del gen URAS3 en el
vector linearizado TOPO4/P+T

REACTIVO VOLUMEN
(Hi)
DNA Vector linearizado P+T (vector) 2
DNA URAZ3 (inserto) 5
Buffer de ligacién 5X 2
Ligasa T4 ExpressLink (5U/ pul) 1
Total 10

* Incubacion durante toda la noche a 4 °C.

Del producto de la ligacion, se agregaron 5 ul a un vial de células
calcio-competentes de E.coli y se procedid6 a su transformacion en las
condiciones previamente descritas. Las colonias que crecieron en el medio
selectivo (placas de LB+ampicilina), se sembraron en tubos Falcon de 15 ml
que contenian 4 ml de medio liquido LB adicionado con ampicilina y se
incubaron durante toda la noche a 28 °C, con agitacién (200 rpm). Al dia

siguiente, se extrajo el DNA plasmidico de los cultivos y para comprobar que
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hubiesen incorporado el plasmido con la construccion (P+URA3+T), sobre el
DNA plasmidico se hicieron reacciones de digestion con la enzima de
restriccion BamHI y analisis por PCR con oligonucledtidos especificos; de esta
manera también se comprobd la insercion del casete en el locus correcto y

correcta direccién del gen marcador URA3.

6.2.12.8 Construccién del casete de disrupcion para GPA2, con el gen

marcador LEU2

Con la intencién de generar una doble mutante para los genes GPA1l y
GPA2, se construyé el casete de disrupcion P+LEU+T. Este se construy6

utilizando la estrategia descrita para la construccion con el gen marcador URA3.

El gen marcador LEU2 se obtuvo a partir de la cepa YL-4 de Y. lipolytica var
indica, la cual, a diferencia de la cepa PO1A, presenta auxotrofia solo a uracilo,
manteniendo intacto el gen LEU2, necesario para la sintesis de leucina. A partir
del DNA gendmico obtenido de cultivos de la cepa YL-4, se amplifico la
secuencia correspondiente al gen LEUZ2 utilizando los oligonucleétidos LEU2-F
(GGATCCGTAATGCCCAGCATCGAGG) y LEU2-R (GGATCCCCTTACCATA
CCTCACTG) disefiados con secuencias para el corte con la enzima BamHI,
con una temperatura de alineamiento de 60 °C y un tiempo de extension de
2.5 min. Los productos de PCR se clonaron en el vector pCR TOPO 4
(Invitrogen) y a partir del DNA plasmidico se obtuvo, por digestion con BamHI,

el DNA correspondiente al gen marcador LEU2 de Y. lipolytica.
La construccion de este casete también se comprobd por analisis del patron

de restriccién y por PCR con oligonucleotidos especificos disefiados sobre la

secuencia del gen GPA2 y en el interior del gen marcador LEU2.
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6.2.13 Transformacioén de células de Y. lipolytica para obtener mutantes
AGPA2

Una vez que se comprobd la correcta insercion del gen marcador en cada
una de las construcciones genéticas (Extremo 5° GPA2 + GEN MARCADOR +
extremo 3° GPA2), éstas se amplificaron por PCR y con el DNA obtenido se
transformaron las células de Y. lipolytica; la integracion del casete en el genoma

de la célula se hizo por recombinacion homéloga, sustituyendo el gen GPAZ2.

En primera instancia se hicieron intentos para llevar a cabo la transformacion
de Y. lipolytica por el método del acetato de litio (ver apartado 6.2.18) y ante los
resultados obtenidos, se decidié implementar el método de transformacion por
electroporacidon en células litio-competentes, descrito por Wang, J. Yy

colaboradores (2011), en las condiciones que se describen a continuacion.

6.2.13.1 Generacién de células litio-competentes

A partir de los cultivos, en placas de Petri con medio YPD, de las cepas
PO1A y de la cepa mutante AGPA1, se tomo una colonia de cada cepa y con
éstas se inocularon 10 ml de medio YPD contenidos en tubos conicos de 50 ml;
se incubaron a 28 °C durante toda la noche (16.5 h aproximadamente).
Posteriormente se tomaron 10 pl de estos cultivos para inocular matraces de
250 ml de capacidad, que contenian 50 ml de medio YPD, se incubd en
agitacion (200 rpm) a 28 °C, después de 18 horas de incubacion se determiné
la absorbancia (ODegoonm) Y cuando ésta alcanzé 1.5 unidades, las células se
cosecharon por centrifugacion y se lavaron dos veces con agua Mili Q estéril y
después se resuspendieron en 8 ml de una solucién 0.6 M de sorbitol, 10 mM
Tris-HCI pH 7.5 y 150 mM LiAc; inmediatamente las células se incubaron a TA
durante 1 h, con agitacién ocasional. Después, los cultivos se centrifugaron por
5 min a 3000 rpm y se resuspendieron con 3 ml de sorbitol (1 M) frio, se
transfirieron a un tubo de 10 ml de capacidad y las células se contaron para

ajustar a una concentracion final de 10x10% cel/ml, las células se lavaron con el
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volumen de sorbitol (1 M) previamente determinado y se mantuvieron en frio (en

hielo molido), hasta su uso.

6.2.13.2 Reacciones de transformacion por electroporacién

Para las reacciones de transformacion se utilizaron células litio-competentes
de las cepas POlA y AGPA1, siguiendo el protocolo descrito por Wang y
colaboradores (2011). La cepa PO1A se transform¢ utilizando tanto DNA del
casete correspondiente a GPA2-URA3 como al casete GPA2-LEU2
(construidos como se menciona en el apartado 7.5), mientras que para la cepa
mutante AGPA1 (utilizada para construir una doble mutante: AGPA1/ AGPA2),
el proceso de transformacion se realiz6 utilizando el DNA del casete
GPA2-LEU2. EI DNA correspondiente a estos casetes se cuantifico previamente

utilizando el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

Para cada reaccion (ver tabla 10), se tomaron 100 ul de las células
litio-competentes y se mezclaron con el volumen necesario de la solucion del
DNA correspondiente que permitiese tener una concentracion final de 350 a
500 ng de DNA. El DNA se coloc6 con ayuda de una micropipeta en los tubos
de 1.5 ml que contenian 100 pl de células litio-competentes y se mezclé con
agitacién suave con la punta de la pipeta. La mezcla se incub6 en hielo molido
por 5 min y con ayuda de la pipeta se transfiri6 a una cubeta de electroporacion
de 0.2 cm (Gene Pulser/Micro Pulser) y utilizando el equipo (Micro pulser de Bio
Rad) se aplico un pulso de 1.5 KV (E=12.4 kv/icm) 200 Q y 25 pF (que
corresponden a una duracion del pulso de 4.6 ms aproximadamente).
Inmediatamente después de la electroporaciéon, las células se diluyeron
adicionando 1 ml de sorbitol (1 M) frio y alicuotas de 100 ul fueron sembradas
en placas con medio minimo YNB adicionadas con el aminoacido leucina o con
la base nitrogenada uracilo, segun se requeria para la selecciébn de las

mutantes.
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Tabla 10. Condiciones de electroporacion y seleccién de las

transformantes
Células litio- DNA Casete Indlcadqr'es para
competentes (cantidad ng) seleccion de
Cepa 9 transformantes
GPA2-LEU2 ,
PO1A (372) Uracilo (1.25 mg/ml)
GPA2-URAS3 .
PO1A (430) Leucina (0.26 mg/ml)
GPA2-LEU2
AGPA1 (372) Q)

6.2.13.3 Seleccion y analisis de las transformantes YI-AGPA2

La seleccion se realizé6 mediante la capacidad de crecimiento de las células
transformadas en medio YNB con distintas suplementaciones afiadiendo:
a) uracilo; b) leucina; c) sin suplementacion; (en el caso de posibles dobles

mutantes), segun la auxotrofia esperada para las transformantes de cada cepa.

Las colonias que crecieron en las placas con el medio selectivo, se tomaron
con ayuda de un palillo estéril y se inocularon en tubos Falcon de 50 ml que
contenian 10 ml de medio liqguido YNB adicionado o no, conforme a los
requerimientos de las posibles transformantes (ver tabla 10); los cultivos se
incubaron toda la noche, a 28 °C, con agitacion. De las clonas de Y. lipolytica
gue crecieron, se extrajo el DNA gendmico y éste se analizé por PCR para
comprobar la delecién del gen GPA2, asi como presencia del gen marcador y la

insercion del casete de disrupcion en el locus y en la orientacion correctos.

En todas las reacciones de PCR se us6 el DNA gendmico de la cepa PO1A

como control para determinar la presencia o ausencia de los casetes.
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6.2.14 Analisis genotipico de las mutantes AGPA1

Para comprobar la delecién del gen GPAL en las colonias que crecieron en
las placa, estas se sembraron en tubos Falcon de 50 ml que contenian 10 ml de
medio liquido YNB adicionado con leucina; se incubaron durante toda la noche
a 28 °C con agitacion (200 rpm) y se realizo la extraccion del DNA gendmico de
las clonas. EI DNA obtenido se analizd6 por PCR con oligonucleétidos
especificos disefiados en regiones del genoma que no habia sido manipulado
durante la construccion e insercion del casete (5°GPAl-F y 3'GPA1-R, cuyas
secuencias son GGGTGCCGTTTGTGAGGTGGG y GGCAGCCTTAG
CAGTGGCCTGGG, respectivamente); ademas, para comprobar la insercion y
correcta integracion del gen marcador, se hicieron reacciones de PCR con
combinaciones de oligonucleétidos especificos disefiados sobre la secuencia
del gen marcador insertado URA3: URA3 interno-F (GGCCTG
CGAGCTGGTGCCGAGG) y URA3 interno-R  (CCTCGGCACCAGC
TCGCAGGCC); y sobre la secuencia del fragmento deletado ORF-GPAL, con
los oligonucledtidos GPA1l sonda-F (CGACTCCGCTATGCCTGACTGGG) y
GPA1 sonda-R (GGCCGCCCACCAGAAAAGGGG).

6.2.15 Andlisis genotipico de las mutantes A GPA2

Las colonias transformantes que crecieron como producto de la
transformacion con los casetes GPA2-URA3 y GPA2-LEU2, también se
analizaron por PCR con oligonucleétidos correspondientes.

Para comprobar la delecion del gen GPA2, se utilizaron los oligonucleétidos
especificos GPA2 sonda-F y GPA2 sonda-R cuyas secuencias son
GGCCACAGCAACAAGACAGAGG y CCGAGTACGACCAGGTTCTGTTG
respectivamente. Dichos oligonucleétidos se disefiaron sobre la secuencia
correspondiente al ORF GPA2. Ademas, se realizaron reacciones de PCR
utilizando oligonucledtidos disefiados sobre la secuencia de los genes
marcadores URA3 [URA3 interno-F (GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG) vy
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URAS interno-R (CCTCGGCACCAGCTCGCAGGCC)] y LEUZ2 [LEUZ interno-F
(CCAACACCGTATGGACCACTCCC) y LEUZ interno-R (CCTCGTCGGAGATG
ATATCGCC)], asi como las combinaciones de éstos con los oligonucleotidos
5" GPA2-F (GGATCCGCGTGAGAATTAGTCTGTCTG) y 3'GPA2-R (GGATCC
CCCTGAAGGAGTAACAAGTAG) que fueron disefiados en las regiones
cromosomicas que flanquean al gen GPA2 y sus regiones adyacentes, y que no
habian sido manipuladas durante la construccion de los casetes (ver tabla 12);
estas Ultimas reacciones se utlizaron con la finalidad de comprobar la
integracion del casete de disrupcion en el locus correcto y en la orientacién

correcta, en el genoma de las transformantes.

6.2.16 Andlisis fenotipico de la mutante AGPA1l

Con el objetivo de determinar el posible papel que desempeiia el gen GPA
en el proceso de sensado de glucosa en Y. lipolytica, una vez que fue
corroborada la delecién del gen GPA1 en las mutantes YIGPAL, a una de estas
mutantes se le analiz6 su capacidad de crecimiento en medio minimo YNB en
las siguientes condiciones: a) YNB sin glucosa adicionada, b) YNB mas
27.5 mM de glucosa, ¢) YNB mas 55 mM de glucosa y d) YNB mas 110 mM de
glucosa. Los resultados se compararon con respecto a los obtenidos con la

cepa parental PO1A.

6.2.16.1 Crecimiento de la mutante AGPAl1l en diferentes

concentraciones de glucosa

Para determinar si la mutante A GPAL tenia alterada la capacidad de sensar

la presencia de glucosa, se realizaron curvas de crecimiento en medio de
cultivo adicionado con diferentes concentraciones de glucosa, como se

menciond anteriormente.
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6.2.16.1.1 Tratamiento de las células para eliminar reservas de glucosa

A partir de cultivos en placa de las cepas PO1A y AGPA1 se seleccion6 una
colonia aislada de cada cepa y se inoculo en un matraz de 250 ml que contenia
50 ml en medio liquido YPD; se incubd durante 18 h a 28 °C con agitacion
(200 rpm). Al dia siguiente, se determiné la densidad 6ptica (OD 600 nm) de los
cultivos con ayuda del espectrofotometro Evolution 300 UV-Visible

Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Para eliminar las reservas de glucosa en las células, éstas se lavaron
2 veces con 25 ml de agua estéril, se resuspendieron en 25 ml de agua estéril y
se incubaron durante 2 h a 28 °C, con agitacién a 200 rpm; pasado este tiempo,
los cultivos se centrifugaron una vez mas y se eliminé el sobrenadante; las

células se resuspendieron en medio YNB sin glucosa.

6.2.16.1.2 Determinacion del in6culo

Para los cultivos en el medio con las diferentes concentraciones de glucosa,
el inéculo inicial se ajusté a una OD (600 nm) de 0.2, segun la férmula que se

muestra a continuacion:

_ (Volumen final) (OD deseada)
"~ (OD total del cultivo)

Con el volumen determinado para cada una de las 2 cepas, se inocularon
matraces de 250 ml que contenian 50 ml de medio YNB+Leu+Ura en las
siguientes condiciones: a) YNB sin glucosa adicionada, b) YNB adicionado con
27.5 mM de glucosa, ¢) YNB mas 55 mM de glucosa y d) YNB mas 110 mM de
glucosa. La concentracion de glucosa para estos analisis se determiné en base
a lo que se utiliza habitualmente para preparar medio rico (YPD, 2% de glucosa,

equivalente a 110 mM).
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6.2.16.1.3 Curvas de crecimiento de la mutante A GPA1

Los matraces se incubaron a 28 °C con agitacion a 200 rpm y; a diferentes
tiempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 48, 60, 72, 84 y 96 h) se tom6 1 ml de
cada cultivo para determinar la OD. Los resultados se graficaron en los
programas computacionales EXCEL y Prisma®; se calculdo el tiempo de
duplicacibn y namero de generaciones de cada una de las cepas en las
diferentes condiciones y se compard con los valores obtenidos utilizando la

cepa control sometida a las mismas condiciones de cultivo.

6.2.16.2 Andlisis de la morfologia celular

Para determinar si la falta de la proteina Gpa (codificada por el gen GPA)
juega un papel significativo en la diferenciacién celular de Y. lipolytica, se
determind el porcentaje de diferenciacion (crecimiento en forma de levadura o
micelio) de los cultivos celulares obtenidos en las distintas condiciones que se
probaron (concentraciones de glucosa). Para ello, de cada uno de los cultivos
se hicieron preparaciones que se observaron en microscopio trinocular invertido
AE2000 marca Motic-AE21, utilizando el objetivo 20X.

Para el analisis comparativo de la morfologia celular de la mutante GPAL, y
con respecto a la cepa control PO1A, se tomaron fotografias de los cultivos a
12 h de incubacion en las diferentes condiciones; utilizando el microscopio

antes mencionado.
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7. RESULTADOS

7.1 Busquedain silico de los genes GPA de Y. lipolytica

En el genoma del hongo dimoérfico Yarrowia lipolytica, se analizo la presencia
de posibles genes que codifican para la subunidad alpha de la proteina G
heterotrimérica. La secuencia completa del genoma de esta especie se
encuentra con acceso libre en las bases de datos del consorcio francés

Génolevures.

En una primera busqueda con ayuda del programa BLAST de NCBI y en la
pagina del consorcio Génolevures, se utilizaron como sondas las secuencias de
aminoacidos (Aa) descritas para las proteinas Gpa de las especies C. albicans
y S. cerevisiae; posteriormente, se usaron las secuencias de nucleotidos
correspondientes a los genes GPA de las mismas especies. Con esta estrategia
se identificaron dos genes que tentativamente codifican para subunidades alpha
de la proteina G heterotrimérica. Estos genes se denominaron YIGPAl y
YIGPA2 y sus etiquetas de identificacion en el genoma de Y. lipolytica son
YALIOE11627g y YALIOA09592¢, respectivamente.

El tentativo gen YIGPAL se localiza en el cromosoma E de Y. lipolytica; tiene
un tamafio de 1233 nucleétidos y el marco de lectura presuntamente codifica
para la proteina Gpal, con un tamafio de 410 amino&cidos, mientras que el gen
YIGPAZ2 se encuentra en el cromosoma A, tiene un tamafio de 1326 nucle6tidos

y codifica para la proteina Gpa2 de 442 aminoacidos.
Las dos putativas proteinas Gpal y Gpa2 de Y. lipolytica muestran 31 a 55%

de identidad con Gpa's de especies como C. albicans, S. cerevisiae y Homo
sapiens (Tabla 11).
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Tabla 11. Comparacién de las secuencias Gpa de Y. lipolytica con
secuencias de proteinas Gpa de otras especies

Identidad** Identidad**
Especie (ID)* YIGpal YIGpa2
YALIOE11627p YALIOA09592p

188/432 (43%) 138/394 (35%)

Candida albicans Gpal (429 Aa)
gb|AAA34324.2]

Candida albicans Gpa2 (502 Aa)

0 0
gb|EEQ44285.1| 127/406 (31%) 208/455 (45%)

Saccharomyces cerevisiae Gpal

0 0
(472 Aa) gb|EDV09054.1] 130/234 (55%) |  149/435 (34%)

Saccharomyces cerevisiae Gpa2

0 0
(449 Aa) sp|P10823.2] 126/382 (32%) |  201/436 (46%)

Homo sapiens Gpaz2 152/410 (37%) 151/361 (41%)
(355 Aa) NP_002061.1

Secuencias obtenidas de NCBI. *ID = nimero de identificacién en GenBank.
**Porcentaje de identidad de aminoacidos (No. residuos idénticos/ No. Residuos
comparados).

La putativa proteina YIGpal presenta el mayor porcentaje de identidad con
la proteina Gpal de S. cerevisiae (55% de identidad, en una region de 234 Aa
comparados) y la menor identidad, con las Gpa2 de C. albicans y S. cerevisiae
(31% y 32% de identidad en regiones de 406 y 382 Aa comparados,
respectivamente). Por otra parte, la putativa proteina YIGpa2 muestra el mayor
porcentaje de identidad con las proteinas Gpa2 de S. cerevisiae y C. albicans
(46 y 45% de identidad). Este mismo analisis muestra que las putativas
proteinas Gpal y Gpa2 de Y. lipolytica presentan una identidad de 37 y 41%

con respecto a la proteina Gpa2 de la especie H. sapiens (ver tabla 11).

El alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las Gpa’s que
se mencionan en la tabla 11, se realizé con el programa CLUSTAL W (Kyoto
University Bioinformatics Center, 2013). Mediante la comparacion de los
resultados obtenidos con la informacion contenida en las bases de datos de
NCBI se identificaron, en las regiones conservadas de las Gpa’s de Y. lipolytica,

los dominios especificos de union a otros componentes que participan en la
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activacion de la via PKA, como son el Dominio de Union a GTP, el Dominio de
Unibn a la adenilato ciclasa, el Dominio de Unibn a receptores
transmembranales (GPCR’s) y el Dominio de Union al dimero formado por las
subunidades beta-gamma; este analisis también permitio identificar, tanto en
YIGpal como en YIGpaz2, la presencia de aminoacidos a los que se les atribuye

una funcién esencial para las uniones de los diferentes dominios (ver figura 9).
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CaGPA2 GSGESCGES KTSGIFIYSFDLGNGLNMNLFDVGY LFLNEID
ScGPA? GAGESCES MTSGIFDTVIDMGSDIEMHIYDVG) LPLNEID Dominio de uniona GTP
Y1GPA2? GSCESGKS ETTGIYETKFRLG-SHLIHMYDVGQ LFLNRID
HsGPA? GAGESGRS KTTGIVETHFTFE-DLHFRMFDVG) LFLNERD
CaGPAl GAGESGES KTTGITETDFLIE-SFQFRVLDAGD LFLNEID
ScGPA1 GAGESCGES KTTGITETEFNIG-SSEFRVLDAGY LPLNEID

Y1GPA1 GTGESGES ETTGVSETPFLVG-GOMLSIIDVGD) LFLWECD
o LR & o LI W W

CaGPA2 IFIYSFDLGNGLNMNLFDVGGORSERERWINCED
ScGPA2? IFDTVIDMGSDIRMHIYDVGGQORSERERWIHCEFD
Y1GPA2? IYETRFRLG-SHLIHMYDVGGQRSERRRWIHCFE
HsGPA2? IVETHFTFE-DLHFEMFDVGGORSEREKRWIHCFE Adenilato
CaGPA1l ITETDFLIE-SFQFEVLDAGGORSVRERWIHCFE Ciclasa

ScGPA1  ITETEFNIG-SSEFEVLDAGGQRSERERWIHCFE

Y1GFA1l VSETPFLVG-GOMLSIIDVGGOEKSERFKWMHCFD
o " o k]

Dominio de unién a Adenilato Ciclasa

CaGPAZ SGLNIYPHVTQATDTSHIELV
SoGPA2 ANLSIYPHVTQATDTSHIRLV
Y1GPAZ AGLNIYPHLTQATDTSHIRLV
H=GPAZ DTEEIYTHFTCATDTENVQLV
CaGPAl THEFIYVHRTCATDSESMEFV
SoGPAL THEFIYVERTCATDTQTMEFV

Y1GPAL1 FSEEIYVHFTCATDTENMRFV -

dh Ak Ak AR d o Ak

Dominio de unién al receptor (GPCR’s)

CaGPAZ SGIFIYSFDLGHNGLNMNLFDVGGORSEREFWINCED
Y1GFPA2 TGIYETEFRLG-SHLIHMYDVGGORSEREEWIHCFE
H=GPAZ TGIVETHF TFE-DLEFEMFDVGGORSERFFWIHCFE
CaGPAl TGITETDFLIE-SFQFEVLDAGGORSVEEFWIHCFE
SoGPAL TGITETEFNIG-SS5EFEVLDAGGORSEREEWIHCFE

Y1GPAL1 TGVSETFPF LVG-GOMLS I IDVGGOESEREEWMHCFD
* o ok o

Figura 9. Identificaciéon de dominios especificos en presuntas proteinas Gpal y
Gpa2 de Y. lipolytica. Alineamiento de secuencias de aminoacidos Gpa's de
diferentes especies. Se muestran los dominios identificados como sitios de unién a
otros componentes de la via PKA.

CaGPA2, gen GPA2 del organismo C. albicans; SCGPA2, gen GPA2 de S. cerevisiae;
YIGPA2, gen GPA2 de Y. lipolytica; HsGPA2, gen GPA2 de H. sapiens; CaGPA1, gen
GPAL de C. albicans; ScGPAL, gen GPAL de S. cerevisiae; YIGPAL, gen GPAl de Y.
lipolytica.

*Amino4cidos que participan en la actividad especifica de los distintos dominios,
CLUSTAL W.

7.2 Disefio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos especificos necesarios para la delecion de
los genes GPAl y GPA2 vy posterior generacion de las mutantes

correspondientes, se llevd a cabo sobre las secuencias de los genes GPA
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identificadas. Los oligonucledtidos disefiados para las diferentes etapas de este
trabajo se muestran en la tabla 12. Para el analisis de las caracteristicas fisico-
quimicas (temperatura de fusién, contenido de GC, formacion de dimeros y
especificidad) de cada uno de ellos se utilizaron programas bioinformaticos con
acceso libre en Internet, como Oligo Calc, primer-BLAST, DNA Sequence
Reverse and Complement Online Tool (Resources for Molecular and Cell
Biologists, 2013).

Tabla 12. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por PCR

en las diferentes etapas de este trabajo

Nomenclatura Secuencia 52 3 (Tg Etapa de uso
GPA1-F GGAGCAACATGCTCTGTATCTCAAGG Amplificacion del
62 gen completo
GPA1-R GCAGAGTAGTTGGCGGCAGGCTGG GPAl
GPA2-PF AAGCTTGCGCCGACACGGACCCCGG Amplificacion de la
66 region promotora
GPA2-PR GGATCCGTCTTGCGTATTAGTGTGCGG de GPA2
GPA2-TF GGATCCGCCAGGTGAACTGGAGG Amplificacion de la
66 | regién terminadora
GPA2-TR AAGCTTGGTGGGTGCAGGAGTCTCTGG de GPA2
LEU2F GGATCCGTAATGCCCAGCATCGAGG Amplificacion del
66 gen marcador
LEU2R GGATCCCCTTACCATACCTCACTG LEU2
Corroborar la
locus correcto del
62
casete de
3'GPA1-R GGCAGCCTTAGCAGTGGCCTGGG interrupcion para el
gen GPA1
URA3 int F | GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG Corroborar
Interno- presencia del gen
60 marcador URA3 en
) la construccién
URA3 interno-R | CCTCGGCACCAGCTCGCAGGCC genética
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62 eliminacion del
GPA1l sonda-R | GGCCGCCCACCAGAAAAGGGG ORF del gen GPA1
GPA2 sonda-F GGCCACAGCAACAAGACAGAGG Corroborar la
60 eliminacion del
GPA2 sonda-R | CCGAGTACGACCAGGTTCTGTTG ORF del gen GPA2
Corroborar

LEUZ interno-F CCAACACCGTATGGACCACTCCC presencia del gen

66 marcador LEU2 en
la construccién
genética

LEUZ2 interno-R | CCTCGTCGGAGATGATATCGCC

Corroborar la
presencia en el
58 locus correcto del

casete de
3'GPA2-R GGATCCCCCTGAAGGAGTAACAAGTAG interrupcion para el
gen GPA2

5" GPA2-F GGATCCGCGTGAGAATTAGTCTGTCTG

*En negritas se indica el sitio de restriccion adicionado a la secuencia del
oligonucledtido: AAGCTT para Hindlll, GGATCC para BamHlI.

7.3 Construccion del casete GPA1-URA3 y generacion de la mutante
A-YIGPA1

La mutante AGPAl1 se gener6 por doble recombinacion homéloga
sustituyendo el ORF del gen GPAl por el gen URA3 y sus secuencias
promotora y terminadora.

Para la construccién del casete de disrupcion GPA1-URA3 (Fig. 10),
utiizando los oligonucledtidos GPAl-F (GGAGCAACATGCTCTGTATC
TCAAGG) y GPAl1-R (GCAGAGTAGTTGGCGGCAGGCTGG) se logré
amplificar un fragmento de 2907 pb correspondiente al ORF (1233 nt) y a los
extremos 5°(845 nt) y 3°(829 nt) del gen GPAl (Fig. 10A). El fragmento
amplificado se clond en el vector pCR TOPO 4 (Invitrogen®). Despueés, por
digestién enzimatica con las enzimas EcoRV y Hincll se eliminé el ORF de
GPA1l y en su lugar se ligé el fragmento de 1700 pb correspondiente al gen

URAZ3 y sus regiones promotora y terminadora (fig. 10B y 10C).
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711 pb | 1233 pb | 623 pb

A 1 1

°. _ <

—
GPA1-F GPA1-R
EcoRV Hincll
B 5 3’
, marcador i

5’ 5'GPAl 3'GPA1 3’

¢ CTITITTITIT = TITITTTTT

Figura 10. Representacién esquematica de la estrategia para la construccion del
casete de disrupcion GPA1-URA3. A) Representacion grafica del producto
amplificado por PCR sobre DNA gendmico de Y. lipolytica correspondiente al ORF y
extremos 5" y 3" del gen GPAL. B) Se muestran los sitios de corte con las enzimas de
restriccion EcoRV y Hincll para eliminar el ORF del gen GPAL y su posterior sustituciéon
con el gen marcador URA3. C) Esquema de la construccion genética esperada (casete
de disrupcion) donde se muestran las regiones adyacentes 5 y 3" del gen GPAl y en
la parte central, la sustitucién del ORF GPA1 por el gen URA3.

Para la obtencion de la mutante AGPAL, las células litio-competentes de la
cepa POlA de Y. lipolytica se transformaron introduciendo el DNA
correspondiente a la construccion genética (3029 pb). Siete dias después de la
transformacion, en las placas selectivas (placas Petri con medio YNB
adicionado con leucina) se observd el crecimiento de pequefias colonias
caracteristicas de Y. lipolytica. Se obtuvieron 10 transformantes y se sembraron
en tubos que contenian 10 ml de medio liquido YNB+Leu. Se obtuvo el DNA
genomico de estas transformantes y, por PCR, se pudo comprobar que solo 6
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de ellas habian incorporado el casete en la region esperada (en el locus
correcto).

7.4 Caracterizacion genotipica de la mutante A GPA1

Las 10 colonias que se recuperaron fueron analizadas por PCR para
observar la integracién del casete de disrupcién del gen GPAL; para ello se
utilizaron combinaciones de los oligonucleétidos 5"GPA1-F (GGGTGCCGTTT
GTGAGGTGGG) y 3 GPAl-R (GGCAGCCTTAGCAGTGGCCTGGG), los
cuales fueron disefiados sobre las regiones cromosdmicas 5" y 3" del gen GPAL
que no habian sido manipuladas en la construccion e insercion del casete de
disrupcion (fig. 11). Considerando que se habian eliminado 1573 pb (ORF de
GPA1) y se sustituyeron por 1700 pb (gen URA3), la amplificaciébn con estos
oligonucledtidos permitio obtener fragmentos de 3.65 kb sobre el DNA de la
mutante AGPA1 y de 3.53 kb sobre el DNA de la cepa control PO1A.

GPA1sonda-F GPA1sonda-R
—_— A—

5 3
[ ' NN
L ]
—_ GPATT USRS TYR &t ¢
5'GPAL-F 3'GPAL-F

Figura 11. Representacién esquemaéatica del sitio donde se disefiaron los
oligonucleétidos para el ensayo de PCR para comprobaciéon de la mutaciéon. Se
utilizaron distintas combinaciones de oligonucle6tidos para efectuar el ensayo de PCR.

En otra combinacién, utilizando los oligonucle6tidos GPA1l sonda-F
(CGACTCCGCTATGCCTGACTGGG) y GPA1l sonda-R (GGCCGCCCACCAG
AAAAGGGG), se amplificé un fragmento de 371 pb sobre la cepa control y
considerando que la region del ORF GPAL habia sido sustituida por el gen
URAS3 y ya no estaba presente en la mutante, no hubo amplificacién sobre el

DNAg de la mutante. De la misma manera al estar presente el gen URA3 en las
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mutantes, cuando se usO la combinacion de los oligonucleétidos 5 GPAL-F
(GGGTGCCGTTTGTGAGGTGGG) y URA3 interno-R (CCTCGGCACCA
GCTCGCAGGCC), se logr6 amplificar un fragmento de 1.93 kb sobre la
mutante mientras que sobre la cepa control no hubo amplificacion; con el par
URAS interno-F (GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG) y 3'GPA1-R (GGCAGCC
TTAGCAGTGGCCTGGG) se amplificé un fragmento de 1.73 kb sobre la
mutante, mientras que sobre la cepa control no hubo amplificacién. Todas estas
combinaciones de oligonucleétidos y las condiciones de PCR utilizadas se

presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Combinaciones de oligonucle6tidos para la caracterizacién
de las mutantes A GPAL1l

Tamario del fragmento

Oligonucleétidos Tm (°C) amplificado (pb)
Mutante PO1A
5" GPA1-F/ 3'GPA1-R 62 3650 3537
GPAl sonda-F/ GPAl sonda-R 62 ) 371
5" GPA1l-F/ URA interno-R 60 1938 )
URA interno-F/ 3'GPA1-R 60 1730 ()

El andlisis mostré que de las 10 colonias analizadas, 6 resultaron positivas,
integrando el casete de disrupcion en la orientacién y locus correcto; las
mutantes positivas fueron M1, M2, M3, M5, M6, y M9. En la figura 12 se
muestran Unicamente los resultados del analisis genotipico de la mutante

AGPA1 M1 con las diferentes combinaciones de oligonucleétidos.
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5’ GPA1-F + 5" GPA1+ URA interno-F + GPA1 Sonda-F +
3'GPA1-R URAinterno-R 3’ GPA1 GPA1 Sonda-R

A A A A

ob M1
3537 %! ——
-l

1938 —> # "
1730 — , |
[e— ,

- - <—371

Figura 12. Caracterizacion genotipica de la mutante AGPAL. Para las reacciones
de PCR se utilizaron diferentes combinaciones de oligonucledtidos (ver texto y tabla
13). En la parte superior de la figura se muestran las combinaciones de
oligonucledtidos utilizados para la PCR. Carriles 1, 3, 5y 7, amplificacién sobre DNA
correspondiente a la cepa parental PO1A; carriles 2, 4, 6 y 8, PCR sobre DNA de la
mutante AGPA1l; M marcadores de peso molecular Hyperladder 1l y 1V,
respectivamente.

7.5 Construccion de los casetes GPA2-LEU2 y GPA2-URA3 vy

generacion de las mutantes A-YIGPA2

Para la delecion del gen GPA2 se construyeron dos casetes de disrupcion,
uno con el gen marcador URA3 y el otro con el gen LEU2; el casete GPA2-
URAS tiene un tamafio de 3.1 kb y GPA2-LEU2 de 3.7 kb.

Para la construccion de los casetes de disrupcion del gen GPA2, la
estrategia consistio en clonar las regiones adyacentes de dicho gen y ligarlos
con los genes marcadores LEU2 y URA3. La clonacion de cada una de las

regiones por separado permiti6 conservar los extremos del gen GPA2 y asi
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propiciar la integracion -por recombinacién homologa- de la construccion

genética en el locus adecuado dentro del genoma.

7.5.1 Clonacidon de las regiones adyacentes (Py T) del gen GPA2

Para la clonacion de las regiones promotora y terminadora del gen GPA2 se
hicieron amplificaciones por PCR sobre DNAg de la cepa POl1A con
oligonucledtidos disefiados en la secuencia de dichos regiones (fig. 13A, tabla
14).

A
680 pb 740pb
— |—
GP_AZ)FF € - gETR

GPA2-PR GPAZ-TF

Figura 13. Estrategia para la obtencion de las regiones adyacentes del gen GPA2.
A) Representacion esquematica que muestra los sitios donde fueron disefiados los
oligonucledtidos para amplificar las regiones 5 y 3" del gen GPA2. B) Productos
amplificados por PCR correspondientes a los extremos del gen GPA2; M, marcador de
peso molecular Hyperladder IV.

Las reacciones de PCR, utilizando los oligonucledétidos y condiciones que se
mencionan en la tabla 14, permitieron tener los productos del tamafio esperado
correspondientes a fragmentos de 680 y 740 pb para las regiones promotora (P)

y terminadora (T), respectivamente (fig. 13B).
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Tabla 14. Secuencias de oligonucledtidos de las regiones externas de

GPA2
Sitio de Tamafio
Oligonucleotido Secuencia 52> 3’ Restriccion (pb)
(Tm, °C) P
Hindlll
GPA2-PF AAGCTTGCGCCGACACGGACCCCGG (66)
680
GPA2-PR GGATCCGTCTTGCGTATTAGTGTGCGG 8?6”;;'”
GPA2-TF GGATCCGCCAGGTGAACTGGAGG 5?6”6‘;'”
: 740
GPA2-TR AAGCTTGGTGGGTGCAGGAGTCTCTGG H('gg)'“

Las letras negritas corresponden a los sitios de restriccion de las enzimas Hindlll
(AAGCTT) y BamHI (GGATCC) adicionados a los oligonucleétidos.

Los productos de PCR (P= 680 y T=740 pb) se clonaron en el vector pCR
TOPO 4 y se transformaron células de E.coli; las clonas obtenidas se

comprobaron como positivas por analisis de restriccion y por PCR.

7.5.2 Ligacion de las regiones adyacentes (Py T) del gen GPA2.

Las secuencias correspondientes a P y T se obtuvieron amplificando por
PCR sobre el DNA plasmidico de cada una de las clonas utilizando los
oligonucledtidos universales T3 y T7 (Invitrogen®) disefiados sobre la
secuencia del vector pCR TOPO 4.

Los productos de PCR se sometieron a digestion enzimatica; aunque Py T
estan flanqueados por los sitios de restriccion para las enzimas Hindlll y BamHl,
solo se utilizo la enzima BamHI para cortar Unicamente uno de los extremos
(extremos internos) propiciando de esta manera la ligacion de solo uno de los
extremos de cada secuencia. Los productos de la digestion se ligaron con la
enzima T4 Ligasa Express de Invitrogen® y con el producto de la ligacion se

transformaron bacterias de la cepa Top 10 de E. coli.
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Para corroborar la ligacion de los extremos adyacentes del gen GPA2: region
promotora (P) y region terminadora (T), el DNA plasmidico obtenido de cada
colonia que crecié en medio selectivo se analizé por digestion enzimatica con la
enzima Hindlll. En la figura 14 se muestra el resultado de esta digestion; se
identificaron 4 clonas positivas (2, 4, 8 y 9) de 9 analizadas. En ellas, el
fragmento obtenido de la digestién (1420 pb) corresponde al producto de la

unién de los fragmentos Py T (680 + 740 pb).

Figura 14. Identificacion de las clonas que acarrean la ligacion de los extremos
del gen GPAZ2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% que muestra los resultados de
la digestion del DNA plasmidico de cada una de las clonas con Hindlll (carriles 1-9); M
marcador de peso molecular Hyperladder III.

7.5.3 Insercion del gen marcador URA3 entre los fragmentos Py T

Para insertar el gen marcador entre los fragmentos P y T, el DNA
plasmidico correspondiente al vector pCR TOPO/P+T se digirié con la enzima
BamHI y se desfosforil6. A la par con este proceso se llevé a cabo la digestion
(con la misma enzima) del vector pCR TOPO 2.1/URA3 (vector que acarrea el
gen marcador URA3). Los productos obtenidos de la digestion se separaron por
electroforesis y las bandas correspondientes al plasmido TOPO/P+T y al gen
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URAS se purificaron a partir de los fragmentos del gel de agarosa al 0.7% (Fig.
15).

1.7kb
BamHl/WA\ BamHI
BamHI URA3 BamHI

T e———

pCR® TOPO 2.1

Bandas
cortadas

1.7 kb

Figura 15. Obtencion del gen marcador URA3 por digestibn enzimética.
A) Digestion enzimatica del vector pCR TOPO 2.1 que acarrea el gen marcador URA3
con la enzima de restriccibon BamHIl. B) Resultado de la digestion enzimética,
fragmento liberado de 1.7 kb, vector digerido (1 y 2); M marcador de peso molecular
Hyperladder Ill. C) Fragmento de interés recuperado del gel de agarosa al 0.7%.

Después de ser purificados los fragmentos obtenidos (gen marcador URA3 y
vector P+T desfosforilado) se visualizaron en un gel de agarosa al 0.7%
(fig. 16C). Para la reaccion de ligacion se utilizd una proporcion 3:1 (inserto:
vector) y la enzima T, Ligasa Express, usando 2 condiciones diferentes: en una
de ellas la reaccién se incubé a 4 °C toda la noche (en el refrigerador) y la otra
a 14 °C toda la noche; después de transcurrido el tiempo de incubacién, con los
productos de la ligacidon se transformaron células calcio-competentes de E.coli.
En la fig. 17 se observa el resultado de esta transformacion, coincidentemente
en cada una de las condiciones se obtuvieron 6 colonias que crecieron en

medio selectivo LB+ampicilina.
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Vector P+T

linearizado
Gen desfosforilado,
marcador 5.5kb
URA3, 1.7 kb

Figura 16. Electroforesis de los fragmentos de DNA correspondientes al vector
desfosforilado P+T y al gen marcador URA3. Se muestran las proporciones de las
digestiones del gen marcador URA3 y el vector desfosforilado P+T. Digestion de URA3
con la enzima BamHI (1) en donde se cargaron 5 pl, carril sin muestra (2), digestion y
desfosforilacion del vector pCR TOPO4/P+T (3 y 4) en donde se cargaron 2 pl; M
marcador de peso molecular Hyperladder I11.

Figura 17. Seleccidon de clonas de bacterias transformadas con los productos de
ligacién P+URA3+T del gen GPA2. Células E. coli transformadas con el vector pCR
TOPO 4 que acarrean la construccion de P+URA3+T de GPA2 creciendo en placas
con medio selectivo LB+ampicilina. A) Cuando la reaccion de ligacion se incub6 a una
temperatura de 4 °C, toda la noche. B) Cuando la reaccion de ligacion se realiz6 a
14 °C, toda la noche.
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7.5.4 Construccioén del casete de interrupcion GPA2-URA3

Para corroborar la presencia del producto de la ligacion en las clonas se
realiz6 un analisis por PCR utilizando DNA plasmidico de cada una de las
colonias. Para la amplificacion se utilizaron los oligonucledtidos especificos
GPA2-PF (AAGCTTGCGCCGACACGGACCCCGG) y GPA2-TR (AAGCTT
GGTGGGTGCAGGAGTCTCTGG) con una temperatura de alineamiento de
66 °C y un tiempo de extension de 3.2 min; bajo estas condiciones fue posible
amplificar la construccion del casete GPA2-URAZ3, la cual tiene una longitud de
3.1 kb (fig. 18).

3.1kb

Figura 18. Identificacion por PCR de las clonas de E. coli que acarrean el
plasmido con la construccién P+URA3+T del gen GPA2. Comprobacién por PCR
con oligonucleétidos GPA2-PF y GPA2-TR que amplifican toda la construccién del
casete P+URA3+T de GPA2 (1-9); M marcador de peso molecular Hyperladder 1.
Carriles 1-4, clonas obtenidas con los productos de la ligacién a 14 °C; 5-9, clonas
obtenidas con los productos de la ligacién a 4 °C.

De las 12 colonias que crecieron en medio selectivo, solo 2 (colonias 6 y 9)
resultaron positivas a esta reaccion de PCR (fig. 18), por lo que se procedi6 a
continuar el analisis con otra serie de oligonucleétidos especificos disefiados
sobre el gen marcador y utilizando el DNA plasmidico obtenido de estas clonas.
Los oligonucledtidos que se wusaron fueron URA interno-F (GGCCT
GCGAGCTGGTGCCGAGG) y URA interno-R (CCTCGGCACCAGCTCGCAGG

CC) en combinacion con los oligonucleétidos disefiados en las regiones
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externas del gen GPA2; se utiliz6 una temperatura de alineamiento de 66 °C y
un tiempo de extensién de 2 min; de esta manera se comprobdé que el gen
marcador estaba presente y que éste se habia insertado en la orientacion
correcta (5">3"), con respecto a los extremos de GPA2. En la fig. 19 se
muestran los resultados de este andlisis: los carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a
la clona 6 y los carriles 5, 6, 7 y 8 a la clona 9. Ademas, para corroborar la
presencia del gen marcador en la construccion genética, sobre el DNA
plasmidico de las mismas clonas se realiz6 una digestion enzimatica con la
enzima de restriccion BamHI; como producto de esta digestion de cada una de
las clonas se liberé un fragmento de 1.7 kb correspondiente al gen marcador
URAS (fig. 19, carriles 4 y 8).

GPA2- URA3 GPA2- URA3
Clona 6 Clona 9

Prew
rOU R

Figura 19. Identificacion de las clonas de E. coli que acarrean la construccién
GPA2-URAS3. Comprobacion por PCR con oligonucleétidos disefiados en los extremos
de las regiones adyacentes del gen GPA2 (1 y 5), y con oligonucleétidos internos del
gen marcador (2, 3, 6 y 7); en los carriles 4 y 8 se observa la presencia de un
fragmento de 1.7 kb correspondiente al gen marcador URA3 liberado del DNA
plasmidico por digestion con la enzima BamHI; M, marcador de peso molecular
Hyperladder I11.
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7.5.5 Construccion del casete de interrupcion GPA2-LEU2

La metodologia llevada a cabo para la construccion del casete GPA2-LEU2
fue la misma descrita para la construccion de GPA2-URA3, con la diferencia
que el gen marcador se recuperé por digestién enzimética (fig. 20), a partir del
vector de clonacion pCR TOPO 4, en el cual habia sido clonado el gen LEU2
obtenido por PCR sobre el DNA gendmico de la cepa YL-4 de Y. lipolytica.

La cepa YL-4 es una cepa diferente a PO1lA; a diferencia de ésta, no

presenta auxotrofia por leucina ya que tiene completo el gen LEU2.

Bandas

2.3 kb cortadas

Figura 20. Obtencion del gen marcador LEU2 por digestion enzimatica del
plasmido TOPO 4. A) Digestion enzimatica del DNA plasmidico, con la enzima de
restriccion BamHI, la cual libera al gen marcador LEU2, (1 y 2) de 2.3 kb; M marcador
de peso molecular Hyperladder Ill. B) Los fragmentos de interés (2.3 Kb) han sido
cortados para su posterior purificacion.

Una vez recuperado, el gen marcador LEU2 se ligb con el vector
desfosforilado P+T en los sitios de restriccion BamHI y se procedié a

transformar células calcio-competentes de la cepa TOP 10 de E.coli.

Para corroborar la presencia y la correcta insercién del gen marcador en
la construccion GPA2-LEU2 y comprobar que las clonas que crecieron en
medio liquido LB+ampicilina fuesen positivas, el DNA plasmidico de éstas se
sometié a digestion con la enzima de restriccion EcoRl, obteniéndose patrones
de restriccidon diferentes, lo cual mostraba que la insercién del gen marcador

habia sido en ambos sentidos. En la fig. 21 se muestran los resultados de esta
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digestién y se observa que las clonas 1-6 presentan la insercion del gen LEU2
en direccion 3'>5" mientras que en las clonas 7, 8 y 9 la insercion del gen
marcador fue en la direccion 5" >3", conforme al patron de restriccion obtenido

por andlisis virtual de las secuencias correspondientes (fig. 22).

1790

960
600

370

Figura 21. Identificacion de las clonas de E. coli que acarrean el plasmido con la
construccion GPA2-LEU2. A) Resultados de la digestion del DNA plasmidico con la
enzima EcoRI. Las muestras de los carriles 1-6 corresponden a clonas en las cuales el
gen marcador se insertd en direcciéon 3'>5’. B) Las muestras de los carriles 7, 8 y 9
muestran la insercién del gen LEU2 en direccién 5->3’; M, marcador de peso
molecular IV.
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Figura 22. Analisis del patrén de restriccion virtual que muestra la orientacion del
gen LEUZ2 insertado entre los extremos del gen GPA2. A) Patron de restriccion con
la enzima EcoRI de la Insercibn del gen marcador LEU2 en sentido 5 >3
B) Insercion del gen marcador LEU2 en sentido 3" >5". Se muestran con el simbolo de
cruz los sitios de corte de la enzima EcoRI y, en pb, el tamafio de los fragmentos
esperados como producto de la digestién enzimatica.

7.6 Transformacion de las cepas PO1Ay AGPAL para obtener mutantes

GPA2 y dobles mutantes GPA

Una vez que se obtuvieron los casetes de disrupcion GPA2-LEU2 vy
GPA2-URAS, se procedi6 a la transformacion por electroporacién de las cepas
PO1A y AGPAL de Y. lipolytica con el objetivo de obtener la mutante AGPA2 y

la doble mutante AGPA1/AGPA2, como se describe en métodos.

Se transformaron células de las cepas PO1A y AGPAL tratadas previamente
con sorbitol 1 M. En el caso de la cepa PO1A se transformé con los dos casetes
de disrupcion construidos [GPA2-URA3 (Prom+Urat+Term) y GPA2-LEU2
(Prom+Leu+Term)] y en el caso de las células AGPAl con el casete
GPA2-LEU2 (Prom+Leu+Term).
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Después de la transformacion, las células se sembraron en placas con medio
minimo YNB mas el amino&cido/nucledtido adicionado correspondiente segun

la auxotrofia de la cepa.

Como resultado de este experimento, en las placas correspondientes a la
transformacién con el casete GPA2-LEU2 (cepas PO1lA y AGPAl) no se
observo el crecimiento de colonias después de 10 dias de incubacion y solo se
obtuvieron colonias producto de la transformacién en las placas
correspondientes a la cepa POlA tratadas con el casete de disrupcion
GPA2-URAS. Bajo estas condiciones se obtuvieron 6 colonias transformantes
gue se recuperaron de las placas con medio selectivo y se sembraron en medio
liqguido YNB adicionado con leucina; en la fig. 23 se observa el crecimiento de
las 6 colonias obtenidas y se compara con la falta de crecimiento de la cepa

parental (Ura’, Leu’) en medio YNB suplementado solo con leucina.

Figura 23. Crecimiento de las putativas mutantes AGPA2 en medio minimo YNB
adicionado con leucina. Las clonas 1-6 fueron obtenidas como producto de la
transformacion de la cepa PO1A (Leu’, Ura)) con el casete de disrupcion construido con
el gen marcador URA3. Todas las clonas se cultivaron en medio minimo YNB+leucina,
durante 24 h, a 28 °C, con agitacion constante de 200 rpm; los tubos contienen 4 ml de
estos cultivos. C) Cepa control PO1A; 1-6) Clonas de posibles mutantes AGPA2.
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7.7 Analisis genotipico de las posibles mutantes A GPA2

Bajo la premisa de que las células transformadas son capaces de crecer en
medio liquido selectivo (ver fig. 23), se procedio a realizar el analisis genotipico
de las células que se recuperaron mediante reacciones de PCR con

oligonucledtidos especificos.

De los cultivos obtenidos en las condiciones descritas se extrajo el DNA
gendmico que se usé como templado para las reacciones de PCR utilizando los
oligonucledtidos y condiciones que se describen en la tabla 15.

Tabla 15. Combinaciones de oligonucleétidos para comprobacion
de las mutantes AGPA2

Tamarfo del fragmento

Oligonucledétidos Tm (°C) .
amplificado (pb)
GPA2-PF/ GPA2-TR 66 3100
GPA2-PF/ URA interno-R 66 1400
GPA2 sonda-F/ GPA2 sonda-R 60 519 (PO1A)
5"GPA2-F / URAS interno-R 60 1521
URAS3 interno-F / 3’'GPA2-R 60 2200
5" GPA2-F / GPA2 sonda-R 60 1800 (PO1A)
GPA2 sonda-F / 3'GPA2-R 60 2300 (PO1A)
) 1600 (control + DNA
URA3 interno-F / GPA2-TR 60 ]
plasmidico GPA2/URA)

3821

5 GPA2- F/ 3’GPA2-R 58

3521 (PO1A)

Para corroborar la presencia del casete de disrupcion en el genoma de las
putativas mutantes GPA2 se usaron los oligonucle6tidos URA3 interno-F
(GGCCTGCGAGCTGGTGCCGAGG) y GPA2-TR (AAGCTTGGTGGGTGCAG
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GAGTCTCTGG) y para corroborar la insercion del casete en el locus correcto
se usaron los oligonucledtidos 5 GPA2-F (GGATCCGCGT
GAGAATTAGTCTGTCTG) y GPA2 Sonda-R (CCGAGTACGACCAGGTT

CTGTTG); los resultados se muestran en la figura 24.

1600

-
o
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Figura 24. Andlisis genotipico de las posibles mutantes AGPA2 producto de la
transformacion con el casete GPA2-URA3. Electroforesis en geles de agarosa al 2%
de los productos de: A) PCR con oligonucleétidos URA3 interno-F y GPA2-TR. B) PCR
con oligonucleétidos 5°GPA2-F y GPA2 Sonda-R. M, marcador de peso molecular
Hyperladder III; 1-6, putativas mutantes AGPA2; C1, control DNA plasmidico del casete
PCR TOPO 4 GPA2-URA3; C2, control DNA gendmico de la cepa PO1A.

Se puede observar que todas las clonas analizadas integraron el casete de
disrupcion en su genoma, ya que como producto de la PCR se obtuvo un
fragmento amplificado de 1600 pb correspondiente a la mitad del gen marcador
URAS3 mas la region correspondiente al extremo T del gen GPA2 (fig. 24A). En
la figura 24B se observan los resultados de la amplificacion con los
oligonucledtidos 5"GPA2-F (disefiado en una region del genoma que no habia
sido manipulado) y GPA2 Sonda-R (disefiado sobre la secuencia
correspondiente al ORF de GPA2). En todas las muestras probadas
correspondientes a las posibles mutantes GPA2 y al DNA gendmico de PO1A se
obtuvo un producto de amplificacion de un tamaifio aprox. de 1800 pb, lo cual es

indicativo de la presencia del gen GPA en su locus nativo, significando por lo
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tanto que en estas clonas no hubo eliminacion del gen GPA2 por sustitucion

con el gen marcador URAS.

7.8  Andlisis fenotipico de la mutante AGPAL

7.8.1 Crecimiento de la mutante A GPA1 en medio adicionado con

diferentes concentraciones de glucosa

Para el andlisis fenotipico de la cepa mutante AGPAL se considero incluir la
capacidad de sensar la presencia de diferentes concentraciones de glucosa en
el medio de cultivo asi como la capacidad de diferenciacion de la mutante.

En primera instancia, para determinar el patron de crecimiento de la cepa
mutante AGPAL se realizaron curvas de crecimiento de la cepa GPAl y de la
cepa control PO1A incubadas en medio completo YPD (fig. 25). En ambas
cepas se puede observar un crecimiento tipico de levaduras y en la curva se

identificaron las diferentes etapas del crecimiento celular.
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Figura 25. Curvas de crecimiento de las cepas PO1A y GPA1 de Y. lipolytica. Los
cultivos de las cepas fueron incubadas en medio YPD a 28 °C y 200 rpm durante 48 h.
Los datos son expresados como logaritmo de la OD gg. El nombre de cada una de las
fases de crecimiento celular se muestra en la parte superior de la grafica.

La capacidad de sensado de glucosa de la cepa mutante AGPAl se
determiné en base a la capacidad de crecimiento de la cepa en medio minimo
YNB+Leu+Ura adicionado con diferentes concentraciones de glucosa (110, 55y
27.5 mM); ademas, se incluyé un cultivo en medio minimo YNB+Leu+Ura sin
glucosa. De cada cultivo se realizaron determinaciones de la densidad 6ptica
(Asoo NM) cada 2 horas durante las primeras 10 horas y posteriormente cada 6
y 12 h. Con los resultados obtenidos se calcularon los tiempos de duplicacién
para cada cepa, en cada tratamiento, y éstos se compararon para establecer

posibles diferencias.

Con respecto a los tiempos de duplicaciéon de las cepas PO1A y AGPA1, se
observd que los tiempos de ambas cepas cultivadas en medio minimo
YNB+Leu+Ura sin la adicion de glucosa son mayores a 40 h, mientras que
cuando el medio minimo YNB se adicioné con 27.5 mM, 55 mM y 110 mM de

83



glucosa los tiempos de duplicacién calculados fueron 8.5, 9.5 y 10 h para la
cepa PO1Ayde 11,10y 8 h para la cepa AGPAL.
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Figura 26. Crecimiento de la cepa AGPAl y POl1A en medio minimo
YNB+Leu+Ura adicionado con diferentes concentraciones de glucosa. A) Medio
minimo YNB+Leu+Ura sin la adicién de glucosa. B) Medio minimo YNB+Leu+Ura mas
27.5 mM de glucosa. C) Medio minimo YNB+Leu+Ura mas 55 mM de glucosa.
D) Medio minimo YNB+Leu+Ura mas 110 mM de glucosa. Los valores de OD
mostrados corresponden al promedio de tres repeticiones.

El patrén de crecimiento de cada cepa sometida a los diferentes tratamientos
se puede observar en la fig. 26, donde se nota que en el medio minimo YNB sin
glucosa adicionada, tanto la cepa parental como la mutante AGPALl
disminuyeron significativamente su crecimiento con respecto a los cultivos en el
medio adicionado con 110 mM de glucosa (esta es la concentracién de glucosa
gue de manera rutinaria se agrega al medio YPD que se usa para el cultivo
axénico de Y. lipolytica). También se observa que las dos cepas presentan una

taza de crecimiento similar cuando el medio es adicionado con 27.5, 55 y
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110 mM de glucosa. Ademas, el analisis estadistico (ANOVA) muestra que en
ninguna de las condiciones probadas se observo una diferencia significativa
(p=<0.05) en el patron de crecimiento entre la cepa mutante AGPA1 y la cepa
parental PO1A.

Adicionalmente se comparé el crecimiento de ambas cepas en cada
tratamiento, en un punto determinado de la curva de crecimiento (24 h). En la
figura 27 se observa que cuando las células se cultivaron en medio minimo sin
la adicion de glucosa, el crecimiento de ambas cepas se redujo drasticamente y
cuando se adiciondé glucosa, se incrementd el crecimiento de ambas cepas,
independientemente de la cantidad de glucosa adicionada. También se puede
ver que el crecimiento en los medios adicionados con glucosa fue similar para
ambas cepas, lo cual nos lleva a pensar que en las células mutantes AGPAL el

sensado de glucosa es tan eficiente como en la cepa parental.

De manera interesante se puede ver que la cepa mutante AGPA1 mostro
proporciones de crecimiento mayor en los medios adicionados con cantidades
cada vez mayores de glucosa (fig. 27); esto ultimo, con la reserva de haber
obtenido desviaciones estandar muy grandes en los experimentos realizados

por triplicado.
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Figura 27. Comparacion del crecimiento de cepas de Y. lipolytica en medio
minimo YNB+Leu+Ura adicionado con diferentes concentraciones de glucosa.
Los valores de OD ¢, mostrados son los determinados a las 24 h de incubacion de las
curvas de crecimiento de ambas cepas, en los diferentes tratamientos. PO1A (cepa
control) y AGPA1 (cepa mutante). Los valores mostrados corresponden al promedio de
tres repeticiones.

7.8.2 Morfologia de la mutante AGPA1 cultivada en presencia de

diferentes concentraciones de glucosa

Para determinar la posible funcion de Gpal en la diferenciacion celular
mediada por el sensado de glucosa en el medio; las cepas control y mutante
AGPA1 se cultivaron en medio minimo YNB suplementado con leucina y uracilo
y que contenia diferentes concentraciones de glucosa (110, 55, 27.5 y 10 mM);
los cultivos se incubaron a 28 °C, en agitacion durante 12 h. Para el analisis
microscépico, 15 pl de cada cultivo se colocaron en un portaobjetos, se
cubrieron con cubreobjetos y se tomaron las fotografias correspondientes para
establecer las comparaciones del crecimiento de la mutante, con respecto a la
morfologia de la cepa parental. En la figura 28 se puede observar que en todas
las condiciones probadas, las células de la mutante AGPAL presentaron una
morfologia levaduriforme y un tamafo normal (con respecto a la cepa parental

PO1A cultivada en medio minimo). La misma morfologia se observo para la
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cepa parental y en ninguno de los tratamientos se observo crecimiento de las

células en forma de micelio.

[Glucosa] PO1A AGPAl

Sin Glu

27.5mM

55 mM

Figura 28. Morfologia celular de las cepas de Y. lipolytica cultivadas en medio
minimo YNB con diferentes concentraciones de glucosa. Las imégenes
corresponden a células de cultivos de 12 h de incubacion, de las cepas POlA y

AGPAL. Barra de escala 50 pm.
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Como ya se habia observado en las curvas de crecimiento, en estos cultivos
tanto la cepa PO1A como la mutante AGPA1 también presentaron una tasa de
crecimiento menor respecto a los demas tratamientos, cuando se cultivaron en

medio YNB sin glucosa adicionada.

De manera interesante, se observa que cuando la cepa AGPA1 se cultivo en
medio YNB adicionado con 10 mM de glucosa, se obtuvo un crecimiento menor
con respecto a la parental en el mismo medio de cultivo, mientras que en el
resto de las concentraciones de glucosa probadas, la proporcion de crecimiento
fue similar para las 2 cepas. Es importante aclarar que esta observacion es el
resultado de un solo experimento ya que cuando se realizaron las curvas de
crecimiento, esta concentracion de glucosa (10 mM) no se incluyd y solo se

habian probado las concentraciones 110, 55y 27.5 mM de glucosa.
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8. DISCUSION

La nutricion es el proceso mediante el cual la célula absorbe y asimila los
nutrientes que se encuentran en el medio. Como principales fuentes de energia
tanto de organismos unicelulares como pluricelulares se encuentran el carbono
y el nitrégeno, cuya funcién ha sido estudiada en procesos biologicos y se ha
comprobado que no solamente tienen efectos en la regulacién del metabolismo,
sino también en muchos otros fenomenos celulares, como la diferenciacion, la
division celular y el crecimiento; ademas existen otros efectores de estos
fendbmenos como el pH, la temperatura, el suero, inclusive la atmosfera
gaseosa. La glucosa como fuente de carbono, es la preferida por la mayoria de
las células eucariotas, ademas de tener una variedad de efectos sobre el

comportamiento de éstas (Ozcan, Dover, & Johnston, 1998).

La glucosa es el monosacarido mas abundante sobre el planeta tierra y es
la primera fuente de energia para organismos eucariontes (Pérez-Campo &
Dominguez, 2001); entender como estos organismos perciben y responden a la
presencia de glucosa en el medio, ha sido tema de estudio desde hace muchos
afos; hoy se sabe que existen receptores en la membrana de este tipo de
organismos que se encargan de mediar la entrada y utilizacion de la molécula
(Tuteja, 2009; Garcia-Rico, Martin & Fierro, 2011). Ademas existen otro tipo de
efectores que regulan el comportamiento de la célula como hormonas,
neurotransmisores, inclusive olores (Clement, Dixit & Dohlman, 2013), estos
actian como sefiales y son detectas por la célula a través de las proteinas
GPCR’s, éstas a su vez activan a las proteinas G, permitiendo su disociacion, lo
cual provoca: la produccion de segundos mensajeros (AMPc) via PKA-AMPc, o

la activacion de la via MAPK.

Una de las finalidades de comprender como se regula esta via en los
diferentes organismos es entender el papel que juega en patologias humanas,
ya que se ha demostrado que los mecanismos de activacion de la via PKA, asi

como las proteinas que interviene en ella, han sido altamente conservadas a
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través de la evolucion. Los estudios realizados al respecto han permitido
establecer conclusiones acerca de su importancia y funcionamiento en
mecanismos similares presentes en los seres humanos. La via de sefalizacion
PKA-AMPc, en la cual se centra este trabajo, esta implicada en numerosas
respuestas fisiolégicas, como su activacion a raiz de una falta de energia
generando ATP, e inhibicibn de vias anabdlicas, asi como de otros procesos
gue consumen ATP (Hardie, 2014). ElI metabolismo de la glucosa es regulado
por hormonas como el glucagon, el cual se secreta por las células alpha del
pancreas en situaciones de hipoglucemia; en la regulacion intervienen las
proteinas G heterotriméricas y proteinas que actian como receptores de
membrana acopladas a proteinas G (G Protein Coupling Receptors: GPCR’s)
(Clement, Dixit & Dohlman, 2013).

La via PKA también estd implicada en importantes vias de accion de
farmacos en seres humanos; y se ha descrito que algunos activadores de la via,
revierten muchos de los defectos metabdlicos asociados a la resistencia a la
insulina; hallazgos recientes sugieren que los efectos de la metformina
(medicamento utilizado para tratamiento de diabetes mellitus) son mediados por
dicha via (Hardie, 2014; Clement, Dixit & Dohlman, 2013).

Mientras que en organismos eucariontes inferiores se ha determinado que
los nutrientes presentes en el ambiente juegan un papel semejante al de las
hormonas en la activacion de la via PKA-AMPc, en mamiferos, la actividad de la
enzima adenilato ciclasa es regulada principalmente por las proteinas G
heterotriméricas y en éstos, las hormonas son algunos de los factores

extracelulares que sirven como iniciadores de la via (Fuller & Rhodes, 2012).

En presencia de glucosa las levaduras presentan cambios en el
metabolismo, desde la concentracion de metabolitos intracelulares hasta en la
estabilidad de proteinas y del RNAm, todo esto, produce cambios en la
actividad de enzimas asi como de genes a nivel transcripcional, se ha
comprobado que se requieren diversas sefiales para la expresiéon de los genes

encargados de la regulacion de la glucosa. Dicha regulacion involucra proteinas
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gue se encuentran en la membrana y que tienen un papel regulador en el
transporte de glucosa, como las proteinas Snf3 y Rgt2, (receptores de alta y
baja afinidad a la glucosa, respectivamente) (Ozcan, Dover, & Johnston, 1998)
o la proteina Gprl (receptor acoplado a proteinas G) y la enzima Hxk2

responsable de fosforilar a la glucosa (Gancedo, 2008).

En las levaduras, la via PKA ha sido descrita en especies como Yarrowia
lipolytica, Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces
cerevisiae, Ustilago maydis (Cervantes-Chavez, Kronberg, Passeron, & Ruiz-
Herrera, 2009).

Yarrowia lipolytica es un organismo unicelular eucarionte, cuyas propiedades
biotecnoldgicas y dimdérficas lo han hecho foco de muchas investigacione; estas
mismas caracteristicas lo hacen ser un buen candidato para estudiar
fenémenos como la diferenciacion celular y el sensado de glucosa. En este
ultimo se han realizado estudios a nivel del complejo PKA 'y se determind que la
delecién del gen TPK1 que codifica para la subunidad catalitica de Pka,
participa en la transicion dimoérfica de Y. lipolytica observandose que las
mutantes nulas ATPK1 son viables, que crecen constitutivamente en forma de
micelio y que no presentan defectos en la velocidad de crecimiento (Cervantes-
Chavez, Kronberg, Passeron, & Ruiz-Herrera, 2009); sin embargo, no se ha
hecho el analisis del papel que, en este proceso, juegan las proteinas G y las

subunidades que la conforman.

Para profundizar en el conocimiento que se tiene sobre el papel que la via
PKA tiene en la diferenciacion de Y. lipolytica se procedié a realizar el presente
trabajo con enfoque en la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica y su
papel en el sensado de glucosa y la diferenciacién celular en el hongo dimorfico

Y. lipolytica.

En la primera etapa se llevd a cabo la busqueda y andlisis in silico de
secuencias GPA (subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica) en el

genoma de Y. lipolytica; se encontraron 2 secuencias que reunen
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caracteristicas suficientes para ser considerados putativos genes GPA: YIGPAL
y YIGPA2, los cuales presuntamente codifican para proteinas con un tamario de

410y 442 aminoacidos respectivamente.

El andlisis de la secuencia de los genes YIGPALl y YIGPA2 permitio
identificar los sitios de interaccion de la subunidad alpha de la proteina G
heterotrimérica con otras proteinas que participan en la cascada de
sefalizacion PKA. Estas evidencias indican que los putativos genes GPA de
Y. lipolytica corresponden a genes homdélogos de secuencias determinadas

como GPA’s en otros organismos.

En términos generales, S. cerevisiae se encuentra entre las especies mas
estudiadas; los estudios realizados arrojan evidencia de la homologia de
secuencias que presentan los genes GPAl y GPA2 de esta especie con

aquellos que codifican para proteinas de subunidades alpha en otras levaduras.

La presencia de dos genes GPA en el genoma de Y. lipolytica no es
sorprendente ya que numerosas especies tienen dos 0 mas genes que
codifican para la subunidad alpha y usualmente también tienen 2 genes para el
complejo By. En el caso los mamiferos, se ha determinado que en su genoma
se encuentran representados numerosos genes que codifican para la subunidad
alpha y que estas proteinas se asocian con varias combinaciones de B y vy
dando una extensa variacion de combinaciones para activar la via PKA en
respuesta a numerosos estimulos. Por otra parte, en organismos como
S. cerevisiae se ha descrito la presencia de dos genes GPA: GPAl y GPA2,
este ultimo es homélogo a subunidades alpha de proteinas G heterotriméricas
en mamiferos (Fuller & Rhodes, 2012). Otros organismos como C. albicans,
Saccharomyces pombe y Kluyveromyces lactis también tienen dos genes GPA
(Dignard, Andre & Whiteway, 2008) e incluso en algunas otras especies como
Neurospora crassa existen tres genes (Li & Borkovich, 2006), mientras que en
el hongo patogeno del maiz, Ustilago maydis, se han descrito cuatro putativos
genes que codifican para subunidad alpha, en esta especie la proteina Gpa3 es

necesaria para concebirle al hongo la capacidad de invadir al maiz
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(Regenfelder, Spellig, Hartmann, Lauenstein, Bdlker, & Kahmann, 1997; Krlger,

Loubradou, Regenfelder, Hartmann, & Kahmann, 1998).

La construccion de la mutante AGPAL de Y. lipolytica por delecién del gen
GPA1, permiti6 estudiar el fenomeno del dimorfismo condicionado por la

presencia de glucosa en el medio.

Para analizar el papel que la subunidad alpha de la proteina G
heterotrimérica juega en el metabolismo de Y. lipolytica, la cepa mutante
AGPAL se sometio a estrés nutricional cultivdndola en condiciones de medio
minimo YNB adicionado con diferentes concentraciones de glucosa y se
comparo la velocidad de crecimiento de esta cepa con la de la cepa parental
(PO1A).

Como era de esperarse, se observd una disminucion muy marcada en la
velocidad del crecimiento de las cepas cuando éstas se incubaron en el medio
minimo YNB sin glucosa, con un tiempo de duplicacion calculado para ambas
cepas de aprox. 40 h. Mientras que cuando el medio minimo YNB se adicion6
con 27.5 mM, 55 mM y 110 mM de glucosa los tiempos de duplicacion
calculados fueron 8.5, 9.5y 10 h para la cepa PO1A y de 11, 10y 8 h para la
cepa AGPAL. Entre las cepas mutante y parental no se observd una diferencia
significativa en la tasa de crecimiento en ninguna de las concentraciones de
glucosa probadas; se sugiere que la concentracién de glucosa adicionada de
27.5, 55y 110 mM es adecuada para el crecimiento 6ptimo de ambas cepas de
estudio, infiriéndose que la concentracion mayor (110 mM de glucosa) que de
manera rutinaria se usa para la preparacién del medio de cultivo (YPD) de estos

organismos, representa un exceso de glucosa en el medio.

Cuando se comparo el crecimiento de cultivos de la cepa mutante GPAl y la
cepa parental después de 24 h de incubacioén, se encontré que la cepa AGPA1
presenta una taza de crecimiento similar a la determinada para la cepa parental
en los diferentes medios (sin la adicion de glucosa, 27.5 mM, 55 mM y 110 mM

de glucosa adicionada). Estos resultados sugieren que en el caso de los ultimos
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tres tratamientos, en donde se adicionaron distintas concentraciones de
glucosa, las células mutantes utilizan a la glucosa (sin importar la cantidad en el
medio) de manera similar a como lo hacen las células de la cepa parental,
posiblemente debido a que la delecion del gen GPAL no es importante para los

mecanismos de sensado de la glucosa.

Los estudios realizados en diferentes especies de hongos ponen de
manifiesto que lo genes GPA y las proteinas codificadas por éstos tiene un

papel diferencial en los diversos procesos celulares.

En S. cerevisiae Gpal tiene una participacion preponderante en el control del
apareamiento junto con el complejo beta-gama (Harashima & Heitman, 2002),
mientras que Gpa2 participa en la regulacibn de la adenilato ciclasa,
controlando los niveles de AMPc (Kubler, Mosch, Rupp & Lisanti, 1997). En
Candida albicans Li y Borkovich (2006) sugieren que Gpa2 es necesario para el
aumento de AMPc, por lo cual se le nombra dependiente de glucosa; por otra
parte, la delecion de Gpal impide el apareamiento, inactiva el arresto celular y
es responsable de cambios morfolégicos mediados por feromonas, mientras
que una sobreproduccién de Gpal, reactiva el curso del ciclo celular (Dignard,
Andre & Whiteway, 2008). Ademas, se ha descrito que en este organismo,
GPAZ2 tiene una participacion directa en la regularizacion del crecimiento en

forma de micelio (Lorenz & Heitman, 1997).

En Schizosaccharomyces pombe se ha encontrado que Gpal actua en el
control del apareamiento y no tiene asociacién con el complejo beta-gama
durante este fenbmeno (Hoffman, 2005), mientras que a Gpa2 se le asocia con
la regulacién de la enzima adenilato ciclasa y se ha descrito que la mutacién de
GPAZ2 dafa la sefalizacion celular causada por la limitacion de nutrientes (lvey
& Hoffman, 2005).

Otros estudios sefialan la presencia de 2 genes que codifican para la
proteina Gpa en el hongo Kluyveromyces lactis (Dignard, Andre & Whiteway,

2008), especie que en la escala evolutiva se encuentra entre C. albicans y S.
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cerevisiae. En esta especie, Gpal participa en el apareamiento de las células
(Savifion, Ongay, Valdés & Coria, 2001) mientras que Gpa2 participa en la
regulacion de la sintesis de AMPc (Coria et al, 2006).

En contraste, existen reportes en los que se ha evidenciado un papel distinto
para cada una de las proteinas codificadas por los genes GPA. En el hongo
patégeno Cryptococcus neoformans, cuyo organismo tiene tres genes que
codifican para Ga, se ha descrito que la proteina Gpa2 y Gpa3, participan en el
sensado por feromonas y rigen el apareamiento, comprobandolo cuando la
mutante AGPA2/AGPA3 no puede aparearse; esto no sucede con las mutantes
sencillas de dichos genes; la delecion de GPA3 activa la respuesta a feromonas
y la filamentacion (Hsueh, Xue & Heitman, 2007); un medio limitado de
nutrientes induce la expresion de GPA3 y se inhibe el apareamiento, mientras
gque GPA2 lo promueve; Gpal ha mostrado tener una participacion importante
en la apareamiento y en la virulencia por la regulaciéon del metabolismo de
AMPc (Alspaugh, Perfect & Heitman, 2014).

Aunque se ha descrito que las fuentes de carbono y nitrégeno (glucosa y
amonio, respectivamente) son inductores de la formacién de micelio (Ruiz &
Sentandreu, 2002), el andlisis morfol6gico de la mutante GPAL de Y. lipolytica
en distintas concentraciones de glucosa mostrd6 que no hubo cambios en la
diferenciacion de las células de la cepa mutante cuyo comportamiento fue igual
al de la cepa parental; en ambas, solo se observaron células con forma de

levadura y no hubo presencia de micelio.

Es probable que en la cepa mutante GPA1 la presencia del gen GPA2 esté
teniendo un papel compensatorio en el sensado de glucosa, en la activacién de
la via PKA y por lo consiguiente, en los fendmenos de crecimiento y
diferenciacion celular. Otra posibilidad es que, como se ha descrito para otras
especies, posiblemente en Y. lipolytica la proteina codificada por el gen GPA2
sea la responsable de mediar, a través del sensado de glucosa, la activacién de

la via PKA y los fendmenos celulares que de ella dependen.
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En el presente trabajo se hicieron intentos para obtener mutantes AGPA2 y
dobles mutantes AGPA1/AGPA2 de Y. lipolytica que permitieran el andlisis mas
completo del papel que estas proteinas juegan en el sensado de glucosa; sin
embargo, el andlisis genotipico de las transformantes obtenidas mostré que
aunque el casete de interrupcién utilizado para la construccion de las mutantes
AGPAZ2 se integro en el genoma de las células, esta integracion fue en un locus
diferente al ocupado por el gen GPA2. Para complementar el analisis del papel
gue la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica juega en el sensado de
glucosa y en la diferenciacion de Y. lipolytica, es necesario continuar con la
construccion de las mutantes AGPA2 y de las dobles mutantes AGPA1/AGPA2.
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9. CONCLUSIONES

El genoma de Y. lipolytica tiene dos genes (YIGPAl y YIGPA2) que codifican
para la subunidad alpha de la proteina G heterotrimérica. Las putativas
proteinas codificadas por estos genes (410 y 442 aminoacidos) presentan
caracteristicas estructurales que les permiten unirse a otras proteinas de la via
PKA-AMPc.

Utilizando técnicas moleculares, por delecion del gen GPAL y sustituciéon

con el gen marcador URA3, se construyo la mutante A GPAL de Y. lipolytica

utilizando como fondo genético a la cepa PO1A. Ademas, se obtuvieron los
casetes de interrupcion que permitiran la construccion de la mutante GPA2 y de
la doble mutante AGPA1/AGPAZ2.

El andlisis fenotipico de la mutante A GPA1 mostré que:

e La delecion del gen GPA1 no altera la capacidad de sensar glucosa ni
condiciona la morfologia celular en Y. lipolytica.

e La mutante GPAl y la cepa parental PO1A se comportan de manera
similar, no hay diferencias en la velocidad de crecimiento

independientemente de la cantidad de glucosa que tenga el medio.

Es necesaria la construccion y el andlisis de la mutante GPA2 y de la doble
mutante AGPA1/AGPA2 de Y. lipolytica para analizar la funcién de cada una de
las subunidades alpha codificada por estos genes y consecuentemente analizar
el papel de la subunidad alpha en una mutante en donde esté suprimida
completamente la codificacion de la proteina interrumpida por la delecion de los
dos genes encontrados en este organismo modelo de importancia

biotecnoldgica.
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