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Resumen / Abstract / Resumo

En el presente trabajo se describe la obtencion de clones del gen SMP3 a partir de
una genoteca de doble hibrido de Saccharomyces cerevisiae mediante una nueva
metodologia que adapta el protocolo de site directed mutagenesis para aislar y

caracterizar los nuevos candidatos. Se presentan los resultados obtenidos.

In the present work it is described the obtention of SMP3 gene clones from a genomic
library of Saccharomyces cerevisiae through a new methodology that adapts the site
directed mutagenesis protocol to isolate and characterize the new candidates. The

results obtained are presented.

No presente traballo describese a obtencidén de clons do xene SMP3 a partir dunha
biblioteca dobre hibrida de Saccharomyces cerevisiae mediante unha nova
metodoloxia que adapta o protocolo de site directed mutaxenese para illar e

caracterizar os novos candidatos. Preséntanse os resultados obtidos.

Keywords: Genoteca, mutagénesis, SMP3, SSU72, Saccharomyces cerevisiae.



Abreviaturas:

AD: Activation Domain (Dominio de Activacion)

BD, DBD: DNA Binding Domain (Dominio de Union a DNA)

CM: Medio Completo

COPII: Complejo de proteinas de recubrimiento vesicular

CTD: Dominio Carboxilo Terminal de la RNA Polimerasa Il

ERES: RE Exit Site (Sitio de salida del RE)

GPI: Glicosilfosfatidilinositidos

LB: Luria Broth

LBA: LB con Ampicilina

LPG: Lipofosfoglicanos

MCS: Multiple Cloning Site (Sitio de Clonacion Multiple)

PCR: Polymerase Chain reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
RE: Reticulo endoplasmatico

RNAPII: RNA polimerasa Il

TAE: Tris acetato EDTA

TFIIB: Factor de transcripcién Il B

Tm: Melting Temperature (Temperatura de fusion)

Y2HL: Yeast two-hybrid library (genoteca del doble hibrido en levaduras).

YPD: Yeast extract peptone dextrose
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1. Introduccion

1.1. Elgen SMP3y los glicosilfosfatidilinositol (GPI)
El gen SMP3, también llamado LASZ2, se localiza en el cromosoma XV del genoma
de Saccharomyces cerevisiae. Codifica una proteina hidrofébica de 59.9 kDa que
desempefia un papel esencial para la viabilidad celular, ya que la disrupcion del gen
es letal y su mutacion genera diferentes fenotipos (pleiotropia) como son el
crecimiento lento de las células o la sensibilidad a la temperatura (normalmente al

crecimiento a 37°C) 12,

Los glicosilfosfatidilinositidos (GPIs) son glucolipidos creados en el lumen del reticulo
endoplasmatico (RE) por todos los eucariotas. Constituyen una estructura para el
anclaje de proteinas en la cara exterior de la membrana plasmatica. En la figura 1 se
aprecia su estructura y los elementos que lo forman. Las proteinas que se van a unir
a GPI son modificadas postraduccionalmente por una reaccién de transamidacién
3451 Una vez unidas a GPI se agrupan en los sitios de salida del RE (ERES) desde
donde son transportadas por varias rutas secretoras mediante vesiculas que
dependen de COPII para su formacion. La ruta candnica las envia hacia el Golgi, que
las redirige hacia la membrana plasmatica donde estan implicadas en roles como
transducciéon de senales, interacciones celulares, defensa y sintesis de la pared
celular®’l, La segregacion de los anclajes GPI es por agrupaciones en dominios
especiales de membrana conocidos como “balsas de membrana” o “lipid rafts” que
actian como plataformas selectivas de gemacion 8. Pese a que muchas de las
proteinas se transportan y anclan gracias a estos compuestos, también existen GPI
sin unir a proteinas, como es el caso de los GPI hiperglicosilados llamados
lipofosfoglicanos (LPG) o GPI sin modificar llamados glicoinositol fosfolipidos

encontrados en protozoos parasitos como Leishmania spp.L.

Todo este sistema parece seguir mecanismos conservados entre especies y es
dependiente de la remodelacion de los anclajes GPI en el RE. En levaduras se ha
podido comprobar que los anclajes GPI desempefian funciones como la sefalizacion
celular y la incorporacion a la pared celular en zonas con gran cantidad de B-glucanos,

a los que cede un residuo de manosa para esa union 1011,



El gen SMP3 codifica para una alfa-1,2-manosiltransferasa, enzima necesaria para la
sintesis de una variante de GPI. La caracterizacion de mutantes SMP3 ha permitido
comprobar que una de las funciones de Smp3 es la de afadir un cuarto residuo de
manosa a los precursores de GPI (figura 1), funcion de gran importancia en levaduras
aunque no tanto en células de mamiferos. Sin embargo, se encuentran homaologos en
organismos eucariotas como S. pombe, C. albicans, D. melanogastery Homo sapiens
1213 Dado que SMP3 es un gen esencial, la incapacidad de Man3-GPls para
sostener el crecimiento sugiere que la cuarta manosa, presente en determinados

anclajes GPI, cumple otra funcién esencial [,
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Figura 1. Estructura de un anclaje GPI formado por tres manosas. En azul la proteina unida al
anclaje GPI, en amarillo la sucesion de manosas, en verde la glucosamina y en naraja el inositol.
Etn: Etanolamina. La flecha indica el sitio de corte por esterasas.



En humanos la transferencia de la cuarta manosa esta mediada por el homdlogo de
SMP3: hSmp3p (posteriormente llamado PIGZ) "9, que forma parte de un grupo de
proteinas transmembrana con sitios cataliticos hacia el lumen del RE ['6l, El estudio
de Eisenhaber y colaboradores identifico la regidn de reconocimiento en los dominios
transmembrana de esta familia de proteinas (BindGPILA) y afirmo que es la secuencia

encargada del reconocimiento, unién y estabilizacion del anclaje lipidico de GPI ['7. 8],

1.2. El gen SSU72

El gen SSU72 codifica una proteina esencial para la viabilidad celular "9, Entre las
funciones de la proteina se encuentra la relacién con el procesamiento 3’ del mMRNA
[20-211 " su implicacion con procesos de elongacion de la transcripcion y la separacion
cromosomica en la anafase !, Esta proteina ha sido reconocida como una fosfatasa
especifica del CTD (Dominio Carboxilo Terminal) de la ARN polimerasa-Il en las
serinas 5y 7 de sus muiltiples repeticiones 2223,

Los datos obtenidos por Mejuto 4 indican que otro proceso en el que se encuentra
esta fosfatasa es la sintesis de quitina necesaria para la divisién por mitosis. El gen
regulador de la sintesis de quitina SKT5 (0 CHS4) fue identificado por Freire-Picos
(no publicado), quien comprobd que su sobreexpresidon complementa parcialmente
defectos en el mutante de S. cerevisae expresando KISSU72 (homdlogo a Ssu72 de
Kluyveromyces lactis) y por tanto identificando funciones no conservadas entre estos
dos factores. Los anadlisis de microscopia llevados a cabo apoyan estas nuevas

funciones 23],

1.3. Lagenoteca Y2HL-c2 y el sistema de doble hibrido
Las genotecas son colecciones de plasmidos que contienen porciones de genomas
fragmentados con enzimas de restriccion. Estos vectores pueden utilizarse para el
estudio de secuencias genomicas o para el aislamiento de genes por
complementacién de fenotipos o mediante PCR con primers especificos.
La genoteca de doble hibrido para S. cerevisiae generada por P. James et al. 2%
basada en el sistema creado por Chien et al. 1?71, lamada Y2HL, esta constituida por
plasmidos que contienen fusiones de la regién que codifica el dominio de activacion

del regulador transcripcional Gal4 fusionado a genes de S. cerevisiae. Potencialmente



podria contener cualquier gen de esta especie fusionado al dominio de activacién de
Gal4, y por tanto expresar proteinas de fusion en levaduras. La tecnologia del doble
hibrido permite identificar proteinas que interaccionan con otra proteina de interés si
expresamos en la misma levadura un segundo plasmido que contenga la region
codificadora del gen de interés, fusionado al dominio de unién a DNA de Gal4

(Gal4DBD) y es la empleada en el presente trabajo.

Este sistema de doble hibrido es una técnica clasica en estudios de interacciones
fisicas de proteinas. En levaduras, permite detectar interacciones entre proteinas
gracias a la activacion de un gen reportero por la unién de un factor de transcripcion
dimérico, que reconstruye al activador Gal4. Este factor tiene dos dominios: de
activacién (AD) y union al DNA (BD). Para este sistema, se construyen plasmidos
hibridos, de modo que, como veremos en nuestro caso, la secuencia codificante del
BD se fusiona con la region codificante de una proteina de interés (X) y los plasmidos
de la genoteca, creada por P. James, estan fusionados al dominio de activacion (Y)
(figura 2). Al expresar estos plasmidos en la levadura, se consiguen las dos proteinas
hibridas que, si interaccionan entre si, haran expresar el gen reportero. El sistema

mas habitual, y el usado en esta genoteca, es con el factor Gal4.
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Promotor Gen reportero

DNA Loop

uas |

Figura 2: Sistema de doble hibrido. Modificado de Luban, 1995.

James y colaboradores ?81 ademas de la genoteca, construyeron una cepa de
levadura especifica llamada PJ69-4A que contiene tres genes reporteros (HIS3, ADE2
y LacZ) bajo diferentes promotores, todos ellos regulados por Gal4, con objeto de

reducir falsos positivos y permitiendo reconocer a los interactuantes por su



crecimiento en medios sin histidina o adenina ademas del crecimiento de colonias

azules por la expresion de beta-galactosidasa.

Mediante el uso de esta genoteca Y2HL el estudio de Seoane (2001) 28 permitio
identificar el clon que dio positivo para los tres reporteros de la cepa y que contenia
la secuencia del gen SMP3 (LAS2). En este estudio de 2001 se desconocian las
multiples funciones de SSU72, exceptuando su relacién con el inicio de la
transcripcion. Los resultados de este trabajo unidos a conclusiones mas recientes en
las que se confirma el papel de este factor con la regulacién de la sintesis de quitina
y la morfologia de la pared celular 2 promovieron el interés para realizar el siguiente

estudio.

En el afio 2021 Soledad Regueira 2! desarrollé en nuestro laboratorio una estrategia
para conseguir las condiciones necesarias para la amplificacién de los clones de
interés a partir de la genoteca de doble hibrido (y otras genotecas). Sin embargo,
surgieron problemas a la hora del aislamiento de un clon con LAS2; entre ellos
destaca la cantidad de DNA usada para esta PCR, asi como el ratio
genoteca/megaprimer o el tiempo de digestion con Dpnl. Es necesario mencionar que,
pese a que se obtuvieron clones por PCR que concordaban con el tamafio esperado
y las digestiones con Kpnl también eran las esperadas en varios clones, finalmente
tras secuenciar los candidatos estos fueron descartados porque no contenian la

secuencia de SMP3 fusionada a Gal4.

Dado que multiples factores pueden afectar al resultado del experimento, en este
trabajo decidimos perseverar en el uso de esta metodologia, pero introduciendo

cambios.



2. Objetivos

Nuestro principal objetivo es aislar un clon de la genoteca de doble hibrido (Y2HL-c2)
que contenga al gen SMP3 optimizando la metodologia desarrollada por Regueira en

2021. Para ello nos proponemos:

- Obtener un nuevo megaprimer para SMP3

- Aislar y caracterizar nuevos clones de la genoteca.

3. Materiales y métodos

3.1. Lineas celulares
3.1.1. Cepa de Escherichia coli
La cepa NZYStar de E.coli se obtuvo de la casa comercial NZYTech. Se trata de
células ultracompetentes que se almacenan a -80°C. Genotipo: endA1 hsdR17(rk-,
mk+) supE44 thi -1 recA1 gyrA96 relA1 lac[F" proA+B+ laclq ZAM15 :Tn10(TcR)].

3.2. Medio de cultivo LB
Tanto para la resuspension como para el cultivo de las células bacterianas a la hora

de la transformacion se usé medio “Luria Broth” (LB), desarrollado por Bertani en 1951
[30],

La composicion usada para obtener 500 mL de medio sigue la siguiente tabla:

Bactotriptona 5¢g
NaCl 2549
Extracto de levadura 25¢g
Dextrosa 0,59
Agua destilada 500 mL
Agar (placa) 7549
Ampicilina (placas LBA) | 1 yL/mL de medio

Tabla 1: Composiciéon para 500 mL de medio LB



Todos los medios deben esterilizarse antes de su uso para asegurar una ausencia de
contaminacion biologica. La esterilizacion se realiza en un autoclave a 121 °C y 1
atmosfera un minimo de 20 minutos. En el caso del cultivo en placa es necesario
afiadir un 1.5% de agar al medio liquido preparado. El pH del medio debe ser neutro,
en torno a 7. Las placas LBA contienen ampicilina, un antibiético usado a la hora de
crear una selecciéon positiva de las células que contienen el plasmido en el cultivo

gracias a que contienen el gen de resistencia a ampicilina (Amp).

3.3. Plasmidos de la genoteca de doble hibrido
3.3.1.1. Con el Dominio de Activacion (AD) de Gal4
pGAD-c2
Constituye el vector vacio que sirve como base para la generacion de la genoteca
Y2HL-c2 (Figura 3). Contiene el promotor constitutivo de ADH1 seguido del dominio
de activacion de Gal4 y el sitio de clonacién multiple (MCS). Esta combinacion nos
permite clonar fragmentos de DNA y nos asegura que habiendo glucosa presente en

el medio se sintetice la proteina del gen que hayamos insertado fusionado a Gal4-AD.

EcoRl Smal BamHl Clal Sall Pstl Bglll
pGAD-C2  AAA GAG ATC GAA TTC CCG GGG ATC CAT CEBA TGT CGA CCT GCA GAG ATC TAT GAA TCG lTl CTGE AAA

Figura 3: Esquema genérico de los vectores pGAD-C(x) donde la x se refiere a las tres posibles

pautas de lectura. En nuestro caso trabajamos el c2. Obtenido de P. James et al., 1996.



Genoteca Y2HL-c2 (derivados de pGAD-c2)

Los plasmidos pGAD-c2 anteriormente mencionados se emplearon para construir

genotecas de doble hibrido con tres posiciones de pauta de lectura. Contienen
inserciones de digestiones de 500-3000 pb de DNA gendmico de la cepa de levadura
YM706 B'l. En nuestro caso se emplea la genoteca Y2HL-c2 debido a que a partir de

ella se aisl6é un clon con SMP3 que interactuaba con el factor Ssu72.

3.4. Diseio de cebadores (primers)

Los oligonucleétidos usados como cebadores para amplificar secuencias genémicas
deben ser altamente especificos para evitar hibridaciones en regiones distintas del
genoma. Ademas, debe presentar una Tm (melting temperature) mayor a 40°C y no
generar estructuras secundarias que pudieran reducir o limitar el rendimiento del
proceso de anillamiento en la PCR. Existen distintos consejos ofrecidos por distintas
empresas (Takara, Thermofisher...) para el disefio de buenos cebadores. En general
se debe considerar lo siguiente:

1. Disenar cebadores de 18-30 nucledtidos.

2. Seleccionar el contenido G/C en un rango de 40-60%.

3. Mantener una distribucién uniforme de G y C, evitando agrupaciones.

4. Evitar repeticiones largas del mismo nucledétido.

5. Procurar que el extremo 3’ termine en C o G para promover la union.

6. Mantener una Tm cercana (5°) entre ambos cebadores. Se puede usar la
férmula para calcular la Tm: TM=4(G+C)+2(A+T) °C

7. Teneruna Tm entre 5y 15 °C mas alta que la temperatura de anillado

8. Evitar la formacion de dimeros por complementariedad inter o intra cebadores

El portal Yeast Genome (https://www.yeastgenome.org/) ofrece un apartado en el que
se puede usar el programa Primer3 con los distintos genes en su servidor para la
elaboracion de cebadores con caracteristicas elegidas (region dentro o fuera de un

gen especifico, longitud, GC%, complementariedad).

La pareja de cebadores disefiada se seleccioné dentro de la region codificante de
SMP3, ya que el objetivo es obtener un megaprimer (gen-especifico) con el que

realizar la busqueda en la genoteca.



3.5. Polimerasas y enzimas de restriccion/modificacion

Para la realizacion de este trabajo se han empleado dos DNA polimerasas diferentes:
NZYProof DNA polymerase (NZYTech) y Phusion (Thermo Fisher), ambas

polimerasas recombinantes de alta fidelidad.

Las digestiones con las enzimas de restriccion Dral, Bglll etc., se efectuaron siguiendo

las recomendaciones del proveedor (Takara y NZYTech).

La enzima Dpnl reconoce el DNA metilado y lo degrada, con lo que se consigue que
solo el DNA plasmidico nuevo permanezca en la solucién. Es empleada en la fase

final tras la PCR del protocolo de mutagénesis.

3.6. Reacciones de amplificacién por PCR

Las reacciones para amplificar acidos nucleicos por PCR se efectuaron en un
termociclador en gradiente (BioRad T100).

Los oligonucleétidos usados como cebadores para este trabajo se encargaron a la
empresa STABVida. Se resuspendié el material en agua destilada estéril hasta
obtener una concentracion de 50 mM. A partir de este stock se usaron alicuotas a 20

mM para los diversos experimentos.

3.7. Técnicas electroforéticas
3.71. Gel de agarosa
La agarosa es un polisacarido empleado habitualmente como soporte para la
separacion de DNA en electroforesis debido a que su polimerizacién genera una red
tridimensional de poros con un diametro variable dependiente de la concentracidon de
agarosa usada. Es por esto que la limitacion en la movilidad de las moléculas
cargadas en el gel depende del peso molecular (las moléculas mas grandes migran
mas lentamente debido a que tienen mas resistencia al interior del gel) y la

concentracion de agarosa, entre otros factores 321,



En esta tesis se elaboran geles de agarosa al 0,8% al 1% peso/volumen en tampdn
TAE siendo las menores concentraciones utilizadas para resolver bandas de mayor
peso molecular y las mayores para bandas de pequefio peso molecular. En general

se usan geles al 1%, comentandose en la figura en caso de modificacion.

3.7.2. Extraccién del DNA de un gel de agarosa
Para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa, empleamos el kit de
extraccion de la casa ThermoFisher (GeneJdet Gel Extraction and DNA cleanup Micro
Kit).

3.8. Transformacién de bacterias
3.8.1. Protocolo de transformacién
Las transformaciones se realizaron siguiendo el protocolo basico de transformacion

de bacterias mediante choque térmico descrito por Pope y Kent 231,

3.8.2. Obtencion de DNA plasmidico en bacterias
Para el analisis de los candidatos se extrajo el DNA plasmidico siguiendo el protocolo
de lisis alcalina empleando el kit GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher). Este
procedimiento permite obtener un volumen final de 50 pL en el que se encuentran los
plasmidos presentes en las células. Su concentracion se analiza con el
espectrofotometro para calcular la concentracion en funcion de la absorbancia a 260

nm.

3.9. Empleo del protocolo de mutagénesis dirigida para el
aislamiento de clones de una genoteca

El empleo habitual de esta técnica usa dos cebadores de aproximadamente 50

nucledtidos complementarios entre si y al DNA diana, pero introduciendo el cambio

de uno o unos pocos nucleotidos con el objetivo de introducir la mutacion deseada.

En la reaccién de PCR tras la desnaturalizacion del DNA plasmidico se produce el

anillamiento del cebador con la region complementaria. Después de una cantidad

determinada de ciclos de amplificaciones se obtiene DNA mixto: el recién sintetizado



con la mutacion y el usado como molde, que es mas antiguo. Para obtener
unicamente el DNA con la mutacion escogida se digiere con la enzima Dpnl, la cual

degrada el DNA antiguo que se encuentra metilado (Figura 4A).

1 Megaprimer 2 Genoteca

=4¢— Oligonucledtido

mutado

A

| PCR

A
P
Ao

| Dpnl

v P

v

Transformacian Yy Analisis & Transformacian y 7 Analisis

Figura 4. A: Esquema de un protocolo de mutagénesis dirigida. B: Estrategia para aislar genes de

una genoteca. Obtenido de Regueira Amara, 2021.

En el caso del presente trabajo se realiza una variacién de la técnica de amplificacion
de mutagénesis mediante la generacion de un megaprimer en la cual se usan
cebadores sin mutaciones y como molde una genoteca en lugar de un unico plasmido
(figura 4B). Para realizar la amplificacion a partir del megaprimer se uso el kit
comercial NZYSupreme Mutagenesis Kit. En el caso de este trabajo se modifica

segun se detalla en el apartado 4.2.1.

3.10. Analisis bioinformatico

Mediante el programa BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) se realiza un

alineamiento de los datos obtenidos en el proceso de secuenciaciéon con otras

secuencias nucleotidicas que se hallan en la base de datos.



4. Resultados-discusion
4.1. Obtencion del megaprimer por PCR

Tal y como se comentd en la introduccion, partimos del trabajo realizado por Maria
Soledad Regueira Amara ?° en el que se habian realizado optimizaciones para
encontrar una temperatura y concentracién (de cebadores y DNA de la genoteca)

adecuadas para la obtencion de un megaprimer.

41.1. Disefo de cebadores
A fin de conseguir el clon con SMP3 de la genoteca del doble hibrido, nos propusimos
mejorar las condiciones de partida. Por ello, y pensando en la posibilidad de que el
megaprimer anterior pudiese anillar en otras regiones de la genoteca de modo
inespecifico, por lo que comenzamos un proceso de generacidbn de un nuevo
megaprimer disefiando nuevos cebadores (tabla 2). Para ello se empled el programa
especificos de SGD, y posteriormente se comprob6 que los primers no tuviesen
homologia con otras regiones del genoma de S. cerevisiae haciendo un BLASTn

también desde SGD (https://www.yeastgenome.org/blast-sqd).

Inicio | Longitud [ Tm (°C) | %GC Secuencia 5’->3’
Primer forward

76 24 59.29 37.50 |ATCCAGATGAACATTTCCAATGCA
(SMP3U)
Primer reverse

850 23 59.30 43.48 | AGCAATACTGGGCCAACTATTTG
(SMP3R)

Tabla 2. Caracteristicas de los cebadores disefiados

41.2. Obtencion del megaprimer

Para amplificar el nuevo fragmento de SMP3 que emplearemos como megaprimer se

probaron varias condiciones (tabla 2 Ay B).

La concentracion de DNA de la genoteca es de 3.9 ng/uL 8. La amplificacién de DNA
por PCR para nuestras muestras se realiz6 introduciendo 1, 2 6 4 uL de genoteca y

afadiendo los reactivos hasta un volumen final de 50 pL.



41.3. Optimizacién de las condiciones de PCR para los nuevos

cebadores
A Molde Y2H gegg‘rﬁ;co B

TaoC 47 | 51 | a7 | 51 | 50 | s0 |

Volumen (pL) |
DNA 4 4 4 4 1 2 |
Buffer 10x 5 | s 5 5 5 5 | Etapa cic'\:lIZ)s Temﬂ%rat“ra (;iiiﬁ‘t‘;z)
MgCl2 50 mM 1 1 1 1 1 1 | 1 1 95 3
dNTP 2.5 mM 25 | 25 | 25 [ 25 | 25 | 25 | 95 30s
Las2IntU 20mM 2 2 - - - - 2 34 47-51 1
Las2IntR 20mM - - 2 2 - - | 72 1
SMP3U 20mM - - 2 2 2 2 | 1 72 5
SMP3R 20mM 2 2 - - 2 2 | 4 1 4 w
NZYProof Polymerase 1 1 1 1 1 1|
H20 325 | 325 | 325 [ 325 | 355 | 345 |
Volumen final 50 50 50 50 50 50 |

Tabla 3. A: Variaciones en la temperatura y las concentraciones de DNA molde en las PCRs para la
obtencién del nuevo megaprimer. Y2H = genoteca Y2HL-c2. B: Ciclos empleados en el termociclador

para la amplificacion.

Y2HL DNAg
T2 (2C) 47 51 47 51 50 50

—“_-—‘

{ o

—

-

= | :
=708

1 2 3 4 5 6 7

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% como comprobacion de las PCRs de la tabla 6. La

flecha indica la banda de 1Kb. 1: Marcador 1Kb. 2-5 Y2HL = genoteca doble hibrido. 6 y 7 DNA
gendémico (DNAg) correspondiente a 1 y 2 uL de DNA molde.

Los resultados se muestran en la figura 5. Como se puede apreciar, ninguna de las
condiciones del ensayo mostré ninguna banda del tamafo esperado. Por ello fue
necesario corregir las condiciones de la PCR. También cabia la posibilidad de que la
NZYProof disponible estuviese afectada por una descongelacién del congelador.

Todo esto nos llevo a realizar pruebas con la polimerasa Phusion™ (Thermofisher)



disponible en el laboratorio y recomendada por la casa comercial para mejorar las
amplificaciones en secuencias problematicas en la amplificacion.

Por tanto, se disefiaron nuevas reacciones con DNA genémico como molde en un
termociclador en gradiente de temperatura con 5 condiciones diferentes (50°C,
53.5°C, 56.8°C, 64.3°C, 66.6°C) como se muestra en la tabla 4.

A Molde DNA gendémico | B
DNA 1 | Etapa | N°ciclos Tem?%r?tura (rl—\iii?tz(;)
Buffer 5x 10 | 1 1 98 30s
dNTP 2.5 mM 25 | 98 10s
SMP3U 20 mM 1 | 2 34 50-67 30s
SMP3R 20 mM 1 | 72 1
Phusion Polymerase 0.5 | 1 72 7
H20 34 | 1 4 w
Volumen final 50 |

Tabla 4. A: Reactivos para la PCR en gradiente con la enzima Phusion. B: Ciclos empleados en el
termociclador para la amplificacion.

T2 (2(Q) 50 S4 57 63 67

Figura 6: Bandas <1Kb obtenidas tras la electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de los productos de
la tabla. La flecha indica la banda de 1Kb. 1: Marcador 1Kb. 2-6: Productos amplificados con las
reacciones cargados de forma correlativa
Como se aprecia en la figura 7, en todas las condiciones de temperatura se distingue
una banda amplificada, aunque con este marcador el tamafo parece menor de lo
esperado. Por otro lado, las bandas que aparecen tienen una intensidad similar. Por
tanto, el rango de temperatura ensayado no es relevante para esta amplificacién de

SMP3 con Phusion y a diferencia del experimento anterior obtenemos una sola banda.

Decidimos purificar las bandas obtenidas del mismo tamafio empleando el kit

comercial Gene Jet Gel Extraction and DNA Cleanup MicroKit.



41.4. Comprobacion del megaprimer

Digestion con Dral
Como primera comprobacion de la validez del megaprimer se procedio a realizar una

digestion de 2 horas con la enzima Dral, que corta en uno de los extremos a cierta
distancia (56 pb) del sitio de unién del cebador SMP3U empleado en la amplificacion.

Para comprobar el resultado se realizé una electroforesis afiadiendo 5 uL de muestra.

DNA Dral
— —

A B DNA Mass|
(ng/5ul)

#

1 28

2

3

3

» )

1 2 3 1% TAE Agarose Gel
Figura 7: Comprobacion de la digestion del megaprimer. A : Marcador con las bandas encontradas
por tamafo de molécula y su equivalencia con la masa por volumen para realizar el calculo de
concentraciones. B: El resultado de la electroforesis. La flecha indica la banda de 1Kb. 1: Marcador
1Kb. 2: DNA purificado. 3: DNA digerido con Dra .

Base Pairs

Tras apreciar la banda deseada de 750 y comprobar la disminucién del tamafio en la
banda con DNA digerido, figura 7 comparar carriles 2 y 3, se procedié a analizar la

imagen con el programa ImagelLab (Bio-Rad) y apuntar la intensidad ajustada al

fondo:
Banda 1Kb Megaprimer
251886 1796544
23 ng/5uL 164 ng/ul
Tabla 5: Mediciones medias de intensidades de la banda correspondiente a 750 pb.
Secuenciacion

La segunda comprobacion se realizé por secuenciacion. El fragmento de 750 pb se
llevo a los servicios centrales de investigacion (SAl) pudiendo confirmar que, como

esperabamos, se correspondia con un fragmento de SMP3.



4.2,

Una vez obtenido el cebador especifico, se puede hacer uso de este fragmento de

Aislamiento de clones con SMP3 de la genoteca

750 pb para, del mismo modo descrito por Regueira en 2021, emplear el protocolo de
mutagénesis dirigida (sin la introduccién de mutaciones) con el objetivo de aislar
clones con SMP3 fusionado a Gal4 de dentro de la genoteca de doble hibrido. Para
ratio

ello se diseid un experimento variando las condiciones como: el

genoteca/megaprimer, tiempos, temperatura de anillado).

Realizamos tres ensayos (nombrados PCR 1-3) en los que “PCR 1” y “PCR 3” se
diferencian de “PCR 2” en el ratio genoteca/megaprimer y a su vez “PCR 1" y “PCR
2” se diferencian de “PCR 3” en los ciclos programados en el termociclador. Las

diferentes condiciones se resumen en las tablas 6 y 7:

PCR1y3 PCR 2
DNA genoteca 4 uL 4 L
Megaprimer 2L 1L
Ratio G/M 2 4

Tabla 6: Ratios genoteca/megaprimer en las distintas PCR.

PCR1y2 PCR 3
A | e [ wasos [Tmgemina] Tenon | B e [ weaoes [ Tempema] T
1 1 95 2 | 1 1 95 2

95 1 95 1

2 21 55 1] 2 21 55 1
68 14| 70 14

1 68 15 | 3 1 70 15

4 1 4 w0 | 4 1 4 ©

Tabla 7. A: Ciclos empleados en las PCR 1y 2. B: Ciclos empleados en la PCR 3.

4.21. Digestion con Dpnl

Tras la digestion con Dpnl eliminamos los restos de DNA de genoteca que posee
metilaciones y asi nos quedamos con el DNA recién sintetizado (sin metilaciones).

Para la digestion empleamos 5 uL de Dpnl (para una reacciéon de 50 uL) incubando
durante 20 6 30 minutos a 37°C para lo cual los productos de las PCR 1y 2 se

subdividieron como indica la tabla 8:



Nombre Nombre Tiempo en
L para uL usados| pL Dpnl Smpo
inicial di - digestion

igestion

PCR 1 25-30 25 30
PCR 1

PCR 4 20 25 20

PCR 2 25-30 25 30
PCR 2

PCR 5 20 25 20
PCR 3 PCR 3 45-50 5 20

Tabla 8: Comparacion de los volumenes de las distintas reacciones de digestion, el volumen de

enzima Dpnl y el tiempo de digestion con Dpnl.

4.2.2. Transformacién de células bacterianas ultracompetentes
Se usaron células ultracompetentes proporcionadas por el kit de mutagénesis para la
transformacion con el DNA de las PCR obtenidas. La siembra se realizé en placas de
LBA y se incubd a 37°C durante 24h.Tras el crecimiento en placa se procedié al

conteo de colonias por placa:

Muestra UFC R.G/m exte-lr—:sién g:n;?iléﬁztég WL Dpnl Tigg:ﬁo
CC1 1342 11 68 25-30 25 30
CC2 414 1/0.5 68 25-30 25 30
CC3 62 171 70 45-50 5 20
CC4 21 171 68 20 25 20
CC5 26 1/0.5 68 20 25 20
CC6 0 - - - - -

Tabla 9: Comparacién del numero de colonias (UFC) crecidas por placa segun las distintas

transformaciones y el ratio genoteca/megaprimer. R. G/m= Ratio genoteca/megaprimer.

Las condiciones CC1 y CC2 consiguieron un numero demasiado elevado de colonias,
es por ello que se descartaron para las siguientes etapas. Eliminando la condicion
control (CC6) se continud con el analisis de los 3 pooles restantes que denominamos:
1 (CC3), 2 (CC4)y 3 (CCH).

De las colonias crecidas en CC4 se sembraron 10 candidatos en placas de medio
LBA para su posterior analisis. En una primera etapa se analizaron mediante PCR
todas las resiembras de cada placa en una unica miniprep que por tanto constituia un
pool de 10 candidatos. El objetivo era analizarlos por PCR conjuntamente, y sélo si
aparece producto de PCR del tamafo esperado realizar minipreps individuales de los

candidatos.



4.2.3. Comprobacion de candidatos

Dado que previamente obtuvimos diferentes resultados, ademas de los distintos

pooles se realizan comprobaciones con dos DNA polimerasas: NZYProof y Phusion

A x1 (L) | B
Buffer Nzytech 10x 5 | Etapa | N°ciclos Tem{)‘%r;:ltura (rI]iiithZ)
MgClz2 50mM 1 | 1 1 95 3
dNTP 2.5mM 25 | 95 30
Primer Foward 20 mM 1| 2 34 56 45"
Primer Reverse 20 mM 1 | 72 1
DNA miniprep 1 | 3 1 72 7
DNAProof polimerasa 0.7 | 4 1 4 o
H.0 378 |
Volumen final 50.2 |

Tabla 9. A: Volumenes de reactivos en las reacciones para la PCR de comprobacién. B: Ciclos

empleados en la PCR con Nzyproof.

A x| B

Buffer HF 5x 10 | Etapa |N° ciclos Tem;)oecr?tura (;ﬁr&%‘;)
dNTP 2.5 mM 25 | 1 1 98 30”
Primer Foward 20 mM 1 | 98 10"
Primer Reverse 20 mM 1 | 2 34 60 30"
DNAProof polimerasa 0.5 | 72 1
H20 34 | 3 1 72 7
Volumen final 50 | 4 1 4 %

Tabla 10. A: Volumenes de reactivo empleados en las reacciones de PCR. B: Ciclos empleados en la
PCR con Phusion.

En total por tanto, se analizaron cinco amplificaciones (Figura 8):



DNA Proof Phusion DNA Proof Phusion

Pool Pool Pool Pool Mega-
1 5 3 5  Y2HL Y2HL primer
S i S— -
[ =]
[ = ]
) o -
4
ool - - — S
. e . -

R - ——
1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa de los distintos pooles candidatos. La flecha indica la
banda de 1Kb. 1: Marcador. 2, 3 y 4: Los distintos pooles amplificados con NZY DNAProof. 5: Pool 2
(CC4) amplificado con Phusion. 6 y 7: Genoteca Y2HL amplificada con ambas polimerasas. 8:
Control (megaprimer) con el tamafio de banda esperado.

Este resultado permiti6 comparar el efecto de las dos polimerasas (figura 8). Tras
estos resultados se decidié continuar caracterizando la muestra de la calle 3 (pool 2 -
CC4). Se realizaron 10 extracciones de DNA plasmidico de candidatos individuales
dentro del pool 2 y una PCR posterior de la cual se obtuvieron cinco posibles
candidatos: A, E, F, I, J (Figura 9). Las caracteristicas de la PCR siguen el mismo

esquema de la tabla 9.

A B €C D E F G H I ]

A

1 2 35 4 5 6 7 8 9 10 11
Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa. La flecha indica la banda de 1Kb. Los distintos candidatos

del pool 2 se nombran A-J y se disponen en los carriles 2-11.

En la figura 9 se aprecian cinco posibles candidatos a contener SMP3. Se enviaron a
secuenciar las muestras de los carriles 2 y 11. El resultado obtenido fue una lectura
pobre en el candidato A y una doble lectura en el candidato J, por lo que este ultimo

podria haber un segundo plasmido interfiriendo en la reaccion. La figura 10 muestra



el alineamiento mediante BLAST de la secuenciacion obtenida con uno de los
candidatos seleccionados tras las pruebas electroforéticas y de digestién. Se puede

observar su alta homologia con 20 nucleétidos proximos a uno de los extremos.

A ref|NC_801147| [org=Saccharomyces cerevisiae] [strain=5288C)
[moltype=genomic] [chromosome=XV]

Length=1091291

Score = 43.6 bits (23), Expect = Ge-84 [ Retrieve Sequence / Genome Browser ]

Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
Strand=Plus/Plus

Query 60 GATGGCATTGGAAATGTTCATCTGGAT 86

A EARRARRRRR RN
Sbjct 611287 GAT-GCATTGGAAATGTTCATCTGGAT 611312

B ) 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000 600,00
§ Stiact D‘ ( _>) Q Q Q Q chrXV w | chiXV 609366 615¢
tracks 610,000 611,230 612,500
Reference sequence Zoom in to see sequence Zoom in to tes saquence Zoom in to see tequ

& All Annotated Sequence Features

MRPL23
Mitochondrial ribosomal protein of the Large subun

Alpha 1,2-mannosyltransferase; involved in glycosyl phosphatidyl inositol (GP1) biosynthesis; required

RESZ

Figura 10: La parte superior (A) muestra el alineamiento encontrado tras un BLASTn mientras que en

la parte inferior (B) se marca graficamente la zona del alineamiento en el gen SMP3.

Analisis de otros pooles y comparacién de resultados

En paralelo al analisis descrito para CC4, se realiz6 una comprobacion de la eficiencia
del procedimiento inicial usando otras dos condiciones: CC3 (Pool 1) y CC5 (Pool 3).
Figuras 11 Ay B.

A B C D E F G H 1]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa en la que se muestran las bandas de 10 candidatos del
pool 1 (A) y pool 3 (B). La flecha indica la banda de 1Kb. 1 y 7: Marcador. 2-6: Candidatos A-E. 8:
Megaprimer purificado. 9-13: Candidatos F-J.

Este gel pone en evidencia la diferencia que puede haber al tratar con distintos carriles
dentro de un mismo gel de agarosa. Teniendo como referencia los marcadores
podemos observar que bandas amplificadas del mismo tamafio han migrado de

manera distinta. El efecto curvo en este caso podria deberse al calentamiento del gel.

1 2 3 4

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa. La flecha indica la banda de 1Kb. 1: Marcador 1Kb. 2 y 3:
PCRs de candidatos CC5-D y CC5-E. 4: Megaprimer purificado.

Al realizar una electroforesis con la amplificacion de los candidatos para comprobar
que se obtiene una banda del tamano del megaprimer vemos que efectivamente la
podemos encontrar, aunque muy débil. Los candidatos se comprobaron por

secuenciacion, y en este caso, ninguno contenia SMP3.



Existen diversos motivos que pueden, por tanto, ser la raiz del problema o contribuir
a este resultado negativo tras la confirmacidn por secuenciacion del megaprimer.

A la hora de aislar los clones de SMP3 de la genoteca, de las condiciones usadas
para las PCR (en base al crecimiento de colonias en placa) el tiempo de digestién con
Dpnl parece ser un factor mas influyente que las variaciones la relacidon

genoteca/megaprimer estudiadas.

El haber conseguido un clon con una pequefia porcién de SMP3, pero alejada de
GAL4 en uno de los candidatos, nos hace pensar que o bien en la genoteca existen
clones en que derivan de procesos de recombinacion, o bien el megaprimer

empleado, al tener un tamarfo de 750 pb, bastante grande, favorezca estos eventos.



5. Conclusiones

A partir del disefio de dos nuevos cebadores se consiguid obtener un nuevo
megaprimer especifico con el que realizar el aislamiento de clones de SMP3 de la
genoteca de doble hibrido. La calidad de este megaprimer se validé mediante la

digestion con la enzima de restriccion Dral y posterior secuenciacion.

Con el nuevo megaprimer se realizaron distintos ensayos (PCR 1-3) en los que se
variaba el ratio genoteca/megaprimer (PCR 1 y 3 vs PCR 2) y se sometieron a
distintos tiempos de digestién con Dpnl. Los resultados muestran la importancia de

ambas condiciones en base al crecimiento de colonias posterior.

La comprobacién por PCR de los plasmidos obtenidos permitié identificar candidatos
que presentaban el tamafio de banda esperado para SMP3. Sin embargo, tras la
comprobacién por secuenciaciéon de dos candidatos de cada condicion testada, se

mostré que ninguno de los candidatos era bueno.

Los resultados presentados muestran las dificultades encontradas en este trabajo a
la hora de conseguir buenos candidatos, lo que ratifica la necesidad de disefar

nuevas estrategias que nos permitan aislar clones de genotecas por PCR.
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