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Resumen

Debaryomyces hansenii es una levadura no convencional con alto potencial biotecnolégi-
co. Sin embargo, el aprovechamiento de su potencial genético ha sido practicamente nulo
debido a las limitaciones que presentan la manipulacion genética y el uso de diferencial del
codén CTG. CRISPR-Cas9 es un sistema enzimatico capaz de realizar cortes en el DNA
de manera precisa y dirigida que esta revolucionando la edicién genética en levaduras no
convencionales. El objetivo de este trabajo fue generar una mutante auxoétrofa de uracilo
mediante el sistema CRISPR-Cas9 via complejos riboprotéicos en la levadura D. hansenii.
Los resultados de esta investigacion muestran los parametros y la estandarizacién de un pro-
tocolo de permeabilizacion y transformacion para D. hansenii con el plasmido pAYCU244
que confiere resistencia a nourseotricina y contiene la secuencia del gen YFP que codifica
para la proteina amarilla fluorescente. El protocolo estandarizado fue utilizado para electro-
porar a D. hansenii con el complejo Cas9-DhURA3gRNA y generar mutaciones en el locus
DhURAS3, que codifica para la enzima descarboxilasa de orotidina 5’-fosfato, involucrada en
la sintesis de uracilo. Este método permitié seleccionar colonias auxotrofas de uracilo en
medio minimo con 5-FOA. En conclusion, se estandarizé un protocolo para transformar y

generar mutaciones mediante el sistema CRISPR-CAS9 en D. hansenii.



1. Introduccién

1.1. Debaryomyces hansenii: una levadura no convencional

Una levadura se considera no convencional cuando no es Saccharomyces cerevisiae o
Schizosaccharomyces pombe. La denominacion de “no convencional” engloba a la mayor
cantidad de levaduras existentes y por lo tanto es un grupo sumamente heterogéneo. S.
cerevisiae es el principal modelo de estudio en levaduras debido a su facilidad de manipulacion
en comparacién a levaduras no convencionales que igualmente poseen un gran potencial
biotecnolégico, tales como Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica o Debaryomyces hansenii
(Prista, Michan, Miranda, & Ramos, 2016; Wagner & Alper, 2015).

Debaryomyces hansenii es una levadura que habita usualmente en alimentos salados y
en ambientes salinos como el agua marina, de donde fue aislada por primera vez (Norkrans,
1966). Se ha encontrado en suelos y en alimentos como carne, quesos, vino, cerveza y fruta, asi
como productos con altas cantidades de azicar (Breuer & Harms, 2006; Prista, Loureiro-Dias,
Montiel, Garcia, & Ramos, 2005). Esto hace de D. hansenii un organismo de gran interés
biotecnolégico, ya que es una especie altamente heterogénea con variaciones fenotipicas entre
cepas y diferencias en cuanto a su capacidad para asimilar y fermentar distintas fuentes de
carbono, actividades diversas de lipasas y proteasas, asi como un crecimiento 6ptimo bajo
distintas condiciones nutrimentales (Petersen & Jespersen, 2004). El rasgo fisiolégico de D.
hansenii mas caracterizado es su halotolerancia, el cual le permite sobrevivir en condiciones
de hasta 4 M de NaCl (en comparacién con S. cerevisiae que soporta condiciones de hasta
1.7 M) (Onishi, 1963); sin embargo, este rasgo no se ha caracerizado genéticamete. Esta le-
vadura es también osmo- y xerotolerante, ademas de tolerar un alto quimioestrés, por lo que
en cultivo se pueden usar altas concentraciones de varios sustratos. Crece de manera 6ptima
entre 20 y 25 °C; sin embargo, también se ha reportado su crecimiento a temperaturas de
entre 5 y 10 °C o incluso bajo 0 °C (Breuer & Harms, 2006). Asi como otras levaduras, puede

contaminar alimentos con baja concentracién de agua. Se le encuentra cominmente en aguas



hipersalinas, y puede estar en cultivo de hasta 25% de NaCl o 18 % de glicerol (Breuer &
Harms, 2006). Es altamente resistente a compuestos con actividad antibidtica como penco-
nazol, y medianamente resistente a benomil y cicloheximida o compuestos biocidas como el
Cl02 (Ramirez-Orozco, Herndndez-Saavedra, & Ochoa, 2001). La concentracién inhibitoria
minima de antibiéticos como fluconazol y anfotericina B es mayor para D. hansenii en com-
paracién a Candida albicans (Prista et al., 2016). No hay reportes confirmados de infeccién
a humanos por D. hansenii, ya que los casos reportados muy probablemente se deben a su
identificacién errénea cuando en realidad se trataba de especies de Pichia o Candida, esto
debido a la identificacion por parametros fenotipicos y no por secuenciaciéon de las muestras
aisladas (Desnos-Ollivier et al., 2008). D. hansenii es capaz de generar toxinas antifingicas,
las cuales son estables a temperatura corporal humana, por lo que es de potencial interés en
la medicina o en la agricultura como agente de biocontrol contra patégenos como Penicillium
digitatum entre otros (Breuer & Harms, 2006; Buzzini & Martini, 2001; Droby, Chalutz, Wil-
son, & Wisniewski, 2009). En la industria alimentaria y biotecnolégica, hay un particular
interés por D. hansenii para la maduracion de alimentos o la produccién de biocombustibles,
pues sintetiza una gran cantidad de lipidos, entre ellos acidos grasos libres, caracteristica que
la define como una levadura oleaginosa junto a especies de Candida, Cryptococcus, Yarro-
wia, Rhodotorula, entre otras (Breuer & Harms, 2006; Lamers, et al., 2016). D. hansenii es
capaz de producir diversas enzimas como [-glucosidadas, esterasas e inulinasas, ademas de
producir alcoholes a partir de pentosas como la arabinosa (Johnson & Echavarri-Erasun,
2011). No obstante, debido a la falta de herramientas moleculares para la manipulacién de
este organismo y la alta heterogeneidad genética entre cepas, la investigacién y aplicacion
ha sido limitada.

Debaryomyces hansenii pertenece al clado CTG dentro de los ascomicetos, el cual es un
grupo de distintas especies como Lodderomyces elongisporus, Pichia stipitis y una gran can-
tidad de especies de Candida, incluyendo a C. albicans, que traducen de manera diferencial el

codén CUG como serina en lugar de leucina debido a un tRNA ¢ 4¢ tinico (Prista et al., 2016).



Algunas especies de este grupo son patdgenas (e.g. algunos miembros del género Candida),
mientras que otras como D. hansenii tienen potencial biotecnoldgico. La traduccion diferen-
cial del codéon CUG es uno de los obstaculos en el desarrollo de herramientas moleculares
eficientes en D. hansenii, dado que otorga a las levaduras del clado CTG la posibilidad de
expresar una gran cantidad de proteinas distintas codificadas en un mismo gen (Prista et al.,
2016). En levaduras patégenas como C. albicans, la traduccién diferencial del codén CUG
se asocia a inicio de eventos de virulencia, cambios fenotipicos, morfogénesis, resistencia a
drogas y produccién extracelular de hidrolasas (Turner & Butler, 2014), por lo que en D.
hansenii podria estar asociada a la adaptacion a su medio ambiente. En especial su osmo- y
halotolerancia caracteristicas, asi como su capacidad de crecer a bajas temperaturas, comen-
tadas previamente (Prista et al., 2016). Para superar la limitacién a la manipulacién genética
que presenta el uso diferencial del codén CTG en D. hansenii y otras levaduras, es necesario
utilizar secuencias optimizadas para la especie en cuestion cuando el gen de interés es un
transgen. Esto se ha llevado a cabo en distintas levaduras del clado CTG, desde C. albicans
hasta C. lusitaniae y C. auris (Grahl, Demers, Crocker, & Hogan, 2017), asi como en el
desarrollo de un grupo de plasmidos con el gen de resistencia a estreptomicina y nourseotri-
cina (SAT1) junto a distintos marcadores fluorescentes optimizados para varias especies del
clado CTG, entre ellas D. hansenii (Defosse et al., 2018). Sin embargo, la heterogeneidad
de cepas de D. hansenii hace que incluso estas herramientas se limiten al fondo genético de
cada cepa, por lo que los métodos de manipulaciéon genética de precision como CRISPR-Cas9
son prometedores en la generacion de una herramienta molecular independientemente de la

cepa con la que se trabaje (Raschmanovd, Weninger, Glieder, Kovar, & Vogl, 2018).



1.2. Manipulacion genética en levaduras

1.2.1. Modificacién genética mediante la reparacién del DNA

El dano al DNA en forma de rupturas de doble cadena (DSB, Double Strand Breaks),
puede tener fuentes tanto metabdlicas como ambientales, especies reactivas del oxigeno,
radiacién ionizante, agentes quimicos o estrés mecanico en los cromosomas (Khanna & Jack-
son, 2001). La célula en general, posee mecanismos para contender con este tipo de dafo, de
los cuales los principales son la reparaciéon por unién de extremos no idénticos (NHEJ, Non
Homologous End Joining) y la reparacién dirigida por identidad (HDR, Homology Directed
Repair) (Figura [1).

La reparacién por NHEJ es la manera mas comtun dentro de la célula para reparar el dano
al DNA ya que no requiere de un molde de reparacién. La reparacion por NHEJ depende
de las proteinas inicialmente de las proteinas Ku. Tanto en procariontes como eucariontes,
estas proteinas se encuentran conservadas y siempre forman un heterodimero. En mamiferos
la via cldsica involucra la unién del heterodimero Ku70/80 al DNA y la formacién de un
complejo con la subunidad DNA-Pkcs el cual regula distintos eventos de fosforilacion, entre
ellos la fosforilaciéon de la nucleasa ARTEMIS.

Ya que distintas fuentes de dano al DNA pueden provocar DSB con estructuras no com-
patibles para su ligacion directa, en este punto puede ocurrir un procesamiento nucleolitico
de ambos extremos por ARTEMIS o el llenado de huecos en la secuencia de DNA por la DNA
polimerasa 1 o A (Dudésovd, Dudas & Chovanec, 2004; Davis & Chen, 2013). La ligacién
directa de los extremos de DNA por la DNA ligasa IV en complejo con XRCC4 es el proceso
bésico de reparacion por NHEJ, donde el complejo de reparacion cierra la ruptura de la
cadena de DNA ligando los extremos compatibles (Dudéasova, Dudas & Chovanec, 2004). Si
hubo un procesado de los extremos, la reparacién puede provocar mutaciones por inserciones
o deleciones, asi como la incorporacién no especifica de DNA exdgeno (Daley, Palmbos, Wu,

& Wilson, 2005). En S. cerevisiae la via canénica de reparaciéon por NHEJ involucra a las



proteinas Ku correspondientes de levadura, denominadas Yku70/80. El heterodimero Yku
interactua con el complejo Mrell/Rad50/Xrs2, formando un puente entre ambos extremos
del DNA danado y promoviendo su estabilidad, de la misma manera que el complejo Ku70/80
DNA-Pkes (Arras & Fraser, 2016). El procesado de los extremos ocurre gracias a la accién
nucleolitica de Rad27 y el rellenado de huecos en la secuencia por la DNA polimerasa 4,
similar a la accién de ARTEMIS y la DNA polimerasa A (Daley, Palmbos, Wu, & Wilson,
2005). Finalmente, el paso de ligacién de los extremos de DNA ocurre por la acciéon del DNA
ligasa 4, similar a la NHEJ en mamiferos, en complejo con Lifl y Nejl, las cuales llevan a
cabo una funcién similar a XRCC4 (Daley, Palmbos, Wu, & Wilson, 2005; Dudésova, Dud&s
& Chovanec, 2004; Emerson & Bertuch, 2016).

La reparacion por HDR requiere la presencia de un molde de recombinacién que usual-
mente es idéntica a la secuencia danada. Cuando se da un DSB inicia el proceso de reseccién,
el cual es la degradacion nucleolitica de los extremos de la cadena de DNA en sentido 5’ a 3’,
lo que da como resultado una cadena sencilla 3’, libre para el reclutamiento de la maquinaria
de reparacion (Liu & Huang, 2016). En mamiferos, el complejo MRE11/RAD50/NSB1 es
homélgo al complejo Mrell/Rad50/Xrs en levaduras, sin embargo su funcién solo encuentra
en el inicio de la reseccion de la cadena durante el HDR y no se ha demostrado que tenga
papel alguno en la NHEJ (Dudésové, Dudés & Chovanec, 2004). En levaduras, este complejo
no solamente permite la estabilidad de los extremos rotos de la cadena de DNA durante la
NHEJ, sino que también tiene un papel crucial en la reseccién de la cadena junto con EXO1
y Sae2, ademés de la helicasa Sgsl (Verma & Greenberg, 2016). La cadena 3’ libre recluta a
Radb1, gracias a la unién de RPA al DNA, formando un filamento nucleoproteico. RPA eli-
mina estructuras secundarias del DNA| sin embargo también inhibe la nucleaciéon de Rad51,
por lo que para la unién de Rad51 al DNA es necesaria la participacién de cofactores como
Rad57 y Rad52. El filamento de Rad51 invade al DNA molde, formando un heteroduplex
intermediario denominado “bucle D”. A su vez, el otro extremo de la cadena rota invade

o se alinea con el DNA molde gracias a Rad52 (Guirouilh-Barbat, Lambert, Bertrand &



Lopez, 2014; Jasin & Rothstein, 2018). Esto activa la sintesis de la cadena invasora a partir
del molde de reparacién, formando uniones de Holliday. El producto sintetizado se puede
disolver formando secuencias sin crossover por la accién de BLM-TOPOIIla o una nucleasa
sitio especifica, o en secuencias con crossover por la Resolvasa A (Li & Heyer, 2008).

Estos mecanismos son aprovechados para la manipulacién genética de distintos organis-
mos, ya que permiten introducir mutaciones o realizar el reemplazo de genes de manera
especifica. En S. cerevisiae, en especial, hay altas tasas de HDR por lo que la integracion
de secuencias idénticas a su genoma se lleva a cabo de manera eficiente (David & Siewers,
2015).

Ambos mecanismos compiten entre si. La liberacién o reseccion de la cadena 3’ terminal
se requiere como primer paso de la HDR y permite la invasion de una secuencia homéloga
para su reparacion, mientras que la NHEJ requiere la generacion de extremos romos en
la doble hebra del DNA. De esta manera, la NHEJ y la HDR compiten directamente en
la reparacién del dano al DNA y por tanto en el proceso de incorporar material genético
exégeno (Arras & Fraser, 2016; Daley, Palmbos, Wu, & Wilson, 2005; Davis & Chen, 2013;
Liu & Huang, 2016).

La competencia entre ambos mecanismos de reparacion representa un problema al incor-
porar secuencias exégenas al organismo en cuestion, ya que el dominio de la NHEJ provoca
la insercién inespecifica de las secuencias en el genoma y por lo tanto puede tener efectos
deletéreos o la imposibilidad de expresar la secuencia integrada debido a la topologia del
DNA. Para superar esta limitante, una de las principales estrategias es promover la HDR al
generar mutantes deficientes de la NHEJ, por ejemplo, al eliminar genes importantes para la
NHEJ como las proteinas Ku70/Ku80, o su inhibicién transitoria mediante agentes quimicos.
Esto se ha realizado tanto en células de mamiferos como en levaduras convencionales y no
convencionales como S. cerevisiae, K. lactis, Y. lipolytica o Cryptococcus neoformans (Arras
& Fraser, 2016; Prista et al., 2016). Una de las dificultades al manipular el genoma de D.

hansenii e integrar secuencias a su genoma es la baja tasa de HDR presente en esta levadura.
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Figura 1: Mecanismos principales de reparacion del dano al DNA. La reparacién
por NHEJ es directa y eficiente, sin embargo puede generar mutaciones. La reparacion por
requiere de un molde de reparacion, el cual contiene regiones idénticas al DNA danado, por
lo que disminuye ka oribabukudad de generar mutaciones.

Sin embargo, D. hansenii también posee los genes necesarios tanto de la NHEJ como de la

HDR (Richard, Kerrest, Lafontaine, & Dujon, 2005).



1.2.2. De la PCR a las meganucleasas

Los primeros trabajos de recombinacién genética en Saccharomyces cerevisiae fueron
publicados a principios de la década de 1980, y en 1996 su genoma fue secuenciado (Fraczek,
Naseeb, & Delneri, 2018). S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe son los organismos
modelo en la investigacién con levaduras. La mayor parte de las herramientas moleculares y
de edicion genética se han desarrollado en S. cerevisiae debido a su facilidad de manipulacién,
su trazabilidad genética y el hecho de que su genoma se encuentra ampliamente anotado
(Wagner & Alper, 2015).

Histéricamente, la manipulacién genética de S. cerevisiae ha sido a través de la seleccién
de genes basada en PCR, integrando construcciones generadas por PCR al genoma de la
levadura por diferentes métodos de transformacion, esto gracias principalmente a sus altas
tasas de HDR (Wach, Brachat, Pohlmann, & Philippsen, 1994). Otros métodos de manipu-
laciéon genética en levaduras que se basan igualmente en la recombinacién homologa son el
sistema de recombinacién Cre-Lox, el cual hace uso de la recombinasa sitio-especifica Cre y el
reconocimiento de secuencias Lox que flanquean el gen de interés y el sistema Delitto perfetto,
que hace uso de multiples oligonucleétidos para el gen de interés, o el uso de meganucleasas,
que son enzimas de restriccion con alta especificidad al sitio que reconocen. Sin embargo,
estos sistemas tienen desventajas como que la mutagénesis esta restringida a la regién del
cassette integrado (Fraczek et al., 2018). Nuevas tecnologias de manipulacién genética como
CRISPR-Cas tienen la capacidad de superar estos obstaculos y generar nuevas herramientas

moleculares eficientes.

1.3. El sistema CRISPR-Cas: edicion genética de presicion

Uno de los descubrimientos méas importantes de la microbiologia en las ultimas décadas es
la existencia de inmunidad adaptativa y hereditaria en procariontes. Uno de los mecanismos

por los cuales estos organismos adquieren inmunidad son los sistemas CRIPSR-Cas (por sus



siglas en inglés: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Sequences y CRISPR
Associated Sequences, respectivamente) que les confieren proteccién ante infecciones virales
(Hille et al., 2018). Los sistemas CRIPSR-Cas fueron descritos por primera vez en 1987 y
estdn presentes en aproximadamente el ~50 % de los genomas bacterianos y en alrededor de
un ~90 % en los genomas de arqueas. Los sistemas CRISPR-Cas se encuentran formados por
uno o varios cassettes génicos de secuencias repetidas y espaciadoras alternadas: el arreglo

CRISPR y un cassette de genes cas (Javed et al., 2018) (Figura [2).

Proteinas Cas Locus CRISPR

Secuencia lider Secuencias repetidas

/ I\

G ) [ 1)
N1/

Secuencias espaciadoras

Figura 2: Estructura general de los sistemas CRISPR-Cas. El locus CRISPR se com-
pone de dos partes principales: el cassette de genes cas y el arreglo CRISPR. El cassette de
genes cas codifica la maquinaria de interferencia y de adquisicion. EL arreglo CRISPR con-
tiene ecuencias no codificantes, las cuales se deividen en tres: una secuencia Iider, multiples
secuencias palindronimcas repetidas y miultiples secuencias variables o espaciadoras.

Los sistemas CRISPR se clasifican en dos grupos por su relacion filogenética: la clase [ y la
clase II. Cada clase agrupa a tres subsistemas distintos. La clase I comprende los subsistemas
I, ITI y IV. Mientras que la clase II agrupa a los subsistemas tipos II, V y VI. Los subsistemas
de la clase I se caracterizan porque su maquinaria de interferencia se compone de un complejo
multiprotéico. Esta maquinaria es denominada CASCADE (CRISPR ASsociated Complex
for Antiviral DEfense). A diferencia de la clase I, los subsistemas de la clase II utilizan una

sola proteina multidominio como maquinaria de interferencia (Hille et al., 2018).

El arreglo CRISPR se transcribe en RNA pequenios denominados crRNA (CRISPR RNA),
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que permiten la deteccién e interferencia especifica de elementos genéticos méviles (EGM)
invasores para los cuales son complementarios (Jinek et al., 2012). Las secuencias que con-
forman el arreglo CRISPR provienen de DNA viral o plasmidico en donde son denominadas
protoespaciadores, estas secuencias son integradas al locus CRISPR por la accién de las
proteinas Casl y Cas2 (Hille et al., 2018; Javed et al., 2018). El éxito del sistema CRISPR
depende de la actividad de las proteinas Cas, que se encargan tanto de la deteccion del DNA
invasor como de su interferencia. Estas proteinas se encuentran en el mismo locus que el
arreglo CRISPR, codificadas por los genes cas. Las proteinas Cas se encuentran involucra-
das en la adquisicion de nuevas secuencias espaciadoras, la maduracion de los crRNA de los
transcritos del locus CRISPR y la deteccion e interferencia de los dcidos nucleicos invasores al
formar complejos proteina-crRNA que tienen complementariedad con los protoespaciadores
(Mojica & Garrett, 2013).

La actividad de los sistemas CRISPR-Cas ocurre en tres etapas: adaptacion, donde se
adquieren nuevas secuencias virales y por lo tanto se genera una memoria de infecciones
previas; biogénesis del crRNA; donde el transcrito de ctRNA es madurado para su utilizacion
por las proteinas Cas; y expresién o interferencia; donde las proteinas Cas se dirigen a su
blanco en el acido nucleico invasor y lo silencian al producir una ruptura de doble cadena
(DSB, Double-Strand Breaks) por su actividad de nucleasa (Hille et al., 2018). Los genes
CAS son traducidos en las proteinas Cas especificas del subsistema, sin embargo, el arreglo
CRISPR es transcrito de manera constitutiva y tiene que pasar por un proceso de maduracion
para poder generar los crRNA. En el evento de una infeccion viral, todo el arreglo CRISPR
es expresado. (Marraffini & Sontheimer, 2010). El transcrito inicial es denominado crRNA
precursor o pre-ctRNA. Una vez generado el crRNA maduro, la secuencia repetida puede ser
reconocida por las proteinas Cas de un modo dependiente de la secuencia para formar un
complejo proteina-crRNA (RNP, Complejo Ribonucleoprotéico), mientras que la secuencia
espaciadora permite que el complejo reconozca a su blanco y se una. Los crRNA maduros

son piezas clave en la defensa antiviral y la especificidad de los sistemas CRISPR-Cas, ya
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que guian a la maquinaria de interferencia a su blanco a partir de la complementariedad de
las secuencias espaciadoras del crRNA y el DNA invasor (Hille et al., 2018).

Los sistemas CRISPR-Cas son sistemas modulares, conformados en general por dos médu-
los: el médulo efector y el médulo de adaptacion, los cuales se encuentra altamente conser-
vados a través de las dos clases de sistemas CRISPR (Nunez et al., 2014). El médulo efector
del sistema tipo II de la clase II es denominado Cas9. Fue identificado y caracterizado por
primera vez en Streptococcus pyogenes y codifica para una proteina multidominio con acti-
vidad de endonucleasa capaz de generar DSB de manera especifica guiada por el crRNA,
atributo que facilita su uso en biotecnologia (Shmakov et al., 2017). El ctRNA gufa (gRNA)
madura al formar un duplex con una secuencia denominada tractRNA o RNA transacti-
vador, codificada rio arriba del locus CRISPR-Cas. El duplex crRNA:tracrRNA puede ser
una sola molécula quimérica de RNA denominada sgRNA (single guide RNA), que también
dirige de manera especifica a Cas9 de S. pyogenes ya que contiene tanto los 20 nt de crRNA
complementarios a la secuencia blanco en el extremo 5’ como la estructura de doble cadena
que se forma en el duplex crRNA:tracrRNA en el extremo 3’ y que se une a Cas9 (Figura
. Una vez maduro, el duplex crRNA:tracrRNA es requerido para que Cas9 se diriga hasta
el sitio complementario en el EGM invasor, llevando a cabo la fase de interferencia. La falta
del tractrRNA provoca la pérdida de actividad de Cas9 (Doudna & Charpentier, 2014; Jinek
et al., 2012).

El sistema CRISPR-Cas9, asi como otros sistemas CRISPR, requieren el reconocimiento
de una secuencia PAM (Protospacer Adjacent Motif, o motif adyacente a protoespaciador,
por sus siglas en inglés), tanto para el reconocimiento de protoespaciadores en la fase de
adquisicion como para dirigir a la maquinaria de interferencia. La secuencia especifica del
motif varia de acuerdo a la especie del hospedero del sistema CRISPR-Cas. La secuencia
PAM que reconoce a Cas9 de S. pyogenes es NGG asi que para poder llevar a cabo cortes
de doble cadena especificos de manera dirigida solo es necesario cambiar la secuencia de

20 nt del espaciador en el crRNA a una adyacente a un sitio PAM. Los dominios tipo

12



—

Sitio de corte
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Figura 3: Complejo riboproteico de Cas9 con el RN A guia unido al DN A blanco. La
secuencia de 20 nucleétidos en el extremo 5’ del RNA guia es complementaria al DNA blanco
y marca el sitio de corte de Cas9. El extremo 3’ del RNA guia es usualmente palindréomico, por
lo que forma una estructura tallo-asa que al unirse a Cas9 produce un cambio conformacional
que activa su funcién de nucleasa.

HNH y tipo RuvC de Cas9 llevan a cabo el corte en cada una de las cadenas del DNA.
Mutaciones en alguno de los dos dominios provocan que realice cortes de una sola cadena
(nickasa), mientras que mutaciones en ambos dominios provocan la pérdida de actividad de
nucleasa de Cas9 pero no de su capacidad de unirse de manera especifica al DNA (Doudna
& Charpentier, 2014; Jinek et al., 2012). En su ambiente nativo, Cas9 lleva a cabo la fase
de interferencia en la respuesta inmune de S. pyogenes. En el evento de una invasiéon por
un EGM, se expresa todo el cassette CRISPR, produciendo multiples crRNAs que pueden
guiar a Cas9. Esta programabilidad y facilidad de personalizaciéon de Cas9 permite su uso
para introducir alteraciones genéticas dirigidas en una célula aprovechando los mecanismos

de reparacién del DNA nativos como la NHEJ, o el reemplazo de genes mediante la HDR,
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asi como el uso de multiples secuencias de RNAs guia de manera simultdnea (multiplexeo)

(Cong et al., 2013).

1.3.1. CRISPR-Cas9 en levaduras convencionales y no convencionales

La manipulaciéon genética mediante CRISPR-Cas9 se ha hecho de manera exitosa tanto
en levaduras convencionales como en no convencionales, tales como varias especies de Can-
dida (incluyendo a C. albicans), en Cryptococcus neoformans, C. deneoformans, Yarrowia
lipolytica v Pichia pastoris, entre otras. Esto ha sido llevado a cabo principalmente de tres
maneras: 1) insercién de uno o més vectores de expresién con el cassette de Cas9 y una
o mas secuencias de gRNA, integrando el cassette de Cas9 al genoma de la levadura, 2)
expresion el gRNA desde un plasmido (Fraczek et al., 2018), y 3) insercién de la proteina
Cas9 en complejo directo con las moléculas de gRNA de manera transitoria sin requerir de
la expresién del sistema (Arras & Fraser, 2016; Grahl et al., 2017). Las primeras dos estrate-
gias utilizan una expresion constitutiva de Cas9 usualmente gracias al promotor TEF1. Sin
embargo, existen reportes de que la sobreexpresion de Cas9 con los promotores fuertes de
los genes HXT7 o TDHS3 resulta en efectos negativos en el crecimiento del cultivo y/o en la
eficiencia de transformacién. Para poder tener una expresion constitutiva sin las desventajas
de la sobreexpresion de Cas9, es necesario elegir promotores especificos, ya que los promoto-
res débiles pueden no dar como resultado eficiencias de edicién lo suficientemente altas, y/o
los promotores fuertes podrian tener efectos deletéreos en la célula (Raschmanova, 2018).

La implementacién del sistema CRISPR-Cas9 ha sido principalmente mediante trans-
formacién con un vector que contiene tanto la secuencia que codifica para Cas9 como la
secuencia del gRNA; por otro lado, se tiene la secuencia del molde de reparacion que puede
estar codificada dentro del mismo vector o en un vector individual o se puede generar de
manera independiente mediante PCR.

Para editar el genoma de levaduras del clado CTG, se han utilizado moldes de reparacion

que contienen la secuencia del gen NAT1 o SAT1, los cuales dan resistencia al antibidtico
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nourseotricina o estreptomicina respectivamente, secuencia que esta optimizada para evitar
el uso del codén CTG. En la levadura Candida, el blanco de esta estrategia fue el gen ADE2,
que esta involucrado en la sintesis de adenina, se ha observado que la delecion de este gen
genera colonias color rojo (Min, Ichikawa, Woolford, & Mitchell, 2015; Norton, Sherwood, &
Bennett, 2017; Vyas, Barrasa, & Fink, 2015).

Para evitar los problemas que conlleva el uso de un sistema de expresién constitutiva
de Cas9 en la célula, el equipo de Grahl y colaboradores desarrollé un sistema de edicién
genética con CRISPR-Cas9 libre de expresion para C. lusitaniae, C. glabrata y C. auris, el
cual previamente se ha observado funcionar en otros organismos como hongos filamentosos,
plantas y algas, asi como células de mamiferos como ratones y lineas celulares humanas.
Este sistema inserta a la proteina Cas9 en complejo con el gRNA en la célula mediante
electroporacié para realizar los DSB, paralelo a esto es insertado el cassette de recombinacion
con el marcador NAT1 (Grahl, et al., 2017). Basado en este sistema, Wang, P, ha usado
la proteina Cas9 en complejo con los gRNA para realizar un knockout del gen GIB2 en

Cryptococcus neoformans (Wang, 2018).
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2. Justificacion

A pesar de los avances recientes en la manipulacién genética de levaduras convencionales
y no convencionales, a la fecha no hay reportes de edicion genética en Debaryomyces hansenii
mediante complejos riboproteicos Cas9:gRNA. Por esta razon, el objetivo de este trabajo de
tesis es implementar el sistema CRISPR-Cas9 en D. hansenii a partir de la estrategia usada
por Grahl, et al., 2017 con modificaciones especificas que permitan estandarizar un proto-
colo general de permeabilizacién y transformacion independientemente de la cepa o fondo
genético. Esto darfa lugar a la manipulacién y edicién genética de D. hansenii, permitiendo
tanto un avance en la investigacion basica de levaduras no convencionales, como su posible

aplicacion en términos biotecnoldgicos.
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3. Hipoétesis

Es posible implementar el sistema de edicion genética CRISPR-Cas9 en la levadura De-
baryomyces hansenii mediante la adaptacién de la estrategia de Grahl, et al. (2017) para

generar una cepa auxotrofa de uracilo.
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4. Objetivo general

Adaptar la estrategia de Grahl, et al. (2017) para generar una mutante auxétrofa de
uracilo en Debaryomyces hansenii mediante el sistema CRISPR-Cas9 via complejos ribopro-

teicos.
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5.

Objetivos particulares

. Estandarizar un protocolo de permeabilizacion para D. hansenit con distintas concen-

traciones de ditiotreitol (DTT) y diferentes intervalos de tiempo de tratamiento.

. Transformar a D. hansenii por electroporacion con el plasmido pAYCU244.

. Seleccionar las colonias transformadas con el plasmido pAYCU244 en medio sélido

con noursceotricina y verificar la expresion de la poteina amarilla fluorescente yeYFP

mediante microscopia confocal.

. Disenar un gRNA idéntico a una region del gen DhURAS& usando CRISPRdirect.

. Electroporar a D. hansenii con el complejo Cas9-DhURA3gRNA y seleccionar las

colonias mutantes en medio selectivo con 5-FOA.

. Construir un cassette de recombinacion homéloga que contenga la secuencia del gen

SAT1 y las regiones intergénicas del gen DhURAS.
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6. Materiales y métodos

6.1. Cepas usadas

En este trabajo se utilizaron dos cepas de Debaryomyces hansenii (Y7426 y C11), las
cuales fueron transformadas por electroporacién con el plasmido pAYCU244. Como control
positivo de electroporacion se usé a la levadura Saccharomyces cerevisiae (BY4743), la cual
es una cruza de las cepas BY4741 y BY4742. S. cerevisiae BY4743 es auxétrofa de uracilo
(ura3A) y fue transformada con el plasmido pYES2, el cual complementa la auxotrofia con
el gen URAS3. La levadura Lachancea kluyveri (ura3A 156-1) fue utilizada como control. El
pldsmido pAYCU244 fue clonado en la cepa de Escherichia coli XL1Blue (Tabla [1)).

Tabla 1: Cepas de levaduras y bacterias utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo
D. hansenii Y7426 Tipo silvestre (WT)
D. hansensi C11 Tipo silvestre (WT)
S. cerevisiae BY4743 MATa MAT« his8 Al leu2 A0 lys2A0 met15A0 ura3 A0
L. kluyveri 156-1 Ura3 A
E. coli XL1 Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proABlaclqZAM15 Tnl10 (Tetr)]

6.2. Medios de cultivo

Las cepas fueron cultivadas inicialmente en medio rico (YPD) con extracto de levadura
(1%), peptona de caseina (2 %), glucosa (2%) y agar (2 %). Fueron re-estriadas en el medio
selectivo correspondiente de acuerdo al experimento realizado. Para la seleccion de mutantes
ura3A de la cepa D. hansenii C11 se utilizé6 medio minimo (MM), el cual es YNB (Yeast
Nitrogen Base, 0.17 %), sin aminodcidos ni sulfato de amonio, sulfato de amonio (0.5 %) y
glucosa (2%). Para la seleccién de la cepa D. hansenii Y7426 se utiliz6 MM adicionado con
sales adicionales (KoHPOy4 (160 mg/L), KHoPO4 (350 mg/L), NaxSO,4 (280 mg/L), KoSOy
(340 mg/) y asparagina (1.12 g/L) como fuente de nitrégeno (Tabla [2]). Los medios de MM
fueron preparados con o sin uracilo y acido 5-fluoroorético (5-FOA). Para seleccionar las

células transformadas con el plasmido pAYCU244 se utilizé6 YPD con concentraciones de 150
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pg/mL o 300 pg/mL de clonNat (noursceotricina) dependiendo de la cepa, 150 pug/mL para
Y7426 y 300 pg/mL para C11. La seleccién de S. cerevisiae como control de electroporacién
se hizo con MM con o sin uracilo (Tabla 2). Para el mantenimiento y seleccion de E. coli

XL1Blue con el plasmido pAYCU244 se usé medio LB con ampicilina.

Tabla 2: Composicion de ingrendientes de cada medio por litro.

YPD+ MM (D. MM MM 5-FOA
Ingrediente YPD clonNAT (150 MM hansenii 5 FOA (D. hansenii LB
pug/mL) Y7426) Y7426)
Extracto de levadura (g) 10 10 - - - - -
Glucosa (g) 20 20 20 20 20 20 -
Peptona de caseina (g) 20 20 - - - - -
Sales adicionales 100x ) ) ) 10 ) 10 B
()
Uracilo (mL) - - - 10 10 -
Sulfato de amonio (g) - - 5 - 5 - -
LB (g) - - - 25
Ampicilina (g) - - - - 0.05
clonNAT (g) - 0.15 - - -
5-FOA (mg/mL) - - - - - 2 -
Agar (g) 20 20 20 20 20 20 15

6.3. Plasmidos utilizados en este estudio

Los plasmidos pYES2 y pAYCU244 fueron clonados en E. coli XLL1 Blue, y mantenidas
en medio selectivo LB con ampicilina a 4 °C. El plasmido pYES2 contiene al gen URAS y un
marcador de resistencia a ampicilina, asi como al promotor GALI junto al sitio de clonacién
multiple (Figura [4]).

El plasmido pAYCU244 fue donado por la M. en C. Norma Silvia Sdnchez del Instituto de
Fisiologia Celular y diseniado por Defosse et al. (2018). Este pldsmido contiene al gen SAT1
de resistencia a la nourseotricina y yeYFP como gen reportero. El gen SAT1 es regulado
a partir del promotor Dhrgppr; y contiene al terminador Mgpgii. El gen reportero yeYFP
es regulado por el promotor '"Mgacr1 v el terminador Mgrgp;. El plasmido fue linearizado
usando la enzima de digestién Apal, en una digestién sencilla que da como resultado una

banda de aproximadamente 5900 pb (Figura .
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Figura 4: Mapa del plasmido pYES2. El plasmido pYES2 contiene el gen URAS por lo
que las colonias transformadas son verificadas en medio selectivo con y sin uracilo.
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Figura 5: Plasmido pAY CU244 linearizado. A) Linearizacién del pldsmido con la enzima
de restriccién Apal. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular. a) En el carril 2
se observa una banda tinica de un tamano cercano a las 6000 pb, correspondiente al plasmido
linearizado. b) En el carril 3 se observan dos bandas. Ambas corresponden al pldsmio, sin
embargo esta muestra no fue linearizada, por lo que existen dos poblaciones, una que logra
migrar a la distancia correspondiente a su tamano y otra que puede estar superenrollada
y por lo tanto no es capaz de migrar durante la electroforesis. B) Mapa del plasmmido
pAYCU244, tomado de Defosse et al. (2018).
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6.4. Diseno de oligonucleétidos

Se disenaron siete oligonucledtidos distintos para la construccion del cassette de repa-
racién con SAT1. Un par de oligonucleétidos por cada fragmento (Tabla . Un séptimo
oligonucleétido fue disenado para reemplazar el oligonucleétido ntimero 1, ya que éste hi-
bridaba de manera inespecifica con SATI. La temperatura de alineamiento (Tm) de cada
uno fue obtenida usando la calculadora de ThermoFisher Scientific Tm Calculator. Estos
oligonucledtidos corresponden a las secuencias de las regiones 5 y 3’ del gen DhURAS3 y las
secuencias del fragmento SAT1. Para los oligonucleétidos 4 y 5 se calcularon dos Tm indivi-
duales debido a que cada mitad (colores distintos) corresponde a la secuencia de hibridacién

al DNA genémico de D. hansenii y a la secuencia de hibridaciéon a SAT1.

Tabla 3: Diseno de oligonucledtidos y parametros.

No. Nombre Amplicén Direccién Secuencia (5” - 37) Tm (°C)

CCAGTCTTATATATATCCGAACT '

1 1SAT1Fw Fragmento SAT'1 Delantero TGGTAC 60

2 1SAT1Rv Fragmento SAT'1 Reverso

3 2up URASFw UTR 5 DhURAS3 Delantero TTAACGGCCGAATTGAACTCAA 57.8
GTACCAAGTTCGGATATATATAA

4 2upURASRv UTR 5 DhURAS3 Reverso GACTGG 60 y

. , GGCACCTTGTGGTTATGTGATC .

5 3dwURASFw UTR 3' DhURAS3 Delantero AAGGATCAAGTGCACCTG 59.8 y 61.6

6 3dwURASRv UTR 3’ DhURAS3 Reverso CTGACCAGGTGTTGCCA 59.8

7 up URA3Neo UTR 5° DhURAS3 Delantero ACCCAGACAGAAGCGTTATCT 60.5

Cada oligonucleétido es identificado por el par al que corresponde en el nimero inicial.
Seguido por la zona en la que hibrida, ya sea el gen SAT1I, la regién rio arriba de URAS
(upURAS3) o la regién rio abajo de URA3 (dwURAS3) y la direccién del oligonucleétido:
delantero (Fw) o reverso (Rv). El oligonucleétido 7 no tiene nimero de par ya que fue un

rediseno del oligonucledtido 1, por lo tanto la identificacién Neo.

6.5. Diseno del RNA guia para implementar CRISPR-Cas9

La secuencia de RNA guia para dirigir a Cas9 hasta el locus de DhURAS3 fue di-

senada usando la herramienta de diseno RNA guia de Naito, Hino, Bono, & Ui-Tei (2015):
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CRISPRdirect (http://crispr.dbcls. jp/).

La secuencia del gen DhURAS3 obtenida de GeneBank (ntimero de acceso AY033329.1),
que tiene un 88.4 % de identidad a la secuencia de referencia NC_006043.2. Ambas secuen-
cias fueron ingresadas en CRISPRdirect con la opcion de revisar la especificidad para D.
hansenii. El resultado fueron 60 y 61 posibles disenos distintos de RNA guia, para la se-
cuencia AY033329.1 y NC_006043. 2 respectivamente, de los cuales se eligieron las secuencias

mostradas en la Tabla [l

Tabla 4: Diseno del RN A guia para Cas9. Los ultimos 3 nucleétidos de la secuencia

resaltados en negritas corresponden al sitio PAM.

Posicién
Sitios de 20mer—+ 10mer+ 8mer—+
No. dentro de Secuencia
restriccién PAM PAM PAM
DhURA3
1 301-323 ACAGTCAAATCACAATACTCTGG - 0 0 8
2 301-323 ACGGTCAAATCACAATATTCTGG Sspl 1 1 30

Ambas secuencias son de alta especificidad y tienen la misma region blanco dentro de
DhURAS. Estas secuencias se encuentran en una posicion media del gen asi como adyacente a
un sitio PAM adicional (Figura @, lo cual fue considerao en el diseno pues se ha reportado
que esto incrementa la especificidad de Cas9 (Farboud & Meyer, 2015). Adicional a esto, se
hizo un andlisis en BLAST para determinar la correspondencia de la secuencia elegida al gen

blanco y descartar posibles cortes inespecificos de Cas9.

6.6. Analisis de hibridacion de los oligonucle6tidos mediante MU S-

CLE

Se alinearon las secuencias de los olignucledtidos 1 y 4 (ver 6.4 Diseno de oligonu-
cleétidos) con la secuencia de SAT1 ante la posibilidad de una hibridacién inespecifica. Se
diseno un oligonucleétido adicional (nucleétido 7, ver 6.4 Diseno de oligonucleétidos),

el cual hibrida de manera especifica con el fragmento UTR 5" DhURAS. Estas secuencias
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gRNA
ACAGTCAAATCACAATACTC

5 aatttgccgatattggaaatacagtcaaatcacaatactcftggtggtgtttataaaattgcacaatggtc
- N 1 L 1 " ! " 1 T [l " ! " L e«es 350

1 T t 1 t T T T y T T T ¥ T

3 ttaaacggctataacctttatgtcagtttagtgttatgagaccaccacaaatattttaacgtgttaccag

Figura 6: Marco de lectura del gen DhURA 3. Se alineé la secuencia del gRNA seleccio-
nado con el marco d lectura del gen DhURAS. El gRNA es complementario a una secuencia
de 20 pb del nucledtido 301 al 320 de DhURAS3. El sitio PAM (cuadro rojo) se encuentra
junto a un sitio PAM adicional (cuadro azul).

fueron alineadas utilizando el programa MUSCLE (Edgar, 2004). MUSCLE alinea multiples
secuencias que son introducidas mediante un archivo de texto en formato FASTA, el cual
contiene la secuencia de los oligonucledtidos a analizar y la secuencia de SATI. El resultado
del alineamiento fue almacenado en un archivo de texto con fomato FASTA para su visuali-
zacion con el programa SnapGene Viewer (GSL Biotech; disponible en snapgene. com) para

la identificacién de la hibridacién del oligonucleétido inespecifico (Figura .

TTomnctC A

Consenso === ==s====e-===- ATTGAACTCAA------ccmmmmmmm oo mmcciccccmmmmmmmmmmms
Olignoucledtido 4 - - - o o o o c oo oo - GTTG----CCA---------cccemcmmcccccc e ccmmccc e cccc e e mm e mm === 17
Olignoucledtido 1 - - - - - cccooooo- ATTGAACTCAA---- === === === = cmmcmccccccccc-e—cce—-—————me 22

Fragmento SATY ~ GAGCTTGTCGGGAAGATTGAACTCAACTCAACATGGAACGATCTAGCCTCTATCGAACACATTGTTGTGTCGCACACGCA 1280

Figura 7: Alineamiento de las secuencias de los oligonucleétidos 1, 4 y 7 con
la secuencia del fragmento SAT1. Los ultimos once nucleétidos de la secuencia del
oligonucledtido 1 son idénticos a los nucledtidos 1216 a 1226 de SAT! (resaltado en amarillo)
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6.7. Ensamblaje de los complejos riboprotéicos Cas9:gRNA

Los RNP utilizados fueron preparados con el kit Alt-R CRISPR-Cas9 de IDT (Integrated
DNA Technologies, Inc.), el cual incluye la proteina Cas9 purificada, el crRNA y el tracrRNA
liofilizados y amortiguador de duplex. El ctRNA fue resuspendido en 100 L. de amortiguador
de duplex, mientras que el tractRNA fue resuspendido en 200 pL del mismo amortiguador.
La proteina Cas9 tiene una concentracién de fabrica de 60 uM. Los tres reactivos fueron
almacenados a -20 °C hasta su uso. La formacién de los RNP se llevé a cabo de acuerdo al
método descrito por Grahl y colaboradores. La proteina Cas9 fue diluida en agua estéril libre
de nucleasas a una concentracion final de 4 pM. El crRNA y el tractRNA fueron diluidos en
amortiguador de duplex para llevarlos a una concentracion final de 4 uM. Para la formacién
del RNA guia se mezclaron cantidades equimolares de crRNA y tractRNA, se incubé a 95
°C durante 5 minutos para promover la formacion del gRNA y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Para la formacion de los RNP se mezcl6 la proteina Cas9 y el gRNA en una
proporcién 1:1.2 (3 pL de Cas9 y 3.6 uL. de gRNA de manera que se usaron 6.6 pl. por

transformacion).
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6.8. Prueba de actividad #n vitro de gRNA y Cas9

Para probar la actividad de Cas9:gRNA en la secuencia del gen DhURAS3 in vitro se
realizdé un ensayo de actividad usando el protocolo proporcionado por el laboratorio del Dr.
Lluis Montoliu del Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid, Espana.

Ensayo de actividad in vitro de Cas9
1. Purificar el producto de PCR que seréd usado para la digestién.
2. Digestién in vitro

a) Reaccién

1) 200 - 300 ng del producto de PCR purificado.

2) 100 ng de proteina Cas9.

4

)
)

3) 50 ng de gRNA.
) 2 pL de amortiguador de Cas9 5x.
)

5) Agua libre de nucleasas a un volimen final de 10 puL.

3. Incubar durante 3 horas a 37 °C.

4. Incubar 10 min a 65 °C.

Amortiguador de Cas9.

El amortiguador de Cas9 fue preparado con 0.1 M HEPES, 0.75 M KCl, 2.5 mM DTT,
0.5 mM EDTA, 0.05 M MgCl,
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6.9. Protocolos de transformacion

La transformacién de E. coli fue llevada a cabo por choque térmico, mientras que las
transformaciones de S. cerevisiae y D. hansenii fueron por electroporacion en el electropora-
dor Multiporator Eppendorf con celdas de electroporacién de 2 mm. El pldsmido pAYCU244
fue preservado en E. coli. Para la transformacion de D. hansenii el plasmido pAYCU244 fue

linearizado previamente con la enzima Apal (Ver seccion 6.3).

6.9.1. Transformacién de Saccharomyces cerevisiae

El protocolo para la electroporacion de Saccharomyces cerevisiae fue el recomendado por

Eppendorf, el cual se describe a continuacion:

1. Inocular 500 mL de medio YPD con una alicuota de un cultivo crecido toda la noche o una colonia

de un cultivo en caja e incubar hasta que alcance una ODggo de 1.3-1.5.
2. Recuperar por centrifugaciéon a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

3. Lavar con 500 mL de agua estéril fria, centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. Repetir el

lavado con 250 mL de agua estéril fria.
4. Resuspender en 20 mL de sorbitol 1M frio y centrifugar.
5. Resuspender en 0.5 mL de sorbitol 1M frio a un volumen final de 1 — 1.5 mL y mantener en hielo.
6. Agregar 0.1 ug de DNA (en un volumen no mayor a 5 uL), a 65 uL de células electrocompetentes.
7. Homogeneizar suavemente con la punta de la micropipeta e incubar 5 minutos en hielo.
8. Transferir a una celda de electroporacién previamente enfriada en hielo.

9. Electroporar con un pulso de 1.5 kV durante 5 ms.

10. Agregar inmediatamente 1 mL de sorbitol 1M frio y sembrar en medio selectivo.
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6.9.2. Transformacion de Debaryomyces hansenii

Protocolo de Defosse et al., 2017

1. Inocular 10 mL de medio YPD en un tubo cénico de 50 mL con una colonia de D. hansenii e incubar

a 28 °C con agitacién de 180 rpm por ~24 hrs.

2. Al siguiente dia inocular 50 mL de medio YPD en un matraz de 250 mL con 1 mL del cultivo e incubar

a 28 °C con agitacién de 180 rpm por ~24 hrs.

3. Al siguiente dia recuperar por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 minutos y resuspender en 6 mL
de amortiguador de fosfatos pH 7.5 con 25 mM de DTT preparado en el momento e incubar durante

15 minutos a 28 °C.

4. Recuperar por centrifugaciéon a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante debe de obser-

varse turbio.

5. Lavar dos veces con 20 mL de agua estéril fria, y una vez con 20 mL de sorbitol 1M frio. Recuperar

por centrifugacién a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C.
6. Resuspender la pastilla de células en 3 mL de sorbitol 1M frio.

7. Agregar el DNA linearizado (~1 pg resuspendido en 10 pL de agua estéril libre de nucleasas) a 200

pL de células electrocompetentes y transferir a la celda de electroporacién.
8. Electroporar con un pulso de 2.3 kV durante 5 ms.
9. Inmediatamente después de la electroporacién recuperar las células de la celda con 1 mL de YPD.

10. Inocular estas células en un matraz con 10 mL de YPD e incubar durante ~24 hrs a 28 °C con

agitacion de 180 rpm.
11. Al siguiente dia sembrar 100 uL en medio selectivo.

Modificaciones
Modificacion 1: 2 pulsos de electroporacion consecutivos de 2.3 kV y 5 ms cada uno.
Modificacion 2: Los mismos parametros del pulso eléctrico que en la modificaciéon 1 mas

30 minutos de incubacion de las células en amortiguador de fosfatos y DTT.
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El amortiguador de fosfatos de potasio fue preparado con KH,PO, 0.1 M, KoHPO,4 0.1
M, con un pH de 7.5
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Protocolo de Grahl et al., 2018

10.

11.

12.

13.

Inocular 10 mL de medio YPD en un tubo cénico con una colonia de Debaryomyces hansenii e incubar

a 28°C con agitacién de 180 rpm durante toda la noche hasta una OD gog de 1.6 a 2.2.

. Centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm.

Resuspender las células en amortiguador de electroporacion e incubar.
Agregar 100 mM de DTT e incubar durante 30 minutos.

Centrifugar y lavar dos veces con agua estéril fria.

Centrifugar durante 5 minutos a 3000 rpm y lavar con sorbitol 1 M frio.
Centrifugar y resuspender en 200 pL de sorbitol frio 1 M.

Colocar 40 uL de células en una celda de electroporacion.

Agregar el DNA linearizado (~ 1 ug resuspendido en 10 L de agua estéril libre de nucleasas) o 6.6
L de RNP (Cas9 + gRNA) a la celda de electroporacion.

Electroporar con un pulso de 2.3 kV durante 5 ms.

Inmediatamente después de la electroporacién recuperar las células de la celda con 1 mL de sorbitol

1 M frio.

Inocular estas células en un matraz con 10 mL de YPD e incubar durante ~ 24 hrs a 28 °C y 180

rpm.

Al siguiente dia plaquear 100 L de células en medio selectivo.

Modificaciones

Modificacion 3. Incremento del tratamiento de DTT 100 mM, de 30 a 80 minutos. Uso

de 65 ul. de células electrocompetentes para la transformacién.

Modificacion 4. Se agregaron 5 pl de DNA de esperma de salmén con una concentracién

de 10 ug/ul previamente hervido a 95 °C durante 5 minutos e incubados en hielo por 5

minutos a la celda de electroporacién junto al DNA o RNP y las células a transformar.
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El amortiguador de electroporacién fue preparado con LiAc 100 mM, Tris-HCI 10 mM y
EDTA 1 mM.
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6.10. Observacion de colonias transformantes mediante micros-

copia confocal

Las colonias transformantes de D. hansenii con el plasmido pAYCU244 se observaron
mediante microscopia confocal en la Unidad de Microscopia del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM con el apoyo técnico del Dr. Miguel Tapia Rodriguez. Una colonia
tranformante de cada cepa de D. hansenii se selecciond al azar de medio selectivo y se
inoculé en medio YPD liquido. Se incubé durante 24 h a 28 °C. Este cultivo fue centrifugado
a 3000 rpm durante 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y resuspendi6 la pastilla de
células en 1 mL de formaldehido 4 %. Estas células se lavaron dos veces con agua estéril y
se resuspendieron finalmente en 500 pul. de agua estéril. Las células fueron observadas con
Calcofluor en el microscopio confocal a una longitud de onda de exitacién de 500 nm y una

longitud de onda de emisién de 540 nm como es reportado por Courdavault et al. (2011).

6.11. Construccion y purificacion del cassette de reparacion

El cassette de reparacion por HDR fue construido a partir de los fragmentos A, By SAT1.
Los fragmentos A y B corresponden a las regiones 5 UTR y 3 UTR de D. hansenii, respecti-
vamente. El fragmento SAT1 corresponde al marcador de resistencia SAT1 encontrado en el
plasmido pAYCU244. Los tres fragmentos fueron amplificados utilizando los oligonucleétidos
descritos en la seccién 6.4.

Todas las reacciones de PCR para amplificar estos fragmentos fueron llevadas a cabo
utilizando la polimerasa Phusion Flash de ThermoFisher Scientific. Los productos de cada
PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Estos amplicones
fueron cortados del gel y purificados utilizando el kit de purificacién de PCR “QIAquick
PCR Purification Kit” de Qiagen.
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7. Resultados

Uno de los principales obstaculos para transformar levaduras es su pared celular. Los pro-
tocolos de transformacion usualmente involucran la eliminacién de esta pared mediante un
tratamiento previo con acetato de litio (LiAc) y/o polietilenglicol o utilizando enzimas como
zimoliasa o liticasa (Manivasakam, P. & Schiestl, R. H., 1993). La transformaciéon mediante
electroporaciéon en Saccharomyces cerevisiae no requiere tratamientos previos para eliminar
su pared celular. Sin embargo, se ha demostrado que es posible incrementar la eficiencia de
transformacién mediante un tratamiento previo que elimine la pared celular (formacién de
esferoplastos), lo cual promueve la electropermeabilizacién, dando como resultado el paso de
moléculas de gran tamano, tales como plasmidos o proteinas (Tripp, J. D., Lilley, J., Wood,
W. N. & Lewis, L. K., 2013). Dado que los protocolos convencionales de transformacién no
han podido ser replicados en D. hansenii, decidimos probar distintos protocolos de electro-
poracion disenados para levaduras no convencionales, los cuales involucran un tratamiento

previo a la electroporacion.

7.1. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae con el plasmido

pYES2 mediante electroporacién (control experimental)

Antes de iniciar cualquier experimento se decidié transformar a la levadura Saccharomy-
ces cerevisiae con el plasmido pYES2, lo cual nos permitié verificar nuestros medios de
seleccion, reactivos y probar el funcionamiento del electroporador Eppendorf Multiporator
4308 805.005. La transformacion se llevo a cabo en la cepa de S. cerevisiae BY 4743 auxotro-
fa de uracilo (ura3A) con el plasmido pYES2, el cual contiene el gen URAS (Figura [4]
Materiales y Métodos). Se usaron dos condiciones de transformacién por electroporacién:
a) con el plasmido pYES2, y b) sin el plasmido (control negativo). Las células transformadas
en ambas condiciones fueron plaqueadas en medio minimo sélido (MM) con uracilo (ura+)

y MM sin uracilo (ura-). Las células transformadas fueron incubadas a 28 °C durante 48 hrs.
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Se observaron colonias en MM ura-, lo cual indica que la cepa BY4743 fue complementada

con el plasmido pYES2.

7.2. Transformacion de Debaryomyces hansenii con el plasmido

pAYCU244 mediante electroporaciéon

Se ha reportado que D. hansenii es una levadura con gran heterogeneidad genética (Pris-
ta, et al., 2016). Por otra parte, no existen protocolos de transformacion eficientes para la
modificacién genética de esta levadura. Por lo tanto, en este estudio primero decidimos es-
tandarizar un protocolo de transformacién en dos cepas de D. hansenii, una proveniente del
laboratorio del Dr. Antonio Pena del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM (Y7426), y otra
que fue aislada del Mar de Cortés de México (C11) (US Department of Agriculture, Peoria,
IL; Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, La Paz, B.C.S., México, respectiva-
mente). Dado que las cepas Y7426 y C11 podrian presentar diferentes respuestas en el ensayo
de inhibiciéon de crecimiento en presencia de nourseotricina, se decidié probar distintas con-
centraciones de nourseotricina en medio rico sélido YPD con cada cepa (Figura . La
concentracién inhibitoria de crecimiento establecida para la cepa C11 fue de 300 pg/mlL,
mientras que para la cepa Y7426 fue a partir de 20 pug/ml; la M. en C. Norma Sanchez
recomienda usar 150 pg/mL para evitar falsos positivos. Por lo tanto, para los experimentos
de transformacién se usaron medios sélidos de YPD + clonNAT con concentraciones de 150

pug/mL para la cepa Y7426 y 300 pug/mL para la cepa C11.
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20 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 300 pg/mL 500 pg/mL

Figura 8: Ensayo de inhibicién de crecimiento de las cepas Y7426 y C11 de D.
hansenii en medio rico sélido con noursceotricina YPD + clonNAT. Se utilizaron
distintas concentraciones de clonNAT: a) 20, b) 100, c¢) 150, d) 300, ¢) 500 ug/mL en cada
caja. Las cajas fueron divididas por la mitad y se sembro la cepa C11. Las cajas fueron
incubadas a 28 °C por 120 hrs. Los resultados muestran que las concentraciones de nours-
ceotricina inhibitorias de crecimiento para la cepa Y7426 y C11 fueron 300 y 500 pg/mL
respectivamente.

Una vez que fue establecida la concentracién de nourseotricina que inhibe el crecimiento
de cada cepa, se decidié estandarizar el protocolo de transformacién mediante electropo-
racién con el plasmido pAYCU244, que contiene el gen de resistencia a nourseotricina y
estreptomicina SAT? (ver Figura [5|en Materiales y Métodos) (Defosse et al., 2018).
La estandarizacion del protocolo de transformacion fue basada en lo descrito por Defosse
et al. (2018), el cual hace uso de un amortiguador de fosfatos y un tratamiento previo de
25 mM de DTT a 28 °C durante 15 minutos (Tabla , ver protocolo de Defosse en
Materiales y Métodos). Este protocolo no generé ninguna colonia transformante, por lo
que decidimos aumentar la cantidad de pulsos de electroporacion, de 1 a 2 pulsos consecu-
tivos y el tiempo con tratamiento de DT'T, de 15 a 30 min; sin embargo, no se obtuvieron
colonias transformantes (Tabla ver modificacién 1 y 2), por lo que se optd por usar
el protocolo reportado por Grahl et al. (2017). Este protocolo utiliza un amortiguador de
electroporacién con acetato de litio, Tris-HCl, EDTA y una concentraciéon mayor de DTT

(100 mM) en el tratamiento previo (ver protocolo de Grahl en Materiales y Métodos).
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Con este protocolo tampoco obtuvieron transformantes positivos (Tabla , ver protocolo
de Grahl en Materiales y Métodos), por lo que decidimos seguir las recomendaciones
de Tripp y colaboradores (2013), que aumentan el tiempo con el tratamiento de DTT, de
30 a 80 minutos. Este tltimo protocolo permitié obtener colonias transformantes en ambas
cepas (Tabla |5 modificacion 4), las cuales fueron re-sembradas en medio selectivo YPD +

cloNAT.

Tabla 5: Protocolos y parametros usados en la transformacién de las dos cepas de
D. hansenaiz.

Protocolo Defosse et al. Modificacién Modificacién Grahl et al. Modificacién Modificacién Modificacién
(2018) 1 2 (2017) 3 4 4 + Cas9
. LiAc-Tris- LiAc-Tris- LiAc-Tris- LiAc-Tris-
Amortiguador PBS PBS PBS HCI-EDTA HCI-EDTA HCI-EDTA HCI-EDTA
DTT (min) 15 15 30 30 80 80 80
DTT (mM) 25 25 25 100 100 100 100
Pulsos 1 2 2 1 1 2 2
#Y 7426 - - - - - 2 41
#C11 - - - - - 679 42

PBS = Amortiguador de fosfatos. DTT = Ditiotreitol. LiAc = Acetato de litio. EDTA = Acido etilendiaminotetraacético. # = Ntimero de

colonias por cepa.

De la transformacién de la cepa D. hansenii C11 se aislaron 50 colonias que fueron re-
sembradas en medio rico sélido YPD + clonNAT con concentraciones de 300 pug/mL para
eliminar cualquier posible falso positivo (Figura @A) Posteriormente, se eligié una colonia
al azar (colonia 27) para extraer DNA y mediante PCR se amplificé el gen SAT1 con los
oligonucleétidos 5 y 6 que se descritos en Materiales y Métodos. Esta ultima parte se
realizé para verificar la presencia del plasmido pAYCU244 posterior a la transformacion con
el protocolo de Grahl et al. (2017), y la modificacién 4 (Tabla [5y Figura [9B). En la figura
se observa una banda de ~1700 pb que corresponde al tamano de SAT1 (Figura ,
carriles 2 y 3). A partir de la transformacién de la cepa Y7426 con el plasmido pAYCU244 se
obtuvieron tinicamente dos colonias, las cuales fueron re-sembradas en medio sélido selectivo
de YPD + clonNAT (150 pug/mL) y fueron incubadas a 28 °C durante 120 hrs. Las colonias
crecidas fueron aisladas y sembradas nuevamente en medio solido selectivo para eliminar

cualquier falso positivo (pases de purificacién de colonias) (Figura [9C).
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Figura 9: D. hansenii C11 y Y7426 transformadas con el plasmido pAYCU244. A)
Se aislaron 50 colonias de la cepa C11 que fueron transformadas con el plasmido pACY U244.
Estas colonias fueron re-sembradas en medio rico sélido YPD + 300 pug/mL de clonNAT.
Se observo que aunque todas las colonias provienen de la misma transformacion, no todas
crecieron en el medio selectivo (eg. colonias 1, 9 y 14 son falsos positivos). Se eligi6 la
colonia 27 (flecha roja) al azar para extraer el DNA y confirmar la presencia de plasmido
pAYCU244 mediante PCR. B) Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Amplicén de PCR de SAT1 a partir del
plasmido pAYCU244. Carril 3: Amplicén de PCR a partir del DNA obtenido de la colonia
27. La banda que se observa en el segundo y tercer carril corresponde con el tamano del
fragmento SAT1 (1700 pb). C) Se aislaron las unicas 2 colonias de la cepa Y7426 que fueron
transformadas con el plasmido pAYCU244, ambas colonias fueron re-sembradas en medio
selectivo y a partir de esta caja se aislaron 50 colonias en medio rico sélido con YPD + 150
pug/mL de clonNAT.

Posteriormente, la expresiéon la proteina amarilla fluorescente yeYFP en las cepas trans-
formadas fue confirmada en cultivos de YPD liquido incubados a 28 °C durante 20 hrs. Al
dia siguiente, las células fueron fijadas con formaldehido al 4 %, se colocaron en un por-
taobjetos y se les agregd el colorante fluorescente Calcofluor que tine la pared celular. Las
células preparadas fueron observadas en un microscopio confocal a 200X como se describe

en Materiales y Métodos (Figura .
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Figura 10: Expresion de la proteina amarilla fluorescente en las cepas D. hansenii
Y7426 y C11 transformadas con el plasmido pAYCU244. Columna A: Células en
luz transmitida. Columna B: Celulas expresando la proteina amarilla fluorescente (yeYFP).
Columna C: Tincién de la pared celular con calcofluor (en rojo). Columna D: Sobreposi-
cién de las columnas B y C (merge). Ambas cepas expresan la yeYFP en el citoplasma.

A

En conjunto, estos datos demuestran que el método de Grahl et al. (2017), en combinacién
con el tratamiento previo de 80 minutos con DTT 100 mM, dos pulsos consecutivos y la
adicion de DNA de esperma de salmoén, permite permeabilizar la pared celular y transformar
a D. hansenii (Tabla , Figuras @ y . Por otro lado, la localizaciéon de la proteina
yveYFP en el citoplasma de ambas cepas demuestra la expresion heterdloga del reportero

fluorescente en D. hansenii.

7.3. Prueba de actividad in vitro de gRNA y Cas9

Antes de la transformacién de D. hansenii con los RNP, se llevo a cabo un ensayo para
corroborar la actividad in vitro de Cas9, como se describe en Materiales y Métodos.

Se digerieron dos productos de PCR distintos de DhURAS, uno purificado del gel de
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agarosa y otro directamente sin purificar. Las muestras fueron separadas en un gel de agarosa
al 2% (Figura . Como control se agregaron muestras de cada producto de PCR sin
digerir por Cas9. Este resultado demuestra que la nucelasa Cas9 tuvo actividad gracias al
gRNA disenado para DhURAS3, ya que la secuencia blanco fue escindida en el sitio de corte

como se muestra en la figura [6]
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Figura 11: Ensayo de actividad in vitro de Cas9. Carril 1: marcador de peso molecular.
Carril 2: Muestra de PCR purificada y digerida por Cas9. Se observan dos bandas de un
tamano aproximado a 500 y 300 pb cada una, fragmentos generados por el corte de Cas9 en
el sitio aledano al PAM dentro de la secuencia amplificada. Carril 3: Muestra de PCR puri-
ficada sin digerir por Cas9. Solo se observa una banda de 800 pb, correspondiente al tamano
de la secuencia del marco de lectura de DhURAS. Carril 4: Muestra de PCR no purificada
y digerida con Cas9. Al igual que en el carril 2, se observan dos bandas que corresponden
a un tamano de 500 y 300 pb, correspondientes a los fragmentos resultantes de la digestién
con Cas9. Se observa una banda adicional de un tamano de 800 pb correspondiente a una
poblacién no digerida. Carril 5: Muestra de PCR no purificada sin digerir con Cas9. Asi
como en el carril 3, solo se observa una banda de 800 pb correspondiente al tamano de la
secuencia del marco de lectura de DhURAS.
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7.4. Implementacion del sistema de edicion genética CRISPR-

Cas9 en Debaryomyces hansenii

La edicién genética mediante el sistema CRISPR-Cas9 se ha llevado a cabo de manera
exitosa en levaduras tanto convencionales como no convencionales. Recientemente, este pro-
tocol se ha implementado en levaduras del clado CTG, especificamente varias especies de
Candida, y se demostrd que el sistema CRISPR-Cas9 es una tecnologia que permite generar
cepas mutantes de estos organismos de manera eficiente. A pesar de esto, no hay reportes de
edicion genética en Debaryomyces hansenii con este método, por lo que esta tesis constituye

el primer estudio que aborda la edicién genética en D. hansenii mediante CRISPR-Cas9.

7.4.1. Transformacién de Debaryomyces hansenii mediante RNP para generar

colonias auxdtrofas de uracilo

El objetivo principal de este trabajo fue generar una mutante auxétrofa de uracilo en la
levadura Debaryomyces hansenii mediante el sistema CRISPR-Cas9 via RNPs por reparacién
no de unién de extremos no homologos (NHEJ). Para lograrlo, se decidié mutar al gen URAS3
que codifica para la enzima orotidina 5-fosfato descarboxilasa (Ura3), la cual participa en la
biosintesis de uracilo. Para aislar una mutante auxétrofa de uracilo (ura3A) se usé el método
de seleccién con dcido 5-fluorordtico (5-FOA); en presencia de 5-FOA, la enzima Ura3 cataliza
la descarboxilaciéon del 5-FOA, produciendo el compuesto toxico 5-fluorouracilo, que inhibe
diversos procesos metabdlicos fundamentales de la célula (Atomi, Imanaka, & Fukui, 2012;
Boeke, Trueheart, Natsoulis, & Fink, 1987). Por lo tanto, las tnicas colonias que pueden
crecer en presencia de 5-FOA, son aquellas que no expresen la proteina Ura3.

Para llevar a cabo la seleccion de colonias auxétrofas de uracilo, se utilizé medio minimo
con uracilo adicionado con 1 o 2 mg/mL de 5-FOA, como fue descrito por Boeke, et al.
(1987). Para transformar a D. hansenii con los RNP mediante electroporacién, se usé el

protocolo modificado de Grahl, et al. (2018)como se describié anteriormente (Figuras [9]
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y [10). El RNA guia (gRNA) fue disenado a partir de la secuencia del gen DhURAS como
se describié en Materiales y Métodos. Previamente a la electroporaciéon, los RNP fueron
ensamblados como se describié en Materiales y Métodos. Las células transformadas fueron
sembradas en medio minimo sélido con 5-FOA e incubadas a 28 °C hasta observar colonias
(aproximadamente entre 4 a 5 dias). A partir de la transformacién se obtuvieron 41 y 42
colonias de las cepas Y7426 y C11 respectivamente (Tabla [5). Todas las colonias fueron
aisladas y re-sembradas en medio selectivo con 5-FOA, aquellas colonias que crecieron en
medio selectivo fueron re-sembradas en medio minimo sin uracilo para confirmar que fueran
auxotrofas de uracilo (control negativo). De la transformacion de la cepa Y7426 sdlo se
obtuvieron 4 colonias que no lograron crecer en medio minimo sin uracilo (colonias 18, 20,
23 y 27), estas colonias fueron re-sembradas en medio selectivo con 5-FOA para verificar
su resistencia. De estas tltimas, sélo crecieron 2 colonias (Figura y , colonias
Y7426-20 y Y7426-27). De la transformacion de la cepa C11, s6lo 3 colonias (24, 26 y 27)
no lograron crecer en medio minimo sin uracilo, de las cuales la C11-26 y C11-27 siguieron
creciendo en 5-FOA (Figura y [L2(C). Por lo tanto, las colonias seleccionadas (Y 7426-
20, Y7426-27, C11-26 y C11-27) logran crecer en presencia de 5-FOA y no crecen sin uracilo.
Esto indica que se obtuvieron colonias auxoétrofas de uracilo mediante el sistema de edicion

genética CRISPR-Cas9.
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Figura 12: Seleccion de colonias aisladas en medio con 5-FOA y medio minimo
sin uracilo. A) Se aislaron 41 colonias de D. hansenii Y7426 transformadas mediante
electroporacion con RNP de Cas9 en medio sélido con 2 mg/mL de 5-FOA. No todas las
colonias pueden crecer en medio selectivo (eg. colonias 2, 35 t 40). B) De la transformacién
de la cepa D. hansenii C11 se aislaron 42 colonias mediante electroporacion con los RNP de
Cas9. Solamente 23 fueron capaces de crecer en medio selectivo con 5-FOA. C) Purificacién
de colonias en medio minimo con 5-FOA. De la cepa D. hansenii Y7426 fueron seleccionadas
y purificadas las colonias 18, 20, 23 y 27, que no fueron capaces de crecer en ausencia de
uracilo. De la cepa D. hansenii C11 fueron purificadas las colonias 24, 26 y 27, que no fueron
capaces de crecer en ausencia de uracilo. a) Cepa silvestre de D. hansenii Y7426, no se
observa crecimiento. b) Colonia 18 de la cepa Y7426, no se observé crecimiento. ¢) Colonia
20 de la cepa Y7426, se observé el crecimiento de colonias. d) Colonia 23 de la cepa Y7426,
no se observé crecimiento. e€) Colonia 27 de la cepa Y7426, se observé el crecimiento de
colonias. f) Cepa silvestre de D. hansenii C11, no se observé ningtin crecimiento debido
al 5-FOA. g) Colonia 24 de la cepa C11, no se observé crecimiento. h) Colonia 26 de la
cepa C11, se observé el crecimiento de colonias. i) Colonia 27 de la cepa C11, se observo el
crecimiento de colonias. j) Cepa 156-1 de Lachancea kluyveri, se observé el crecimiento de
colonias (cepa auxdétrofa de uracilo, control positivo).
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7.5. Prediccion in silico de las posibles mutaciones generadas en

el gen DhURA3 mediante inDelphi

Se realiz6 un analisis in silico mediante la aplicacién online inDelphi (Shen et al., 2018)
paralelo a la transformacion de D. hansenii con RNP, con la finalidad de predecir las posibles
mutantes ocasionadas por la accion de Cas9 y el sistema de reparacién NHEJ. Lo anterior se
hizo con la finalidad de verificar qué tan predecible es el sistema de edicién de CRISPR-CAS9
en un gen.

La aplicacion web inDelphi funciona mediante el uso de machine learning, una inteligencia
artificial (IA) entrenada con los resultados de las mutaciones generadas por la reparacién via
NHEJ después de la accién de Cas9. Esta TA fue alimentada con una base de datos de 2000
secuencias de RNA guia y su blanco en el DNA | a partir de las cuales hace la inferencia de las
posibles mutaciones y sus probabilidades, dada la secuencia a analizar, con una precisién del
87 %. Al introducir una secuencia de 60 pb rio arriba y rio abajo del sitio de corte de Cas9
en el gen DhURA3 (Tabla @, los resultados arrojados por inDelphi muestran la prediccion
de inserciones y deleciones cortas, siendo la principal una deleciéon de 2 nucleétidos con una

probabilidad de 8.3% (Figura [13).

Tabla 6: Secuencia de gRNA introducida e inDelphi. La secuencia esta divida en dos
regiones en referencia al sitio de corte (4 nucleétidos rio arriba del sitio PAM): la regién 5’
y la region 3’, ambas de 60 nucledtidos.

Region Secuencia
5 ATTTCATGATTTTCGAAGACCGTAAATTTGCTGATATTGGAAACACGGTCAAATCACAAT
3 ATTCTGGTGGTGTTTATAAGATTGCTCAATGGTCCGATATTACAAATGCGCATGGTATAA
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Alineamiento Categoria % Probabilidad

TTGGAAACACGGTCAAATCACAATATTCTGGTGGTGET T TATAAGATTGCT Reference
\TTGGAAACACGGTCARATCACAATA-CTGGTGGTGT T TATAAGATTGCT( 2-bp deletion 83
ATTGGAAACACGGTCARATC SGTGGETGTTTATAAGATTGCTC 9-bp deletion 8.1

ATTGEAAACACGGETCAAATCACAAT TCTGGTGGTGTT TATAAGATTGCTC 2-bp deletion 8.0
MGGAAACACGGTCAAATCACAATAATTCTGGTGGTGTTTATAAGATTGC 1-bp insertion 76
ATTGGAAACACGGTCAAATCACAAT[-CTGGTGGTGTTTATAAGATTGCTC 3-bp deletion 6.2
TTGGAAACACGGTCAMATCACAATA TCTGGTGGTGT T TATAAGATTGCT 1-bp deletion 54
TTGGAMMCACGGTCAMATCACAAT-TTCTGGTGGTGTTTATAAGATTGCT 1-bp deletion 54
ATTGGAMCACGETCAATCACAAT-F--GGTGGTGTT TATAAGATTGCTC S-bp deletion a8
ITGEEARACACGGTCAAATCACAATATT TCTGGTAGTGTTTATAAGATTGC] 1-bp insertion 37
ATTGGAAACACGGTCAAATCACA-[TTCTGGTGGTETT TATAAGATTGCTC 3-bp deletion a1

Figura 13: Prediccién de las mutaciones en DhURA3 por inDelphi. La aplicacion
web utiliza machine learning para predecir mutaciones a partir de la secuencia del gRNA
analizada. El resultado es la prediccion de probabilidad de indeles, siendo la méas probable
una delecién de 2 nucledtidos con un porcentaje de 8.3 %.

7.6. Construccién del cassette para reemplazar el gen DhURAS3

mediante el sistema de reparacion homoéloga

La generacién de mutantes y delecién de genes en la levadura Saccharomyces cerevisiae se
lleva a cabo de manera convencional mediante la reparacién dirigida por homologia (HDR),
usando un cassette que contiene un gen de resistencia a kanamicina (KANMX1) o nourseo-
tricina (NAT1 o SATI) flanqueado por secuencias homdlogas del locus que sera eliminado.
Sin embargo, la baja tasa de HDR reportada en D. hansenii (Prista, et al., 2016), ha im-
pedido la implementacion de estas técnicas de manipulacién genética, por lo que el uso del
sistema CRISPR-Cas9 promoveria la insercion de genes mediante HDR.

Como primer paso para eliminar el gen DhURAS via HDR, se gener6é un médulo a partir
de la amplificacién del gen SAT1 contenido en el plasmido pAYCU244 mediante PCR usando
los oligonucleétidos descritos en la seccién 6.4. El tamano de este fragmento fue de 1727 pb,
e incluye al promotor Dhygpr v el terminador Mgpak (Figura |5)). Posteriormente, fueron
amplificadas las regiones 5’ y 3° UTR del gen DhURAS3 (fragmentos A y B, respectivamente)
con un tamano aproximado de 1 kb usando los oligonucleétidos 3, 4, 5 y 6 (Tabla |3)).

El tamano de los tres fragmentos fue verificado mediante electroforesis en gel de agarosa
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(Figura
La construccion del cassette se hizo mediante dos estrategias distintas buscando las con-

diciones en las que la amplificaciéon por PCR produjera la cantidad necesaria del cassette

para ser usada en la transformacion.
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Figura 14: Fragmentos amplificados por PCR para construir el cassette de reem-
plazo del gen DhURA 3. Los fragmentos A y B (carriles 2 y 3) tienen un tamafo cercano
a 1000 pb, estos corresponden a las regiones 5’ y 3" UTR del gen DhURAS. El gen SAT1
(carril 4) junto con el promotor Dhrgr y el terminador Mgpaki tiene un tamano cercano a
1700 pb.

7.6.1. Primera estrategia de construccién del cassette de reparacién

Los fragmentos A, B y SAT1 fueron fusionados de manera secuencial mediante PCR de

fusion en dos pasos como se muestra en la figura [15]
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Figura 15: Primera estrategia utilizada para construir el cassete de reparacion
mediante HDR. a) Los fragmentos A y B fueron amplificados a partir del DNA genémico
de D. hansenii estos fragmentos corresponden a las regiones 5° UTR y 3° UTR del gen
DhURAS. b) El fragmento SAT! fue amplificado del plasmido pAYCU244 e incluye tanto
al promotor como al terminador. ¢ y d) La fusién mediante PCR fue realizada de manera
secuencial: la primera fusién parcial incluye al fragmento SATI y al fragmento B. e) La
fusién final incluye la primera fusién parcial y al fragmento A.

Se inici6 con la fusién del fragmento SAT1 al fragmento B: el primer paso de la PCR
utiliza los mismos fragmentos como oligonucledtidos, que hibridan en la regién complemen-
taria de 20 bases que queda después de la amplificacién del fragmento B. En el segundo paso
de la PCR fueron agregados los oligonucledtidos 5 y 4. El producto de este PCR fue sepa-
rado en un gel de agarosa 1% y purificado. Esta fusién parcial (SAT1 + B), fue fusionada
con el fragmento A de la misma manera, mediante una PCR en dos pasos, agregando los

oligonucledtidos 1 y 4 en el segundo paso (Figura .
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El producto purificado fue utilizado en una nueva PCR para aumentar la cantidad dis-
ponible de DNA. El resultado fue separado en un gel de agarosa 1% (Figura ) Con un
tamano aproximado de 3800 pb se observa la banda correspondiente a la construccién final,
sin embargo, se aprecia una segunda banda a una altura de ~1500 pb. Esta banda aparece
tanto en la construccién inicial del cassette como en amplificaciones posteriores del cassette

purificado, viéndose favorecida en comparacién con la construccién final (Figura [16/A y

A B C
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Figura 16: Verificacién del cassette de reemplazo construido mediante PCR de
fusién en dos pasos. A) Construccién inicial. La banda en el carril 2 que se encuentra
a un tamano aproximado de 4 kb, corresponde al cassette de 3.7 kb. A la altura de 1.5 kb
se amplific6 una banda inespecifica. B) Construccion del cassette utilizando dos temperatu-
ras de alineacién distintas para la PCR. El carril 2 muestra la PCR con una temperatura
de alineamiento de 55 °C, en el carril 3 se encuentra la PCR con una temperatura de 50
°C. Ambas construcciones presentan la banda correspondiente a la construccion final de un
tamanocercano a 4000 pb, asi como dos bandas inespecificas. El carril 4 muestra la ampli-
ficacion del fragmento SAT'1. C) Amplificacién de cada fragmento individual a partir de la
construccién final. Carril 2: fragmento A, carril 3: fragmento B, carril 4: fragmento SAT1.

7.6.2. Segunda estrategia de construccion del cassette de reparacion

La segunda estrategia de construccion del cassette genera dos fusiones parciales de SAT'1

+ Ay SAT1 + B. Estas fusiones parciales fueron realizadas de la misma manera que en la

48



primera estrategia (Figura [17).
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Figura 17: Segunda estrategia de construccién del cassette de DhURAS3. a) Los
fragmentos A y B fueron amplificados a partir del DNA genémico de D. hansenii, estos
fragmentos corresponden a las regiones 5’ UTR y 3’ UTR de DhURAS. b) El fragmento SAT1
fue amplificado del plasmido pAYCU244 e incluye tanto al promotor como al terminador. c
y d) Las fusiones parciales mediante PCR fueron realizadas de manera secuencial: la primera
fusion parcial incluye al fragmento SAT1 y al fragmento B, la segunda fusion parcial incluye
al fragmento SAT1 y al fragmento A. e y f) La fusién final fue hecha a partir de las dos
fusiones parciales, usando a SAT1 para la hibridaciéon de ambas fusiones en el primer paso

de PCR y su amplificacién con los oligonucleétidos 1 y 4.
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La fusién final utilizé6 ambas fusiones en un PCR de dos pasos. El primer paso de PCR

hibrida las fusiones parciales que el segundo paso amplifica con los oligonucledtidos 1 y 4

(Figura [18).
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Figura 18: Purificacion del cassette construido mediante la segunda estrategia.
Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: La banda de un tamano cercano a 4000 pb
corresponde al cassette completo (~3700 pb) después de ser purificado.

Al realizar la PCR de fusion para construir el cassette, el amplicon inespecifico seguia
presente independientemente de la estrategia usada, por lo que se consideré el diseno de los
oligonucleétidos como la posible causa de la aparicién de una banda inespecifica que afecta
la amplificacion del cassette. Para verificar que efectivamente el cassette estaba conformado
por los tres fragmentos senalados anteriormente se decidié amplificar y recuperar de manera
individual cada uno de ellos mediante PCR (Figura [16/C).

Ya que fue posible recueperar los tres fragmentos de la construccién, se decidié verificar si
los oligonucledtidos hibridaron de manera inespecifica.lL.as secuencias de los oligonucleétidos
fueron alineadas entre si, asi como con el fragmento SAT! usando el programa MUSCLE.
El resultado del alineamiento fue la hibridacién del oligonucledtido 1 y el fragmento SAT1I,

donde las ultimas 11 bases de este oligonucledtido son complementarias al fragmento SAT1.
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Esta hibridacion amplifica una fusiéon incompleta que contiene tanto al fragmento B, como a

~500 pb del fragmento SAT1, dando como resultado un fragmento de 1500 pb, consistente

con los resultados observados en la construccién del cassette (Figura [19B).
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Olignoucleotido 1
Fragmento SAT71

TT6aactl A
--------------- ATTBAACTCAA===-===c-ccoccccoccacccccaccaaccccaaccanaacaaccaaaana-
--------------- GTTG----CCA-----m-mmmmmemmmmmmmmemsmmmmmmceemsmmcmmmmmemmmmommmam 17
--------------- BRIEEERER - --------------------------m—memmmmmemeeeeeeeeeeee- @

GAGCTTGTCGGGAAGATTGAACTCAACTCAACATGGAACGATCTAGCCTCTATCGAACACATTGTTGTGTCGCACACGCA 1280
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Figura 19: Hibridacién inespecifica del oligonucleétido 1. A) Alineamiento de los
oligonucledtidos 1 y 4 con el fragmento SAT1. Las tltimas 11 bases del oligonucleétido
1 son complementarias a 11 bases del fragmento SAT1 ubicadas a una altura de 1216 pb,
dejando un fragmento de 510 pb fusionado al fragmento B. B) Mapas de fusiones del cassette
de reemplazo de DhURAS. La hibridacién del oligonucleétido 1 produce tanto el cassette
completo de cerca de 3700 pb, como una fusién incompleta de 1500 pb que se ve favorecida
en la PCR y por tanto impide la amplificacion del cassette completo.

Debido a esto, se diseno el oligonucleétido 7, el cual resulta en un amplicon de 731 pb, en

lugar de las 1004 pb, evitando asi la hibridacién inespecifica. Para verificar la especificidad

del oligonucledtido 7, se llevé a cabo un PCR con los oligonucleétidos reversos y fueron

amplificados los fragmentos A y B (Figura .
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Figura 20: Prueba de especificidad del oligonucleétido 7. Carril 1: Marcador de peso
molecular. Carril 2: Amplificacion del fragmento A a partir del cassette con los oligonu-
cledtidos 7 y 1. Se observa una banda de ~700 pb correspondiente a las 731 pb del fragmento
A. Carril 3: PCR del fragmento SAT1 usando los oligonucleétidos 7 y 6. No se ovserba nin-
guna banda. Carril 4: PCR con los oligonucledtidos 7 y 1 a partir del DNA genémico de D.
hansenii. Se observa una banda de ~700 pb, confirmando la especificidad del oligonucleétido
7.
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8. Discusiones

Se establecié un protocolo de electroporacién estandar para Debaryomyces hansenii inde-
pendientemente del fondo genético. Este protocolo fue puesto a prueba en dos cepas utilizan-
do el plasmido pAYCU244, el cual fue optimizado y disenado para D. hansenii. El resultado
fue la obtencion de colonias resistentes a nourseotricina, las cuales fueron verificadas como
transformantes positivas por la expresion de la proteina yeYFP detectada mediante micros-
copia confocal. Un protocolo de permeabilizacion y electroporacion estandarizado permite
la transformarcién y por tanto la manipulacion genética eficiente de D. hansenii. Se disend
un gRNA especifico para el gen DhURAS3 de D. hansenii. Esta levadura fue transformada
utilizando los complejos de Cas9:gRNA lo que dio como resultado colonias que crecen en
medio minimo adicionado con 5-FOA, fenotipo que corresponde con mutaciones en el gen
de DhURAS. Aunque este no es el primer estudio que reporta la obtencién de mutantes
auxotrofas de Uracilo en D. hansenii, es el primero que lo hace mediante el uso del sistema
CRISPR-Cas9 en complejos riboproteicos. La construccion del cassette de delecion de DhU-
RAS3 se logré a partir de dos estrategias. La primera consiste en un PCR de dos pasos que
fusiona los fragmentos SAT1 y B en una fusion parcial. Esta fusion parcial es unida con el
fragmento A para formar el cassette. La segunda estrategia fusiona los fragmentos A y B de
manera independiente con el gen de SAT1. Sin embargo, el rendimiento de la produccién del
cassette de delecion en ambas estrategias es baja. El enriquecimiento por PCR no es suficien-
te, por lo que la alternativa mas factible es clonar las regiones UTR 5 y 3’ del gen DhURAS3
flanqueando el gen SATI directamente dentro del plasmido pAYCU244 aprovechando los
sitios de restriccion del plasmido, lo que permitira su propagacién masiva en bacterias y por

tanto su obtencion en las cantidades necesarias para la transformacion de D. hansenii.
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8.1. Permeabilizacién de la pared celular de D. hansenai

El ditiotreitol (DTT) es un agente reductor usado cominmente en la transformacién de
levaduras. Este es capaz de reducir los puentes disulfuro encontrados las proteinas de la
pared celular (Meilhoc, Masson & Teissié, 1990), lo que provoca su desestabilizacién y la
formacién de esferoplastos (Sommer & Lewis, 1971). A pesar de que ha sido reportada como
un método més eficiente que de la transformacion con acetato de litio (LiAc) (Delorme, 1989;
Becker & Guarente, 1991; Thompson, Register, Curotto & Kelly, 1998; Backer et al., 1999), la
transformacién de levaduras mediante un tratamiento con DTT depende de varios factores,
como la fase de crecimiento o el medio en el que las células crecieron. La fase de crecimiento
influye en la eficiencia de transformacion, siendo la fase de crecimiento exponencial temprana
asociada a una mayor eficiencia de transformacion por electroporacién (Meilhoc, et al., 1990).
Tripp, et al. (2013) reportan una relaciéon proporcional entre la eficiencia de transformacion
por LiAc y el tiempo de tratamiento asi como la concentraciéon de DTT. En contraste, Meilhoc
et al. (1990) reportaron que en fase de crecimiento exponencial no incrementa la eficiencia de
la transformacién con una mayor concentracién o un mayor tiempo de tratamiento. Ambos
resultados no son contradictorios entre si, puesto que en cada caso las células se encuentran
en momentos metabdlicos distintos.

La cantidad de colonias obtenidas a través del protocolo de electroporacién modificado
de Grahl et al. (2017) hizo patente el hecho de que la transformacién de ambas cepas de D.
hansenii en fase de crecimiento exponencial requiere un tratamiento con mayor concentracion
de DTT y tiempo de incubacién en comparacién con otros protocolos reportados (Defosse,
et al., 2018; Grahl, et al. 2017). El punto ideal donde es posible maximizar la eficiencia de
electroporacion tras un tratamiento de DTT quizas se encuentre en un punto medio en la
fase de crecimiento exponencial. Sin embargo, tal como es planteado por Tripp et al. (2013),
esta eficiencia puede tener variaciones de acuerdo al fondo genético de la cepa. Debido a

que D. hansenii es una especie con alta heterogeneidad genética entre cepas (Prista et al.,

o4



2016), es de esperar que el protocolo planteado en este trabajo no tenga la misma eficiencia

de transformacion para otras cepas de D. hansenii.

8.2. D. hansenii fue transformada con el plasmido optimizado

pAYCU244

Una de las problematicas que existen para transformar a D. hansenii es la falta de plasmi-
dos optimizados que faciliten este proceso, ya que esta levadura tiene un uso preferencial de
codones para la sintesis de proteinas, lo que impide el uso de plasmidos comerciales (Prista
et al., 2016). El plasmido pAYCU244 resuelve esta problemética al evitar el uso del codén
CTG, ademas de utilizar un promotor fuerte especifico de D. hansenii.

La estandarizacion del protocolo de permeabilizacion mediante DTT permitié transfor-
mar a D. hansenii con el plasmido pAYCU244. La selecciéon de colonias resistententes en
medios sélidos con 150 o 300 ug/mL de clonNAT después de cada electroporacién nos per-
mitié discernir aquellas cepas que fueron transformadas con el plasmido pAYCU244. La
deteccién de la senal de la proteina amarilla fluorescente (yeYFP) en ambas cepas mediante
microscopia confocal nos permitié confirmar que el plasmido pAYCU244 se expresa y se
mantiene en D. hansenii. Se observo que incluso después de crecer a las células transforma-
das durante 24 horas en medio rico no selectivo (YPD), la expresion de SAT1 se mantiene
ya que son capaces de crecer en medio selectivo a comparacion a la forma silvestre (WT) de
cada cepa, lo cual demuestra que el plasmido pAYCU244 es un vector estable y eficiente en

para D. hansenii, como ha sido reportado por Defosse, et al. (2018).

8.3. D. hansenit fue electroporada con el complejo Cas9:gRNA y

se lograron obtener colonias mutantes

El uso de CRISPR-Cas9 mediante RNP resulté una herramienta efectiva para la modi-

ficacion genética de D. hansenii, evitando la necesidad de expresar la proteina Cas9 desde
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un vector como se ha hecho en otros estudios de modificacién genética con CRISPR-Cas9 en
levaduras del clado CTG (Min et al., 2015; Norton et al., 2017; Vyas et al., 2015), y por lo
tanto el uso de promotores y terminadores especificos de la levadura para dirigir la expresion
de Cas9 (Grahl et al., 2017).

Haciendo uso del protocolo de transformacion estandarizado fueron electroporadas ambas
cepas de D. hansenii con los RNPs de Cas9:gRNA con el objetivo de obtener colonias

auxotrofas de uracilo al mutar el gen de DhURAS a través de la reparacién por NHEJ.

8.4. Construccion del cassette de recombinacién para reemplazar

el gen DhURAS3

Se logré construir el cassette de recombinaciéon para el reemplazo del gen DhURAS me-
diante reparacion dirigida por homologia, sin embargo, la produccién del cassette fue de muy
bajo rendimiento. Ya que la cantidad de DNA donante necesaria para la transformacion de
D. hansenii es de 0.5 ug, la alternativa para superar este obstaculo fue amplificar las re-
giones 5’ y 3’ UTRs del gen DhURAS3 mediante PCR y posteriormente clonar estas regiones
flanqueando el gen de SAT1 directamente dentro del plasmido pAYCU244. Esta estrategia
utiliza la maquinaria de recombinacién de la célula para la formacién del cassette (Collpy
et al., 2010). De esta manera, es posible propagar el pldsmido en E. coli y posteriormente
recuperar el cassette de recombinacion mediante digestion con enzimas de restriccion, per-
mitiendo el enriquecimiento del cassette de recombinacion para la delecién del gen DhURAS3

mediante recombinacién homodloga.
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9. Conclusiones

La transformacién de Debaryomyces hansenii usando el protocolo modificado de Grahl
y colaboradores (2018) muestra que posiblemente las cepas Y7426 y C11 tienen mayor resis-
tencia a la exposicién de DTT en comparacion con otras levaduras como Saccharomyces o
Candida, ya que se requiere una concentracién y tiempo de exposicién mayor de DTT que lo
reportado en otros estudios. La transformacién y expresiéon del plasmido pAYCU244 en D.
hansenii, es un paso importante para el desarrollo de herramientas moleculares eficientes en
esta levadura. La deteccion de la senal fluorescente que fue emitida por la proteina yeYFP
después de ~24 h en medio YPD no selectivo muestra que este plasmido es estable, ya que no
se pierde después de este tiempo. Por lo tanto, una herramienta como ésta es un importante
avance en la manipulacién genética de D. hansenii en futuros estudios. Actualmente, una
modificacién de esta misma serie de plasmidos pAYCU fue utilizada como vector inicial en
la construccion de un sistema CRISPR-Cas9 para la ediciéon de especies de Candida (Lom-
bardi, Oliveira-Pacheco, & Butler, 2019), lo cual podria tener un gran impacto en aquellas
levaduras con potencial biotecnolégico como D. hansenii. Sin embargo, el plasmido se pierde
después de 48 h de crecer en medio sélido no selectivo. No estd claro ain cuanto tiempo
puede mantener D. hansenii el plasmido. Existen reportes de que el uso de RNPs en lugar
de un vector de expresién con Cas9 es una estrategia exitosa en otros sistemas eucariotas
tales como lineas celulares humanas (Ramakrishna et al., 2014). Sin embargo, el uso de RNPs
en la transformacién de levaduras del clado CTG hasta ahora solo ha sido implementado
por Grahl et al. (2017). Al no requerir del diseno de un sistema de expresién regulada y
precisa de Cas9, este sistema de modificaciéon por CRISPR-Cas9 libre de expresion evita los
obstaculos que la traduccién diferencial de codones presenta en estas levaduras (Defosee et
al., 2018; Grahl et al., 2017). La edicién genética de levaduras no convencionales mediante
este método puede ser llevada a cabo en conjunto con otras técnicas de manipulacion genéti-

ca y biologia molecular (Frazcek et al., 2017), ya que a pesar de que existe un interés en la
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industria (Norton et al., 2017; Prista et al., 2016), la dificultad de su manipulacién genéti-
ca ha impedido hasta ahora su estudio y manejo eficiente (Prista et al., 2016). Esta tesis
constituye el primer estudio que usa complejos riboproteicos Cas9:gRNA en la modificacién

genética de la levadura D. hansenii.
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10. Perspectivas

La pared celular de de D. hansenii debe estar constituida por una estructura robusta y por
eso se requerird incrementar el tratamiento con DTT. Proponemos aumentar la concentracion
de DTT a 150 y 200 mM con intervalos de tiempo de 100, 120 y 150 min.

El plasmido pAYCU244 contiene sitios de corte para diversas enzimas de restriccion,
proponemos utilizar este plasmido para clonar y sobre-expresar diversos genes de interés
biotecnoldgico y/o para estudiar la funcién de genes en D. hansenii.

La modificacién de D. hansenii mediante RNPs dio como resultado colonias auxdtrofas
de uracilo, sin embargo el préximo paso es identificar el tipo de mutaciones que ocasiond
la pérdida de la funcion del gen DhURAS3, por lo tanto, se amplificara el locus de DhURAS3
de las colonias auxétrofas de uracilo mediante PCR y se identificara el tipo de mutaciones
que fueron generadas por el sistema de reparaciéon no homologa mediante secuenciacién de

Sanger.
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