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El gen wos2 codifica la proteina p23, que actua como co-chaperona en presencia de la proteina Hsp90. Su funcidn es plegar proteinas durante un estrés por choque térmico.
Este proceso es muy similar tanto en humanos como en la levadura de fision S.pombe, nuestro organismo modelo en este proyecto. Anteriormente se descubrio que existen tres
tamanos de ARNm dependiendo de |la longitud de 3’UTR. Curiosamente, la abundancia de cada uno depende de la temperatura de crecimiento. Luego planteamos la hipotesis
de que la estructura secundaria del ARN 3"UTR podria dictar el sitio de terminacion dependiendo de la temperatura. Estamos tratando de demostrar esta suposicion, asi como
desarrollar un “interruptor” sensible a la temperatura para controlar la expresion génica insertando el 3'UTR de wos2 en el 5'UTR del gen rp/42559Q. Este alelo es resistente a la
cicloheximida mientras que la delecidon no lo es. De esta manera, podemos evaluar facilmente la expresidon génica. Para este fin, estamos utilizando la tecnologia CRISPR/Cpf1,
para disenar la region genomica de interés. Estamos en el proceso de verificacion de los candidatos.

Caracteristicas singulares del sistema CRISPR/Cpfi!3! Schizosaccaromyces pombe

como modelo [4]:15]

Los cortes generan
extremos cohesivos

La levadura de fision S .pombe es un organismo
modelo eucariota empleado para el estudio del
crecimiento y el ciclo celular. Su genoma esta
completamente  secuenciado. Posee 3
cromosomas, en los que distribuye 4979 genes.
Es un modelo muy versatil para la ingenieria
genetica. En este modelo vya se ha
implementado el sistema CRISPR/Cas9, por lo
gue queremos probar el funcionamiento de la | 5
nucleasa CRISPR/Cas 122/Cpfl para aprovechar Fuente: Rafael Hoyos
sus ventajas complementarias.
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El gen wos2 codifica para la proteina p23, que actua como co-chaperona de Hsp90. Este gen esta conservado en eucariotas y se activa
cuando hay un estrés térmico, asistiendo al plegamiento de proteinas esenciales.
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En S.pombe, su mRNA presenta 3 formas distintas que se diferencian en la longitud de sus extremos 3 UTR: .
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Se ha visto que estas estructuras no se regulan a nivel de promotor, sino que se debe a la estructura secundaria que adopta el mRNA. gene. . ) = e
Metodologia A partir del PAM mas cercano al sitio genomico de

interés , disenamos los oligos para generar,
mediante PCR solapantes, el fragmento de insercion
(3’"UTR wos2 flanqueado por regiones de homologia
del gen rpl42 a ambos lados del sitio de corte). Para
obtener el sgRNA se realiza una PCR usando oligos
solapantes que incluyen la secuencia de los 20
nucleotidos de la secuencia guia y amplifican a su
vez el plasmido que lo contiene para su expresion.
Después de su recircularizacion a través de la
transformacion en Escherichia coli, procedemos a
purificarlo y verificar la correcta clonacion mediante
SUTR o2 - oRF o1z e secuenciacion.
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insercion, como el plasmido de expresion
simultanea de Casl12ay el sgRNA para dirigirla al
sitio de corte planeado.
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 Una vez transformados, validarlo.
* Probar otro gen diana (weel).
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