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Resumen

El pH alto intracelular es una sefial promotora del crecimiento y proliferacién de las
células pero sus mecanismos no son bien conocidos. En un trabajo previo se habia identificado
una regién gendmica de levadura que al ser transformada en plasmido de copia simple
aumenta el crecimiento de la levadura en condiciones de acidificacién intracelular. Esta region
contiene tres genes, DPL1, SSD1 y SRP101 y en este trabajo hemos identificado el gen SSD1
como el responsable del fenotipo de pH. Este gen codifica un regulador del crecimiento de la
levadura que coopera con otros reguladores importantes como la proteina kinasa TORC1 y la
proteina fosfatasa Sit4. El mecanismo de Ssd1 se basa en unir y estabilizar RNA mensajeros de
ciclinas y el alelo clonado es la forma activa del gen presente en levaduras silvestres, mientras
que las cepas de laboratorio poseen una forma truncada inactiva. Ssd1 también mejora el
crecimiento en condiciones normales, sin estrés acido, en medio con amonio pero no en
medio con aminoacidos como fuente de nitrégeno. Como los aminodcidos y el pH alto activan
TORC1, podemos sugerir que Ssd1 aumenta la expresion de ciclinas cuando TORC1 no esta
completamente activado por pH alto o por aminoacidos.
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Abstract

Intracellular pH is a signal promoting cell growth and proliferation by poorly known
mechanisms. In previous work, a yeast genomic region was identified that by transformation in
single copy plasmid improves yeast growth under conditions of intracellular acidification. This
region contains three genes, DPL1, SSD1 and SRP101, and in the present work we have
identified SSD1 as the one responsible of the pH phenotype. This gene encodes a regulator of
yeast growth that cooperates with other important regulators such as the protein kinase
TORC1 and the protein phosphatase Sit4. The mechanism of Ssdl consists on binding and
stabilizing of cyclin mRNAs and the cloned allele is the active form present in wild yeast while
laboratory strains express a truncated, inactive form. Ssd1 also improves growth under normal
conditions, without pH stress, in media with ammonia but not in media with amino acids as
nitrogen source. As amino acids and high pH activate TORC1, it may be suggested that Ssd1
increases cyclin expression when TORC1 is not fully activated by either high pH or amino acids.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. La homeostasis de pH intracelular

La Biologia Molecular ha hecho que el protagonismo en el funcionamiento de las células
se atribuya a genes y proteinas, pasando a segundo lugar otros factores cruciales que la
Bioguimica habia puesto de manifiesto en el pasado, tales como la homeostasis del pH
intracelular (pHi). Aunque es obvio que genes y proteinas dirigen los procesos bioquimicos, la
importancia reguladora del pHi no puede olvidarse, como ocurre muchas veces en la
actualidad. Un ejemplo relevante es el papel del pHi como regulador del crecimiento (aumento
en masa y volumen) y proliferacidn (divisidon) de las células. La evidencia acumulada (Gillies,
1982; Parks et al., 2013; Reshkin et al., 2014) indica que las células cancerosas, al igual que
todas las células cuando crecen activamente, tienen un pHi mads alto que las células normales
(del orden de 7,4 frente 7,0) y esta alteracidon probablemente es causa, y no efecto, del
crecimiento rapido (Perona y Serrano, 1988; Perona et al., 1990). Sin embargo,
sorprendentemente, el pHi no se menciona en el libro de referencia sobre cancer de Robert A.
Weinberg (Weinberg, 2014).

En el mantenimiento de la homeostasis se encuentran implicados todos los canales de
iones y bombas presentes en las membranas plasmatica y vacuolar, siendo de vital
importancia las H*-ATPasas que se encargan de expulsar protones del citoplasma mediante la
hidrélisis de ATP. En levadura las H*-ATPasas de las membranas plasmaticas y vacuolares son
Pmal y VMA, respectivamente. Ademds, como estas H'-ATPasas son electrogénicas, la
expulsién de protones conlleva la formacién de un potencial eléctrico positivo en el exterior y
por tanto es necesario un balance eléctrico que generalmente ocurre mediante entrada de K.
El gradiente electroquimico de protones (diferencias de potencial eléctrico y de pH) permite la
entrada de nutrientes al interior celular (Serrano, 1991) y la salida de aniones y de iones de
sodio, toxicos para la célula (véase Figura 1).
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Figura 1. Componentes implicados en la homeostasis de pH en levadura. En la membrana plasmatica
se encuentra la H'-ATPasa (Pmal), el canal de K'(Trk1) y los co-transportadores y simportadores de
protones. En la membrana vacuolar se encuentra la H'-ATPasa (VMA) y canales de K* y de aniones.

El pHi es importante no sélo para regular el crecimiento y proliferacion celular (activados
por pHi alto) sino también para regular la muerte celular (activada por pHi bajo; Gottlieb et al.,
1996; Ludovico et al., 2001). En relacidn con este uUltimo proceso, el mecanismo de accién de
los acidos débiles preservantes de alimentos se basa en inducir acidificacién intracelular y
desencadenar muerte celular (Ludovico et al., 2001). Hay que afiadir que muchas enzimas del
metabolismo como la fosfofructoquinasa reguladora de la glicélisis se inhiben a pHi acido
(Krebs et al., 1983).

Estos acidos en medios con un pH entre 4 y 5 se encuentran en gran parte en su forma
no disociada, de manera que pueden difundir hacia el interior celular gracias a las porinas
(Mollapour et al., 2007). En el interior celular, al ser el pH mayor, se disocian y provocan una
bajada del pH (Figura 2).

pH 7,3

pH 4,5

Figura 2. Acidificacion celular inducida por entrada de acidos débiles. Los acidos difunden al interior a
través de las porinas y se disocian, lo que provoca una bajada del pH.
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Las dos lagunas mas importantes de conocimiento en este campo son:

(a) mecanismos de regulacion del pHi mediante sensores intracelulares de pH y efectores que
modulen el transporte de H' y de K".

(b) sistemas de control del crecimiento y proliferacion celular dependientes del pHi

1.2. Antecedentes al presente TFG

Este trabajo se ha realizado en el laboratorio del profesor Ramdn Serrano, que investiga
los mecanismos de homeostasis del pHi y su funcidon reguladora en el crecimiento y
proliferacién celular. Existen evidencias de que bajadas modestas del pHi no desencadenan
muerte celular pero inhiben el crecimiento y proliferacidn celular, probablemente por afectar
sistemas reguladores que precisan valores de pHi relativamente altos. Por ello se disefiaron
estrategias en levadura y en la planta Arabidopsis thaliana basada en un rastreo de colecciones
de mutantes de ganancia de funcién seleccionando aquellos tolerantes a acidificacion
intracelular provocada por acidos débiles como el acético. Se esperaba obtener dos tipos de
genes: a) genes relacionados con el bombeo de protones al exterior para contrarrestar la
acidificaciéon intracelular; b) genes codificadores de reguladores del crecimiento y
proliferacién, sensores de dicha acidificacidon y que por ganancia de funcién mejorasen estos
procesos. Hasta ahora estos estudios han identificado en levadura genes relacionados con el
transporte de aminodcidos, que se inhibe por acidificacion intracelular (Hueso et al., 2012) y
en Arabidopsis genes que aumentan el bombeo de protones al exterior de la célula por
activacion del transporte de potasio para balance eléctrico (Bissoli et al., 2012, Nifioles et al.,
2013). La importancia de la H'-ATPasa bombeadora de protones y del transporte de potasio
para tolerar acidos débiles que hacen caer el pHi habia sido descrita en levadura (Holyoak et
al., 1996; McPherson et al., 2005). No se obtuvieron genes relacionados con el crecimiento y
proliferacién celular y ello llevd a replantear la estrategia del rastreo de mutantes tolerantes a
acidos débiles, comenzando por la levadura.

En lugar de utilizar sobre-expresion masiva (promotores fuertes en Arabidopsis o gran
aumento de dosis génica en levadura), la utilizacién de sobreexpresién modesta (duplicacion
de dosis génica) permitiria detectar componentes sensibles a pHi de la maquinaria de
regulacién del crecimiento y proliferacidn celular. La sobreexpresién masiva de estos genes
reguladores probablemente seria tdxica por desencadenar crecimiento desregulado. Este
abordaje permitio identificar un plasmido centromérico de levadura (p7) que mejoraba
enormemente el crecimiento en presencia de acido acético. Este plasmido permitia duplicar la
dosis de tres genes: DPL1, SSD1 y SRP101, ninguno de ellos relacionado con transporte de
aminoacidos ni con transporte de potasio o con la H-ATPasa de membrana plasmatica. Estos
resultados fueron presentados en el TFG de Amparo Martin (2014).



Introduccion

1.3. Saccharomyces cerevisiae como sistema modelo

Esta levadura representa un sistema modelo eucariota simple cuyo genoma es
facilmente manipulable y no mucho mas complejo que el de bacterias. Comparte las ventajas
técnicas de estas ultimas que permiten un progreso rapido en la biologia molecular como son
un crecimiento rapido, facil aislamiento de mutantes, réplica en placa, genoma secuenciado y
anotado y un buen sistema de transformacién de DNA. Ademas la levadura se puede encontrar
en estado haploide o diploide de manera estable. Contiene 16 cromosomas caracterizados
genética y fisicamente con un tamafio entre 200 y 2000 kilobases que en total suman 14000
kb. El tiempo de duplicacidn celular es aproximadamente 90 minutos en medio rico complejo y
140 minutos en medio sintético pobre, siendo las células diploides elipsoides mientras que las
haploides son esferoides. La temperatura de crecimiento normalmente es de 28-30 2C vy, al no
ser patogénica, no es necesario tener precauciones excesivas con su manipulacién.

La ingenieria genética y la clonacidn génica se han visto favorecidas por el desarrollo de
las técnicas de transformacidn de DNA en levadura. Los genes estructurales para diversas
funciones pueden ser identificados por complementacion de mutantes con bibliotecas de
pldsmidos, los cuales se pueden introducir en las levaduras, replicarse y segregarse de manera
autdénoma o si carecen de secuencias necesarias para ello pueden insertarse en el genoma por
recombinacion homdloga (Sherman, 2002).

La altisima frecuencia de recombinacion homdloga en levadura ha permitido la
sustitucion dirigida de secuencias de DNA en los cromosomas. De esta manera es posible
sustituir los genes normales por alelos alterados con el objetivo de conocer la funcidn de las
proteinas codificadas in vivo. Es asi como se ha construido una coleccién de mutantes nulos de
todos los genes de este organismo (Winzeler et al., 1999; Giaever et al., 2002). Ademas de
pérdida de funcidn (mutantes nulos) se han construido también colecciones de mutantes de
ganancia de funcidn en todos los genes de la levadura por aumento de dosis génica en
plasmidos (Sopko et al., 2006).

1.4. Plasmidos de levadura

En levadura existen hasta 4 tipos diferentes de plasmidos que se utilizan para obtener
transformantes construidos a partir de vectores bacterianos. Estos son: Ylp (Yeast Integrative
plasmid), YEp (Yeast Episomal plasmid), YCp (Yeast Centromeric plasmid) y YAC (Yeast Artificial
Chromosome). Como método de seleccion se utilizan genes que corrigen auxotrofias, siendo
las mds comunes HIS3, TRP1, LEU2 y URA3.

Los plasmidos Ylp son los Unicos que se integran en el genoma, generalmente en una
Unica copia por recombinacion homdloga. Los vectores YEp contienen el origen de replicaciéon
del plasmido natural de 2u de levadura, lo que le permite la replicacién auténoma y un alto
numero de copias (hasta 20), aunque son bastante inestables incluso con presidn selectiva. Por
ultimo, los vectores YCp son de replicacién autdnoma y contienen secuencias propias de
cromosomas de levadura como son las CEN (secuencias centroméricas) que permiten anclarse
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al huso mitético y ARS (Autonomous Replicating Sequences) que dan estabilidad y fijan el
numero de copias, lo que conlleva que el nimero de copias por célula sea de 1 6 2 copias.
Ademas, se ha visto que con la presencia de estas secuencias ARS aumenta la tasa de
transformacion y que la estabilidad aumenta a medida que el tamafo de los mismos es mayor
(Rose y Broach, 1991).

Por otra parte, los YAC se encuentran en la célula de forma lineal como un cromosoma
mds. Contienen secuencias para la replicacion y preservaciéon del vector como ARS,
centrémero y telémeros, por lo que son muy estables y son idéneos para el clonaje de grandes
fragmentos de DNA (100 kb). Tienen el problema de que se pierden fragmentos genémicos por
recombinacién homdloga interna ya que en levadura no existen mutantes sin recombinacién
homdloga como en Escherichia coli.

1.5. Aumento de dosis génica

El estudio del efecto que tiene una perturbacion genética en la célula u organismo ha
sido una estrategia ampliamente utilizada en investigacién bioldgica. La accesibilidad del
genoma de levadura permitid la construcciéon de colecciones de mutantes con pérdida de
funcidn por deleccion de genes. A partir de estas colecciones se definieron relaciones
complejas entre genes y un mapa funcional, sin embargo, una buena parte de los genes
seguian sin tener su funcidn caracterizada (Hughes et al., 2004) por lo que se desarrollaron
nuevas estrategias para dilucidar estas incégnitas. Es aqui donde aparecen las colecciones de
mutantes de ganancia de funcién (Sopko et al., 2006) como herramienta para el andlisis
funcional. Consisten en la introduccién de plasmidos con parte del genoma de levadura con lo
gue se eleva el nimero de copias de esos genes dentro de la levadura.

La ganancia de funcidn realizada con pldsmidos multicopia YEp puede ser tdxica por la
presencia masiva de una proteina que a niveles normales no tuviera efectos deletéreos. Estos
efectos toxicos pueden deberse a interacciones con otras proteinas. Es por ello que se ha
escogido en este proyecto un pladsmido centromérico, ya que ademads de evitar la posible
toxicidad, permite la seleccién del gen implicado en la tolerancia a acidos débiles por una
mejora del fenotipo debida a un modesto aumento de dosis génica (1-2 copias).

1.6. Genes SRP101, DPL1y SSD1

En este proyecto se ha investigado cual de los tres genes presentes en el plasmido p7
confiere el fenotipo de tolerancia a acidificacién intracelular. El plasmido p7 proviene de la
biblioteca gendmica de la cepa S288C construida en el plasmido centromérico YCp50 por Rose
y Broach (1991) y fue identificado en el TFG de Martin (2014). El inserto de este plasmido
(=11,5 Kb; Figura 3) contiene los genes SRP101, DPL1 y SSD1 presentes en el cromosoma 4
entre las posiciones 1040808 y 1052287 (Martin, 2014), los cuales se describen a
continuacién.
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Figura 3. Inserto del plasmido p7. Los genes SRP101 y SSD1 estdn completos mientras que el gen DPL1
esta truncado por su promotor y HRQ1 en su ORF.

El gen SRP101 tiene un tamafio de 2,6 kb y codifica la subunidad alfa del receptor SRP
(“Signal Recognition Particle”) que reconoce al péptido sefial de las proteinas secretadas en el
reticulo endoplasmico. Contiene un dominio GTPasa e interactia con la subunidad beta del
receptor Srp102 (Ogg et al., 1992).

El gen DPL1 tiene una longitud de 2,3 kb y codifica una dihidroesfingosina fosfato liasa
que regula los niveles intracelulares de esfingolipidos de cadena larga mediante la degradacion
de los mismos (Figura 4). Ademas, se ha visto que tiene otro papel importante en la
coordinaciéon de esta ruta con la de glicerolipidos y otras rutas metabdlicas (Dickson y Lester,
2002).
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Figura 4. Ruta metabdlica de esfingolipidos. La liasa DPL1 que se muestra en el circulo se encarga de
catabolizar LCB y LCBPs (lipidos de cubierta) en etanolamina y aldehidos.
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Por ultimo, SSD1 es el gen de mayor tamafo con una longitud de 4,9 kb. Codifica un
supresor de la mutacién en sit4 y represor transcripcional implicado en el crecimiento polar y
la integridad de la pared celular. Regula la localizacién de mRNAs especificos e interactua con
la ruta metabdlica de la proteina kinasa TOR. En cuanto a su estructura, contiene un extremo
N-terminal que determina su localizacién, hecho que es critico para el buen funcionamiento de
la proteina.

DPL1 y SSD1 son los mejores candidatos para explicar el fenotipo de tolerancia a
acidificacion intracelular porque tienen actividad reguladora.
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2. OBIJETIVOS

El objetivo general es dilucidar cudl de los tres genes presentes en el plasmido p7
caracterizado previamente en el laboratorio del profesor Ramén Serrano (DPL1, SSD1 vy
SRP101) es el responsable del fenotipo de tolerancia a acidificacidn intracelular previamente
descrito. Asimismo se investigara el mecanismo de accidén del gen en cuestion. Los objetivos
especificos son:

1. Construccién de plasmidos recombinantes centroméricos con cada uno de los tres
genes presentes en el plasmido p7 y transformacidn en levadura para dilucidar cual de
ellos confiere tolerancia a acidificacién intracelular provocada por acido acético.

2. Estudio de fenotipos de crecimiento en presencia de acidos débiles y de cationes
toxicosa conferidos por el gen identificado en el apartado 1.

3. Andlisis de la informacidn bibliografica disponible sobre el gen identificado en el
apartado 1.

4. Formular un posible mecanismo de accion en base a los apartados 2 y 3.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepa de Escherichia coli

Se ha utilizado la cepa DH5a que deriva de DH5 por introduccién de una deleccion que
incluye el operdn lactosa, A(lacZYA-argF), y la integracion de un profago que expresa el
fragmento Q de la B-galactosidasa (lacZAM15), con lo que puede hacerse la complementacién
a con plasmidos que expresen el fragmento a. Ademas contiene los marcadores RecA y EndA,
por lo que es perfecta para la propagacion de pldsmidos recombinantes.

3.2. Maedio LB (Luria-Bertani) para bacterias

Se trata de un medio estandar complejo para bacterias compuesto por un 1 % de
Triptona, 0,5 % de extracto de levadura y 0,5 % de NaCl, llevado a pH 7,0 con NaOH. Para
solidificar el medio se adiciona un 2% de agar.

Para la seleccion de colonias mediante la complementacién o de la cepa se suplementan
las placas con 0,04 mg/mL de IPTG (isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido) y 0,04 mg/mL de X-
Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido). Ademas se adiciona 0,1 mg/mL de
ampicilina para la seleccién de colonias resistentes.

3.3. Cepa de Saccharomyces cerevisiae

La cepa con la que se ha trabajado en este trabajo se encuentra designada en la
coleccion del profesor Ramén Serrano como RS-132. Esta cepa deriva de la BWG1-7A
(Guarente et al., 1982) y su genotipo es MATa adel-100 his4-519 URA3-52 leu2-3,112::LEU2.
Esta cepa se ha transformado con un fragmento que contiene el gen LEU2 para evitar que el
requerimiento de leucina condicione la tolerancia a acidificacion intracelular debido a la
inhibicién del transporte de este aminoacido en esas condiciones (Hueso et al., 2012).

3.4. Medio minimo SD (Synthetic-Dextrose) para levadura

Estd compuesto por un 2 % de glucosa, 0,7 % de YNB (“Yeast Nitrogen Base without
amino acids”, un conjunto de minerales requeridos con amonio como fuente de nitrégeno) y
tamponado con acido succinico 50 mM ajustado a pH 5,5 con Tris base. Se suplementa con los
requerimientos nutricionales (auxotrofias) de cada cepa con los aminoacidos y bases
nitrogenadas correspondientes a una concentracion de 30 pug/mL y se afiade un 2 % de agar
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para solidificar el medio. En nuestro caso, los medios se han suplementado con adenina e
histidina (con o sin uracilo, ver abajo) por las caracteristicas de la cepa RS-132 empleada.

En los ensayos en los que es necesario un pH acido el medio se tampona con acido
succinico 50 mM ajustado a pH 3,7 con Tris base.

3.5. Maedio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose) para levadura

Este medio complejo contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de las
levaduras. Estd compuesto por 1 % de extracto de levadura, 2 % de peptona bacterioldgica y 2
% de glucosa; afiadiendo un 2 % de agar en el caso que se quiera solidificar el medio.

Para inhibir la reversién de las mutaciones adel y ade2 que provocan la aparicién de un
color rosado en las colonias se puede afadir 30 ug/mL de sulfato de adenina, llamandose el
medio YPDA.

3.6. Medio SOB (Super Optimal Broth) para bacterias

Este medio se utiliza para la preparacion de células competentes de E. coli. Su
composicion es un 2 % de triptona, 0,5 % de extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCl 3 mM,
MgCl, 10 mM y MgS0, 10 mM

3.7. Condiciones de cultivo

Durante el desarrollo de los experimentos se han hecho crecer las levaduras a
temperaturas entre 28 y 30 2C, tanto en medio completo YPD como en medio sintético SD
(Sherman, 2002). Los medios utilizados se esterilizan en el autoclave durante 20 minutos a 120
oC y 1 atmésfera de presion.

Por otra parte, E. coli ha crecido a una temperatura de 37 2C y los medios se han
esterilizado de la misma manera.

3.8. Plasmido pRS416

La cepa RS-132 se ha transformado con el pldsmido centromérico pRS416 de la casa
Stratagene. Su mapa de restriccidén aparece en la Figura 5 y sus caracteristicas en la Tabla 1.

La insercidn de los genes SSD1 y SRP101 se realiza en el sitio BamH | del vector, mientras
que la insercién del gen DPL1 se realiza entre los sitios de corte EcoR | y Xba |.

10
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Tabla 1. Caracteristicas del plasmido pRS416

Marcador para L.
Marcador para . Plasmido .
. seleccionar en CEN Otro DNA Tamaiio (kb)
seleccionar en levadura . parental
E. coli
URA3 Amp pBluescript | CEN6 ARS4 4,9
CENE_ARS4 pEEX,_3_primer
Pl {4330) URAS_promiter

Ndel (330)

ool
BslBl ]

DRF frame

URA3

e _—

S (853)

lacZ_a

M13-Joraraat primer

T7_promoier
Kpril {2008)
Xhiol

{Z01g)
pBlueseiptks_ primer
Sall [2025)

Clal {2035
Hinalll

Sped (20i76)

WiT3_reverse_primer
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Figura 5. Mapa de restriccion del plasmido pRS416. Se indica el gen de resistencia a ampicilina y lacZ
para la seleccién en bacterias, el centrémero de levadura y el gen URA3 para la seleccidn en levadura en

rojo. Los sitios de corte Unicos aparecen en azul.
3.9. Amplificacion y precipitacion

Se disefian “primers” (cebadores) especificos para los tres genes presentes en el
plasmido p7 para poder trabajar con ellos por separado. Las caracteristicas de cada uno se

muestran en la Tabla 2.

11
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Tabla 2. Caracteristicas de los “primers” de los 3 genes. Tm es la temperatura de 50% hibridacion.

. . Sitio de corte
Primer Secuencia Tm (2C)

(subrayado)
DPL1-dir 5" CTCGAATTCTCATGTTTGACAGCTT 3’ EcoR | 70
DPL1-rev 5" CTCTCTAGACGTCGTCCGTGACATAGG 3’ Xba | 90
SSD1-dir 5" CTCGGATCCGGAACGAAGTTTTGCCGTGC 3’ BamH | 92
SSD1-rev | 5" CTCGGATCCGGATGATGCCTTACCGGAACG 3’ BamH | 96
SRP101-dir 5" CTCGGATCCGCTTCACCCCTCAGTATCC 3’ BamH | 90
SRP101-rev | 5" CTCGGATCCCGCTATTTGTAGTTTGTAAACC 3’ BamH | 90

Para esta reaccidon se utiliza 1 puL de pldsmido p7 (20 ng/uL), 10 puL dNTPs a una
concentracién de 2 mM cada uno (dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 10 uL de “primer” directo y 10 uL
de “primer” reverso ambos a 10 uM (X10), 20 uL de Phusion buffer X5y 1,5 pL de polimerasa
de alta fidelidad Phusion DNA polymerase (New England BiolLabs, Whaltham, Massachussetts,
USA). Luego se afladen 50 pL de H,0 y se introduce en el termociclador.

Para los genes SRP101 y DPL1 se utiliza el programa RS2F porque tienen tamafos
semejantes (2,6 y 2,3 kb respectivamente), siendo los pardmetros de amplificacion los
siguientes: 2 min a 95 2C seguidos de 5 ciclos que consisten en 20 seg a 98 2C, 25 sega 552Cy
1 min a 72 oC. A continuacién, 20 ciclos de 20 seg a 98 2C, 25 sega 65 2Cy 1 mina 72 2Cy para
finalizar 5 min a 72 C.

Por otra parte, debido a que SSD1 es mas grande (4,9 kb) se usa el programa RS2FL que
tiene un tiempo de desnaturalizacidn e hibridacién mayores: 3 min a 95 2C seguido de 5 ciclos
de 20 seg a 98 oC, 25 seg a 55 2Cy 1 min 30 seg a 72 2C. Después se realizan 20 ciclos de 20 seg
a9829C, 25sega 652y 1min30sega729Cy paraacabar5mina 72 °C.

Una vez acabada la amplificacién de los productos se lleva a cabo una precipitacién para
eliminar los posibles dimeros de “primers” que se hayan formado, dNTPs y cambiar el tampdn
para poder seguir con la digestion. Para la precipitacion por cada 100 uL de producto de PCR se
adicionan 5 pL de tRNA 1 % como coadyuvante y 350 pL de etanol-acetato amdnico a una
concentracién de 10 mM. Se deja esta mezcla en el congelador durante 15 minutos vy, a
continuacién, se centrifuga a maxima potencia durante 15 minutos mas. Se retira el
sobrenadante y se lava el precipitado con 1 mL de etanol 70 %. Luego se quita el alcohol y se
deja secar al aire o haciendo uso de una centrifuga conectada a una bomba de vacio. Por
ultimo se resuspende el precipitado en 20 pL TE XO0,1.

Para mejorar el rendimiento de la purificacidn se desarrollé un protocolo a partir de los
reactivos del kit “NucleoSpin Plasmid” (Macherey-Nagel, Diren, Alemania). En este caso, por
cada 100 pL de producto de PCR se afiaden 600 pL del reactivo A3 (con alta concentracion de

12
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la sal caotrépica cloruro de guanidina) y se mezcla. Se aplica a un tubo con una placa de gel de
silice dispuesto dentro de un microtubo de 2 mL y se centrifuga durante 1 minuto a 12000 rpm
para que se retengan los acidos nucleicos en la membrana de silice. Se retira el eluido, se
aplican 600 pL de A4 (contiene etanol y cloruro de guanidina diluido) y se vuelve a centrifugar
1 minuto a la misma velocidad para lavar la placa. Tras repetir este paso una vez mas se
centrifuga durante 2 minutos a la misma velocidad para secar completamente el gel de silice.
Por ultimo, se eluye con 30 uL de 1 mM Tris y 0,1 mM EDTA, pH 8, y se recoge el contenido en
un microtubo. De esta manera se consigue un rendimiento de hasta un 74 %, bastante
superior al método tradicional con etanol-acetato amdnico.

3.10. Digestion

Para la digestion de los genes se prepara una reaccion que contiene 20 plL del producto
de PCR (100 ng/uL), 20 pL de H,0, 5 pL de albdmina de suero bovino libre de DNAsas (BSA X10;
1 mg/mL) y 5 uL de tampdn KAB X10 (1 M acetato potasico, 0,2 M Tris-acético pH 7,6, 0,1 M
acetato de magnesio y 10 mM ditiotreitol). Para los genes SRP101 y SSD1 se utilizan 2 uL de la
enzima de restriccion BamH | (10 unidades/uL), mientras que para el gen DPL1 se usan 2 pL de
cada una de las enzimas Xba | y EcoR | (10 unidades/ pL).

Por otra parte se hace también la digestidn del plasmido pRS416 con el que se va a llevar
a cabo la reaccién de ligamiento. Para ello se usan 4 uL de plasmido a una concentracién de
0,5 pg/uL, 36 pL de H,0 y los mismos volimenes de tampdn KAB X10, BSA X10 y enzima que
en el caso de los productos de PCR.

Tras incubar durante 1 hora y media a 37 2C, se procede a inactivar las enzimas con el
método tradicional fenol-cloroformo-etanol isoamilico (PCl). Se afnaden 100 uL de TE X1y 5 pL
de tRNA 1 % a todo el volumen de la digestion (=50 pL). Luego se adicionan 150 pL de PCl y se
mezclan durante 20 segundos en el vértex para luego centrifugar durante 5 minutos a maxima
potencia. Una vez centrifugado se pueden ver varias fases y se recogen alrededor de 120 uL de
la fase superior donde se encuentra el producto de interés. A continuacion se lleva a cabo una
precipitacion con etanol-acetato amdnico como se ha explicado anteriormente.

En este caso también se puede hacer uso del protocolo desarrollado a partir de los
reactivos del kit “NucleoSpin Plasmid” para mejorar el rendimiento. Se usan los mismos
volumenes y pasos que se han comentado en el apartado anterior y se evitan las posibles
pérdidas de concentracidn ligadas a las precipitaciones consecutivas.

3.11. Ligamiento

Una vez digeridos los genes y los plasmidos e inactivadas las enzimas se realiza la
reaccién de ligamiento. A efectos practicos las cantidades que se deben usar son 100 ng de
plasmido linearizado y 200 ng del inserto para un volumen final de 15 pL. A estas cantidades se
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les afiade un 1,5 pL de tampdn de ligasa T4 y 1,5 pl de T4 DNA ligasa (1 unidad/uL). Se
completa el volumen con agua y se incuba toda la noche a una temperatura de 7 2C.

3.12. Preparacion de células competentes de E. coli

Para la obtencién de células competentes de la cepa DH5a. especificada en el apartado
anterior se sigue el protocolo descrito por Inoue et al. (1990). Se parte de 400 pL de cultivo
saturado que se inoculan en 200 mL de medio SOB. Se incuba el cultivo a una temperatura de
18-25 °oC hasta alcanzar una absorbancia de 0,5-0,7 a 660 nm y se enfria el matraz en hielo.
Transcurridos 10 minutos, se centrifugan las células a 5000 rpm durante 10 minutos a 4 ¢C. Se
elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento agitando primero con el sobrenadante
restante y luego con 10 mL tampdn de transformacién TB frio (PIPES 20 mM ajustado a pH 6,7
con KOH, CaCl, 20 mM, KCI 210 mM y MnCl, 50 mM). Esta mezcla se deja en hielo durante 10
minutos y se centrifuga en las mismas condiciones. A continuacidn se repite la operacién y se
lleva a un volumen final de 5 mL con TB frio. Por ultimo, se afiaden 375 uL de dimetilsulféxido
(DMSO) poco a poco y con una agitacion continua leve. Se deja reposar 10 minutos en hielo y
se distribuye en microtubos en alicuotas de 100 pL. Estas alicuotas se almacenan a -80 2C.

3.13. Transformacion de E. coli

Se descongelan a temperatura ambiente microtubos que contienen 100 pL de células
competentes y se mantienen en hielo. Se les afiade 5 pL de la reaccion de ligamiento del
pldasmido con el inserto y se dejan en hielo durante 30 minutos. A continuacidn se calienta en
un termobloque a 42 9C durante 2 minutos para producir el choque térmico. Después se
adicionan 250 pL de medio LB y se incuba el tubo a 37 eC durante 1 hora para expresar la
resistencia a ampicilina. Por ultimo, se extiende el contenido en placas de LB suplementadas
con ampicilina, IPTG y X-Gal como se ha explicado antes, aprovechando la resistencia a este
antibidtico que confiere el pldsmido y la complementacién o debida al gen lacZ. Se dejan a 37
oC hasta que aparezcan colonias y se seleccionan las que sean blancas, ya que son estas las que
tienen el plasmido con el inserto porque ha truncado el gen lacZ y no han permitido la
complementacidn alfa por la cual serian de color azul.

De forma paralela se hace un control negativo que sélo contiene células competentes y
un control positivo con el plasmido pBluescript (2 uL a 0,5 ng/uL).

3.14. Minipreparacion del plasmido

Se utiliza el kit “NucleoSpin Plasmid” de Macherey-Nagel (Diren, Alemania) que
contiene filtros con gel de silice para la unidon de acidos nucleicos en presencia de sales
caotropicas, el lavado de los filtros con etanol y la elucién con 1 mM Tris y 0,1 mM EDTA pH 8.
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3.15. Digestion y electroforesis

Se comprueba el pladsmido extraido mediante una digestidn y electroforesis. Para la
digestion se usan las mismas enzimas con las que se digirid el plasmido y el inserto
anteriormente para que queden separados. Luego se lleva a cabo una electroforesis en gel de
agarosa a una concentracion del 0,7 % con la finalidad de observar que aparece el patrén de
bandas correspondiente a los sitios de corte de las enzimas utilizadas. El gel se situa en una
cubeta de electroforesis sumergido en buffer TBE X0,5 (45 mM Tris base, 45 mM acido bérico y
1 mM EDTA).

Se cargan 4 uL de digestidn, 6 uL de H,0 y 2 uL de tampdn de carga (40 % sacarosa, 0,23
% azul de bromofenol y 0,1 M EDTA) a una concentracién X6. También se carga el patron de
pesos moleculares A-Hindlll para comparar los tamafios y calcular la concentracidon de
pldasmido. Las moléculas de DNA migran por el gel segin su tamafio y del polo negativo al
positivo debido a la carga negativa intrinseca que posee por los grupos fosfato de su
estructura.

Por ultimo, se visualizan los fragmentos por tincién con bromuro de etidio, el cual se
intercala entre las bases nitrogenadas y emite fluorescencia al ser excitado con luz ultravioleta.

3.16. Preparacion de células competentes de levadura

Se ha llevado a cabo el método de Schiestl y Gietz (1989). En primer lugar se dejan
crecer durante toda la noche células de la cepa RS-132 en 1 mL de medio YPD liquido. Al dia
siguiente, en un matraz de 250 mL con 200 mL de medio YPD se pipetean 200 uL de cultivo
saturado y se deja crecer a 28 2C con agitacion.

Tras dejarlo crecer toda la noche, se determina la absorbancia de una dilucién 1:10 a
660 nm en el espectrofotdmetro. Una vez que el valor de la densidad dptica se encuentra
entre 1 y 2 (corrigiendo con la dilucidn) significa que las células se encuentran en fase
exponencial y es el momento éptimo para empezar el protocolo de preparacién de células
competentes.

Se reparte el cultivo en 4 tubos Falcon de 50 mL y se centrifugan 5 minutos a 2000 rpm.
Se resuspende el sedimento en 5 mL de LiTE (0,1 M de acetato de litio, 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,6), se junta el contenido de los 4 tubos en uno solo y se vuelve a centrifugar como
antes. Ahora el sedimento de levadura se resuspende en 0,8 mL de LiTE y se vierte todo el
contenido en un microtubo, dejandolo a 30 2C durante 1 hora sin agitacion.

Tras dejarlo incubar, se afiaden 400 pL de ssDNA 1 % (DNA de esperma de salmdn
sonicado para fragmentarlo y desnaturalizado por calentamiento a 95 2C) para estabilizar el
pldasmido. Se mide el volumen y se afiade % del mismo de glicerol 75 %, se mezcla bien y se
distribuyen las células en alicuotas de 100 pL. Por ultimo se congelan las células a -80 2C.
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3.17. Transformacion de S. cerevisiae

Se descongelan tantos tubos de células competentes como transformaciones se vayan a
hacer. Una vez descongelados se afiade 0,1-1 ug de pldsmido, equivalente a 5 L, y se deja en
hielo durante 10 minutos.

A continuacién, se adicionan 600 pL de PEG-LITE (polietilenglicol 4000 al 40 % p/v en
LiTE) y se incuba a 30 2C durante 30 minutos primero y 10 minutos a 42 °C después para lograr
el choque térmico. Se centrifuga 15 minutos y se eliminan alrededor de 650 uL de
sobrenadante. Por ultimo se resuspenden las células con el resto de sobrenadante y se anaden
100 pL de H,0 MiliQ estéril.

Una vez resuspendidas las células, se extiende todo el volumen en placas de SD
suplementadas con las auxotrofias de adenina e histidina. Sin embargo, no se afiade uracilo
(otra de las auxotrofias de la cepa empleada, RS-132) para asegurar que las células crecen
porque han incorporado el plasmido con el gen URA3 y no porque se encuentre el uracilo en el
medio. Se dejan incubar las placas a 28 2C hasta que se observen colonias (2-3 dias
aproximadamente).

3.18. Seleccion del gen de resistencia a pH acido

Cuando se ha conseguido transformar la levadura con las 3 construcciones distintas, se
procede a hacer un cultivo en medio liquido para identificar cual de los genes es el responsable
de la resistencia a pH dcido mediante réplica en placa.

Una vez que el cultivo liquido ha alcanzado la saturacidn (24h), se mide la absorbancia a
660 nm en un espectrofotometro SP8001 DINKO (Barcelona) dando como resultado entre 3 y
4, por lo que se encuentra en la fase estacionaria. Para hacer la réplica se prepara una placa
multipocillo con 200 plL en cada pocillo que se va a emplear. Se realizan dos diluciones de cada
cultivo: la primera diluyendo 5 pL en 200 plL (1/40), y la segunda diluyendo 25 pL de la primera
en 200 pL de agua (1/360).

Se preparan placas de SD con adenina, histidina y acido acético a una concentracion de
54 mM y tampdn 50 mM succinico-Tris base pH 3,7. El replicador se esteriliza a la llama con
alcohol y después se siembran las células depositando gotas de un volumen cercano a 3 uL
sobre la placa. Se deja que se absorban las gotas y luego se incuban a 28 2C hasta que se vea
crecimiento.

3.19. Comprobacion de fenotipos con acidos débiles y cationes téxicos

Para llevar a cabo esta comprobacidon se empieza preparando inéculos en medio SD
liqguido y en YPDA liquido de la cepa RS-132 transformada con el pldsmido pRS416 vacio, el
plasmido con el inserto de SSD1 y el plasmido p7. Cada indculo contiene 2 mL de medio y una
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colonia de levadura que se deja crecer durante toda la noche en agitacion y a una temperatura
de 28 9C. Al dia siguiente se miden las absorbancias a 660 nm para comprobar que el cultivo ha
alcanzado la fase exponencial.

Después se preparan tubos con 2 mL de medio SD con adenina e histidina y dacido
acético (AcH) a distintas concentraciones (40-60 mM). De la misma manera se hace con acido
sorbico a concentraciones entre 0,2 y 0,6 mM. Por otra parte, se preparan tubos con 2 mL de
medio SD y YPDA con cationes téxicos como la higromicina B (Hyg B) a concentraciones entre
30y 60 pg/mLy norespermidina (NE) a una concentracion entre 2 y 4 mM.

En estos tubos se siembran 5 pL de cultivo en aquellos que contienen medio SDy 2 uL
del mismo cultivo en los que sean de YPDA para que no alcance la saturacion. Se dejan crecer a
28 °C con agitacion continua y se leen las absorbancias al dia siguiente.

3.20. Curva de crecimiento mediante analisis con Bioscreen

Para este andlisis se vuelven a preparar inéculos de la cepa RS-132 con el plasmido
pRS416, SSD1 y p7 en SD y en YPD para tener un cultivo fresco al dia siguiente. Luego, en
microtubos de 2 mL se afiade 1,5 mL de medio y el volumen de AcH, sérbico, Hyg B o NE
necesarios para obtener la concentracidén en el cultivo que se quiere estudiar. Ademas se
hacen controles de los medios y de cada cepa para poder comparar los datos. Una vez que se
ha hecho esto se siembra en los tubos un volumen de cultivo que dé como absorbancia inicial
0,02 a 660 nm.

A continuacién se procede a llenar la placa especial de Bioscreen que contiene 100
pocillos. En cada pocillo se afiaden 300 pL cultivo, teniendo 3 réplicas técnicas por cada
microtubo que se ha preparado. Después de llenar los pocillos, se introduce la placa en el
Bioscreen C (Oy Growth Curves AB Ltd., Finlandia) y se deja durante 3 dias. La placa se incuba a
28 °C, con una agitacidn alta antes de cada lectura de absorbancia, que se mide a intervalos de
30 minutos a 420-550 nm.

Transcurrido este tiempo, se recogen los datos y se corrigen las absorbancias tal y como
describe Warringer y Blomberg (2002) con el objetivo de obtener graficas de crecimiento,
rendimiento de los cultivos, tasa de crecimiento y duracién de la fase de latencia.
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4. RESULTADOS
4.1. Subclonacidén de los tres genes de levadura presente en el plasmido p7

En primer lugar se hizo amplificacion con DNA polimerasa de alta fidelidad de los 3
genes presentes en el plasmido p7 con los primers disefiados especificamente para ello. Tras
comprobar los productos de amplificacién como se puede ver en la Figura 6, se realizé la
digestion de estos productos junto a la del plasmido pRS416 con las enzimas adecuadas para
cada gen.

kb M DPLI SRP SSD1
23
9,4 R——
6,6 ‘:‘:
44

2,3
2,2

Figura 6. Amplificacion de los genes DPL1, SRP101 y SSD1. Genes amplificados de tamafio 2,3, 2,6 y 4,9
kb respectivamente con una concentracién de 100 ng/ulL. El patrén de bandas (M) es A-Hindlll.

Conviene indicar que en el caso del gen DPL1 el plasmido p7 contenia solamente 60 bp
delante del ATG iniciador de la traduccidn. Por ello se amplificé también una regién de 0,35 kb
propia del plasmido Ycp50 que contiene el promotor bacteriano del gen de resistencia a
tetraciclina por si estuviera contribuyendo a la expresién de este gen en la levadura.

A continuacién se llevé a cabo el ligamiento y se transformd E. coli, seleccionando
colonias resistentes a ampicilina y que no fueran azules (colonias blancas) en placas con IPTG y
X-Gal ademas de ampicilina. Por ultimo, después de que crecieran los cultivos se extrajeron los
plasmidos con el kit “NucleoSpin Plasmid” y se hizo una comprobacidn mediante digestidn y
gel de electroforesis (véase Figura 7).

Los plasmidos con SRP101 dan 3 bandas, la primera corresponde al plasmido digerido
parcialmente, la segunda al plasmido digerido y la de menor tamario es el inserto. El gen SSD1
digerido con la enzima BamH | da una banda de mayor tamafio correspondiente al plasmido
parcialmente digerido y una segunda banda donde se juntan el plasmido digerido y el inserto
porque son del mismo tamafio. Es por ello que se digirié también con la enzima Nco | que corta
solamente en el plasmido y no en el inserto. Se ve un patrén de tres bandas donde la primera
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es el inserto y las dos siguientes son del plasmido. Por otra parte, DPL1 se digirié con las
enzimas EcoR | y Xba | y se obtuvieron 3 bandas también, la del plasmido sin digerir
totalmente, la del plasmido digerido y la menor que es la del inserto.

a) b)

M SRPSRP SSD SSD 416416 M st
M 416 DPL
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Figura 7. Andlisis de la subclonacién de los tres genes en el plasmido pRS416. a) De izquierda a
derecha: patrén de DNA de fago lambda digerido con Hind Ill (tamafio de las bandas a la izquierda),
pldsmido con SRP101 digerido con BamH 1, otro plasmido con SRP101 digerido con BamH |, plasmido
con SSD1 digerido con BamH |, otro plasmido con SSD1 digerido con BamH |y Nco |, plasmido pRS416
vacio digerido con BamH |, plasmido pRS416 sin digerir y el patron de DNA de nuevo. b) De izquierda a
derecha: patron de DNA de fago lambda digerido con Hind lll, plasmido pRS416 digerido con EcoR | y
Xba |, gen DPL1 digerido con EcoR | y Xba |.

4.2. Elgen SSD1 es responsable de la tolerancia a acido acético que confiere el
plasmido p7

Una vez comprobados los plasmidos ligados con los distintos insertos se procedié a la
transformacion de la cepa RS-132 de levadura. Se usaron placas de SD con adenina e histidina
para aislar colonias transformadas con el gen URA3 del pladsmido pRS416. Después de crecer
hasta fase estacionaria, se sembraron los transformantes en placas de SD con adenina e
histidina y acido acético a una concentracion de 54 mM con el objetivo de identificar el gen
responsable de la tolerancia a estrés acido del plasmido p7.

Tras dejarlo incubar durante 3 dias a 28 2C se recogieron las placas y se comprobo el
fenotipo (véase Figura 8).
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DPL SRP SSD p7 C-
DPL SRP SSD p7 C-

DPL SRP SSD p7 C-
DPL SRP SSD p7 C-

Figura 8. Comprobacion de tolerancia a acido acético por crecimiento de gotas de levadura
transformada. a) Esquema que se ha seguido para depositar las gotas. b) Crecimiento de las gotas tras
incubar durante 3 dias a 28 °C.

Las levaduras transformadas con una copia extra de los genes DPL1 y SRP101 no
crecieron mientras que las transformadas con el gen SSD1 si que mostraron crecimiento de
igual forma que las transformadas con el plasmido p7. Ademas, la dilucidén 1/40 crecié mas que
la dilucién 1/360 como se esperaba. Estos resultados indican que el fenotipo de tolerancia a
acido del pldsmido p7 se debe al gen SSD1.

4.3. Fenotipos obtenidos en los ensayos en tubo

En primer lugar se identificd la concentracién minima inhibitoria para la cepa de
levadura RS-132 transformada con el pldsmido pRS416 vacio viendo cudl era la cantidad
minima de acido que inhibia el crecimiento en medio SD liquido (suplementado con adenina e
histidina). Como ya se ha explicado antes, se preparaban inéculos en 2 mL de medio a partir de
colonias en placa y se dejaban crecer durante 24 horas con agitacién continua. La absorbancia
inicial de los inéculos se encontraba alrededor de 0,07. Los resultados se ven reflejados en las
Tablas 3y 4.

Tabla 3. Absorbancias a distintas concentraciones de acido acético
[AcH] (mM) 0 40 50 60

Absorbancia (u.a.) 0,19 0,02 <0,02 <0,02

Tabla 4. Absorbancias a distintas concentraciones de acido sérbico
[Sérbico] (mM) 0 0,2 0,4 0,6

Absorbancia (u.a.) 0,20 0,05 0,03 <0,02
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Como se puede ver, en el caso del acido acético una concentracién comprendida entre
40 y 60 mM es muy efectiva, coincidiendo con la concentracién utilizada en los ensayos en
placa (54 mM). En cuanto al acido sérbico, una concentracién entre 0,4 y 0,6 mM inhibe el
crecimiento de manera mas evidente.

Por otra parte, se procedié de igual manera con los cationes tdxicos higromicina B y
norespermidina en medio SD y YPDA liquido para caracterizar en profundidad la cepa
transformada con SSD1. Los resultados estan recogidos en la Tabla 5.

Tabla 5. Absorbancias medidas de higromicina B y norespermidina en medio SD y YPDA

Toéxico Higromicina B Norespermidina
Concentracion 0 pg/mL 30 ug/mL 60 ug/mL | OmM 2mM 4 mM
Medio SD 0,23 0,21 0,20 0,23 0,21 0,22
Medio YPDA 0,40 0,02 <0,02 0,40 0,02 <0,02

Con estos resultados se puede decir que estos cationes no tienen efecto en medio SD
mientras que en YPDA si que son efectivos. Esto puede estar debido a que en el medio SD la
fuente de nitrégeno es el sulfato de amonio vy la alta concentracién de amonio de este medio
(76 mM) puede impedir la entrada de los cationes tdxicos, que son derivados con grupo amino.
En YPDA la fuente de nitrégeno son aminodcidos a bajas concentraciones y no competirian por
la entrada de cationes tdxicos.

En este caso, la concentracion de higromicina B suficiente para inhibir el crecimiento es
de 30 pg/mL mientras que para la norespermidina con una concentracion de 2 mM es
suficiente.

Una vez recogidos estos datos se procedidé a comparar la cepa RS-132 transformada con
el pldsmido vacio con la misma cepa transformada con el gen SSD1 y con el plasmido p7,
usando las concentraciones de acidos en medio SD y las de cationes en YPDA indicadas
anteriormente. Se dejaron crecer los tubos a 28 2C en agitacién durante 24 h. En este caso se
sembré mas cantidad de la cepa RS-132 transformada con el plasmido pRS416 vacio respecto a
los ensayos anteriores, por lo que las absorbancias son mayores. Los resultados obtenidos
fueron los siguientes (Tabla 6).

Tabla 6. Absorbancias obtenidas con las 3 cepas en las distintas condiciones

pRS416 pRS416-S5D1 p7
Control 0,37 0,89 0,84
Medio SD AcH 54 mM < 0,02 0,09 0,05
Soérbico 0,5 mM <0,02 0,11 0,06
Control 2,40 4,00 3,89
Medio YPDA | Hyg B 30 pug/mL 0,12 0,59 0,17
NE 2 mM 0,15 0,31 0,25
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Cuando la cepa se transforma con otra copia del gen SSD1 crece de una manera mas
vigorosa como se aprecia en los controles, ya que alcanza el doble de absorbancia que la cepa
con el pldsmido vacio. Ademas, el crecimiento en presencia de acidos débiles y cationes
téxicos se ve menos inhibido pero esto puede ser por el hecho de que crece mas en vez de que
haya aumentado la tolerancia hacia el estrés aplicado. Un andlisis mas detallado del efecto de
los acidos débiles y de los cationes toxicos sobre el crecimiento se ha realizado con el aparato
Bioscreen Cy se describe a continuacién.

4.4. Andlisis mediante Bioscreen del fenotipo de crecimiento de la duplicacién
génica de SSD1

Para dilucidar si la tolerancia conferida por el plasmido centromérico se debe
simplemente a un aumento de la tasa de crecimiento o se debe a otro mecanismo realizamos
ensayos en Bioscreen con el objetivo de obtener curvas de crecimiento completas con las que
poder estudiar y comparar todos los pardmetros. En este caso se usa una concentracion de
acido acético de 60 mM y de acido sérbico 0,45 mM en medio SD, mientras que en YPDA se
afiade higromicina B a una concentracion de 30 pg/mL y de norespermidina a 3 mM. La
concentracién de norespermidina se aumenté respecto a la utilizada en los ensayos en tubo
porque se vio que la inhibicién era menor de lo que se esperaba.

Transcurrido el tiempo de incubacidn y procesados los datos, los resultados obtenidos
en medio SD con acido acético se pueden ver en la Figura 9.

Para facilitar la comprensién de los datos se han representado todas las curvas de la
cepa RS-132 transformada con el plasmido pRS416 vacio (416) de color azul, cuando esta
transformada con el plasmido ligado al gen SSD1 (SSD1) de color rojo y cuando se transforma
con el plasmido p7 (p7) en color verde. Ademas, tienen simbolos distintos y los cultivos
sometidos a estrés se han representado con el simbolo sin rellenar.
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Figura 9. Curva de crecimiento en medio minimo SD control o suplementado con acido acético 60 mM.

En medio minimo SD (suplementado con adenina e histidina) la cepa RS-132
transformada con otra copia del gen SSD1 (bien solo o con los otros dos genes presentes en el
pldsmido p7) tiene un crecimiento mayor que el control con plasmido vacio, tanto en medio
sin 4cido como en presencia del mismo de acido acético como ya se habia visto en los ensayos
en tubo. En cuanto al cido sdrbico, los resultados (véase Figura 10) son similares aunque no se
ve una inhibicidn tan clara como la del acético.
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Figura 10. Curva de crecimiento en medio minimo SD control o suplementado con acido sérbico 0,45
m.

Por otra parte, se procesaron las absorbancias obtenidas en medio YPDA con los dos
cationes toxicos, dando en higromicina B los resultados reflejados en la Figura 11 y en
norespermidina los de la Figura 12.
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La higromicina B s6lo provoca pequeiios cambios en cuanto a la duracion de la fase de
latencia pero luego el rendimiento final del cultivo es igual, por lo que no hay diferencias entre
la cepa transformada con el plasmido pRS416 vacio y la cepa transformada con el gen SSD1.
Ademas el p7 da el mismo resultado también por lo que el resultado es fiable.
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Figura 11. Curva de crecimiento en medio YPDA control o suplementado con higromicina B 30 ug/mL.
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Figura 12. Curva de crecimiento en medio YPDA control o suplementado con norespermidina 3 mM.

En el caso de la norespermidina no se ven diferencias a una concentraciéon de 3 mM ya
que el rendimiento final de los controles y los cultivos con el catidn tdéxico es el mismo. Se
pueden ver diferencias en la duracidn de la fase de latencia y tasa de crecimiento pero afectan
a las tres cepas por igual.
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Visto que los cationes téxicos afectan por igual a la cepa con plasmido vacio como a la
cepa con otra copia del gen se decidié realizar ensayos con 4cidos débiles en medio YPD. A
diferencia de lo que ocurria en medio minimo, el comportamiento en YPDA sin acido es igual
tanto para la cepa control como para la cepa con un aumento de dosis génica de SSD1. Sin
embargo, en presencia de acido acético, la cepa con una copia mas de SSD1 es mas tolerante,
al igual que ocurria en medio minimo (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de crecimiento en medio YPDA control o suplementado con acido acético a distintas
concentraciones.

Una vez representadas todas las curvas de crecimiento se procede a hacer un analisis
comparativo en ambos medios. Se han analizado en funcién de tres parametros basicos: la
velocidad o tasa de crecimiento (1 = dA / (A x dt) en horas™; A = absorbancia), el retraso en
comenzar el crecimiento exponencial tras la siembra (“lag”, en horas) y el rendimiento final de
los cultivos (en unidades de absorbancia). Estos valores se representan en la Figura 14 como
diagrama de barras. Como puede apreciarse, la copia extra del gen SSD1 aumenta la velocidad
de crecimiento en medio normal (x 1,2 veces) y ademds la hace menos sensible a la
acidificacion intracelular provocada por acidos débiles. Por ejemplo, con 60 mM acético la
velocidad de la cepa control cae al 32 % del valor en medio sin dcido mientras que en la cepa
con la copia extra de SSD1 solamente cae al 70 % del valor sin acido. Lo mismo ocurre con el
retraso inicial (que aumenta con los acidos pero menos en levadura con la copia extra de SSD1)
y con el rendimiento final (que disminuye con los acidos pero menos en levadura con la copia
extra de SSD1). Las diferencias entre la cepa con el plasmido p7 y con la construcciéon con
solamente SSD1 se deben a pequefias diferencias de los cultivos iniciales.

La diferencia principal entre el medio rico (YPD) y el minimo (SD con adenina e histidina)
es que en medio minimo sin estrés acido, una copia extra de SSD1 aumenta la velocidad y
rendimiento del crecimiento, acortando ademas el retraso inicial, mientras que en medio rico
sin acido estos parametros no se afectan. Por otro lado, en medio minimo una copia extra de
SSD1 reduce el efecto de los acidos débiles tanto a nivel de velocidad, rendimiento y retraso
inicial del crecimiento mientras que en medio rico solo reduce el efecto del estrés acido en el
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rendimiento y retraso inicial del crecimiento pero la inhibicién de la velocidad de crecimiento

por acidos es igual que en la cepa control. Estas diferencias seran importantes para dilucidar el

mecanismo de accidon de SSD1 en relacion con la tolerancia al estrés acido intracelular.
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! 0,7
0,4 = 0,6
] 0,5
03 I o416
0,4 0416
0,2 T WSSD1 0,3
WSSD1
0,1 gp7 | |92 [
0,1 —
0 0
Control AcH 60 mM Sorb 0,45 mM Control AcH50 mM AcH 60 mM
c) d)
4 Rendimiento a las 70 h en SD 5 Rendimiento a las 70 h en YPD
3 T T 4
T 3
5 | 0416 0416
Eer) WSSD1 2
mssD1
1 H Ep7
1
0 0
Control AcH 60 mM Sorb 0,45 mM Control AcH50 MM AcH 60 mM
e) f)
Tiempo en fase lag medio SD Tiempo en fase lag medio YPDA
30 4
25
20 {' 3 I I
D416
T _ 0416
15 fl WSSD1 2
mssD1
10 T @7
: 1
5
0 0

Control

AcH 60 mM Sorb 0,45 mM

Control

AcH50 MM AcH 60 mM

Figura 14. Parametros de crecimiento en medio SD y medio YPDA suplementados con distintos acidos.

En blanco se representa la cepa RS-132 transformada con el plasmido pRS416 vacio (416), en negro la

cepa transformada con el plasmido pRS416 con el inserto SSD1 (SSD1) y con trama de rayas se

representa la cepa transformada con el pladsmido p7 (p7). Los acidos utilizados son acético (AcH) y

sorbico (Sorb). a) Tasa de crecimiento en medio SD (h'l). b) Tasa de crecimiento en medio YPDA. c)

Rendimiento del cultivo (Absorbancia) a las 70 horas en medio SD. d) Rendimiento del cultivo a las 70

horas en medio YPDA. e) Tiempo en fase de latencia (h) en medio SD. f) Tiempo en fase de latencia en
medio YPDA.
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5. DISCUSION

En este trabajo hemos observado que el gen SSD1 proveniente de una biblioteca
gendmica construida con DNA de la cepa silvestre S288C mejora la tolerancia a estrés acido
intracelular (provocado con acidos débiles) en una cepa de laboratorio con fondo genético
BWG1-7A (RS-132, ver Materiales y Métodos). Vamos a describir la informacidn disponible
sobre el gen SSD1 y a continuacion el posible mecanismo de los fenotipos observados en el
presente trabajo.

5.1. Informacidn sobre el gen SSD1 de levadura

Se han descrito dos alelos de este gen: SSD1-V y ssd1-d. Por un lado, SSD1-V estd
presente en la cepa silvestre S288C y es un supresor dominante de la mutacién nula en el gen
sit4, mientras que ssd1-d estd presente en muchas cepas de laboratorio como las derivadas de
W303, es recesivo y resulta letal en combinacidn con la mutacién sit4 (Sutton et al., 1991).
Ademas se ha visto que SSD1-V suprime mutaciones en genes relacionados con la respuesta a
cAMP (Sutton et al., 1991), genes que codifican subunidades de la RNA polimerasa Il (Stettler
et al., 1993) y genes que codifican factores de procesado de RNA (Luukkonen y Seraphin,
1999). También se ha visto que SSD1-V es capaz de restaurar la resistencia a temperatura en el
caso que haya mutaciones en el gen TOR1 (Reinke et al., 2004).

Se asocia genética o fisicamente con cerca de 200 genes implicados en la integridad de
la pared celular, el crecimiento celular y tolerancia a estrés. La adicién de una copia del alelo
SSD1-V a una cepa portadora del alelo ssd1-d es capaz de aumentar la longevidad en dos
ordenes de magnitud (Kaeberlein et al., 2004), siendo su funcién regulada por la quinasa Cbk1
en el modelo que se ve en la Figura 15 (Jansen et al., 2009; Kurischko et al., 2011). Los
mutantes de SSD1 muestran sensibilidad a la cafeina, fungicidas, cambios de osmolaridad y
otros componentes lo que refuerza la hipdtesis de que tenga un rol en el mantenimiento de la
integridad de la pared celular (Ibeas et al., 2001). Sin embargo, sigue sin entenderse cual es el
mecanismo molecular por el cual lleva a cabo su funcién.

Translation Translation
repression

Cbk1 .
P bodies «— Ssd1 ——> Ssd1® 5> asymmetric

4—_)- MRNA localization
ppase?

-\;\/\T/L_
% STRESS é\i
B aVAYAY

Figura 15. Modelo propuesto para la funcion de SSD1 y Cbk1. En condiciones normales Cbk1 fosforila
SSD1 y lleva a cabo su funciéon mientras que en condiciones de estrés se desfosforila y se asocia con
organulos que contienen mRNAs degradados (P bodies) (Jansen et al., 2009).
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Ssd1-V tiene 1250 aminoacidos mientras que Ssd1-d (en la cepa W303) ha perdido los
ultimos 552 aminoacidos por una mutacién que introduce un coddn de terminacién (Jorgensen
et al., 2002; Avrahami-Moyal et al., 2012). Ssd1-V tiene homologia con la ribonucleasa Il de
Escherichia coli y el dominio deleccionado en Ssd1-d incluye el sitio catalitico de unidn a RNA,
por lo que probablemente ssd1-d es un alelo no funcional. No obstante la funcidn fisiolégica de
Ssd1-V puede no requerir actividad ribonucleasa sino que parece regular la estabilidad y
localizacién subcelular de algunos mRNAs (Ohyama et al., 2010).

En cuanto a sus proteinas homologas, Ssd1-V tiene un homdlogo en levadura llamado
Dis3 que es la subunidad catalitica del complejo “exosoma” que degrada RNAs y el gen DIS3 es
esencial en levadura. Tras enfrentar la secuencia de Ssd1-V frente a la base de datos del NCBI
mediante un Blastp se ha visto que en humanos la proteina mas semejante es DIS3 (el ortdlogo
de Dis3 de levadura) como se aprecia en la Figura 16, aunque también tiene cierta homologia
con otras proteinas relacionadas con DIS3 pero probablemente con otras funciones.

Secquences producing signficant alignments:
Select: Al None Selected:0
t Alignments - 8

i Max | Total Query E ;
Deseription Ident Accession
seore suore cover value

) DIS34ke exonuelease 2 soform 1 (Homo saplens) 184 209 5% Gedl 26% qlf34268800INP 6895064

151 191 48% ted6 %

PREDICTED: exosome complex exonuclease RRP44 isoform X2 (Homo sapiens)

| PREDICTED: exosome complex exonuclease RRPAA isofom X1 [Homo sapiens] 161 150 8% 1e-3 24% qlST88TIBP 0067198411

£x0some complex exonuelease RRP4 soform b [Homo saplens] 151 151 8% 2e-36 24% qil1900146251NP 001121698 1

Figura 16. Blastp de la secuencia de la proteina Ssd1 frente a la base de datos del NCBI. La proteina
DIS3 y sus isoformas presentan homologia con un e-value muy significativo.

El gen Dis3 se encuentra en el cromosoma 13 en humanos y codifica para una
exoribonucleasa 3°-5°. Esta conservada a lo largo de la evolucién desde eubacterias a
eucariotas y es un elemento crucial en el procesamiento de RNA. Recientemente se ha
comprobado que mutaciones puntuales en este gen conllevan alteraciones citogenética
relacionadas con el desarrollo o progreso del mieloma multiple (Weifbach et al., 2014).

Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, parece ser que Ssd1-V no funciona
como ribonucleasa sino que se une a mRNAs modificando su estabilidad y localizacion. Es
probable que Ssdl evolucionara a partir de Dis3 perdiendo la actividad exonucleasa y
adquiriendo nuevas funciones basadas en unién y estabilizacion de mRNAs.

Aunque el alelo de SSD1 en la cepa BWG1-7A (y por tanto en la RS-132 que hemos
utilizado) no ha sido caracterizado, existe la posibilidad de que sea similar al ssd1-d de otras
cepas de laboratorio y en ese caso los fenotipos observados en este trabajo no se deberian a
una duplicacién de dosis génica sino a la complementacidn del alelo inactivo o poco activo de
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la cepa RS-132 (ssd1-d) por la forma activa del gen (SSD1-V). Por tanto, un trabajo futuro
debera aislar y secuenciar el gen SSD1 de la cepa RS-132 para comprobar si corresponde al
alelo ssd1-d o al alelo SSD1-V.

5.2. Mecanismo de tolerancia a acido acético producido por Ssd1

Los conocimientos disponibles sobre el gen SSD1 no permiten establecer un mecanismo
de tolerancia a acidificacion intracelular provocada por acido acético. Sin embargo creemos
gue el método de seleccién que identific6 a SSD1 y nuestros estudios de crecimiento y
proliferacién celular permite establecer una conexidn entre SSD1 y la regulacidon del
crecimiento y proliferacién celular por el pHi.

En medio minimo SD (con amonio como fuente de carbono) hemos observado que SSD1
mejora el crecimiento tanto en ausencia como en presencia de acido acético y lo hace a tres
niveles: el retraso inicial hasta que el cultivo inicia el crecimiento exponencial (“lag”), la
velocidad de crecimiento y el rendimiento final del cultivo (Figura 17).

Medio SD

GD é Gl
(retraso inicial)

G,2S
AcH (velocidad de -

crecimiento) == AA
& enddgenos

Rendimiento final

Figura 17. Modelo del efecto de Ssd1 sobre el crecimiento y tolerancia a acético de la levadura en
medio minimo SD. El retraso inicial refleja la transicion GO->G1 de las células del inéculo, que estaban
en fase estacionaria. La velocidad de crecimiento viene determinada por la transicion G1->S y el
rendimiento final del cultivo refleja la eficiencia energética del crecimiento en unas condiciones dadas.
Ssd1 tiene efectos en ausencia y en presencia de acético. AA = aminoacidos; AcH = acido acético para
bajar el pH intracelular.
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En medio YPD rico en aminoacidos el efecto del gen SSD1 es similar pero con diferencias
sustanciales (Figura 18). Solamente mejora el crecimiento en presencia de acético y ello
afectando solamente al retraso inicial y al rendimiento inicial.

Medio YPDA

[ ssd1 ]

Go—=> G
{retraso inicial)

crecimiento)

/ Gy—=>S
AcH ﬁ {velocidadde — AA d#'
medio

Rendimiento final

[ ssd1 |

Figura 18. Modelo del efecto de Ssd1 sobre el crecimiento y tolerancia a acético de la levadura en
medio rico YPD. El retraso inicial refleja la transicién GO->G1 de las células del inéculo, que estaban en
fase estacionaria. La velocidad de crecimiento viene determinada por la transicion G1->S vy el
rendimiento final del cultivo refleja la eficiencia energética del crecimiento en unas condiciones dadas.
Ssd1 solamente tiene efectos en presencia de acético y se limitan al retraso inicial y al rendimiento final.
AA = aminodcidos; AcH = 4cido acético para bajar el pH intracelular.

Dado que el efecto de Ssd1 depende de la presencia de aminodcidos en el medio, una
interpretaciéon de estos resultados podria ser que el efecto de Ssd1 en el crecimiento y
proliferacién de la levadura estd mediado por los sistemas de respuesta a aminoacidos, como
es el caso de TORC1. TORC1 es un complejo esencial de la proteina quinasa Torl (o Tor2) con
proteinas accesorias que se activa por aminodacidos (Loewith y Hall, 2011). Regulan la sintesis
global de proteinas en los ribosomas, activandola cuando hay abundancia de aminoacidos.
Recientemente se ha descrito que TORC1 se activa por pHi alto (Dechant et al., 2014), es decir,
al igual que los aminoacidos, el pHi afecta a TORC1. Como se indica en la Figura 19, el efecto de
Ssd1 sobre la tolerancia a acidificacidn intracelular sugiere que este regulador de crecimiento-
proliferacién y de tolerancia a estrés actla en paralelo a la regulacién por aminoacidos, es
decir, de TORC1. Como los aminoacidos y el pH alto activan TORC1, podemos sugerir que Ssd1
aumenta la expresion de ciclinas cuando TORC1 no estd completamente activado por pH alto o
por aminoacidos.
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AA
. . Crecimiento
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Figura 19. Regulacion de pH intracelular y de aminoacidos relacionados con el crecimiento y
proliferacion celular. TORCI es un complejo de proteinquinasa implicada en la sintesis de proteinas para
el crecimiento y proliferacion celular, reguladas por la presencia de aminoacidos y un pHi alto. AA =
aminodcidos.
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6. CONCLUSIONES

Se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1. El gen SSD1 transformado en un plasmido centromérico, mejora la tolerancia a
acidificacion intracelular provocada por acido acético en la cepa de laboratorio RS-132,
dando cuenta del fenotipo observado previamente con el plasmido p7 (aislado de una
biblioteca gendmica de la cepa silvestre de levadura S288C).

2. El gen SSD1 mejora el crecimiento en medio minimo SD de la cepa de laboratorio en
ausencia y en presencia de acido acético. Este efecto se manifiesta en mejora de la
velocidad de crecimiento, del retraso inicial y del rendimiento final del cultivo y es
mayor en presencia de acido acético. En medio YPD (rico en aminodacidos) el gen SSD1
solamente mejora significativamente el crecimiento en presencia de acido acético,
mejorando el retraso inicial y el rendimiento pero no la velocidad durante la fase
exponencial.

3. El gen SSD1 codifica una proteina muy grande (1250 aminoacidos) con homologia con
la ribonucleasa Dis3 del exosoma pero no tiene actividad ribonucleasa. La proteina
Ssd1 une RNA, estabiliza ciertos mRNAs y afecta la expresién de muchos genes y a
muchas funciones relacionadas con el crecimiento y proliferacién celular. Las cepas de
laboratorio contienen un alelo truncado con poca o nula actividad denominado ssd1-d.

4. Proponemos que el efecto del gen SSD1 aislado de una biblioteca gendmica
posiblemente se basa en expresar un alelo activo del mismo en una cepa de
laboratorio portadora del alelo inactivo ssd1-d y no se debe a un aumento de dosis
génica. Probablemente Ssd1 interacciona con los sistemas reguladores del crecimiento
y proliferacion celular en respuesta a aminoacidos como es TORC1. Proponemos aislar
el gen SSD1 de la cepa de laboratorio para comprobar su actividad asi como estudiar
fenotipos de tolerancia a otros estreses y utilizar mutantes en el sistema TOR para
demostrar la probable interaccion.
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