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RESUMEN

El objetivo de este proyecto es poder entender como los genes duplicados con-
tribuyen a las innovaciones evolutivas. En concreto, se pretende estudiar mediante
evolucion experimental y analisis transcriptomico la re-programacion de genes durante
procesos de adaptacion a condiciones ambientales estresantes, utilizando como or-
ganismo modelo la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En un primer objetivo hemos realizado una evolucién experimental adaptativa
en varios estreses (etanol, glicerol, lactico y estrés oxidativo) durante 100 pases (~330
generaciones) a partir de dos lineas previamente evolucionadas en medio estandar
rico (YPD) y medio estandar pobre (1/8 YPD) durante ~667 generaciones. Las pobla-
ciones adaptadas han mostrado un aumento generalizado de su pmax en el corres-
pondiente medio de estrés respecto a la ancestral.

Debido a la capacidad de los genes duplicados de generar innovaciones, he-
mos testado la hipotesis de que estos genes presentan mayor plasticidad transcrip-
cional que los genes de copia Unica y que esta plasticidad es clave en los procesos
de adaptacion a estrés.

Con el fin de presentar un ejemplo de la capacidad de la duplicacién génica de
generar plasticidad fenotipica, hemos puesto a punto un sistema de duplicacion génica
en S. cerevisiae basado en la técnica CRISPR/Cas9. Estos experimentos, no obs-
tante, han presentado una serie de problemas que se discuten en la memoria del pre-

sente proyecto.
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Duplicacion génica e innovacion en Saccharomyces cerevisiae

1 INTRODUCCION

El presente TFM se enmarca dentro del proyecto "Caracterizando los mecanis-
mos de innovacion por duplicacion génica”, en el que se pretende entender las rutas
evolutivas que siguen los genes duplicados en la aparicion de innovaciones evolutivas.

¢, Qué relacion tienen estos mecanismos de innovacién con el Master de Bio-
tecnologia Molecular y Celular de Plantas? Para contestar esta pregunta, primero va-
mos a presentar algunos de los puntos basicos necesarios para entender el proyecto,
como son: mutacion y variabilidad genética, duplicacion génica, seleccion natural y
deriva, innovacion y adaptacién, métodos experimentales de evolucion, y por ultimo

implicaciones biotecnoldgicas de la innovacion por duplicacion.

1.1 El origen de la variabilidad genética por medio de las mutaciones

La maquina encargada de la replicacion del DNA actla con alta fidelidad. No
obstante, en ocasiones se producen cambios o errores (mutaciones) que dan origen
a formas alteradas, la mayoria de las cuales funcionan de manera menos satisfactoria
que los alelos de tipo salvaje. Los mejores genes y las mejores caracteristicas son las
que mas se reproducen, es por eso que raras veces estos errores quedan fijados en
el genoma. Este fendmeno provee una fuente de variabilidad nueva y necesaria para
permitir que los organismos se adapten a un medio en cambio continuo (James D.
Watson 2016).

Ya en el afio 1926, incluso antes del descubrimiento de la estructura del ADN
(Watson, 1953, Molecular Structure of Nucleic Acids: A Structure for Deoxyribose Nu-
cleic Acid), el genetista ruso Sergei Chetverikov sugirié que “la variabilidad mutacional
proporciona la materia prima para la evolucién pero no constituye la evolucién en si
mismo” (S.S 1961). Chetverikov propuso que los individuos que forman una poblacion
en la naturaleza, son capaces de tamponar mutaciones y retenerlas en condiciones
de heterozigosis, proporcionando asi una fuente para la variabilidad de futuros cam-
bios.

Estas nuevas mutaciones pueden tener efectos muy diversos para el orga-
nismo. Lo mas probable es que las mutaciones que se produzcan en una poblacion
tengan un efecto desestabilizante o neutro para la viabilidad del organismo, puesto
gue la seleccién natural ha ido perfeccionando a los individuos y descartando todos

aguellos alelos menos ventajosos. Debido al efecto destructor o neutro este tipo de
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mutaciones son llamadas mutaciones deletéreas o mutaciones neutras respectiva-
mente. Una particularidad de este tipo de mutaciones es que debido a su efecto des-
estabilizador no suelen ser fijadas en la poblacion por seleccion natural, pero si por

otras fuerzas evolutivas como la deriva genética.

1.2 Fuerzas evolutivas: seleccidon natural y deriva genética

La seleccién natural es el proceso por el cual los organismos individuales con
rasgos favorables son mas propensos a sobrevivir y reproducirse. Hasta ahora parece
que la seleccion natural solamente tiene un efecto destructor y deletéreo sobre los
genes y los organismos, sin embargo, también pueden tener un papel constructivo en
el origen de nuevas funciones y nuevos rasgos en los individuos. Durante un proceso
evolutivo por selecciéon natural, continuamente se fijan mutaciones en el ADN que, al
cabo de sucesivas generaciones, pueden producir nuevas variantes alélicas y por lo
tanto un nuevo conjunto de rasgos sobre los cuales la seleccion natural puede actuar
de manera positiva, ya que son beneficiosos para su portador.

Por otro lado, existen mas fuerzas evolutivas, como la deriva genética, que pro-
duce cambios significativos en las frecuencias alélicas. La deriva genética no tiene la
capacidad de eliminar aquellas variantes alélicas menos ventajosas, como lo hace la
seleccién natural, y produce cambios en las frecuencias alélicas de manera comple-
tamente estocastica. Es por ello que la deriva genética puede hacer que algunas
variantes alélicas, independientemente de que sean ventajosas o0 no para el individuo,
puedan desaparecer por completo de la poblacién y, por lo tanto, reducir la variabilidad
genética (Figural). De este modo, se podria considerar la deriva genética como la
antitesis de la seleccion natural ya que produce la fijacion tanto de mutaciones bene-
ficiosas como de mutaciones neutras o deletéreas.

El mayor determinante que mantiene la deriva génica a raya y actua a favor de
la seleccion natural es el tamafio efectivo poblacional: a mayor tamafo poblacional,
mayor competicion por los recursos disponibles, mayor severidad a de la seleccion
natural y, por tanto, menor deriva génica. De este modo, la deriva génica es inversa-
mente proporcional al tamafio efectivo poblacional (Wright 1931).

La suma de estas dos fuerzas contrarias, llevo a establecer la teoria de evolu-
cion neutral (Kimura 1983) que propone que la mayoria de mutaciones que se produ-
cen en un organismo no tienen ningun efecto sobre su eficacia bioldgica por lo que

pasan desapercibidas a 0jos de la seleccion natural.
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Supongamos ahora unas condiciones donde el coeficiente de seleccién es muy
bajo, es decir, el efecto de la seleccidén natural en esa poblacién no favorecerd a unos
organismos sobre los otros, pero sin embargo es suficiente para que las mutaciones
de efectos deletéreos se vean eliminados. De esta manera, la cantidad de mutaciones
neutrales que puede acumular un organismo es mayor, y esta nueva variabilidad ge-
nética adquirida puede suponer una ventaja adaptativa en un ambiente mas competi-
tivo donde la seleccion natural es mas severa. Tanto es asi, que las mutaciones neu-
trales en determinadas condiciones pueden suponer una diferencia entre la vida y la

muerte en otras condiciones.

s 8 8 8 _ 6
N N TN TN

Figura 1. Representacion de la perdida de variabilidad. Partimos de una poblacién con dos
fenotipos (rojo y azul) y diferentes variantes alélicas. Cada frasco representa una poblacion
donde actlia de manera estocastica la seleccion natural y la deriva genética marcada por una
flecha negra desplazando las frecuencias alélicas y reduciendo la variabilidad fenotipica. En
este caso el tamafio efectivo poblacional es pequefio por lo que el efecto de la deriva génica
es mucho mayor que la seleccion natural, de esta manera las variantes alélicas iniciales, sean
ventajosas 0 no para el individuo, desaparecen por completo de la poblacién y, reducen la
variabilidad genética de la poblacién inicial hasta la homocigosis, donde todos los individuos

son del mismo fenotipo (azul) y solo una variante alélica (liso).

1.3 Duplicacién génica: ¢redundancia o innovacion?

Ademas de la mutacion, otro fenOmeno genético que permite aumentar la varia-
bilidad es la duplicacién génica. Esta duplicacion, puede darse de dos maneras: en el
primer caso, cuando se duplica un Unico gen, se denominan "Small-Scale Duplications
(SSDs)"; mientras que el segundo caso, cuando se produce una duplicacién de todo
el genoma del organismo, se denominan "Whole-genome duplications (WGDs)".

La disponibilidad de genomas completos y de herramientas bioinforméaticas,
para el analisis de los mismos, ha permitido determinar que un gran niamero de espe-

cies tuvieron su origen tras eventos de duplicacion gendmica (Bennett and Leitch
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2005) e incluso otras se especializaron a un determinado ambiente y fueron capaces
de colonizar nuevos nichos ecoldgicos tras eventos de duplicacion. Precisamente, gra-
cias a estos estudios genomico-funcionales, se ha llegado a determinar que la dupli-
cacion génica esta relacionada con grandes saltos evolutivos, como por ejemplo la
radiacion de las plantas angiospermas (Blanc and Wolfe 2004, Soltis, Marchant et al.
2015), la radiacion de los animales vertebrados (Hoegg, Brinkmann et al. 2004), e
incluso en detalles mas pequefios como la estructura de 6rganos tan complejos como
el corazon (revisado en Wagner, 2015).

Estos saltos evolutivos, a priori relacionan una mayor complejidad del orga-
nismo con un mayor tamafio del genoma. Sin embargo, cuando comparamos los ta-
mafios de los genomas (Valor C (Greilhuber, Dolezel et al. 2005)), caemos en una
paradoja: en contra de lo que cabria esperar no existe una correlacion entre el tamafio
del genoma y la complejidad del organismo. Por ejemplo, algunos protistas unicelula-
res como las amebas, tienen tamafos de genomas mayores que los humanos

(http://www.genomesize.com) cuando de manera evidente son menos complejos. Sin

embargo, la paradoja del valor C tiene una explicacion. Dado que los genomas mas
compactos presentan una mejor economia metabdlica y son mas competitivos en la
divisién celular, la seleccion natural tiende a compactar los genomas y a erosionar la
copias redundante y/o no funcionales de los genes (Cavalier-Smith 2005). Entonces,
si las duplicaciones lo que hacen es aumentar el tamafio del genoma y la seleccion
natural lo reduce, ¢cémo es posible que se hayan mantenido tantos genes duplicados
a lo largo del tiempo?.

1.4 Innovacion y adaptacion.

Como se ha indicado anteriormente, existe una relacién entre innovacién y du-
plicacion génica, pero los mecanismos y las rutas moleculares que siguen estos du-
plicados sigue siendo un punto controvertido.

¢,Cudl es el destino de los genes duplicados? ¢ Cémo da lugar la duplicacion de
genes a la diversidad biologica?

En 1970, Susumo Ohno, con su libro Evolution by Gene Duplication (Ohno
1970), publicé un modelo (Figura 2) segun el cual el destino méas probable de un gen
después de duplicarse es la pseudogenizacion, es decir, que una de las copias se
pierde. La pseudogenizacion puede darse bien sea porque la acumulacion de muta-

ciones en la region reguladora imposibilita la expresion del gen, o bien, por mutaciones

10


http://www.genomesize.com/

Duplicacion génica e innovacion en Saccharomyces cerevisiae

en la region codificante que imposibilitan la generacion de un producto funcional. Un
segundo destino evolutivo posible para los genes duplicados es la subfuncionaliza-
cion. En este caso se da un reparto de las funciones del gen ancestral, de manera que
las dos copias se vuelven imprescindibles para los organismos. Por dltimo, puede
darse el fendmeno de neofuncionalizacién; que a pesar de ser el menos probable es
el mas relevante en cuanto a términos evolutivos. La neofuncionalizacién se da
cuando una copia del gen duplicado retiene la funcién original la otra adquiere una

nueva funcién diferente a la original y evolutivamente ventajosa.

_ CEREEE o
different functions

l Duplication

___Camem
——Ceaan

| Divergence

v v v

C R B _ CEsee _ Cases
CE @ d In

Subfunctionalization Neofunctionalization Degeneration/Gene loss

Figura 2. Modelo evolutivo de divergencia funcional entre genes duplicados propuesto por
Susumo Ohno. Los genes duplicados se representan mediante lineas y las funciones de los
genes se muestran mediante cuadrados sélidos de diferentes colores. El modelo representa
diferentes destinos de los genes duplicados: i) la degeneracion, en el que el destino del gen
es la desaparicion. ii) la subfuncionalizacién, donde se da un reparto de las funciones del gen
ancestral. iii) la neofuncionalizacién se da cuando una copia del gen duplicado retiene la fun-
cién original la otra adquiere una nueva funcion diferente a la original (cuadro amarillo y ne-
gro). A veces se puede producir un reparto de funciones y la adquisicién de nuevas a la vez.

El motivo de que la mayoria de los genes duplicados vuelvan a copia Unica
después de la duplicacion es debido a la redundancia génica. Esta redundancia facilita
la acumulacion de mutaciones deletéreas y el genoma acaba sufriendo una erosion
genética después de la duplicacion [11]. Sin embargo, es evidente que los genes du-
plicados persisten en el genoma, por lo tanto, en teoria los genes duplicados solo se
podran mantener duplicados si cumplen los siguientes requisitos: (i) proporcionan ro-

bustez mutacional, es decir, que permiten incrementar la tolerancia a las mutaciones

11
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[12]; (ii) si hay seleccion hacia el aumento de la dosis génica [13]; o (iii) si los genes
duplicados divergen funcionalmente respecto del gen ancestral [14] .

En 2013, nuestro laboratorio propuso un modelo por el cual el destino evolutivo
de los genes duplicados predicho por Ohno esta determinado, entre otros factores,
por el origen de la duplicacion (Fares, 2013, The roles of whole-genome and small-
scale duplications in the functional specialization of Saccharomyces cerevisiae genes).
Segun este modelo, aquellos genes duplicados procedentes de una duplicacion ge-
nomica completa (WGD) son mas propensos a mantenerse en el genoma que las
duplicaciones a pequefia escala (SGD), pero las SGD establecen mas interacciones
genéticas y lo mas importante, es que son funcionalmente mas divergentes [17]. En
2014 se validé experimentalmente este modelo analizando la distribucion de SNPs en
el genoma de la levadura S. Cerevisiae [18].

Por lo tanto, si un gen duplicado se mantiene en el genoma el tiempo suficiente
puede acumular un gran nimero de mutaciones y cambiar lo suficiente como para
divergir funcionalmente de la copia original. Esto se debe a que se produce una rela-
jacion de seleccion purificadora en una de las copias. Es decir, la seleccién natural
tolera cambios mutacionales en una de las copias, mientras que la otra copia continta
proporcionando la informacion genética ancestral manteniendo un fenotipo apto para
el ambiente sin que la seleccion natural actie en su contra [15]. Si se acumulan mu-
taciones suficientes en una de las copias, puede dar origen a una nueva funcién que
confiera una ventaja adaptativa al organismo, incrementando asi su eficacia biologia.

La variabilidad genética que se genera con las duplicaciones, puede ser apro-
vechada por los organismos para sobrevivir a un cambio ambiental. Para ello, los or-
ganismos se adaptan fisiolégicamente al cambio ambiental de manera rapida, produ-
ciendo cambios discretos en el fenotipo. Esta capacidad de los organismos para ge-
nerar variaciones discretas del fenotipo sin modificar el genotipo, se conoce como
plasticidad fenotipica [19, 20]. La plasticidad fenotipica les confiere a los seres vivos
una mayor capacidad de sobrevivir a ambientes en continuo cambio; porgue capaci-
dad de un genotipo para producir mas de un fenotipo cuando el organismo se halla en
diferentes condiciones ambientales (Figura 3) (Pigliucci, 2006, Phenotypic plasticity
and evolution by genetic assimilation)(Pigliucci, 2005, Evolution of phenotypic plasti-
city: where are we going now?). Se ha demostrado que los genes duplicados muestran
un incremento significativo de la transcripcion en condiciones de estrés demostrando

asi que el aumento de la plasticidad transcripcional es mas probable que el aumento
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de la plasticidad funcional, ya que los efectos del aumento de la plasticidad transcrip-
cional son mas propensos a ser objeto de seleccidn en entornos cambiantes, mientras

el ultimo requiere mas tiempo evolutivo para ser seleccionado [17, 18].

Genotype 1

Genotype 2

Phenotype

Genotype 3

Environment

Figura 3. Este ejemplo ilustra el concepto de plasticidad fenotipica. En este caso simple, se
simulan 2 entornos, las lineas representan las normas de reaccion de cada genotipo, mientras
gue la pendiente es una medida del grado y/o patrén (positivo o negativo) de la plasticidad
fenotipica. Asi, por ejemplo, los genotipos 1y 3 son plasticos, pero muestran patrones opues-
tos en respuesta a los mismos entornos; El genotipo 2, por el contrario, muestra poca plasti-
cidad para los 2 ambientes (Pigliucci, 2006, Phenotypic plasticity and evolution by genetic
assimilation).

1.5 Evolucidon experimental

La escala de los procesos evolutivos es de millones de afios, una escala invia-
ble en términos humanos y, sobre todo, en términos experimentales. Por ello, la evo-
lucion experimental hace uso de microorganismos para reducir esta escala temporal
mientras mantiene un alto nimero de generaciones que permita testar los distintos
fenédmenos evolutivos en condiciones controladas [21]. Actualmente y gracias a herra-
mientas moleculares modernas, como la secuenciacion de genomas y/o el estudio de
la expresion diferencial de genes, es posible desengranar los mecanismos molecula-
res que sirven de base para la seleccion, como se fijan y se mantienen las mutaciones
y/o como se producen las adaptaciones.

Un factor a tener en cuenta en evolucion experimental es la aplicacion de cue-

llos de botella periddicos. Toda poblacion, ya sea en condiciones experimentales
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como en la naturaleza, se ve sometido a una reduccion poblacional (cuello de botella)
(Figura 4).

En condiciones experimentales podemos controlar este fendmeno que afecta a
la poblacion. Controlar el cuello de botella nos permite ajustar el coeficiente de selec-
ciony la deriva genética. Cuanto mas fuerte sea el cuello de botella, mayor es el efecto
de la deriva genética puesto que menor seré el numero efectivo poblacional. De esta
manera, un cuello de botella fuerte produce la fijacion aleatoria de todas las mutacio-
nes, sean beneficiosas o deletéreas. Esto provoca que al cabo de pocas generacio-
nes, determinados caracteres, pasen a ser mayoritarios en los individuos supervivien-
tes. Ademas, se acelera la evolucion reduciendo la variabilidad genética de la pobla-
cion pudiendo llegar a un punto de homocigosis. Como consecuencia se reduce al
minimo la plasticidad fenotipica perdiendo la capacidad de respuesta a cambios am-
bientales. Por lo contrario, si relajamos el cuello de botella, aumentamos el efecto de
la seleccién natural, ya que pasan mas individuos a la siguiente generacion. Esto se
traduce en una mayor competencia por los recursos, por lo que la seleccién natural

mantendra solo a aquellos individuos mejor adaptados.

S~ o
©0°00y ooooo .O 0'02 -
0000 02" ® o,oo‘

Acontecimiento catastrofico

Figura 4. Una visualizacion tipica de lo que sucede en un cuello de botella genético. La
variabilidad de colores, muestra la variabilidad de genotipos en una poblacién. Esta se ve
reducida tras pasar un cuello de botella, donde de manera estocastica o por medio de la se-
leccién natural solo sobreviven algunos individuos, reduciendo asi la variabilidad genética de
la poblacion.
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1.6 Implicaciones biotecnoldgicas de la innovacién por duplicacion

La duplicacién genética tiene una importancia destacada en la industria biotec-
noldgica ya que es fuente de innovacién biologica que puede dar lugar a nuevos pro-
ductos de interés biotecnoldgico. La manipulacién genética, molecular y genémica de
S. cerevisiae y la abundancia de genes paralogos que contiene en su genoma, la
convierten en un candidato ideal para la innovacion de nuevos productos y rutas me-
tabolicas.

Por ejemplo, en S. cerevisiae el evento de duplicacion total del genoma hace
100 millones de afios {Marcet-Houben, 2015, Beyond the Whole-Genome Duplication:
Phylogenetic Evidence for an Ancient Interspecies Hybridization in the Baker's Yeast
Lineage}, coincidio con el surgimiento una gran variedad de plantas con fruto, de tal
forma que existieron una gran cantidad de sustratos fermentables que estuvieron a
disposicion de comunidades microbianas, las cuales explotaron la capacidad para pro-
ducir y consumir etanol. En plantas parece ser que el auge de las angiospermas se
debe a una sincronizacién de antiguas duplicaciones del genoma compartida por mu-
chas especies {De Bodt, 2005, Genome duplication and the origin of angiosperms}.
De hecho, en este punto reside la clave de lo que podria ser un gran avance en la
biotecnologia, entender y/o buscar cuales son los motivos que hace que se den ciertos
patrones de expresion gue llevan a esas ventajas evolutivas, en este caso al uso de
sustratos fermentables y el auge de las angiospermas.

Por ejemplo, en plantas cultivables, la induccién a la poliploidia es una técnica
muy usada para la adquisicion de nuevos caracteres. En este caso no solo se produce
la subfuncionalizacion, también actian fendmenos como la dosis génica. Lo mismo
pasa con las levaduras, donde la hibridacion entre cepas es muy comun para mejorar
funciones como la de producir fermentaciones con un mayor grado alcohdlico o ma-
yores niveles de glicerol. Pero esas nuevas caracteristicas, no las obtenenos de ma-
nera controlada sino que tienen cierto grado de estocasticidad.

Descifrando estas claves evolutivas que confieren ventajas evolutivas, seria-
mos capaces de poder dirigir la subfuncionalizacién de genes a través de; i) la diver-
sificacion de los patrones de expresion de cada uno de los genes, ii) cambios en la
secuencia de la region codificante que resultan en modificaciones de las propiedades
de las proteinas codificadas, iii) desarrollo y mejora de nuevas funciones celulares por

medio de la neofuncionalizacion de genes duplicados.
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2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
El presente TFM se enmarca dentro del proyecto "Caracterizando los mecanis-
mos de innovacion por duplicacion génica”. Como se ha visto en la Introduccién, en el
punto 1.3, existen fuerzas evolutivas que determinan las modificaciones gendmicas y
su destino. Sin embargo, sigue habiendo un vacio en cuanto a los mecanismos mole-
culares implicados en el mantenimiento de los genes duplicados en un organismo, y
en las rutas evolutivas que siguen para llegar a la innovaciéon (o a la generacion de
nuevas funciones). Dado que la mayor parte de estos eventos se producen a escala
evolutiva, y esta es una escala impensable para un TFM, se ha seleccionado la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae como especie modelo y el proceso de evolucion ex-
perimental para intentar dilucidar estos mecanismos moleculares.
En concreto los objetivos propuestos en este TFM son:
1) Adaptacion de Saccharomyces cerevisiae a distintos estreses.
2) Caracterizacién fenotipica de las poblaciones adaptadas.
3) Determinacion de plasticidad transcripcional en poblaciones adaptadas.
4) Puesta a punto de un sistema de edicion del genoma, mediante técnica

CRISPR-Cas9, para generar la duplicacion de genes.

3 MATERIALES Y METODOS

El listado de soluciones especificas, medios y preparacion de los mismos se
encuentran como anexos al final del presente documento.
3.1 Cepas utilizadas

En este trabajo se han utilizado tres cepas de dos especies de microorganismos
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae.

De E. coli hemos utilizado la cepa DH5a (Life Technologies, 18263-012), para
mantener todos los plasmidos y realizar todos los procesos de clonacion

De lalevadura S. cerevisiae, se han utilizado dos cepas haploides relacionadas
y ampliamente utilizadas en laboratorios como organismo modelo de eucariota unice-
lular: la cepa BY4741 (MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0) y su derivada
Y06240 (BY4741; MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0; msh2::kanMX4). La cepa
BY4741 deriva directamente de FY2, que a su vez es un descendiente directo de
S288c, la cepa de referencia de S. cerevisiae, de la que se dispone su genoma, trans-

criptoma y proteoma en distintos ambientes [22-24]. La cepa Y06240 se diferencia de
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la BY4741 por la deleccion del gen msh2 (mediante inserciéon del ‘cassette’ de resis-
tencia a kanamicina, kanMX4), codificante de la proteina MSH2, implicada en el sis-
tema de reparacion post-replicacion del DNA (sistema MMR). Este sistema esta impli-
cado en la reparacion de mutaciones puntuales (inserciones y delecciones) [25], la
falta de cualquier componente de este sistema (PMS1, MLH1, MSH3, MSH6 y MSH2)
implica que la cepa acumule mutaciones a un ritmo de 6 a 40 veces superior que la
cepa silvestre, es decir, presenta una tasa de mutacién mayor.

La tasa o ratio de mutacion se define como la probabilidad que un gen sea
alterado por una nueva mutacién y sea capaz de pasar a la siguiente generacion. La
ratio es expresada tipicamente como el nimero de nuevas mutaciones en un gen de-
terminado por generaciéon. Un valor comin es de 10°a 10 mutaciones por genera-
cion (Brooker 2010).

3.2 Evolucién adaptativa de S. cerevisiae Y06240.
3.2.1 Medios de cultivo.

Todos los medios utilizados (Tabla 1) tienen una base de extracto de levadura
y bactopeptona, ademas, contienen Kanamicina a una concentracion de 30 mg/L. La
preparacién de cada medio esta descrita en el anexo 7.3
Tabla 1. Medios de cultivo utilizados indicando su composicion y utilizacion.

Medio Composicion Utilizacion
YPDkan 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% dextrosa Medio rico estandar

1/8 YPDkan 0.125% extracto de levadura, 0.25% bactopeptona, 0.25% Medio pobre estandar

dextrosa
YPLkan 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% lactato Medio de estrés
YPEkan 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 3% etanol Medio de estrés
YPGkan 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 3% glicerol Medio de estrés

YPO2Dkan 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 3% H202, 1% Medio de estrés

dextrosa

3.2.2 Evolucion Experimental Adaptativa. Pases seriados.

En el laboratorio del Dr. Fares se realizé una evolucion experimental de la cepa
de levadura Y06240 (hipermutagena) con 6 lineas en medio estandar rico y otras 6
lineas en medio estandar pobre, mediante pases seriados del 1% de la poblacidon a
medio fresco cada 24h. Las poblaciones fueron crecidas en 5ml del medio correspon-
diente, en tubos falcon de 50ml, a 28-30 °C (camara primer piso IBMCP), en agitacion
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(220 rpm) durante 24 horas. A partir del pase t100 (aproximadamente 660 generacio-
nes), se selecciond una de las poblaciones evolucionadas en YPD (YPD#1t00) y otra
en 1/8 YPD (1/8YPD#5u00). Se seleccionaron estas lineas ya que fueron las que mejor
crecieron en los medios de estrés que se querian testar. En este TFM se prosiguio
con los pases seriados, en este caso del 10% de la poblacion a medio fresco (0.5 ml
del cultivo a tubo nuevo con 4.5 ml de medio nuevo), generando tres réplicas biolégi-
cas de cada poblacion en cada nuevo medio de cultivo. Para simplificar los cédigos,
la linea YPD#1tu00, Se denominaron "a", numerando las réplicas bioloégicas de 1 a 3,y
aplicando el codigo del medio de estrés (YPL, YPE, YPG o YPO:2D) o estandar (YPD)
segun correspondiera. Igualmente, la linea 1/8YPD#5t100 se denominaron "d", nume-
rando las réplicas bioldgicas de 1 a 3 y aplicando el codigo del medio de estrés (YPL,
YPE, YPG o YPO:2D) o estandar (YPD 1/8) segun correspondiera. Estas nuevas lineas
se sometieron a 100 nuevos pases seriados (aproximadamente 330 generaciones).
(Figura 5).

Cada cinco pases, se realiz6 un glicerinado de las poblaciones (2 viales con la
poblacién y glicerol al 25%), creando el registro fosil de cada linea, que se mantiene
a -80C.

S.Cerevisiae Y06240 (BY4741; Mata;
t. 1 his3D1; leu2D0; met15D0; ura3D0;
. msh::KanMX4)

4 fo#1 z - to#5
Y. .| |
t1oo#1 5 "t #5
a b
tio1a 123 123 123 123 123 123 123 1:2:3 123 123 t101D

10% YPG YPL YPO2D YPE ‘Y'PD 1/8 YPD YPG YPL YPO2D YPE

\ V4

-, 123
t‘ma 1:2'3 123 123 123 123 123 123 123 123

t200b

YPG YPL YPO2D YPE YPD 1/8YPD YPG YPL YPO2D  YPE

Figura 5. Evolucion experimental adaptativa. A partir de una sola colonia de S. cerevisiae
cepa YO6240, se obtuvo una poblacion que se utilizé en el resto de los experimentos (pobla-
cién en t0). De la poblacion en tO evolucionamos durante 100 pases (aproximadamente 660
generaciones) 6 poblaciones en YPD y otras 6 poblaciones en YPD diluido 1/8 realizando una
dilucién al 1% cada 24 horas en 5mL de medio YPD fresco. Luego, para el presente TFM
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evolucionamos dos de estas poblaciones t100 en los diferentes estreses (YPG, YPL, YPO2D,
YPE) durante otros 100 pases (aproximadamente 330 generaciones) para generar un proceso
adaptativo. Como control se hizo la misma evolucion creciendo en YPD y en YPD diluido 1/8
sin estar sometidos a ningun estrés. Durante esta evolucion, se realizé una dilucién del 10%
cada 24 horas en 4,5mL de medio fresco. La evolucion se llevé a cabo con kanamicina 30mg/L
para reducir la probabilidad de contaminacion

3.2.3 Comprobacion del estado de las lineas.
De forma regular, las lineas en adaptacion se observaron bajo microscopio 6p-
tico y/o se genotiparon mediante PCR para comprobar el estado de las lineas.

3.2.3.1 Morfologia celular.

La observacion de la morfologia celular se hizo a partir de un montaje temporal
de la muestra in vivo y se comparé con la morfologia celular de referencia de la cepa
Y06240 (http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion project/dele-
tions3.html).

La técnica de preparacién consistié en montar sobre un portaobjetos y bajo un
cubreobjetos, una pequefia cantidad de la poblacion (aproximadamente 10uL). La ob-
servacion se realiz6 a 20x o 40x en un microscopio Leica 5000 con el propdsito de
descartar que hubiese contaminacion por bacterias u otro tipo de levaduras, al com-

parar las poblaciones con la cepa original.

3.2.3.2 Genotipado por PCR.

A cada punto (o cada dos puntos) del registro fésil, se genotip6é con dos reac-
ciones de PCR que nos indicaron la presencia de levadura (gen Ascl) y la presencia
de la cepa YO6240 (por medio de la presencia del ‘cassette’ de resistencia KMX4).
Para ello primeramente, se realiz6 una extraccion de DNA gendmico segun el proto-

colo SDS/LIAC (Looke, Kristjuhan et al. 2011), o conforme se indica en el Anexo 7.8.1.

a. Marcador Ascl. El genotipado se realizo con los oligonucleotidos Ascl_F-NSII
y Ascl R-NSII. Estos oligonucledtidos amplifican un fragmento de 2520pb del
gen Ascl, especifico de levadura.

La PCR se realizé en un volumen final de 20 pl utilizando 2 pl de Buffer con
MgClz [Biotools, 10X], 1 ul de cada cebador [10uM], 0,3 ul de mix de dNTP’s
[L0mM], 0,2 ul de ADN polimerasa Netzyme [Biotools, 5U/uL], 0,8 uL de MgCl2
y 14,7 ul de H20. Las condiciones de amplificacion fueron: un primer paso de
desaturalizacién a 94°C y a continuacion 35 ciclos con: un primer paso de des-

naturalizacion de 15 segundos a 94 °C, seguido de 57°C durante 30 segundos
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para la unién de los cebadores, una extensién durante 1 min y 30 segundos a
72 °C; finalmente se hizo una extensién a 72 °C durante 10 min. La amplifica-
cion se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler Ep (Eppendorf).

b. Deteccidn del ‘cassette’ de resistencia KMX4. La cepa utilizada tiene reempla-
zado el gen msh2 por el ‘cassette’ de resistencia a Kanamicina KMX4. Sobre
este ‘cassette’ hay disefiados varios oligonucledtidos, de los que se han utili-
zado el KanC y KanB (http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_dele-
tion_project/deletions3.html), junto con dos oligonucleétidos flanqueantes al
gen msh2 (Msh2A, Msh2D) como se muestra en la figura 6. En ausencia del
‘cassette’, y utilizando los oligonucleotidos A y D, la PCR daria un fragmento

de 3500 pb aproximadamente.

B primer kanl primer
— —

E=U 1_'. H—Eﬂ-:ﬂmp —
m—-—um"m Dﬂmﬂﬂ —_——
. —ee — e

a— E-Ud-tomp =01
. e
kemn B primer D prim or

Figura 6. Regién del médulo KanMX4 y localizacion de los oligonucleétidos para el genotipado
por PCR. http://www-sequence.stanford.edu

La PCR se realizé en un volumen final de 20 pul, con 1x Biotools Netzyme reac-
tion buffer (Biotools, Madrid, Espafa), 2mM MgCl2z, 10 pmol de los primers correspon-
dientes (Msh2A y Msh2D, Msh2A y kanB, o kanC y Msh2D), 150nM dNTP’s y 1 u. de
polimerasa Netzyme (Biotools). Las condiciones de amplificacion fueron: un primer
ciclo de desnaturalizaciéon de 3 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 15s
a57°Cy 60 s a 72 °C; y finalizando con una extension a 72 °C durante 3 min. La PCR

se llevo a cabo en un termociclador Mastercycler Ep (Eppendorf).

3.3 Caracterizacion fenotipica de las poblaciones adaptadas

Como medidas fenotipicas se ha seleccionado la tasa de crecimiento (umax) y
la morfologia de colonia.
3.3.1 Curvas de crecimiento y tasa de crecimiento

Para la elaboracion de las curvas de crecimiento se empled el espectrofotome-

tro en continuo Bioscreen C (Bioscreen Analysis System, Oy Growth Curves Ab Ltd.,
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Helsinki, Finlandi,), que permite medir la densidad éptica (OD) de cultivos liquidos en
continuo, aplicando agitacion e incubacion (a temperatura controlada), permitiendo
analizar hasta 200 muestras a la vez.

A patrtir del registro fésil de cada linea, se realiza un precultivo de 24 horas en
un tubo falcon de 50 ml con 100ul del glicerinado y 4,5 ml de medio fresco a 28 °C.
De estos precultivos, se inocularon 40 ul en 760 pl del medio fresco correspondiente.
De estos 800 pl de cultivo se realizaron 3 réplicas técnicas de 200ul de cada linea.
Las muestras se repartieron en placas multipocillo 10x10 Honeycomb (Honeycomb 2
plate, ref. 9502550, Bioscreen, Finlandia) incluyendo en cada placa al menos 5 poci-
llos de control negativo para comprobar la esterilidad del medio y para corregir la OD.
El Bioscreen se programo para captura de OD a 600nm en intervalos de 15 minutos
durante un periodo de 72-96 horas, en agitacién continua y a 28°C.

La tasa de crecimiento maximo (umax) se determind a partir de la fase expo-
nencial de cada curva de crecimiento (Figura 7), una vez corregidas las medidas de
OD600 mediante la férmula; ODcor = ODobs + 0.449(ODobs)? + 0.191(ODobs)® (Warringer
y Blomberg, 2003).

Los datos se obtuvieron mediante utilizacion en Excel y/o con el programa
GrowthRates {Hall, 2014, Growth rates made easy}.
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inOD

Time

Figura 7. Representacién grafica de datos obtenidos después de su correccién. A partir del
gréafico acotamos la fase lineal para obtener la pmax.

3.3.2 Caracterizacion morfoldégica de las poblaciones evolucionadas.

Las caracteristicas fenotipicas que queremos observar son: el tamafio de la
colonia, el color, la forma y el tipo de crecimiento.

Las lineas YPD#1 y YPD#5 a t0, t100 y sus adaptadas a los distintos estreses
(lactico, etanol, glicerol y oxidativo) desde t110 hasta t170, se recuperaron en el medio
liquido correspondiente (en tubos de 50 ml con 5 ml de medio fresco), a partir de sus
registros fésiles, durante 24h a 28°C, con agitacion continua de 220-250 rpm.

Cada precultivo se sometié a diluciones seriadas hasta 10y 10, para que al
sembrar en placa se obtuvieran 30-300 colonias. Cada linea se sembro en placas de
medio normal (YPD) y en sus medios de evolucion. Ademas, la linea control (evolu-
cionada en YPD) se sembr6 también en medios de estrés. Por ejemplo, YPE t170 fue
crecida tanto en YPD como en YPE, mientras que la linea YPD t170 (control), también
fue crecida tanto en YPD como en YPE.

Las comprobaciones fenotipicas se realizaron comparando las lineas evolucio-
nadas hasta t100 con las evolucionadas hasta t170, usando las lineas #1 y #5 de t100

como control para determinar el fenotipo inicial.
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Los términos descriptivos para la morfologia de las colonias (Figura 8) en la
superficie del medio sélido, usamos las caracteristicas: i) forma (puntiforme, circular,
rizoide, irregular, filamentosa); ii) tamafio (grande, mediana, pequefia); iii) color; iv)
borde (entero, ondulado, lobulado, filamentoso, ondeado); v) elevacion (plano, ele-
vado, convexo); vi) superficie (suave, brillante, rugosa, plegada, seca, polvorienta); y
iiv) luz reflejada (opaca, brillante).
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Figura 8. Descripcion visual de las caracteristicas morfologicas de las colonias.

3.4 Determinacion de plasticidad transcripcional en poblaciones adaptadas.

El andlisis transcripcional se realiz6 en los pases t0, t100 y t110 con tres repli-
cas técnicas para las condiciones de estrés en YPG y en comparacion con la condicion
de crecimiento normal de medio YPD. Las extracciones totales de RNA se realizaron
con el kit RNeasy (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El RNA Riboso-
mal fue eliminado mediante el uso del kit de eliminacién de rRNA de levadura Ribo-
Zero Gold (lllumina). Las bibliotecas de RNA se construyeron utilizando TruSeq mRNA
(Ilumina) a partir de oligo-dT de muestras de mRNAs. Las bibliotecas se ejecutaban
en NextSeq 500 (lllumina) a 75nt por cada lectura usando High Output 75 ciclos kit
v2.0 (lllumina). Las bibliotecas de ARN se secuenciaron en el centro genomico del
Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universidad
de Valencia.

Las lecturas crudas se analizaron usando software RobiNA v 1.2.4 (Lohse,
Bolger et al. 2012), descartando las lecturas de baja calidad o cortas (Phred inferior a
20 y tamafio < 40 nt). Las lecturas se alinearon con Bowtie (hasta dos desajustes
aceptados) al transcriptoma de referencia (PRIJNA290217) de la cepa de referencia
S288C. La evaluacion estadistica de la expresién génica diferencial enter estres y
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normal se realizé con edgeR {Robinson, 2013, Effects of exenatide and liraglutide on
heart rate’, blood pressure and body weight: systematic review and meta-analysis} y
con DESeq (Anders and Huber 2010) , implementado en RobiNA. Se identificaron
cambios de expresion significativos usando una tasa de descubrimiento falso (FDR
<0,05).

Los genes que se consideraron transcripcionalmente alterados en YPG tenian
lecturas significativamente mayores por mil millones (RPKM) en YPG que YPD (con
una tasa de falsos descubrimientos para el doble cambio de expresion FDR <0,05).
Debido a que las moléculas de RNA pueden sufrir degradacion antes de ser traduci-
das, se examind la correlacion entre los RPKMs de nuestros analisis transcriptémicos
y los obtenidos por otros grupos utilizando el perfil ribosémico, una técnica que mide
la ocupacién de ribosomas y la traduccion de todo el genoma {Albert, 2014, Genetic
influences on translation in yeast}. A pesar del gran nimero de datos disponibles para
ambos métodos (N=4682), encontramos una correlaciéon muy fuerte y significativa en-
tre los recuentos de ambos métodos (Coeficiente de correlacion Spearman: p=0.995,
P <2.2 x 10 "%6). Por lo tanto, los genes altamente transcritos también estan altamente
traducidos y viceversa. Nuestros datos, por lo tanto, son indicativos de los niveles de
expresion génica. La tecnologia RNA-seq es sensible en a la deteccion de la expresion
base, de tal manera que a menudo se hace dificil distinguir genes con muy baja ex-
presién de ruido de fondo. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la mé-
trica RPKM es robusta a las estrategias de filtrado de baja expresion {Lin, 2016, Com-
parison of normalization and differential expression analyses using RNA-Seq data from
726 individual Drosophila melanogaster}. De hecho, podriamos identificar genes ex-

presados diferencialmente en lecturas por debajo de RPKM=0.001 (logRPKM= -2.8).

3.5 Duplicacion génica mediante sistema CRISPR-Cas 9 en S. cerevisiae
BY4741.

La técnica CRISPR-Cas9 permite la edicion de genomas ({Marraffini, 2016, The
CRISPR-Cas system of Streptococcus pyogenes: function and applications}) . La fun-
cion original del sistema CRISPR-Cas es la proteccion frente a la infeccion por otros
organismos (virus y/o bacterias), pero ha sido redisefiado como herramienta biotec-
nologica, principalmente para la inactivacion o deleccion de genes (Dounda, J. A. Ge-

nome editing. The new frontier of genome engineering with CRSPR-Cas9). En nuestro
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caso, queremos utilizar esta tecnologia para realizar una duplicacion a pequefia es-
cala simulando los eventos que acontecidos en el genoma de S. cerevisiae durante
su historia evolutiva. De esta manera, nos permitira dilucidar el destino y la funcion de
los genes duplicados, en una escala evolutiva accesible.

Se ha escogido escogido la técnica CRISPR por su gran versatilidad, ya que
permite de manera muy sencilla elegir en que punto del genoma se quiere insertar el
gen duplicado, y aunque esto también se podria hacer por recombinacién homoéloga
clasica, la técnica CRISPR/Cas9 permite hacer una edicion gendémica sin dejar cica-
trices.

En este TFM se pretendié duplicar el gen hst2 (Figura 9) codificante para la
histona deacetilasa HST2 implicada en eventos de silenciamiento nuclear. Activa el
silenciamiento subtelomérico y aumenta la represion en el silenciamiento nucleolar.
Su funcioén es regulada negativamente por la exportacion nuclear activa (Perrod, 2001,
A cytosolic NAD-dependent deacetylase’, Hst2p’, can modulate nucleolar and telo-
meric silencing in yeast)(Landry, 2000, The silencing protein SIR2 and its homologs
are NAD-dependent protein deacetylases)(Tanner, 2000, Silent information regulator
2 family of NAD- dependent histone/protein deacetylases generates a unique product’,
1-O-acetyl-ADP-ribose).

Chromosome XVI - NC_001148.4

[ 517651 [ 529350

CTFi4a ZHI1 HET 2 af— HRPZ1E
IRC1S CIP1

Figura 9. Region del cromosoma 8 de S. Cerevisiae donde se localiza el gen hst2.

Para ello se disefi6 el siguiente proceso en dos pasos (Figura 10). Primero se
inserta en el genoma de la célula mediante recombinacién homodloga, sobre el punto
de corte de Cas9, un fragmento de ADN que contiene la region codificante para la
proteina AmCyan, que confiere fluorescencia a las células portadoras cuando se ex-
cita a longitud de onda de 485nm. Ademas, se inserta un segundo fragmento que
insensibiliza la region cromosomica a la digestion con Cas9, puesto que se ha gene-
rado una mutacion sindGnima sobre la secuencia PAM, imprescindible para la edicion
por CRISPR/Cas9. A este fragmento lo llamaremos HR 1+2. El segundo paso es in-
sertar el gen hst2 en el sitio de AmCyan. En este caso se disefid un gRNA que reco-
noce una secuencia concreta de AmCyan, las Cas9 corta y el msh2 se inserta por

recombinaciéon homologa.
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— | oppa PRYUIR ORF+1 |—
—LPHﬂgijzugu
L 4
ZRNA
HRsiteQ | AmCyan | HRsite B

FIRST STEP:

itep | AERNAPCR | HRsitea

SECOND STEP;

HR site AmCyan 5’ | Gol+UTRs HR site AmCyan 3'

Figural0. Transformacion en dos pasos mediante CRISPR Cas9. El primero paso es insertar
el fragmento (HR1 + HR2) en el genoma de la. El segundo paso es insertar el gen que quere-
mos duplicar en el sitio de AmCyan.

4 RESULTADOS Y DISCUSSION
4.1 Evolucion adaptativa de S. cerevisiae Y06240.

La evolucion adaptativa, es una continuacion de una evolucion experimental
realizada en nuestro laboratorio. Los detalles se han detallado en el apartado de ma-
teriales y métodos. En la imagen 11, se representa esquematicamente los puntos mas

importantes, tanto la fase experimental como la fase de adaptacion.
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S, Cerevisige Y06240
(BYA741; Mato; his3D1; leu2D0; met1SDO;
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Figura 11. Representacion esquematizada de los diferentes puntos donde se realizaron los

bioscreens, el RNAseq y las respectivas comprobaciones. Los RNAseq se realizaron en dos

puntos de la evolucion experimental y uno en la
Bioscreen se realizaron a to, t1oo, t110, t130, t1so, t170. Las

aleatorios de la evolucién adaptativa.

adaptacion del estrés por Glicerol. Los

comprobaciones se realizaron en puntos

4.1.1 Comprobacién del estado de las lineas.

4.1.1.1 Morfologia celular.

En algunos casos se detectaron contaminaciones con forma de coco, conforme

se puede ver la figura 12, marcadas con flecha blanca, junto con células de levadura.
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Figura 12. En las dos imagenes, sefialado con una fletxa blanca, se observan dos morfologias
de cocos. a. cocos formando tétadras b. Cocos aislados.

4.1.1.2 Comprobacién genotipica

Como se puede observar en la figura 13, mediante el genotipado con el marca-
dor Ascl, solo se produjo la amplificacion en el ADN gendmico de la levadura control
BY4741 (muestra 3), indicando que las muestras 4 a 8, correspondientes a varios
puntos del registro fosil de la linea adaptada en YPL, no contienen DNA de levadura.
El problema de esta comprobacion, es que no podemos asegurar que sea la cepa
Y06240.

Figura 13. Genotipado utilizando los oligonucleétidos Ascl_F-NSIl y Ascl_R-NSII. El orden
de las muestras; 1. gDNA Arabidopsis thaliana 2. gDNA E. Coli 3. gDNA BY4741 4. YPL al
t1495. YPL @2 t1a0 6. YPL a3 t1a0 7. YPL d1t140 8. CN 9. Marcador Gen Ruler 1 Kb plus.

En la figura 14, se muestra el genotipado KMX4 utilizando los oligonucleotidos
MshD y KanC. En la que se puede ver, que las muestras 2 a 4 y 8 a 15 dan un
fragmento de aproximadamente 1500 pb similar a la muestra original (16; cepa
Y0624) indicando que todas las muestras corresponden a la levadura YO6240. Este
resultado tambien se confirmé con los oligonucleodtidos Msh2A y Msh2D (Figura 15).
Esta PCR, dio un patron de bandas diferencial, donde las levaduras WT (BY4741)
muestran una banda de mayor tamafo que la cepa Y06240 a causa del inserto
KanMX4
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Figura 14. genotipado utilizando los oligonucleétidos MshD y KanC. 1. Marcador Gen Ruler
1Kb plus. 2. YPL dit18243. 1/8 YPD d;t1944. YPL d1t1745. YPL dit1s3 6. YPL dotis3 7. YPL d3 tiss
8. 1/8 YPD dzt1949. 1/8 YPD d3t194 10. YPL a; t19sa 11. YPL a2 t19412. 1/8 YPD dj t194 13. C+
Y06240 14. #1 to 15. YPL d; 174 (sin diluir) 16. C+ Y02640 17. C- Marcador Gen Ruler 1 Kb
plus

Figura 15.Genotipado utilizando los oligonucleétidos MshD y KanC. Las muestras estan nu-
meradas: 1. Marcador Gen Ruler 1 Kb plus 2. YPL dit1843. 1/8 YPD d1t1944. YPL dstie05. YPL
d1t1746. YPG datiga 7. YPL d3t1s38. YPL d3t1049 1/8 YPD dst104 10. YPL di1tigz 11. YPL datio4
12.1/8 YPD d2t194 13. C+ Y06240 14. C+ BY4741 15. YPL d1t174 16. #1 to 17.C- 18. Marcador
Gen Ruler 1Kb plus.

Estos resultados muestran que ha habido algunas contaminaciones, quizas
debido a mala esterilizacion del medio (fallo de la autoclave) o a contaminaciones
accidentales (los wbos de evolucion se tapan con bolas de algodén para permitir in-
tercambio de gases, y en algunos casos detectamos que los tapones se habian caido).

Dado que se detectaron estos puntos, se revisé todo el registro fésil, descar-
tando los puntos contaminados y re-iniciando las evoluciones en las lineas que asi lo
requirieron, hasta completar los 100 pases en adaptacion a medios de estrés, con

lineas formadas solo por levaduras Y06240.
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4.2 Caracterizacion fenotipica de las poblaciones adaptadas.

4.2.1 Tamafo de las colonias.

En la figura 16, podremos ver algunas de las imagenes obtenidas para carac-
terizar los tamafios poblacionales.

Si tomamos el tamafo de las colonias de la figura 16a como referencia y las
comparamos con las demas, se puede observar que las mismas células crecidas en
YPG s6lido, muestran un tamafio mucho menor, aunque el nimero de colonias creci-
das fue muy parecido. También observamos que en la figura 16b, existe una hetero-
geneidad en el tamafo de las colonias, sin embargo, no existen evidencias de que
estuviese relacionado con la heterogeneidad de los genotipos, puesto que partimos
de una sola colonia y a priori de una poblacion homogénea. Si observamos la figura
16c¢, podremos comprobar que se aprecia un tamafo de colonia sensiblemente mayor
a las colonias de la imagen 16a. Esta caracteristica puede ser atribuida al efecto de la
evolucion experimental fruto de cierta adaptacion y optimizacién de los recursos. Si
nos fijamos detalladamente en la figura 16d, podemos observar cierta heterogeneidad
en las colonias. Esto lo podemos relacionar a que, durante la evolucién experimental,
se ha generado una acumulacion de mutaciones que achacan al fenotipo y a la adap-
tacidon de esta linea al medio donde ha crecido, ya que el medio sélido donde ha cre-
cido, no corresponde al que ha sido adaptada. Hay que tener en cuenta que la adap-
tacion ha sido en YPG liquido, por lo que la seleccion natural actuara sobre las leva-
duras que muestren mejor adaptacién a este medio. Este hecho se observa en la fi-
gura 16e, donde existen colonias pequefias, debido al fuerte estrés que genera el
glicerol a la célula, pero homogéneas y de mayor tamafio que la to crecida en YPG

sélido a causa de su reprogramacion y adaptacion a este medio.
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-

Figura 16. Caracterizacién fenotipica de las poblaciones adaptadas a medios con y sin estrés.
a. Linea to#1 crecida en YPD sélido [104] b. Linea to#1 crecida en YPG sélido [10%] c. Linea
ti00#1 crecida en YPD sélido [10*] d. Linea evolucionada en YPD hasta ti00, adaptada en YPG
a; hasta ti70y crecida en YPD sélido ti71[104] e. Linea evolucionada en YPD hasta tio0, adap-
tada en YPG a; hasta ti70y crecida en YPG s6lido ti71 [10].

4.2.2 Fenotipos anormales en la morfologia de las colonias

En la figura 17, se observan en detalle algunos de los fenotipos anormales que
aparecen en ciertas colonias.

Como se puede ver en la figura 17a, la to, presenta colonias con forma punti-
forme, con una elevacion plana y bordes enteros. El color que observamos es de un
blanco brillante. Morfolégicamente, observamos una excepcién, una colonia que
muestra cierta ondulacion en el borde. Esta caracteristica, también se aprecia con
mas claridad cuando el crecimiento es en YPG, ademas en este medio las células
presentan un color blanco apagado y translicido. Después de la evolucién experimen-
tal hasta ti00, observamos que la morfologia celular cambia sensiblemente, las colonias
adquieren mayor tamano, tienen una elevacion convexa y hay mas colonias con bor-
des rugosos. Estos caracteres pueden ir asociados a una mejor adaptacion permi-
tiendo que un mayor niamero de células que conforma la colonia acedan a sustrato y
de esta manera poder adquirir un mayor tamafo de la colonia. Esto se justifica por el
hecho de que las colonias pequefias no presentan tantas formas irregulares en los
bordes, tal y como se observa en la figura 17d. Hay que tener en cuenta que las colo-
nias que crecen en la figura 17d, lo hacen en YPG sdlido y han sido adaptadas en

este medio. Por lo que este medio puede influenciar en que las colonias no muestren
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este fenotipo por motivos metabdlicos. En cambio, como se observa en la figura 17e,
este fenotipo es comun en colonias crecidas en YPD.

Figura 17. Fenotipo que muestran las colonias crecidas en diferentes medios y a diferentes
tiempos de evolucion. a. Linea to#1 crecida en YPD solido 10 b. Linea to#1 crecida en YPG
soélido 10 c. Linea evolucionada en YPD hasta ti00, crecida en medio YPD sélido d. Linea
evolucionada en YPD hasta tigo adaptada en YPG hasta ti7y crecida en YPG sélido ti7; e.
Linea evolucionada en YPD hasta tio, adaptada en YPG hasta ti7oy crecida en YPD solido
t171.

4.2.3 Curvas de crecimiento.
Como se ha indicado en el apartado de M&M, se ha determinado el parametro
pumax de las poblaciones evolucionadas en condiciones de estrés y se ha comparado

con la respuesta de la poblacion ancestral (Figura 18), utilizando este parametro como
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medida de la plasticidad fenotipica de la levadura. [[(Pigliucci, 2006, Phenotypic plas-
ticity and evolution by genetic assimilation)(Warringer, 2003, Automated screening in
environmental arrays allows analysis of quantitative phenotypic profiles in Saccharo-
myces cerevisiae;Pigliucci, 2005, Evolution of phenotypic plasticity: where are we go-
ing now?;Mattenberger, 2016, The Phenotypic Plasticity of Duplicated Genes in Sac-
charomyces cerevisiae and the Origin of Adaptations;Keane, 2014, Preservation of
genetic and regulatory robustness in ancient gene duplicates of Saccharomyces cere-
visiae)]

Tras analizar las curvas de crecimiento y obtener las tasas de crecimiento a
través de la umax, analizamos como ha variado a lo largo de la evolucion ya que este
pardmetro se puede relacionar con procesos de adaptacion y/o especializacion.

Observando las figuras 18a y 18b, podemos ver que existen tres medios alta-
mente estresantes para la célula ya que su tasa de crecimiento es menor. Estos me-
dios corresponden al YPE, YPG y YPL. En cambio, el medio YPO2D, observamos que
solo produce un sensible estrés. Esto se debe a que los medios YPD y YPO2D, con-
tienen glucosa que es la principal fuente de carbono para la levadura. Es mas, en la
figura 18b, se observa que las crecidas en YPO2D, presentan una pmax ligeramente
mayor que las adaptadas y crecidas en YPD. Para explicar este hecho, hay que tener
en cuenta que la poblacion evolucionada en YPD 1/8, la evolucionamos en un medio
pobre en nutrientes, por lo que esperamos que se fijen mutaciones durante la fase
experimental que le permitirdn a la célula optimizar las rutas metabdlicas para la ob-
tencion de energia. De este modo, al llegar a la evolucion adaptativa, el hecho de abrir
el cuello de botella del 1% al 10% permitira a las células que optimicen mejor los re-
cursos, una mayor supervivencia. Como era de esperar, estas lineas, adaptadas en
YPD y crecidas en cada uno de los medios de estés, presentan cierta homogeneidad
en las tasas de crecimiento. Si miramos en detalle, observamos que esa homogenei-
dad se mantiene, sobretodo, entre la toi la tioo debido a la acumulacion de mutaciones
neutras. De tioo a tizo adaptadas en YPD, observamos que hay un descenso muy ligero
de la tasa de crecimiento cuando se crecen en medio de estrés debido a que las cé-
lulas se adaptan y especializan a sobrevivir en medio YPD. La excepcion la encontra-
mos en YPO2D por los motivos explicados anteriormente.

Si observamos que sucede con las lineas adaptadas a YPO2D, tanto la linea a

como la linea d, vemos que se produce una adaptacion al medio YPO2D de las lineas
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adaptadas a YPO2D, ya que podemos hacer la relacion de una mayor tasa de creci-
miento es sinbnimo de una mayor adaptacion y por lo tanto una mayor especializacion.
Por lo contrario, cuando crecemos las lineas adaptadas a YPO2D en YPD, observa-
mos que la tasa de crecimiento va descendiendo ligeramente a medida que avanza-
mos en la adaptacion causada por esa especializacién. Lo mismo sucede con las li-
neas adaptadas en YPL ( Figura 18 fy g) a excepcion de cuando crecemos la lineas
adaptadas a YPL d, ya que cuando la crecemos en YPD, muestra un ligerisimo au-
mento de la pmax. Este ligero augmento, podria no ser significativo por lo que deberia
ser evaluado estadisticamente.

Si observamos las lineas adaptadas en YPG (Figura 18 g y h ), observamos
gue no hay una variacion de la tasa de crecimiento apreciable en las lineas crecidas
en YPD. Esa variacion, la podemos observar cuando son crecidas en el mismo medio
a las que estan adaptadas. En este caso podemos observar una diferencia notable en
la tasa de crecimiento en tioo cuando las crecemos en YPG tras la evolucion experi-
mental en YPD (umax = 0,124) y la evolucidén experimental en YPD 1/8 (umax = 0,176)
atribuible a un mayor aprovechamiento de los recursos de las poblaciones evolucio-
nadas en YPD 1/8 ya que tras la evolucién adaptativa los valores de la tasa de creci-
miento mantienen una tendencia positiva. En este caso, la adaptacion y especializa-
cion al medio, no repercute negativamente cuando las crecemos en YPD

Un caso especial es el que sucede con las lineas adaptadas en YPE, ya que
tanto cuando las crecemos en YPD como en YPE, muestran una tendencia positiva
de la tasa de crecimiento a lo largo de la evolucion. Es importante observar en detalle
gue los puntos (umax) de las lineas adaptadas en YPE y crecidas en YPD, muestran
una distribucion un tanto aleatoria. Por lo que, aun cuando se observa una cierta ten-
dencia positiva, hay que tener en cuenta que esos datos no tienen un ajuste preciso.
En cambio, si se mantiene una correlacion en las lineas adaptadas y crecidas en YPE,
por lo que la especializacién es mas que evidente

En general, podemos observar un patrén que se da durante la evolucion expe-
rimental (de toa tio0), y €S que no se observan grandes cambios en las pmax. La base
genética de este patron es que durante la evolucion experimental estamos generando
poblaciones con una alta heterogenicidad debido a la acumulacién de mutaciones
neutras. En cambio, si que son mas apreciables los cambios que se producen en la

tasa de crecimiento durante la evolucion experimental ( de tioo a t170 ). Esos cambios,
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los podemos asociar a una mayor adaptacion cuando la tasa de crecimiento muestra

una tendencia positiva.
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Figura 18. Representacion de las curvas de crecimiento en forma de géficas de tendencia.
De esta manera podemos determinar como afecta la evolucién experimental, seguido de la
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evolucion adaptativa a la tasa de crecimiento celular. Los graficos de la izquierda se
representan las muestras que fueron evolucionados en YPD (a) y los de la derecha, las que
fueron evolucionadas en YPD 1/8 (d). En color azul se representan las lineas adaptadas en
YPD, en negro las adaptadas en YPO2D, en verde las adaptadas en YPL, en amarillo, las
adaptadas en YPE. a) Lineas adaptadas en YPD y crecidas en cada uno de los medios de
estrés. d) Lineas adaptadas en YPD 1/8 y crecidas en cada uno de los medios de estrés. c)
Linea adaptada en YPO2D a y crecida en YPO2D y YPD. d) Linea adaptada en YPO2D d y
crecida en YPO2D y YPD. e ) Linea adaptada en YPL a y crecida en YPL y YPD. f) Linea
adaptada en YPL d y crecida en YPLy YPD. g) Linea adaptada en YPG ay crecida en YPG
y YPD h) Linea adaptada en YPG d y crecida en YPG y YPD i) Linea adaptada en YPE a y
crecida en YPE y YPD j) Linea adaptada en YPE d y crecida en YPE y YPD

4.3 Determinacion de plasticidad transcripcional en poblaciones adaptadas.

La duplicacion génica esta muy ligada a como las poblaciones se pueden adap-
tar a condiciones cambiantes. Estos cambios rapidos se dan a consecuencia de que
los organismos tienen cierta plasticidad transcripcional. En nuestro caso, investigamos
si los genes duplicados de S. cerevisiae (1120 pares, aproximadamente el 32,8% del
genoma) tienen una respuesta transcripcional en situaciones de estrés inducidas por
glicerol.

En la to se observo que, del total de los genes alterados, un 40,5 % correspon-
dian a genes duplicados. Una cifra significativamente mas alta de lo esperado (test
binomial: P<2.2 x 101%). Complementariamente, el 59,5 % de 1634 genes transcrip-
cionalmene alterados, eran onologos. Lo que indica que los genes duplicados tienen
un gran impacto en la respuesta a glicerol en la poblacion tO0.

Dado que el mecanismo de duplicacién (Carretero-Paulet and Fares, 2012; Fa-
res etal., 2013; Keane et al., 2014) es sumamente importante para entender el destino
de los genes duplicados, investigamos que diferencias exististian en el andlisis trans-
criptomico en presencia de los WGD y los SSD. En la poblacion tO que crecimos en
YPG, encontramos que los WGD eran transcripcionalmente mas representados de lo
esperado (test binomial: P=4 x 10, mientras que, en los SSD no se encontré esa
represntabilidad. En las poblaciones t100 and t110 no mostraban diferencias WGDs y
SSDs.

Curiosamente, se identifico un grupo de genes que se alteraba en las tres po-
blaciones (TO, t100 i t110) (N=369, figura 19 a). Como es de esperar, la proporcion de
este grupo de genes duplicados (369/1079=34,2%), que mostraban alteracion, era
significativamente mayor que el grupo de genes alterados onologos
(533/18215=29.3%) (Fisher’s exact test: odds ratio F=1,26, P=6,2 x 10 -3). Se encontrd
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un patron diferencial entre la respuesta transcripcional de onologos y duplicados:
mientras que la mayoria de los duplicados bajaron su expersion en las tres poblacio-
nes crecidas en YPG, se observo que sucedia el contrario para los onologos (Figura
19 b). De hecho, el numero de duplicados sobrexpresados en las poblaciones creci-
das en YPG fue menor de lo esperado en t0, t100 y t110 (Figura 19 b).

Cuando se examinaron como los procesos celulares se veian afectados por los
genes duplicados, se observaron diferencias entre las poblaciones adaptadas en YPD
y las adaptadas en YPG. El grupo de genes duplicados alterados que respondian
transcripcionalmente al glicerol en las tres poblaciones, se distribuy6 entre los proce-
sos celulares relacionados con el transporte de carbohidratos y sustratos organicos y
la respiracion, incluyendo la oxidacion-reduccion, la derivacién energética por oxida-
cion de compuestos organicos (Figura 19 c¢). En la poblacion t0 crecida en glicerol, los
genes duplicados que se alteraron transcripcionalmente se referian a procesos de tra-
duccion y biosintesis (Figura 19 d). En la poblacion t100 no se observaron genes
duplicados alterados especificamente. Por ultimo, la poblacion t110 adaptada a YPG
exhibié alteraciones transcripcionales en una serie de duplicados principalmente invo-
lucrados en la respuesta al estrés y estimulos, asi como en la regulacion de los pro-
cesos bioldgicos (Figura 19 e). Vale la pena notar que los analisis de duplicados re-
gulados en las tres poblaciones también produjeron resultados muy diferentes para
las poblaciones cultivadas en YPD (poblaciones t0 y t100) en comparacion con la po-
blacion cultivada en YPG: Los duplicados sobrexpresados en las poblaciones t0 y t100
estaban relacionados con procesos celulares de reproduccion sexual, esporulacion,
transporte, procesos oxidativo-reductivos y biogénesis de pared de ascosporas, entre
otros. En contraste, en la poblacién t110 muchos procesos catabdlicos, incluyendo la
derivacién de energia por oxidacion, TCA, y los procesos catabolicos de lipidos fueron

sobrexpresados por genes duplicados en células cultivadas en YPG.
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Figura 19. Los genes duplicados son mas enriquecidos que los onologos para los genes
transcripcionalmente alterados y muestran diferentes patrones de respuesta a los onologos
en condiciones de crecimiento YPG. a. El diagrama de Venn, identifica la respuesta de los
duplicados mas comunes en las tres poblaciones (t0, t100 y t110) y los duplicados que res-
ponden Unicamente al glicerol en cada una de las poblaciones. b. Los duplicados muestran
mas regulacion negativa que una regulacién positiva, mientras que los onologos muestran
mas regulacién positiva que regulacion negativa (*, **, *** se refieren a P <0,05, P <0,01, P
<0,001 bajo un ensayo binomial y los colores identifica el patrén mas abundante en la com-
paracion entre arriba y abajo de los genes regulados). c. Agrupamiento semantico de proce-
sos celulares enriquecidos por genes duplicados que se alteraron transcripcionalmente en las
tres poblaciones. El color de las burbujas representa la proporcidon de genes en un proceso
celular particular que se encuentra transcripcionalmente alterado (valor log P), mientras que
el tamafio indica la frecuencia del término GO en el organismo. d. Agrupamiento semantico
de procesos celulares enriquecidos por genes duplicados que se alteraron transcripcional-
mente en la poblacién en t0. e. Agrupamiento semantico de procesos celulares enriquecidos
para genes duplicados que se alteraron transcripcionalmente en la poblacion en t110.
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4.4 Puesta a punto de un sistema basado en CRISPR-Cas9 para duplicacion
génicaen S. cerevisiae Y06240.

En la literatura reciente se han descrito distintos métodos de edicion del ge-
noma para S. cerevisiae, junto con la creacion de diversos plasmidos de expresion del
sistema CRISPR-Cas9(Marraffini, 2016, The CRISPR-Cas system of Streptococcus
pyogenes: function and applications;Horwitz, 2015, Efficient Multiplexed Integration of
Synergistic Alleles and Metabolic Pathways in Yeasts via CRISPR-Cas;DiCarlo, 2013,
Genome engineering in Saccharomyces cerevisiae using CRISPR-Cas systems;Bao,
2015, Homology-Integrated CRISPR-Cas (HI-CRISPR  System for One-Step
Multigene Disruption in Saccharomyces cerevisiae)). Entre ellos, los pCRCT, pCR y
pCT que empezamos a utilizar en este trabajo.

4.41 Obtencion del fragmento HR1 (AgRNA) + HR2 (AmCyan)
La obtencion del fragmento in sillico del gRNA en el ORF aguas abajo del gen

hst2, se hizo mediante el programa CRISPRdirect (https://crispr.dbcls.jp). In vitro, se

obtuvo mediante la hibridacion y la fosforilacion de 4 fragmentos de sDNA de simple
cadena. Se utiliz6 1pl de cada uno de los oligonucleétidos FM0OO1dir (100pm),
FMOO1rev (100um), FM002dir (100um), FM0OO2rev (100um), en una reaccion con 1x
buffer T4 PNK y 5 unidades de T4 PNK en un volumen final de 10ul. La reaccién de
fosforilacidon se realiz6 a 37 °C durante 30 min, seguida de una desnaturalizacién de
5 minutos a 95 °C; Para permitir que los oligonucleétidos hibridasen con sus comple-
mentarios, generando asi un fragmento de doble cadena (gRNA), se disminuy6 la
temperatura de reaccién desde los 95 a 25 °C, con un gradiente de -5 °C/ minuto.

La obtencion del fragmento de HR 2 (AmCyan) que servirh como marcador de
seleccion, se obtievo a partir del plasmido AmCyan de Clontech. En este caso se di-
sefa el cebador para la regién 3’ del gen. Esta regién homologa sera la regién 5’ del
HR Q y usaremos la misma region homologa (3, en este fragmento sera la 3'.

La obtencién de HR1 i HR2 en un solo fragmento, se hizo mediante una PCR
anidada utilizando los oligonucleotidos FM007b y FM003 en una mezcla de 5 pl de
Buffer Q5 (x5), 0,5 pl de dNTPs (10 puM), 1,25l de cada cebador (10 uM), 0,25 pl de
polimerasa Q5HFTaq [2U/pl] y 14,75 pl de H20. Las condiciones de la PCR fueron de
35 ciclos con una desnaturalizacion de 20 segundos a 94 °C, una hibridacion a 54 °C
y una extension de 40 segundos a 74 °C. La purificacion de este fragmento se hizo

con Kit Promega como detalla el fabricante.
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Como se ve en la figura 20 (correspondientes a los geles de obtencién del frag-
mento HR1+HR2 y genotipado), todos los fragmentos se construyeron satisfactoria-

mente.

Figura 20. Obtencion del fragmento HR1+HR1 a partir del fragmento de HR1 (AgRNA) y HR2
(AmCyan). Las muestras son: 1. HR 1 2. HR 2 3. HR1+HR2 4. Marcador Gene Ruler 1Kb

El gRNA se cloné en en plasmido pCRCT ura* (figura 20 )para poderlo expresar
en la levadura mediante digestion y ligacidn). Primero hizo una digestion con la enzima
de restriccion Bsal-HF utilizando 0’75 pl (NEB; 20 U/ul), 1,5 ul de Buffer Cut Smart
(NEB, 10x), 11,75 pl de H20 para y 1 pl de plasmido para llegar a un volumen final de
15 pl. Incubamos el mix a 37 °C durante 3 horas. La ligacién, se realiz6 utilizando 9 pl
de plasmido digerido y 3 pl de gRNA manteniendo una relacion 3:1 de plasmido:in-
serto. A la mezcla se le afadié 1,3 ul de rATP (ThermoFisher; 5mM), 0,2 pl de T4
ligase (NEB; 200U/ul), 2 pl de Buffer (NEB, 10x) y 4,5 pl de H20 para llegar a un

volumen final de 20 pl.

pCRCT ' '

URAZ  trunURAJdp 2 micron origin
SNRS2p SUP4t TEF1p NLS iCas® MLS ADHZt RPR1p tracrRNA RPR 1T
mﬂ-—n e
Spacers
criHiNA, array ~

Figura 21. Esquema del plasmido pCRCT suministrado por Addgene (Bao, 2015, Homology-
Integrated CRISPR—Cas (HI-CRISPR System for One-Step Multigene Disruption in Saccha-
romyces cerevisiae).
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Para eliminar la actividad de la Cas9 se gener6 una mutacion sinénima en la
secuencia PAM de la levadura, haciendo ineficaz la digestion por Cas9. Esta mutacion
se generé mediante una PCR anidada utilizando unos cebadores (F2*Tgg2TTA,
R2*Tgg2TTA, F3*Tgg2TAA, R3*Tgg2TAA) a los que se le ha afadido la region recombina-
cion homologa de 60 pb. Una regidon homologa a (HR a) en 3’ hasta el gRNA vy otra

region homologa artificial B (HR B) que va de 5’ al gRNA.

4.4.2 Transformacion de lalevadura con pCRCT

El objetivo de esta transformacion es introducir el AmCyan en el genoma de la
levadura BY4741 siguiendo el protocolo en el anexo 7.5 Para la transformacién utili-
zamos 3 ug de DNA en una proporcion 1:1 de pCRTC:HR1+HR2. Una vez hecha la
transformacién se incub6 48 horas a 30 °C. A continuacion, se sembraron 100 pl en
medio sélido selectivo YNB ura” kan y 1 ml en medio YNB ura™ liquido fresco y se
incubo durante durante 24 horas a 28° C.

4.4.3 Comprobacion de la transformacion.

Se seleccionaron aleatoriamente varias colonias crecidas en medio solido se-
lectivo YNB ura” kan. Se realiz6 una extraccion de gDNA mediante el protocolo deta-
llado en el anexo 7.8.1.

Para esta comprobacién se realizaron varios genotipados con oligonucleétidos
situados en los extremos adyacentes al fragmento de AmCyan (FM003, gHST2D). El
mix de PCR se hizo con 2 pl de Buffer2 [10x] con MgClz, 0,3 pl de dNTPs [10 mM], 1
ul de cada cebador [10 uM], 0,2 ul de polimerasa NETZYME (Biotools, 10 U/ul) y 15,5
pl de H20 para un volumen final de 20 pl por reaccion.

Sin embargo, ninguno de los plasmidos indujo la insercién del gen AmCyan en
el genoma de S. cerevisiae, ya que de las colonias obtenidas en las placas URA-,

ninguna tenia el genotipo esperado (figura 22).
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Figura 22. Genotipado de las levaduras transformadas. La comprobacion de la transforma-
cion se realizé utilizando los oligonucle6tidos FM003, gqHST2D, estos cebadores amplifican
un patrén de bandas diferencial entre las levaduras WT y las transformadas. El orden de las
muestras és: a) 1. Gene Ruler 1kb plus2.13.24.35.46.57.68.79.810.911.1012.11
13. 12 14. 13 15. 14 16. Gene Ruler 1kb plus 17. C+ 18. C- 19. BY4741 20. Gene Ruler 1kb
plus b) 1. Gene Ruler 1kb plus 2. 153.16 4. 17 5.186.197.208.219. 22 10. 23 11. 24 12.
25 13. 26 14. 27 15. 28 16. Gene Ruler 1kb 17. C+ 18. C- 19. BY4741 20. Gene Ruler 1kb
plus.

A pesar del resultado negativo de la PCR también se comprob6 mediante mi-
croscopia de fluorescencia, a una longitud de onda 485 nm. Ya que las células que a
priori eran transformantes puesto que crecian en medio selectivo, deberian presentar
fluorescencia. Sin embargo, no se observo fluorescencia en ninguna de las lineas (Fi-

gura 23).
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Control positivo. Cyan en E. Col

741

Control negativo. BY#4

Transformacion con CRISPR Casf de
BY4741

Figura 23. Imagenes obtenidas con el microscopio confocal ZEISS LSM 780 a una longitud
de onda de 485nm. Donde se puede observar que las células transformadas mediante
CRISPR Cas9, no muestran fluorescencia Cyan.
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4.4.4 Western para comprobar la proteina Cas 9.

Para comprobar que la proteina iCas 9 se estaba expresando correctamente,
se procedio a hacer una extraccion de proteinas de las células transformadas me-
diante el protocolo 7.12 detallado en el anexo. Se realizdé un experimento una electro-
foresis en gel de acrilamida (SDS-PAGE) segun se detalla en el anexo 7.11. Poste-
riormente se realiz6 un marcaje con anticuerpos especificos para la proteina Cas9.

Conforme se puede observar en la figura 24 correspondiente al experimento de
WesternBlot, el plasmido pCRCT que nos suministré la empresa Addgene no producia

la enzima Cas9.

Tabla 2. Concentraciones de proteinas extraidas de cada una de las muestras.

Muestra Absorbancia 595 nm Proteinas [mg/ml]
PCas 9 E.coli 6579 2,904
pCT 5450 2,173
pCRCT_LDR 5005 1,884
pCRCT_SDR 5006 1,885
BY4741 12216 6,554
pCRCT_LDR+HR 3022 0,600
pCRCT_SDR+HR 4407 1,497
pCT+pCR_LDR+HR 7978 3,499
pCT+pCR_SDR+HR 7571 3,546

Figura 24. Resultado del Western, donde solo se puede apreciar la aparicion de banda, indi-

cativo de la presencia de proteina iCas9, en las muestras de E. Coli. Las muestras se ordenan;

44



Duplicacion génica e innovacion en Saccharomyces cerevisiae

1. Page Ruler Unstained Protein Ladder 2. Cas9 E.Coli 3. pCRCT_LDR 4. pCRCT_SDR 5.
BY4741 6. pCRCT_LDR+HR 7. pCRCT_SDR+HR 8. pCT 9. Cas9 E.Coli 10. Page Ruler Uns-
tained Protein Ladder.

4.45 Construccion del plasmido CRISPyBerger

Debido a los resultados negativos obtenidos hasta el momento, disefiamos
nuestro propio vector, CRISPyBerger, a partir de los pldsmidos cedidos por el labora-
torio del Dr. Horwitz {Horwitz, 2015, Efficient Multiplexed Integration of Synergistic
Alleles and Metabolic Pathways in Yeasts via CRISPR-Cas}. A partir de estos plasmi-
dos se obtuvo por PCR la enzima Cas9 mejorada y adaptada a S. cerevisiae, y se
cloné en el esqueleto del plasmido pCRCT. Para ello, partimos de los plasmidos (AH2
y AH3) desarrollados en el laboratorio del Dr. Horwitz [27]. Estos plasmidos integran
un ‘cassette’ de resistencia a Higromicina y el ‘cassette’ de expresion para la enzima
Cas9, pensados para insertar ambos en el genoma de la levadura. Aprovechando que
estos plasmidos contienen zonas de corte con la enzima de restriccion Pmel adyacen-
tes a los casetes mencionados, se cortd y pego el fragmento de Cas9 con el fin de
sustituir el ‘cassette’ de iCas 9 del plasmido pCRCT [28].

La digestion con Pmel se realiz6 en un volumen final de 15 pl utilizando 1 pl de
cada plasmido [500 ng/ul], 1,5 pl de Buffer B [10x] (Thermo), 1 pl de Pmel [5U/ pl] y
10,5 pl de H20. La reaccion se dejoé incubando durante toda la noche a 37 °C y se
inactivé la digestion a 65 °C durante 20 minutos.

Para la amplificacion por PCR del ‘cassette’ de Cas9 utilizamos los oligonu-
cledtidos CC9ahF y CC9ahR. Esta PCR la realizamos en un mix de 2 ul de Buffer sin
MgCl2 (10x), 0,8 pl de MgCl2 [10 uM] 0,3 pl de dNTPs [10 mM], 1 ul de cada cebador,
0,2 pl de polimerasa Biotools [10U/ul] y 14,4 pl de H20 para llegar a un volumen final
de 20 pl. Se programo el termociclador para una hibridacion a 60 °C y una extension
de 4 minutos y 30 segundos durante 35 ciclos. Para obtener el vector npCRCT vacio
de Cas9, se utilizaron los oligonucleotidos CC9pF y CC9pR. Esta PCR se realizé en
un mix de 5 pl de Reaction Buffer (5x), 0,5 ul de dNTPs [10 mM], 1,25 pl de cada
cebador, 0,25 pl de polimerasa Q5 HF [2U/ul] y 16,25 ul de H20 para llegar a un volu-
men final de 25 pl. Las condiciones de PCR fueron de una temperatura de hibridacion
a 60 °C, 5 minutos y 30 segundos de elongacion a 70 °C y 35 ciclos.
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Se cuantificd la concentracion del vector (257,0 ng/ul) y del inserto (161,6
ng/ul), para mezclar los dos productos en una relacion de 1:3 vector:inserto. Esta mez-
cla se incub6 con las enzimas de restriccion Xmal y Not | para obtener extremos de
corte que posteriormente serviran para unirse en una ligacion. La reaccion de restric-
cion la hacemos con 2ul de npCRCT sin Cas9, 9,54 ul del ‘cassette’ de la Cas9ah, 1
ply 0,5 pl de las enzimas de restriccion Xmal [10U] y Notl HF [20u] respectivament,
1,5 pl de Buffer CutSmart [10x] y finalmente 0,46 ul de H20 para llegar a un volumen
final de 15 ul por reaccion. La reaccion se incub6 a 37 °C durante una hora y la activi-
dad enzimética se bloquea a 20 min a 65 °C. El siguiente paso fue la ligacion del
PCRCT y la Cas9 ah. Para la ligacion se usaron los 15 pl de la restriccion anterior y
se afadio 1,3 pl de ATP, 1,5 ul de Buffer T4 ligase [10x], T4 ligase y 0,7 ul de H20
para llegar a un volumen final de 20 pl. La reaccién se incub6 durante toda la noche a

temperatura ambiente.

446 Comprobacion del plasmido

Para la clonacién del plasmido se realizé una transformacion en Dh5a utilizando
el protocolo One Step Transformation detallado en el anexo 7.6. Se seleccionaron 10
colonias y se crecieron en LB ampicilina liquido a 37°C. Con cada una de estas colo-
nias, tras una extracciéon de DNA plasmidico con kit Promega, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante, se hizo una digestion con la enzima Cla | (figura 25). La segunda
comprobacion se realiz6 mediante una PCR de las extracciones de DNA plasmidico
(mp3 y mp 6) con los oligonucleétidos CC9ah_F y CC9ah_R y como controles utiliza-
mos en npCRCT vy las Cas9 de Horwtich. Para la reaccion se emplearons 2 pl de
Reaction Buffer [10x], 0,5 pl de dNTPs [10 mM], 1 ul de cada cebador [10uM], 2 pl de
polimerasa Netzyme [5U/ul]. Con esta PCR, nos aseguramos que el plasmido ha in-

corporado correctamente el casette de CCPah.
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Figura 25. Andlisis in Sillico del patron de los patrones de restriccion de los plasmidos usados
(pPAmpCyan, pCRCT, pCRISPyberger) para la comprobacion restriccion incubado con Clal. A.
andlisis de restriccion del plasmido pAmCyan incubado a 37 °C con Clal. Se genera un frag-
mento de 3325 pb. B. analisis de restriccion del plasmido pCRCT incubado a 37 °C con Clal.
No se genera ningun fragmento. C. analisis de restriccién del plasmido CRISPyberger incu-
bado a 37 °C con Clal. Se generan 3 fragmentos de 711p pb, 4196 pb, 543 pb.

447 Ligacion del gRNA[SWI]_LDRs al plasmido CRISPyberger y verifiacion

Con el plasmido ya formado, se procedié a su corte para insertar el dsgRNA
(Figura 26). Para esta digestion, se utilizaron 0,75 pl de la enzima de restriccion BSAI
HF con 2 ul de plasmido. Para la ligacién del plasmido con el dsgRNA, se utilizaron 9
ul de plasmido digerido y 3 pl de dsgRNA (relacion vector:inserto 1:3) con la ligasa T4
(NEB, 200U/ul) en un volumen final de 20pul.
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Flag tag 11399..11422

pTEF1 11052...11151
SRR

FRT 8180...8157 2337, 2348 FactorXa site
[2 micron origin §187...8537

2u ori 8184 8537

ISPyberger_pCRCT_dsgRNA[SWIL_L - 11487

3825..3830 WRONG Bsal
ColE1
lac 6115._ 6000

Figura 26. CRISPyberger pCRCT_dsrRNA obtenido in sillico.

La amplificacion del plasmido se hizo mediante la transformacion en E. Coli

Dh5a (Anexo 7.6) y se crecio en placas de LB ampicilina Xgal. De esta transformacion

se seleccionan las colonias que crecieron de color blanco ya que la insercién del frag-

mento se hace en la region LacZ. Al insertat el gRNA, se pierde el LacZ y la célula es

incapaz de metabolizar Xgal, por lo tanto, no se produce el compuesto 5'-dibromo-

4,4'-dicloro-indigo que produce el color azul. Con las colonias ya crecidas, se hizo la

extraccion de DNA plasmidico para posteriormente digerir con EcCORV para verificar la

insercion del gRNA (figura 28). Esta digestion se realiz6 afiadiendo 1 pl de enzima de
restriccion EcoRV, junto con 1,5 ul de Buffer NEB3 [10x], 2 ul de DNA y 10,5 ul de

H20 para un volumen final de 15 pl.
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Figura 27.Patron de restriccion in Silico mediante Serial Cloner. a. Andlisis de restriccion del
plasmido CRISPyberger pCRCT_dsgRNA[SWI]_LDRs incubado con EcoRV. Se obtienen 4
fragmentos de 5033 pb, 4826 pb, 1078 pb y 556 pb. b. Analisis de restriccion del plasmido
CRISPyberger_pCRCTs, incubado con EcoRV. Se obtienen 3 fragmentos de 5033 pb, 4826
pby 1999 pb.

Como se observa en la figura 28 la obtencion del plasmido es exitosa. Por lo
contrario, la insercion del dsgRNA, no resulto correcta como se puede observar en la
figura 29 pero si mantenia las zonas de restriccion de Notl. Los motivos por los que
este dsgRNA no se inserta correctamente son los desapareamientos y la aparicion de

secuencias repetidas cuando realizamos el corte y union del dsgRNA (Anexo 7.2)

4

Figura 28. Patron de bandas del plasmido pCRCT+CC9ah (CRISPyberger). El pladsmido
pCRTC se us6 como control para verificar un patron de bandas diferentes. La restriccion se
usa EcoRV. Para la comprobacion mediante PCR, se utilizaron las lineas 4 y 7 de la imagen.
La imagen de la izquierda muestra el resultado de la PCR de comprobacién utilizando los
oligonucledtidos CCPah y CC9ah. Como control positivo se us6 un fragmento de iCas9. Las
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muestras corresponden a: 1. Marcador Gene Ruler 1 Kb 2-11 Colonias seleccionadas al azar
12. pCRCT 13. pAmpCyan

Finalmente, para verificar que el sitio de restriccion de Notl no ha sido elimi-
nado, se hizo una ultima comprobacion utilizando los enzimas Notl y EcoRV sobre el
plasmido CRISPyberger_dsgRNA (figura 29). Para esta digestion se utilizé 1 pl de
cada enzima, 1,5 pl de Buffer NEB3 [10x], 1 ul de DNA plasmidico y 10,5 ul de H20
para un volumen final de reaccion de 15 pl. Se acabd la comprobacion del plasmido,
genotipando la regién donde se inserta el dsgRNA, para comprobar que los sitios de
restriccion EcCoRV no han sido eliminados. Para este genotipado utilizamos varios

plasmidos obtenidos en paralelo y con los oligonucleétidos 107Pi i 107P2.

Figura 29. La imagen muestra la restriccién de los plasmidos con EcoRV y Notl. Como se
puede observar, hay perdida de una zona de corte en la formacion del nuevo plasmido. Las
muestras corresponden a: 1. Marcador Gene Ruler 1 Kb plus 2. CRISPyberger 3. CRISPyber-
ger_dsgRNA 4. pCRCT 5. pCRCT_dsgRNA 6. Marcador Gene Ruler 1 Kb plus.

5 CONCLUSIONES

Uno de los principales objetivos de la biologia evolutiva, es poder determinar si
un genotipo tiene potencial para adaptarse a huevos cambios. Estos estudios han re-
sultado poco congruentes, debido a la dificultad de poder cartografiar de un genotipo
a un fenotipo o asignar cambios transcripcionales a las variaciones fenotipicas. Los
objetivos iniciales del presente TFM, van encaminados a arrojar luz a sobre estos me-
canismos, de esta manera, podemos concluir que:

Durante la evolucién experimental adaptativa en varios estreses (etanol, glice-
rol, lactico y estrés oxidativo) durante 100 pases (330 generaciones) a partir de dos

lineas previamente evolucionadas en medio estandar rico (YPD) y medio estandar
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pobre (1/8 YPD) durante 667 generaciones, observamos que las poblaciones adapta-
das han mostrado un aumento generalizado de su pmax en el correspondiente medio
de estrés respecto a la ancestral. Lo cual nos indica que la seleccién actia sobre la
poblacion heterogénea generada en la tioo, Obteniendo una especializacion al medio
de estrés en detrimento de su capacidad generalista (Fares, 2015, Survival and inno-
vation: The role of mutational robustness in evolution).

Ademas, pudimos observar con claridad que, la variacion transcripcional esta
vinculada a la adaptacion fenotipica al glicerol y que los genes duplicados muestran
mayor alteracién transcripcional en situaciones de estrés. El hecho que de que algu-
nos genes duplicados respondan selectivamente al glicerol, plantea la posibilidad de
gue sean los responsables a especializaciones importantes en la respuesta regula-
dora a ambientes cambiantes, tal vez a través de la adquisicion de nuevas funciones
0 nuevas interacciones en la célula (Fares, 2015, Survival and innovation: The role of
mutational robustness in evolution). Ademas, se ha podido correlacionar esta plastici-
dad de expresion con plasticidad funcional, como se ha observado en las morfologias
de las colonias de pasar de medios de estrés a YPD vy viceversa.

Con el fin de presentar un ejemplo de la capacidad de la duplicacion génica de
generar plasticidad fenotipica, intentamos poner a punto un sistema de duplicacion
génica en S. cerevisiae basado en la técnica CRISPR/Cas9. No obstante, como se ha
visto en el apartado de resultados y discusion, debido a problemas con los niveles de
expresion de la proteina Cas9 en los plasmidos adquiridos a Addgene, no pudimos
realizarlo a tiempo. Para solucionar este problema de falta de expresion disefiamos
nuestro propio plasmido con el que aun estamos trabajando.

A modo general, podemos concluir que en el marco de este proyecto hemos dilucidado
como los genes duplicados contribuyen a las innovaciones evolutivas. En concreto,
mediante evolucion experimental y analisis transcriptomico pudimos observar con cla-
ridad que la que la variacion transcripcional esta vinculada a la adaptacion fenotipica
y que los genes duplicados muestran mayor alteraciéon transcripcional en situaciones
de estrés. Con el marco tedrico clasico de la evolucién por duplicacion, en el que una
de las copias queda libre de seleccion gracias a que la otra continia manteniendo sus
funciones ancestrales (Ohno, 1970, Evolution by Gene Duplication)(Conant, 2008,
Turning a hobby into a job: how duplicated genes find new functions), podemos extra-
polar esta afirmacion tanto a las caracteristicas funcionales como reguladoras de los

genes.
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7 ANEXO|

Se presentan aqui los cebadores, medios de cultivo utilizados, asi como su
preparacion, con todo detalle para reproducir el presente trabajo en condiciones simi-
lares. También estén los protocolos seguidos en cada caso, ya sean, disefiados en el
laboratorio o de los kits comerciales utilizados.

Se han omitido de este anexo las soluciones mas comunes, conocidas sobra-
damente.

7.1 Listado de primers utilizado durante el trabajo.

Ref. Secuencia
gHST2_fwd CTTGGCCAGGTTGAAGTTGC
qHST2_rev TGCCAACGACGATGACAAGA
FMO001_dir CCAAAAATTGTAAAGTAATTGATAC
FMOO1_rev CCGGGTATCAATTACTTTACAATT
FMO001b_rev CTCTGTATCAATTACTTTACAATT
FMO002b_dir CCGGGTTTTGAATGGTCAAATGATATCCTAACCAATT
FMO002b_rev CTCTAATTGGTTAGGATATCATTTCACCATTCAAAAC
FMO0O03 TTTGTTCCCCACGGATTTAG
FMO007b AGTTACAACATTTTATATAGGTTTATAAAAAGAAAATAGTgccgattcattaatgcagcetg
F2*Tgg2TTA ATAAATAAGTATCAATTAC
R2*Tgg2TTA GTAATTGATACTTATTTAT
F3*Tgg2TAA CTAACCAATTTAAAATGATG
R3*Tgg2TAA CATCATTTTAAATTGGTTAG
gASC_dir CAAAATGGTTAAGGTATGTG
gASC_rev GGTTTAAGTTCCAAGCCTGTC
FMCC9p_dir CGTAAGAATATCCCCCCGGGGGGAgagtcagctaggaggtgace
FMCC9p_rev ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATcgatatctaagectattgag
FMCC9ah_F ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATaagacgctegtccaacgeeg
FMCC9ah_R CGTAAGAATATCCCCCCGGGGGGACtctgggegctgattaaacg
Msh2_A CGTATAAACAAAGCCAAAGACAAGT
Msh2_D ACATCTCTTGTTTATCCCATCCATA
Kan_C TGATTTTGATGACGAGCGTAAT
Kan_B CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT
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7.2 Genotipado y solapamiento de bases
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7.3 Medios para la evolucion adaptativa
v Todas las esterilizaciones en la autoclave se dan a 1 atmésfera de presion y
121°C durante 20 minutos. La esterilizacion la realiza el personal del IBMCP

autorizado para el manejo de autoclaves.

55



TFM2016-17. ADRIA SANS SANCHEZ

v" Los stocks de Kanamicina se encuentran a una concentracion 30 mg/ml.
a. YPD (1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% dextrosa)

Para este medio se disuelve el extracto de levadura (Pronadisa, cat n® 1702.05)
y la bactoPeptona (Pronadisa, cat n° 1616.00) en el volumen final deseado y siempre
manteniendo los porcentajes mencionados. A continuacién, se autoclava. Este primer
paso es la base de todos los medios excepto para el YPL.

Una vez autoclavado, cuando el medio esta frio, se le aflade la dextrosa (este-
rilizada por filtracion y guardada a -20 °C) para llegar a la concentracion final del 2% y
el volumen de Kanamicina.

b. 1/8 YPD (0.125% extracto de levadura, 0.25% bactopeptona, 0.25% dextrosa)

Este medio contiene una octava parte de YPD. Por lo que para prepararlo de-
bemos diluir el YPD hasta una octava parte en H20 miliQ previamente esterilizada, o
diluir 0.125% de extracto de levadura, 0.25% de bactopeptona en el agua correspon-
diente, esterilizarla, y afiadirle en frio el volumen correspondiente de glucosa. A conti-
nuacion, afiadimos la Kanamicina correspondiente hasta tener 30 mg/I.

c. YPG (1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 3% Glicerol)

El primer paso de preparacion es el mismo que en YPD. A continuacion, afa-
dimos el volumen de Glicerol previamente esterilizado para obtener una concentracion
final del 3%. Finalmente afiadimos la Kanamicina correspondiente.

d. YPE (1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 3% etanol)

El primer paso de preparacion es el mismo que en YPD. A continuacion, afa-
dimos el volumen de etanol deseado para obtener una concentracién final del 3%.
Cuando afadimos el etanol, nos aseguramos que el medio este frio para evitar la eva-
poracién de este. Finalmente afiadimos la Kanamicina.

e. YPO2D (1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 1% dextrosa, 3% H202)

El primer paso de preparacion es el mismo que en YPD. El volumen de H20:2
gue vamos a afadir, depende de la casa comercial, en cualquier caso, se ajusta hasta
gue esté a una concentracion final del 3%. Finalmente afiadimos la Kanamicina. Este
medio sirve solo durante una semana, debido al poder oxidativo del agua oxigenada
gue se va perdiendo con el tiempo. Por lo que es mejor prepararlo cuando se vaya a
usar.

f. YPL (2% extracto de levadura, 1%bactopeptona, 2 % lactato) 500 ml.
Para la preparacion de este medio debemos disolver 6g de NaOH (en pellets)

en 300 ml de H20 mQ. Una vez disuelto ir afiadiendo poco a poco el acido lactico
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(Sigma, L-6661) hasta llegar a pH 5,5. Una vez ajustado el pH, se afiade el extracto
de levadura y la peptona hasta disolucion y se ajusta el volumen a 500ml. A continua-
cion, se esteriliza y finalmente se afiade la Kanamicina.

7.4 Andlisis de las curvas de crecimiento.

El Bioscreen proporciona las medidas de OD sin corregir, en un fichero con
formato csv, y por tiempo. El primer paso es hacer un promedio de los blancos y a
continuacion restar ese promedio a cada uno de los valores de ODesoo. A continuacion,
se normalizan las OD usando la formula (Warringer y Blomberg, 2003):

ODcor = ODobs + 0.449(ODobs)? + 0.191(ODobs)?

A partir de las OD corregidas, se determina el promedio de cada una de las
réplicas técnicas y se representa los datos de las ODcor frente al tiempo.

El siguiente paso es representar INnODcor Vs t. En cada una de estas curvas, se
acota la fase exponencial y se determina la tasa de crecimiento a partir de la pendiente
de la fase lineal. Esta pendiente corresponde la umax (como se ve en la figura).

in OD
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7.5 Transformacién de levadura

1.

Inocular 10 ml de YPAD con 300 pl de precultivo BY4741 e incubar durante 2
horas a 30 °C.

Centrifugar a 4500 RPM durante 5 minutos, y descartamos el sobrenadante.
Lavar el pellet de levaduras con 2 ml de H20 mQ, centrifugar a 4500 rpm, du-
rante 5 minutos, descartar el sobrenadante.

Resuspender el pelet en 1 ml de solucion LIAC recién preparada (0.1M LiAc,
1XTE).

Se pasan 100 pl de células por cada transformacién a un mix de 240 ul de PEG
50%, 36 ul de LiAc 1M, 40 pl de H20, 10 ul de ssDNA carrier (DNA de esperma
de salmoén a 10 mg/ml desnaturalizado a 94 °C durante 20 min) y 1 pg de plas-
mido.

Incubar 40 minutos a 42 °C.

Centrifugar durante 1 minuto a 14000 RPM y descartar el sobrenadante. A con-
tinuacion, afiadir 1 ml de YPAD e incubar durante 1 hora a 30 °C.

Centrifugar durante 1 minuto a 14000 RPM, descartar el sobrenadante.

Afadir 0,5 ml de H2O mQ para lavar las células y centrifugar a 14000 RPM

durante 1 minuto. Descartar el sobrenadante. Repetir este punto una vez mas.

10.Resuspender el pelet en 1 ml de YNB ura kan-.

11.Pasar a un falcon de 50 ml y afiadir 4 ml de YNB ura kan-.
12.Incubar durante 48 h a 30 °C, 220 rpm.

Para la eliminacion de falsos positivos es recomendable que tras la incuba-

cion a 30 °C hacer un pase de 250 pul de cultivo a 5 ml de medio fresco YNB ura-

kan y 100 ul en placas YNB ura.

7.6 Transformacion E. coli Dh5a (One Step Transformation)

1.

Inocular 150 pl de precultivo en 7,5 ml de LB. Incubar a 37 °C hasta una ODsoo
de 0,6.

2. Transferir 1 ml de cultivo en eppendorf de 2 ml, e incubar 20 min en hielo.

3. Centrifugar 30 segundos a 14000 rpm, y descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet bacteriano en 100 pl de TSS 1x, mediante pipeteo, y
afiadir 1 pl de plasmido.

Incubar en hielo durante 10-30 min.

Anadir 900 ul de SOC.
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7. Incubar 1 hora a 37 °C, 220 rpm.

Siembra en placas de LB con el antibi6tico correspondiente (dependiendo del
marcador y resistencia de cada plasmido). Para garantizar el crecimiento, po-
demos centrifugar la muestra para concentrarla.

Finalmente incubar las placas a 37 °C ‘over night’.

7.7 Extraccion de proteinas en levadura.

1.

© © N O

Inocular YPD con las lineas de interés y dejar crecer 'over night' a 30 °C, 220
rpm.

Ponemos 1,5 ml de cada cultivo en tubos eppendorff de 2 ml.

Se centrifuga a 4500 rpm durante 4 minutos y 30 segundos, descartamos el
sobrenadante.

Repetimos el punto 2 y 3 sobre el mismo tubo (dos centrifugaciones con el
mismo tubo para recuperar el maximo de células).

Resuspendemos el pelet en 200 pl de H20 mQ, afiadiendo a continuacién 200
pl de NaOH 0’2 M. Agitar mediante vortex.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm durante 3 minutos, descartar el sobrenadante.

Afadir 50 pl de SDS Sample Solution.

Incubar a 100 °C durante 3 - 5 minutos.

10. Centrifugar a 14000 rpm durante 2 minutos, para eliminar el debris celular.

11. Las muestras pueden ser almacenadas a -20 °C, para usarlas volver a hervir

durante 5 minutos a 95 °C y volver a centrifugar a maxima velocidad durante

otros 5 minutos.

7.8 Extraccion de DNA
7.8.1 SDS/LIAC (Looke et al. 2011)

1. Resuspender una colonia en 100 ul de solucion SDS 1%, LiAc 0,1 M
Incubar durante 15 min a 70 °C.

Anadir 300 ul de etanol absoluto.

Centrifugar a 14000 RPM durante 3 min y descartar el sobrenadante.
Dejar evaporar los restos de etanol a temperatura ambiente.

Afnadir 100 ul de TE 1x y resuspender el pellet.

N o gk Wb

Centrifugar a 14000 rpm durante 1 min.
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7.9
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7.10

8. Guardar a 4 °C.

Purificar Productos de PCR (Kit Promega, REF)
Afnadir el todo el volumen de las PCR en un ependorff del,5 ml.
Afnadir el mismo volumen de 'membrane binding solution' al producto de PCR.
Transferir el volumen a la columna 'binding column'’
Centrifugar a 10000 rpm durante un minuto, descartar el eluido.
Afnadir 700 pl de 'membrane wash solution' y centrifugar a 10000 rpm durante
un minuto, descartar el eluido.
Repetir el paso 5, pero con 500 pl de ‘'membrane wash solution'.
Centrifugar a 10000 rpm durante 1-5 min, descartar el eluido.
Transferir la columna a un eppendorf limpio, afiadir 30 pl de H20 en el centro
de la membrana, dejar actuar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Centrifugar a 14000 rpm, descartar la membrana y guardar el volumen eluido a
4°C 6 a-20 °C.

Extraccion de RNA total de levadura (kit RNeasy Qiagen).
Inocular YPD (o el medio correspondiente) con las lineas de interés y dejar
crecer 'over night' a 30 °C, 220 rpm.

A partir del precultivo re-inocular en medio nuevo hasta una ODsoo ~ 0.3.

3. Transferir 1.5ml de cultivo a tubo de 2.0 ml, centrifugar a 4000 rpm, 4 °C, du-

7.
8.
9.

rante 1 min. Eliminar sobrenadante.

. Resuspender las células en 100 ul de buffer BY1 suplementado con liticasa.

Incubar 10-30 min a 30 °C, 120 rpm, para generar esferoplastos.

Afadir 350 pl de buffer RLT suplementado con B-mercaptoetanol. Si se forma
un precipitado centrifugar 2 min a 14000 rpm, y transferir sobrenadante a ep-
pendorf nuevo.

Anadir 250 pl de etanol absoluto, mezclar por pipeteo y transferir todo el volu-
men, incluido cualquier precipitado a la columna RNeasy spin.

Centrifugar 15 s a 10000 rpm, descartar el eluido.

Lavar la membrana con 700 pl de buffer RW1.

Centrifugar 15 s a 10000 rpm, descartar el eluido.

10.Lavar la membrana con 500 pl de buffer RPE.

11.Centrifugar 15 s a 10000 rpm, descartar el eluido.

12.Lavar la membrana por segunda vez con 500 pl de buffer RPE.

60



Duplicacion génica e innovacion en Saccharomyces cerevisiae

13.Centrifugar 2 min a 10000 rpm, descartar el eluido. Y volver a centrifugar 1 min

para eliminar cualquier traza de etanol.

14. Transferir la columna a un eppendorf limpio (y libre de RNasas), eluir el RNA

con 30-50 pl de mQ H20 libre de RNasas, tras incubar durante 1-3 min a RT.

Centrifugar 2 min a 10000 rpm y guardar a -80 °C.

15. Se puede repetir el paso 14, realizando una segunda recuperacién de RNA total

en otro vial a partir de la misma membrana.
7.11 SDS-Page

7.11.1 Extraccion De Proteinas

1.

Inocular YPD con las células de interés y dejar crecer over night a 30 °C y

agitaciéon continua.

2. Ponemos 1,5 ml de cada cultivo en tubos eppendorff de 2 ml.

w

Se centrifuga a 4500 RPM durante 4 minutos i 30 segundos y descartamos
el sobrenadante.

Repetimos el punto. (Dos centrifugaciones con el mismo tubo)
Resuspendemos el pelet en 200 pl de H20 mQ y 200 pl de NaOH 0°2 M.
Agitar mediante vortex.

Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 14000 RPM durante 3 minutos y descartar el sobrenadante.
Afnadir 50 pl de SDS Sample Solution.

.Incubar a 100 °C durante 3 0 5 minutos.
.Centrrifugar a 14000 RPM durante 2 minutos.

. Las muestras pueden ser almacenadas a -20 °C, para usarlas volver a her-

vir durante 5 minutos a 95 °C y volver a centrifugar a maxima velocidad

durante otros 5 minutos.

7.11.2 Cuantificacion De Proteinas
1. Diluir 4ml de reactivo Bradoford (Sigma B8916-500ML) en 8ml de agua de ti-

lada.

2. Para preparar la curva de calibrado, diluir BSA (Img/ml) en 200ul de la dilucién

de Bradford preparada anteriormente en una placa multipocillo. De 0 a 4l de

BSA 1mg/ml en incrementos de 0,4ml.

3. Para las muestras, afadir 10ul de la extraccion de proteinas preparada ante-

riormente en 200ul del reactivo diluido.
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4.

5.

Medir absorbancia a 595nm. Construir la curva de calibrado e inferir la cantidad
de proteina total de las muestras.
Normalizar la cantidad de proteina a cargar para que de la muestra con menor

cantidad de proteina total se carguen 10pl.

7.11.3 Preparacion Del Gel De Acrilamida

1.
2.

Limpiar las partes de cristal con etanol antes de empezar.

Preparar el Lower gel, afiadiendo el APS y TEMED en el dltimo momento. Una
vez “puesto” entre los dos cristales, afiadir isobutanol en la superficie para eli-
minar burbujas y nivelar el gel. Dejar reposar durante 30 minutos.

Eliminar y secar el isobutanol y afiadir el Stacking gel. Afadir los peines entre
los cristales. Dejar reposar 30 minutos mas.

Cargar las muestras y dejar correr el gel a 150 voltios hasta que el frente azul
haya salido del gel (aproximadamente 2 horas).

7.11.4 Tinciéon Y Conservacion Del Gel De Acrilamida

. Separar cuidadosamente las partes de cristal y eliminar el Stacking gel.
. Cortar una esquina para identificar rpidamente la orientacion correcta del gel.

. Sumergir el gel en la solucion de tefido de azul de Coomasie durante 30 minu-

tos. (El azul de Coomasie puede ser reutilizado varias veces)

Lavar el gel durante 30 minutos en “Slow destaining solution” y dejar overnight
en agua.

Equilibrar gel en una disolucién de etanol/glicerol al menos 30 minutos antes
de empezar el secado.

Colocar dos hojas de celofan en agua durante 1-2 minutos para ablandarlos.
Posicionar una de las hojas sobre el marco de secado, eliminar burbujas de
aire, pipetear una pequeia cantidad de solucion de equilibrado encima cel ce-
lofan.

Situar el gel en el centro del marco con el celofan y afladir mas solucion de
equilibrado.

Poner el segundo celofan sobre el gel, evitando que queden atrapadas burbujas

de aire que podrias causar grietas en el gel.

10.Posicionar el segundo marco, haciendo coincidir los bordes de ambos marcos

y asegurar la colocacion con los clips de plastico.

11.Dejar a temperatura ambiente en posicidén horizontal hasta que el gel este seco.
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7.12 WESTERN BLOT

7.12.1 Transferencia

1.

8.

Después de haber corrido el gel completamente, preparar la solucion de trans-
ferencia.

Preparar las membranas cortandolas del mismo tamafio que el gel de acrila-
mida y una de sus esquinas para conocer rapidamente la orientacion del gel.
En el tampon de transferencia, empapar las esponjas, el papel de filtro para
transferencia y las membranas.

Montar la estructura de la transferencia. Se debe tener en consideracién que
para que las muestras aparezcan en el mismo orden en el que han sido carga-
das en el gel, a este se le debe dar la vuelta al posicionar los elementos de la
transferencia.

Para la transferencia, posicionar primero el “plastico” negro, después una es-
ponja, el primer papel de filtro, el gel (en posicion invertida), la membrana, el
siguiente papel de filtro, la segunda esponja y por ultimo el “plastico” rojo.
Asegurarse en todo momento que entre el gel y la membrana no quedan es-
ponjas. Estas pueden ser eliminadas facilmente rodando un tubo sobre la mem-
brana.

Sumergir en el tanque de transferencia lleno del tampén preparado anterior-
mente.

Dejar la transferencia O/N a 12V, sobre un agitador magnético a 250rpm.

7.12.2 Confirmacion De La Transferencia

1.

3.

Sumergir en solucién Ponceau durante 10 minutos. Esta solucion puede ser
reutilizada.

Destefiir con Acido Acético 1% dos veces durante unos pocos segundos hasta
gue el fondo de la membrana sea blanco. En este punto la membrana puede
ser escaneada.

Destefiir totalmente la membrana con unos pocos lavados con TBS 1x.

7.12.3 Deteccidn De Proteina Mediante Hibridacién Con Anticuerpos

1.

A partir de este momento todas las incubaciones deben hacerse en agitacion
suave

Bloquear la membrana con TBST durante media hora.
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Eliminar el TBST, pasar la membrana a una bolsa especial (Fisher: Sachet pol-
yethylen 100x125mm) y afadir el anticuerpo primario. Sellar la bolsa e incubar

durante 30 minutos.

3. Lavar 3 veces durante 5 minutos con TBST.

Incubar con el anticuerpo secundario en una bolsa de plastico igual a la que se
ha utilizado el anticuerpo primario durante 30 minutos.

Lavar 3 veces con TBST.

6. Eliminar el TBST y afiadir unos pocos mililtros de NBT/BCIP hasta cubrir la

membrana. Incubar durante unos minutos (sin agitacion) hasta que las bandas

sean visibles. La reaccion debe ser detenida con agua.

7.13 Otros medios y soluciones

7.13.1 YNB ura* (1000 ml)

1.

Pesar 6,70 g YNB vy 1,4 g Yeast Sinthethic Drop-out Medium Supplements

(wihtout histidine, leucine, tryptophan and uracil)

2. Disolver en H20 destilada hasta 920 ml.

Autoclavar

En condiciones estériles:

Afadir 50 ml de Glucosa 40%, 10 ml Histidina 100 X [2g/L], 10 ml Triptéfano
100 X [10g/L] y 10 ml Leucina 100 X [10g/L]

7.13.2LB

Para preparar el presente medio se disolvieron 25g del preparado de LB (Conda

cat. 1551.05) en 800ml de agua miliQ, y una vez disuelto, se enrasa a 1000ml. Con

este preparado no es necesario ajustar el pH.

7.13.3TSS (50 ml)

PEG 8000 59

MgCl2:6 H20 0,3g

LB Enrasar hasta 50 ml
DMSO (filtrado) 2,5 ul

1.

Filtrar después de disolver. Alicuotar 10 ml en tubos de 15 mly conservar a -20
°C
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7.13.4 SDS Sample Solution
Las concentraciones de esta solucién son; 0,06 M Tris-Hcl pH=6,8, 5% Glicerol,

2% SDS, 2% DTT

Para un volumen de 20 ml

DTT 0,49
1M Tris-Hcl pH=6,8 1,2 ml
Glicerol 50 % 2 ml
SDS 20% ml

Anadir Glicerol.

o ok 0N RE

Pesar el DTT en tubo de 50 ml.
Anadir 2 ml de H20 y disolver.
Anadir Tris-Hcl pH=6,8.

Afadir H20 hasta enrasar a casi 18 ml.
Afadir SDS. Es importante afiadir el SDS en ultimo lugar y mezclar con suavi-

dad ya que genera mucha espuma.

7. Anadir H2Od hasta enrasar a 20 ml.

7.13.5S0C
Cantidad Cantidad [ ] Final
para 100 ml parall
Triptéfano 29 2049 2%
Extracto de leva- 0,59 50 0,5%
dura
NacCl 0.05g (0 1 ml de 1M) | 0.5g (o 10 ml de 1M) M

1. Disolvemos y ajustamos el pH a 7 con HCL.
2. Afadimos H20 hasta 98 ml (para volumen total de 100 ml) 6 980 ml (para

volumen total de 1 L).

3. Autoclavar.

4. En cabina afiadimos:
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Cantidad para 100 | Cantidad parallL [ ] Final
ml
1 MKCL 250 pl 2,5 ml 2,5 mM
1 M MgCl2 1ml 10 ml 10 mM
1 M MgSOa4 1ml 10 ml

5. Afadir 2ml de Glucosa 1M filtrada por cada 100 ml de solucién.

6. Alicuotar 10 ml en tubos de 15 ml y conservar a -20 °C.
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