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Resumen:

La levadura es un modelo celular para comprender los mecanismos moleculares que emplean
las células eucariotas para adaptarse a estreses quimicos. Un importante mecanismo de
sefializacion es el reconocimiento directo del compuesto quimico por factores de transcripcion
que lleva a la activacidn de la expresidén génica de diversos transportadores del tipo multidroga.
En levadura existe una familia de activadores transcripcionales del tipo zinc-cluster que se
dedican al reconocimiento de diferentes compuestos xenobidticos. Acidos organicos como el
acido acético, sérbico o benzoico activan el sistema multidroga en levadura. En este proyecto
qgueremos cuantificar de forma dosis-dependiente la respuesta a los tres acidos con reporteros
de luciferasa desestabilizada. Ademads, se investigara la funcién de factores de transcripcién
particulares (como Pdrl, Pdr3 y otros) en este proceso. El empleo de mutantes para estos
activadores en ensayos de supervivencia nos indicard la funcidn fisiolégica de cada factor.

Por otra parte, se pretende crear nuevas herramientas basadas en luciferasas desestabilizadas
para la monitorizacion del ciclo celular durante las respuestas a estrés. Durante la adaptacién a
estrés quimico se para transitoriamente el ciclo celular hasta la efectiva adaptacion. Por lo tanto,
la cuantificacién de las células que reanudan el ciclo celular después de un insulto quimico nos
puede proporcionar una manera de cuantificar la eficiencia de su adaptacién. Se fusionardn
varios promotores naturales regulados por el ciclo celular, por ejemplo, CLN1, o regulados
especificamente en células hijas, por ejemplo, DSE2, con el gen de luciferasa. Se comprobaran
estas construcciones plasmidicas en levadura durante la adaptacion a diferentes tipos y grados
de estrés.
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Title: New aplications of the real-time monitorization of gene expression in yeast: Response to
organic acids and cell cycle regulation

Summary:

Yeast is a cellular model to understand the molecular mechanism of the adaptation of eukaryotic
cells to chemical stresses. An important signalling mechanism is the direct recognition of the
chemical compound by transcriptional factors that leads to the activation of the gene
expressions of various multidrugs transporters. In yeast there is a family of transcriptional
activator of the zinc-cluster type that are engaged in the recognition of different xenobiotic
compounds. Organic acids such as acetic, sorbic or benzoic acid activate the multidrug system
in yeast. In this project we want to quantify in a dose-dependent manner the response to the
three acids with reporters of destabilized luciferase. In addition, the function of particular
transcription factors (such as, Pdrl, Pdr3, and others) will be investigated in this process. The
use of mutants for these activators in survival trials will indicate the physiological function of
each factor.

On the other hand, we intend to create new tools based on destabilized luciferases for the
monitorization of the cell cycle upon stress exposure. During the adaptation to chemical stress,
the cell cycle is temporarily stopped until the effective adaptation. Therefore, the quantification
of cells that resume the cell cycle after a chemical insult can provide us with a way to quantify
the efficiency of their adaptation. Several natural promoters regulated by the cell cycle, for
example, CLN1, or specifically regulated in daughter cells, for example, DSE2, will be fused with
the luciferase gene. These plasmid constructions will be functionally tested in yeast during the
adaptation to different types and degrees of stress.

Key words: multidrug response; stress adaptation; gene expression; cell cycle; destabilized
luciferase; Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUCCION

Los organismos presentan mecanismos que les permiten adaptarse a las constantes
fluctuaciones que tienen lugar en su entorno y que, a menudo, son capaces de perturbar la
homeostasis celular y causar dafio molecular, generando un estrés. Esos mecanismos, que
implican la deteccion de los cambios ambientales y la transduccion de la sefial de estrés, dan
como resultado la regulacién de los procesos celulares mediante la modulacidn de proteinas ya
existentes y la induccién transcripcional de un conjunto de genes cuyos productos contrarrestan
la tensidn inicial y reparan o eliminan el dafio molecular causado por esa tensién. (Brown et al.,
2017; Gasch y Werner-Washburne, 2002; de Nadal y Posas, 2015)

Los diferentes estreses ambientales pueden darse debido a variaciones en la temperatura, pH,
la disponibilidad de nutrientes, la presencia de téxicos (farmacos, iones metalicos o agentes
oxidantes), debido a sales o choques osmaticos, etc., y generan cambios rapidos en la expresion
génica de las células para que sean capaces de adaptarse y sobrevivir a las nuevas condiciones,
recuperando de nuevo el estado de equilibrio (Hohmann, 2002; Soontorngun, 2017; Sousa et
al., 2012)

Los organismos multicelulares presentan érganos y tejidos especializados que les proporcionan
un entorno interno relativamente estable, mientras que los organismos unicelulares, como
levaduras, han desarrollado mecanismos auténomos para adaptarse a cambios ambientales
drésticos. Estas soportan fluctuaciones dependiendo de los tipos y cantidades de nutrientes
disponibles, temperatura, osmolaridad y acidez del medio. (Gasch et al., 2000).

Las levaduras comparten estructura celular y ciclo de vida con eucariotas multicelulares como
plantas y animales, y muchos de los genes de levaduras estan relacionados evolutivamente y
funcionalmente con los genes de eucariotas superiores. Ademas, al ser microorganismos no
patdgenos y no moviles, se propagan y manipulan facilmente en el laboratorio. (Mell y Burgess,
2002).

Estas propiedades han convertido a la levadura Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) en un
organismo adecuado para llevar a cabo una amplia gama de estudios bioldgicos, como potente
modelo de organismos eucariotas (Leskinen et al.,, 2003). En este caso, la levadura es un
excelente modelo para observar el impacto de los cambios ambientales, la adaptacion
transcripcional tanto a escala gendmica como especifica de gen, y, ademds, caracterizar los
eventos moleculares que conducen a la activacion de la expresidn génica especifica del estimulo.
(Dolz-Edo et al., 2013; Gasch et al., 2000; Rienzo et al., 2012). Ademas, fue el primer organismo
eucariota secuenciado y, actualmente, presenta el genoma eucariota mas conocido.

1.1. Expresion génica en respuesta a estrés

Las células eucariotas han desarrollado mecanismos de deteccidn y sistemas de transduccion de
sefiales que les permite generar un conjunto de cambios funcionales, dindmicos y precisos en
respuesta al estrés, siendo muy importantes las producidos en la expresién génica, que les
permite recuperar la homeostasis celular. (de Nadal et al., 2011).

Entre estos cambios encontramos, por una parte, la reduccidn de las actividades relacionadas
con la proliferacién celular y la sintesis de proteinas, las vias anabdlicas y procesos asociados
con alto gasto de energia. Por otra parte, aumento de actividades relacionadas con la proteccidn



y reparacién del dafio de diferentes moléculas y estructuras celulares (Sousa et al., 2012; Gasch
et al., 2000). Ademas, en el caso de estrés quimico, la respuesta de adaptacion celular suele
basarse en el bombeo de la sustancia téxica fuera de la célula mediante transportadores o en la
activacion de enzimas detoxificadoras que degraden esos compuestos (Vanacloig-Pedros, 2018).

Los procesos implicados en las respuestas de adaptacién se componen de respuestas genéricas
para muchos tipos de estreses y respuestas especificas de un tipo de estrés en particular. Ambas,
actuan generando efectos postraduccionales, con respuestas inmediatas, y regulando la
expresidn génica que serd necesaria para las respuestas mas lentas y prolongadas de adaptacién
y recuperacién (de Nadal et al., 2011), lo que podria ocasionar una adaptacidn evolutiva al
desarrollar nuevas variaciones fenotipicas en las células. (Vanacloig-Pedros, 2018).
Mayoritariamente, la activacidn de la expresion de estos genes de defensa se produce de forma
rapida y transitoria. Asi, a través de perfiles gendmicos se conoce que cientos de genes son
sensibles a estreses osmoéticos y oxidativos en levaduras (Gasch et al., 2000). El cambio en los
perfiles de expresidn génica tiene lugar en los primeros minutos de exposicidn al estrés, se debe
tener en cuenta la velocidad de induccion y la duracidn de la respuesta con el objetivo de
optimizar la supervivencia a ese estrés. (Nadal et al., 2011)

Varios estudios mostraron que la reorganizacion a nivel gendmico en levadura ante distintos
estreses llega a implicar, aproximadamente, el 10% de su genoma. Entre ellos se incluyen tanto
genes sobreexpresados conocidos como, genes de estrés ambiental (ESR) de respuesta general,
gue no son especificos para un estrés en particular, y otros genes de defensa que son activados
exclusivamente por un estrés especifico (Causton et al., 2001; Gasch et al., 2000).

Los mecanismos generales de respuesta a estrés explican la idea de “proteccién cruzada” que
se da debido a que la induccidn a la tolerancia de un estrés, puede provocar la tolerancia a otros
tipos de estreses. En este contexto, se descubrid una secuencia consenso, que regula la
expresion de esos genes, en los promotores de diversos genes de respuesta a diferentes
estreses, conocida como STRE (Stress Responsive Element) (Folch-Mallol et al., 2004). Este
elemento es reconocido por dos factores de transcripcion (FT) Msn2p y Msndp, proteinas
homdlogas de la familia de dedos de zinc. En condiciones normales de crecimiento, los FT se
encuentran en el citoplasma donde son secuestrados impidiendo que activen sus genes diana.
En cambio, en situacién de estrés, son hiperfosforilados y traslocados al nucleo gracias a la
proteina quinasa A dependiente de AMP ciclico (AMPc). (Beck y Hall, 1999; Gorner et al., 1998;
Folch-Mallol et al., 2004).

Los mecanismos especificos de respuesta a estrés son caracteristicos de cada tipo de estrés, por
ejemplo, una modificacidn de la temperatura adecuada, genera elementos de choque-térmico
(HSE) que se unen al FT de choque-térmico que sera activado al acumularse proteinas anormales
inducidas por ese cambio en la temperatura. Asi como, en el estrés osmético, la proteina quinasa
Hog1l permitira la adaptacidn a este estrés, a través de varios FT especificos (Sko1, Hot1, Smp1...)
(Ruis y Schiiller, 1995).

Segun Radmaneshfar et al. (2013) en presencia de un estrés, como el osmético, la progresion
del ciclo celular se retrasa o para temporalmente hasta que se produce la adaptacién adecuada
al mismo. Este retraso depende de la dosis de estrés, de la etapa del ciclo en la que se encuentre
la célula y de la tolerancia de las células al mismo. Por esto, es interesante disponer de
reporteros involucrados en la reiniciacion del ciclo, como CLN1, y la primera hija (CTS1, DSE2 y



SCW11) tras la adaptacidn al estrés, asi se podria comparar las sensibilidades entre ellos, es
decir, comparar los diferentes comportamientos.

1.1.1. Efecto de acidos débiles
Es importante conocer la respuesta adaptativa de S. cerevisiae frente a acidos débiles, como
acido acético, acido sdrbico, acido benzoico, entre otros. Estos son generalmente, conservantes
alimentarios que inhiben el crecimiento de células microbianas (Kim et al., 2019).

Los acidos débiles se encuentran mayormente en forma no disociada cuando el pH extracelular
es bajo, por lo que pueden penetrar en la célula facilmente donde se disocian. Esta disociacidn
genera protones y contraiones asociados, que al acumularse en el interior pueden provocar
cierta toxicidad, y activan mecanismos de defensa contra el estrés producido por estos. Entre
estos mecanismos, se encuentra la activacion de las proteinas ATPasas de la membrana
plasmatica, y los transportadores de resistencia a multiples farmacos (MDR) (Mira et al., 2010).

Sin embargo, los efectos citotdxicos y los genes inducidos difieren dependiendo del acido. En S.
cerevisiae, los FT Msn2, Msn4, Warl, Haal... estdn involucrados en la respuesta al estrés por
acidos débiles. De manera especifica, Warl estd involucrado en la proteccién de la célula frente
a acidos débiles lipdfilos, como acido sérbico y dcido benzoico, siendo un FT de tipo zinc-cluster,
localizado en el nucleo, incluso cuando no hay estrés (Kim et al., 2019).

1.2. Respuesta multidroga

Las células eucariotas presentan mecanismos de respuesta a xenobidticos que les permite
tolerar y resistir la toxicidad de gran variedad de compuestos como farmacos o toxinas. Estos
mecanismos cuentan con dos familias de transportadores multidroga involucradas, “ATP-
binding cassete” (ABC) y “Major facilitator superfamily” (MFS) (Cannon et al., 2009; Sa-Correia
et al., 2009; Vanacloig-Pedros, 2018).

En levaduras, en esta respuesta adaptativa a xenobidticos participa un grupo de proteinas PDR
(pleotropic drug resistance) que pertenecen a la familia ABC, y que esta formado por numerosos
factores de transcripcion y transportadores multidroga de la membrana plasmatica que eliminan
compuestos toxicos de las células. Su especificidad en respuesta a tantas moléculas no esta del
todo clara. La sobreexpresién de los trasportadores multidroga genera resistencia pleotrépica a
drogas o, resistencia multidroga (Vanacloig-Pedros, 2018), el funcionamiento del sistema PDR
puede observarse en la figura 1.

Es interesante conocer la manera de minimizar los efectos de este fenédmeno ya que, aunque
proporciona a la célula una forma de supervivencia, crea problemas en diversos tratamientos
médicos, como quimioterapia en cancer, infecciones fungicas, etc., al disminuir su eficiencia
(Holohan et al., 2013; Loscher y Potschka, 2005; Paul and Moye-Rowley, 2014; Prasad y Rawal,
2014).
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Figura 1. Esquema del sistema PDR (Pleotropic Drug Resistance) en levadura. Compuestos con actividad
xenobidtica entran al interior de la célula, donde son reconocidos por factores de transcripcidon
especializados (Pdr-FT). La unidn del xenobidtico al dominio de reconocimiento de xenobidticos (XBD)
activa el factor Pdr-FT y aumenta la expresion génica de transportadores del sistema PDR en la membrana
plasmatica, expulsando los compuestos fuera de la célula. (Vanacloig-Pedros, 2018)

En cuanto a la regulacidn genética del sistema PDR, se conoce que la expresion de estos
transportadores estd controlada por diferentes FT, destacando Pdrl y Pdr3, que regulan
numerosos genes (Balzi et al., 1987; Delaveau et al., 1994). Estos reguladores pertenecen a la
familia de factores de transcripcién Gal4, el tipo de proteinas zinc-cluster mas estudiada en
levaduras, y que se encuentran involucrado en numerosas funciones (Kolaczkowska y Goffeau,
1999).

Las proteinas reguladoras transcripcionales zinc-cluster contienen un dominio de unién a ADN
(DBD) con seis residuos de cisteina (Cys) unidos a dos atomos de zinc (Zn(11),Cyse) en el extremo
N-terminal, y un dominio de activacion (AD) en el C-terminal. Entre ellos, esta el dominio de
union a xenobidticos (XBD) que permite la unién directa del téxico. En el genoma de S. cerevisiae
hay mas de 50 proteinas zinc-cluster codificadas, que actian de activadores y/o represoras,
siendo muy importantes en la transcripcién (MacPherson et al., 2006).

Estas proteinas pueden coordinar el control transcripcional de los genes dianas solos o en redes
coordinadas con otros miembros de esta clase, actuando a través de uno o mas sitios de
reconocimiento de ADN, como se observa en la figura 2. También existen otros FT involucrados
en la regulacion como Stb5, Yrrl, Yrm1, Pdr8... (Akache y Turcotte, 2002; Lucau-Danila et al.,
2003; Hikkel et al., 2003). Ademas, segun Thakur et al. (2008) se observo tanto en S. cerevisiae
como en Candida glabata que los ortdlogos Pdrl presentan caracteristicas funcionales
mecdanicamente similares al receptor nuclear de xenobidtico de vertebrados (PXR), siendo
prometedor para el desarrollo de terapias que combatan esta MDR.
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Figura 2. Proteinas zinc-cluster involucradas en la red PDR en S. cerevisiae. A la izquierda estan
representadas las proteinas zinc-cluster y a la derecha sus genes diana implicados en la PDR y la respuesta
al estrés. Se muestran los transportadores ABC y los miembros de la superfamilia facilitadora principal
mas importantes. (MacPherson et al., 2008)

1.3. Sistema luciferasa desestabilizada

Es importante conocer la modulacién dindmica de la expresidn génica para entender cémo
responden a diferentes estimulos externos los sistemas bioldgicos, para ello se puede hacer uso
de este sistema luciferasa con el objetivo de estudiar la respuesta transcripcional transitoria de
varios genes a diferentes estreses (Rienzo et al., 2012).

Generalmente, la transcripcidn se mide mediante la determinacién directa o indirecta del nivel
estable de ARNm de un gen de interés o, detectando la actividad enzimatica de un reportero
cuya expresion esta controlada por el promotor de interés. Sin embargo, este tipo de métodos
requieren la ruptura de la célula, y conlleva largos tiempos de preparacion para estudiar la
expresion génica diferencial de forma cinética o a través de una variedad de estimulos diferentes
(Rienzo et al., 2012).

Con el tiempo, se introdujeron métodos que utilizaban reporteros fluorescentes como la
proteina GFP (Green fluorescence protein) que permite el estudio de la expresidon génica en
células vivas Unicas, visualizando la actividad transcripcional de forma instantanea sin alterar la
integridad fisica de la célula (Cormack, 1998). En cambio, al contrario que los ensayos con
bioluminiscencia, los métodos fluorescentes necesitan excitacién de una fuente de luz externa
que interfiere con la cuantificacion continua de la expresidén génica durante las respuestas
bioldgicas, por lo que la fluorescencia reduce la sensibilidad del ensayo (Simeonov et al., 2008)

Ademas, numerosas respuestas transcripcionales son transitorias, lo que genera que sus analisis
con reporteros deban realizarse con versiones desestabilizadas de las proteinas fluorescentes,
si no, por el contrario, la estabilidad de la proteina podria enmascarar la correcta deteccion de
la induccién o represidn transitoria del gen. (Mateus y Avery, 2000; McNabb D. et al., 2005).

La bioluminiscencia es utilizada como medio de deteccidon en diferentes ensayos, se basan en el
uso de enzimas luciferasa, como la luciferasa de luciérnaga, monémero de 61 kDa, que no
requiere procesamiento postraduccional. Estas enzimas catalizan la oxidacién de luciferinas en
oxiluciferina, con el requerimiento de ATP, iones Mg?* y O,, emitiendo luz en forma de fotdn.
(McNabb D. et al., 2005). En la figura 3, se puede observar su funcionamiento a nivel molecular.



Este es un sistema “reportero” versatil, que aporta una medida inmediata y muy sensible de la
actividad enzimatica de la misma, sin necesidad de una excitacion externa. (Rienzo et al., 2012).
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Figura 3. Esquema del funcionamiento del sistema luciferasa a nivel molecular. Frente a un estrés, la
célula recluta ARN polimerasa y factores de transcripcion, activando el promotor inducible vy
transcribiendo el gen de la luciferasa. En la traduccion, se obtiene la enzima luciferasa, necesaria para
catalizar la reaccion que transforma la luciferina en oxiluciferina, emitiendo un fotén. (ThermoScientific,
Luciferase Reporters)

En el sistema aplicado en este trabajo, la luciferasa se encuentra desestabilizada al contener las
secuencias de degradacidon de dos dominios proteicos, CL1 y PEST, y ademas la secuencia de
degradacion del ARNm de ARE (resultando en la construccién lucCP*), proporcionandole una
vida media de 20-30 minutos. (MacPherson et al., 2008; Pascual-Ahuir et al., 2019). En la figura
4, se observa el esquema da la construccién lucCP* de la luciferasa. Al incluir el promotor de
interés delante de la construccion del gen de la luciferasa desestabilizada, nos aseguramos que,
solo cuando se encuentra el gen activamente transcrito, detectamos luz emitida por las células
en cultivo (Pascual-Ahuir et al., 2019).
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Figura 4. Representacion esquematica de la construccion lucCP* de luciferasa. De izquierda a derecha se

encuentra; el promotor de levadura que se quiere estudiar al que se le fusiona la construccidn, seguido
por la region codificante del gen de la luciferasa desestabilizada, con las secuencias CL1 y PEST que
proceden de levadura y ratén respectivamente. Después, incluye la secuencia ARE para la
desestabilizacion del ARNm.

Por lo tanto, la expresion de este reportero de vida corta nos permite medir de forma continua
y cuantitativa el comportamiento del promotor y la realizacidn de un analisis de la expresién de
genes inducibles de manera dependiente de la dosis al aplicar gradientes de los diferentes
estreses (Pascual-Ahuir et al., 2019).



2. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio son:

e Definir la sefializacion de un grupo de xenobidticos (acido acético, acido sérbico, acido
benzoico) con reporteros especificos del sistema multidroga de levadura (Pdri1, Pdr3,
Pdr8, Yrrl, Yrm1, Stb5, Warl).

e Crear herramientas luciferasa para monitorizar la expresion de genes especificos del
ciclo celular (CLN1) y de la célula hija (CTS1, SCW11, DSE2) in vivo. Aplicar estos
“reporteros” al estudio dindmico de la respuesta a estrés en levadura.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas
3.1.1. Bacterias

La cepa bacteriana utilizada en el trabajo para la propagacion de plasmidos corresponde con

células competentes de E. coli DH5a.

3.1.2. Levaduras

Con respecto a las levaduras empleadas, en la tabla 1 se encuentran recogidas las cepas de

levadura Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Tabla 1. Cepas de levadura utilizadas en este estudio.

Cepa
BY4741 (WT)

BY4741 con el plasmido
pAG413-3xPDRE-lucCP* clon 1
BY4741 con el plasmido
pAG413-3xPDRE-lucCP* clon 2
Agald Galdpgp-Pdrl GALyas-
lucCP*

Agald
lucCP*

Gal4pep-Pdr3 GALuyas-

Agald
lucCP*

GaI4DBD-Yrm 1 GALuas-

Agald
lucCP*

GaI4DBD-Yrr1 GALuyas-

Aga 14 GaI4DBD-Pd r8 GALUAs-

lucCP*

Agald
lucCP*

Galdpsp-Stb5 GALyas-

BY4741-CLN1-lucCP*

BY4741-CTS1-lucCP*

BY4741-DDR48-lucCP*

BY4741-DSE2-lucCP*

Genotipo

MATa; his3A1; leu2A0;
met15A0; ura3A0

MATa; his3A1; leu2A0;
met15A0; ura3A5

MATa; his3A1; leu2A0;

met15A0; ura3A5

W303-1A gal4::KANMX4 con
pGBKT7-ADH1p-Gal4psp-Pdrl-
myc pAG413-GAL1yas-lucCP*
W303-1A gal4::KANMX4 con
pGBKT7-ADH1p-Galdpgp-Pdr3-
myc pAG413-GAL1yas-lucCP*
W303-1A gald::KANMX4 con
pGBKT7-ADH1p-Galdpgp-Yrm1-
myc pAG413-GAL1yas-lucCP*
W303-1A gald::KANMX4 con
pPGBKT7-ADH1p-Galdpgp-Yrrl-
myc pAG413-GAL1yps-lucCP*
W303-1A gald::KANMX4 con
pGBKT7-ADH1p-Gal4psp-Pdr8-
myc pAG413-GAL1yas-lucCP*
W303-1A gald::KANMX4 con
pGBKT7-ADH1p-Gal4psp-Stb5-
myc pAG413-GAL1yas-lucCP*
BY4741 con plasmido HIS3
pPAG413-CLN1-lucCP*
BY4741 con plasmido
pAG413-CTS1-lucCP*
BY4741 con plasmido
pAG413-DDR48-lucCP*
BY4741 con plasmido
pAG413-DSE2-lucCP*

HIS3

HIS3

HIS3

Procedencia
EUROSCARF

#1643 de Ia
coleccion del laboratorio
Cepa #1644 de |Ia
coleccién del laboratorio
Cepa #1867 de |Ia
coleccion del laboratorio

Cepa

Cepa #1869 de |Ia
coleccion del laboratorio

Cepa #1871 de |Ia
coleccion del laboratorio

Cepa #1873 de |Ia
coleccion del laboratorio

#1875 de la
coleccion del laboratorio

Cepa

#1877 de la
coleccion del laboratorio

Cepa

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo



BY4741-SCW11-lucCP* BY4741 con pldsmido HIS3 Este trabajo
pAG413-SCW11-lucCP*

BY4741 Apdrl BY4741 con Apdrl::KAN EUROSCARF
BY4741 Apdr3 BY4741 con Apdr3::KAN EUROSCARF
BY4741 Apdr8 BY4741 con Apdr8::KAN EUROSCARF
BY4741 Ayrrl BY4741 con Ayrrl::KAN EUROSCARF
BY4741 Ayrm1 BY4741 con Ayrm1::KAN EUROSCARF
BY4741 Astb5 BY4741 con Astb5::KAN EUROSCARF
BY4741 Awarl BY4741 con Awarl::KAN EUROSCARF

El pldsmido utilizado para obtener nuestras construcciones presenta la estructura pAG413-
CYC1A-lucCP* y fue obtenido del laboratorio de la cepa #616, que fue construido por Rienzo et
al., (2012). CYC1A es un promotor central sin elementos activadores de la transcripcion. Ha sido
utilizado en este trabajo ya que permite introducir los reporteros de interés, al sustituir a CYC1A,
antes de la secuencia codificante del gen de la luciferasa desestabilizada (lucCP*). Por otra parte,
el plasmido pAG413-3xPDRE-lucCP* se obtuvo a partir del plasmido mencionado anteriormente.

3.2. Medios de cultivo

3.2.1. Bacterias
e Maedio LB (Luria Bertani):

Se prepard disolviendo en agua miliQ un 1% de triptona, un 0,5% de extracto de levadura y un
1% de NaCl. Para la preparacién de medio sdlido, a lo anterior, se le afiadié un 2% de agar. En
ambos casos, las disoluciones se autoclavaron a 1212C durante 20 minutos. Para el medio LB
solido, tras esterilizarlo en la autoclave se afadié ampicilina al 1%.

3.2.2. Levaduras
e Medio YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose):

Se prepard disolviendo en agua miliQ un 1% de extracto de levadura, un 2% de peptonay un 2%
de glucosa (dextrosa). Para medio YPD sdlido, se afiadio un 2% de agar. Estas disoluciones se
esterilizaron en autoclave a 1212C durante 20 minutos. Por ultimo, se ajustd el pH del medio
con acido succinico 0,5M a volumen 1/10 a pH 3 0 pH 5,5.

e Medio SD (Synthetic Dextrose):

Este medio se preparé disolviendo en agua miliQ un 0,67% de base nitrogenada de levadura sin
aminoacidos y con sulfato de amonio, y un 0,2% de glucosa (dextrosa). Para medio SD sélido, se
afiadié 0,2% de agar. La disolucidn se autoclavé a 1212C durante 20 minutos. Después, el medio
se suplementé con los aminoacidos requeridos por la cepa, dependiendo de la auxotrofia que
presentaban y la que el pldsmido insertado suplementaria. Las cepas con el plasmido pAG413-
3XPDRE-lucCP* requieren el medio SD —His +Leu +Met +Ura (el gen HIS3 se usa como marcador
de seleccion, por eso el medio no debe contener ese aminoacido para mantener la presion
selectiva y obligar a la levadura a conservar el plasmido). Por tanto, se suplementd con stocks a
100X con metionina (10 g/L), leucina (10 g/L) y uracilo (2,5 g/L). Para las cepas mutantes, se
suplementd con adenina, leucina y uracilo de stocks a 100X con (2,5 g/L, 10 g/L y 2,5 g/L,



respectivamente). Después, el medio se ajusté al pH necesario afiadiendo acido succinico 0,5M
en volumen 1/10 a pH 3 o0 pH 5,5.

3.3. Disefio de cebadores

Para las construcciones plasmidicas deseadas, se requiere de las secuencias codificantes de los
promotores de los genes de interés (CLN1, CTS1, DDR48, DSE2, SCW11). Se disefiaron un total
de seis cebadores (tres directos y tres reversos) para la amplificacion del ADN gendmico
correspondiente a los promotores de los genes CTS1, SCW11y CLN1, debido a que para los dos
genes restantes (DSE2 y DDR48) el laboratorio ya tenia los cebadores necesarios.

El disefio se realizé con la ayuda de la base de datos de Saccharomyces (SGD), a partir de esta se
obtuvo la secuencia de nucledtidos para los genes mencionados con 1000 nucledtidos aguas
arriba correspondientes a la secuencia del promotor del gen. Ademads, se realizd sobre estos
1000 nucledtidos un analisis de los sitios de restriccion que presentan, para comprobar que las
enzimas de restricciéon Sacl y Smal con secuencias, GAGCTC y CCCGGG, respectivamente, no
cortaran en estas regiones, debido a que son las enzimas que se utilizan para hacer la digestién.

Para los cebadores directos se afiadié en el extremo 5’ una secuencia adicional (GATC) que se
observa en amarillo, con la finalidad de mejorar el reconocimiento de la enzima, seguida por la
secuencia de la enzima de restriccidn Sacl (en azul), mas la secuencia de nucleétidos escogidos
del principio de la secuencia del promotor.

Para los cebadores reversos se afiadié en el extremo 5’ la secuencia adicional complementaria
(CTAG) (en amarillo), seguida por la secuencia de la enzima de restriccién Smal (en verde), mas
la secuencia complementaria de nucledtidos escogidos del final de la secuencia del promotor,
en direccién 5’-3’.

Finalmente, los cebadores disefiados fueron los siguientes:

Cebador directo CLN 1-Sacl: 5" — GATCGAGCTC GAATGTTACG GGACTAACAG G -3’

Cebador reverso CLN1-Smal: 5 — CTAGCCCGGG GATCTTTTTA TTTATTTTAC AGAAATA -3’
Cebador directo CTS1-Sacl 5'- GATCGAGCTC CCAATGAGGA GGTAAAAAGA AG -3’
Cebador reverso CTS1-Smal: 5" — CTAGCCCGGG TCTATTATTA ATTATTTTAT ATTTAAATT -3’
Cebador directo SCW11-Sacl: 5" — GATCGAGCTC CCCAATTTGG ATGAATATTA ATTA -3’
Cebador reverso SCW11-Smal: 5" — CTAGCCCGGG GATGGTTTTC TATTAGATAT TATAT -3’
Posteriormente, fueron encargados para su sintesis a Thermo Fisher Scientific.

3.4. Construccion de plasmidos

3.4.1. Aislamiento ADN cromosdmico de levadura
La extraccion del ADN cromosdmico se realizd a partir de la cepa BY4741 de tipo salvaje, que se
incubd en 3 mililitros (ml) de medio liquido YPD, dejandola crecer toda la noche en agitacién a
302Cy siguiendo un protocolo de aislamiento rapido. El cultivo crecido se centrifugd durante 30
segundos a 11.000 rpm (revoluciones por minuto) y se lavé el pellet con 1ml de H,0. Se
resuspendié en 400 pl de tampdn de protoplastos (100 mM Tris/HCl a pH 7,5, 10mM EDTA, 0,2
mg/ml zimoliasa) incubandolo a 372C durante 30 minutos. Posteriormente, se afiadié 200 pl de
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tampédn de lisis (0,2M NaOH, 1% SDS), se mezcld por inversidn y, se incubd (652C, 20 min).
Después, se afiadié 200 pl de K-acetato 5M pH 5,5, se centrifugd 3 minutos a maxima velocidad
(13.400 rpm), se transfirié el sobrenadante en un nuevo eppendorf y se hizo precipitar el ADN
cromosémico afiadiendo 600 pl de isopropanol. Mas tarde, se centrifugé nuevamente (3 min,
13.400 rpm), se lavd con 500 il de etanol al 70%, se centrifugd 1 minuto. Se secé el pellet (15
min, 459C) y se resuspendié en 50 pl en tampdn TE (10mM Tris/HCl a pH 7,5; 1mM EDTA).

3.4.2. PCRy purificacién

Con el fin de clonar el fragmento de ADN de interés para cada construccidn se realizé una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Cada reaccién se realizé en un volumen total de 50
ul, formado por: 5 pl de tampdn de Taq polimerasa comercial (TrueStart), 0,5 pl de enzima Taq
polimerasa a 1U/ul (TrueStart), 1 ul de cada uno de los dos cebadores correspondientes a cada
reaccion (100 pmol/pul), 5 pl de dNTPs a 2 mM, 1 pl de ADN cromosémico y 36,5 ul de H,O MiliQ.
Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un paso de desnaturalizacion (5 min,
952C); 40 ciclos de amplificacion (30 segundos de desnaturalizacion a 952C, 30 segundos de
alineamiento a 539C, 2,5 minutos de extension de la enzima ADN polimerasa a 722C); un ultimo
paso de elongacién a 722C durante 7 minutos.

Se corrié una electroforesis en gel de agarosa al 1% (1ml 50X TAE, 49 ml H,O miliQ, 0,5 g
agarosa), para comprobar si la amplificacion habia funcionado correctamente, y se observaron
bandas de alrededor de 1 kilobase (kb) correspondiente con el tamafo de los promotores.

Posteriormente, se purificaron los productos de la PCR mediante un kit NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up (Machery-Nagel) y se cuantificé la pureza del ADN mediante un NanoDrop.

3.4.3. Propagar plasmidos en E. coliy purificacion
Con la finalidad de disponer del plasmido necesario, pAG413-CYC1A-lucCP*, para realizar las
construcciones de interés, se llevd a cabo la propagacién del mismo empleando la cepa DH5a
de E. coli. Se crecid en 3 ml de cultivo LB con ampicilina, incubandolos en agitacion toda la noche
a 379C. El ADN plasmidico se purifico utilizando el kit NucleoSpin® Plasmid (Machery-Nagel) y
después se comprobd la eficiencia de la purificacién midiendo la concentracion mediante el
espectrofotémetro NanoDrop, se obtuvo una concentracion de 75,3 ng/pl.

3.4.4. Digestién con enzima de restriccion

A partir de la purificaciéon de las muestras obtenidas por PCR y del vector de clonacidn, se realizé
la digestién de los mismos con las enzimas de restriccidon Sacl y Smal. Cada reaccion se efectud
en un volumen de 20 pl, constituido por: 3 pl de ADN, 2 pl tampdn Tango 10X, 0,2 pl Sacl, 0,2 pl
Smal y 14,6 ul de agua miliQ. En primer lugar, se pusieron todos los componentes, excepto la
enzima Sacl, y se dejé durante 1 hora a 302C incubando. Tras 1 hora, se afadio Sacl y se volvio
a incubar durante 2 horas a 379C. Posteriormente, se comprobd la correcta digestion de los
fragmentos mediante electroforesis en gel de agarosa 1%.

Ademas, se extrajeron los fragmentos del gel y se purificaron utilizando el kit NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up (Machery-Nagel) y se cuantificd la concentracion de los vectores y de los
insertos empleando el espectrofotdmetro NanoDrop.
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3.4.5. Ligacién vector e inserto
Para finalizar la construccién de los plasmidos, se llevd a cabo la ligacién del vector con los
fragmentos de PCR mediante la utilizacion de un kit de ligacién rdpida de ADN
(ThermoScientific). La reaccidn se realizé con 2 pl de vector, 2 ul de inserto, 4 ul de tampdn de
lisis 5X, 1 ul de enzima T4 ADN ligasa y 11 pl de agua, un total de 20 pl de volumen. Ademas, se
prepard un control, sininserto, afadiendo la diferencia con agua. Todas las mezclas se incubaron
a 22°C durante 30 minutos y después se conservaron en frigo con una temperatura de 0-42C.

3.5. Transformacion de bacterias

Tras la obtencidon de las construcciones plasmidicas y con la finalidad de amplificarlas, se
transformaron células bacterianas competentes de E. coli con ellas. Mediante condiciones
estériles, se anadieron 10 pl de plasmido a 80 pl de células competentes que se encontraban a
-809C, dejando la mezcla durante 15 minutos en hielo. Posteriormente, se realizé un choque
térmico a 422C durante 1 minuto y, justo después, se mantuvieron en hielo durante 5 minutos
mas. Tras este tiempo, se afiadié 1 ml de LB (siempre en condiciones estériles) y se incubd a
379C, 1 hora. Finalmente, se centrifugaron a velocidad maxima durante 1 minuto, se eliminé el
sobrenadante y se resuspendieron las células con el liquido restante, sembrandolas, después,
cada una en una placa de LB con ampicilina. Se dejaron incubando mads de 48 horas a 372C.

A partir de cada placa, se seleccionaron 5 colonias aisladas que se inocularon, cada una, en 2 ml
de precultivo liquido LB con ampicilina, dejandolas crecer toda la noche a 372. Con estos
precultivos, se realizaron minipreps para purificar el ADN (Unicamente con 1,5 ml del precultivo),
mediante el kit NucleoSpin® Plasmid (Machery-Nagel). Seguidamente, se cuantificd su
concentracién en el espectrofotémetro Nanodrop. Ademas, se realizaron alicuotas de cada uno
para ser digeridas con las mismas enzimas de restriccién utilizadas anteriormente (Sacl y Smal)
y, comprobar, mediante la realizaciéon de una electroforesis en agarosa 1%, que las colonias
seleccionadas han sido transformacion correctamente y que, por tanto, la ligacién vector-inserto
de interés ha tenido lugar. El gel mostraba, en casi todas las muestras, dos bandas, una superior
correspondiente al vector de unas 8 kb, y otra inferior de alrededor de 1 kb que corresponde
con el inserto.

Entre las construcciones generadas, se selecciond una para cada gen, y a partir de los 0,5 ml
sobrantes de los precultivos realizados en LB con ampicilina, se cultivaron en medio sélido LB
con ampicilina para, una vez crecidos, realizar glicerinados de los mismos, vy, asi, guardarlos en
la coleccién con vision hacia trabajos futuros. Los glicerinados se generaron afiadiendo 1 ml de
glicerol al 15% en un vial y liberando las colonias recogidas con asa de siembra del medio sélido
en el glicerol. Después, se conservaron a -80°C.

3.6. Secuenciacién

Cuando se comprobd que las construcciones se habian generado de forma adecuada, la ligacion
vector e inserto de interés se habia dado y que habia sido posible transformar bacterias. Estas
construcciones se mandaron a secuenciar, aportando 10 pl de cada una y, ademas, se prepard
el cebador lucSeq reverse a 3,3 UM necesario para amplificar la secuencia que se encuentra en
posiciéon anterior a la de la luciferasa. Después, las secuencias obtenidas se analizaron a través
de la SGD, realizando un BLAST, de forma que se verificd la correspondencia con los promotores
de los genes de interés.

12



3.7. Transformacion de levaduras

Para la insercidn de las construcciones generadas en el genoma de S. cerevisiae se prepararon
mezclas siguiendo el protocolo propuesto por Gietz y Schiestl (2007) para plasmidos Unicos que
utiliza el método del acetato de litio. Estas mezclas se componen de 240 pl PEG 3350 al 50%
(polietilenglicol), 36 ul LiAc 1M, 10 ul de ADN portador monocatenario de salmén (2 mg/ml) y
de 3-5 pul de plasmido, mas agua hasta alcanzar un volumen total de 360 pul. Ademas, se prepard
un tubo control con todos los compuestos, excepto el plasmido.

Por otra parte, se crecié un cultivo liquido de levadura BY4741 en 50 ml de YPD hasta alcanzar
una densidad éptica de 1,5-2,5 a 600 nm, medida con el espectrofotdémetro Eppendorf
BioPhotometer Plus. Las células se centrifugaron en un tubo Falcon de 50 ml a una temperatura
de 42Cy a 3000 rpm durante 3 minutos, se decantd el sobrenadante y se resuspendieron con 25
ml de agua estéril, repitiéndolo dos veces. La segunda vez, se decantd y se afiadié solamente 1
ml de agua estéril, transfiriéndolo a un eppendorf.

Con las células competentes de levadura preparadas, se volvieron a centrifugar 100 pl de células
por cada transformacién en eppendorfs separados, a mdxima velocidad (13.400 rpm) durante
30 segundos, eliminando después el sobrenadante. A cada uno de los eppendorfs, se le afiadid
la mezcla de transformacion correspondiente y se vorted. Después, se dejaron incubar durante
40 minutos a 42°C para provocar un choque térmico. Se centrifugaron durante 30 segundos a
13.400 rpm, se descarté el sobrenadante, se afadié 0,5 ml de agua estéril y se volvieron a
centrifugar, eliminando posteriormente el sobrenadante. Finalmente, con el liquido restante se
resuspendieron las células y se sembraron en placas con medio de cultivo SD —His +Leu +Met
+Ura a pH 5,5. Las colonias de levadura transformadas aparecieron a los 2-3 dias después de la
incubacién a 302C.

De estas colonias transformadas, se seleccionaron 3 de cada placa, y se sembraron en una placa
todas ellas, dejandolas incubar a 302C.

3.8. Preparacion disolucion acidos organicos y NaCl

Los diferentes acidos organicos utilizados en el trabajo fueron preparados para tenerlos todos
ellos en fase liquida y a las concentraciones adecuadas, y asi realizar los ensayos deseados.

Por una parte, para los ensayos de anadlisis de la respuesta transcripcional con luciferasa, se
prepararon una serie de disoluciones:

- Se prepard un stock de acido acético 5 M, afiadiendo 1,22 ml de acido acético a 2,78 ml
de H,O MiliQ. Se trabajd bajo campana extractora al ser un acido fuerte. A partir de esta
disolucidn se prepararon stocks al 10X con concentraciones crecientes de acido acético;
0mM, 5 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM.

- Con respecto a los acidos sdrbico y benzoico, se tuvo en cuenta que con una cantidad
mayor a 0,1% se inhibia el crecimiento de las células. Por lo tanto, las concentraciones
a ensayar fueron menores. En primer lugar, se preparé un stock 1 M de ambos,
diluyendo los gramos necesarios en 1 ml de DMSO. Con esta disolucién, se prepararon
stocks al 10X con concentraciones crecientes de 4cido sérbico y acido benzoico; 0 uM,
5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 puM, 250 pM, 500 pM. En este caso, se diluyeron con
medio de cultivo liquido SD —His +Leu +Met +Ura a pH 3.
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- Para el ensayo de monitorizacion de la expresion génica, se realizaron varias
disoluciones al 5X con diferentes concentraciones (0 M, 0,2M, 0,4M, 0,6M, 0,8 M y 1M)
a partir de una disolucion de NaCl 5M.

Por otra parte, para los ensayos de anadlisis de sensibilidad, se prepararon otras disoluciones,
teniendo en cuenta el trabajar bajo condiciones estériles:

- Para acido acético, se prepararon dos disoluciones a 27,8 mM y a 55,6 mM, ya que se
pretendia realizar los ensayos a 25 mM y a 50 mM, respectivamente. Para su
preparacion, se afadid la cantidad necesaria de acido acético y se disolviéd en medio de
cultivo YPD a pH 3.

- Para acido benzoico, se prepard una disolucién 1 M, con DMSO como disolvente y a
partir es esta disolucién se prepararon otras dos con 1,11 mM y 2,78 mM para luego
realizar el ensayo realmente sobre 1 mM y 2,5 mM, respectivamente. Estas Ultimas
disoluciones, se diluyeron con medio YPD a pH 3.

3.9. Medida de actividad luciferasa a tiempo real frente a acidos organicos y NaCl

El proceso seguido en este trabajo para medir la actividad luciferasa fue inspirado por el
protocolo descrito por Rienzo et al., (2012).

-Cultivo celular y preparacion de las células para el ensayo de luminometria.

Primero, las levaduras se crecieron en tubos con 3 ml de medio SD con acido succinico 50mM a
pH 5,5. Se dejaron incubando en agitacion toda la noche a 302C. Las cepas con los promotores
de interés integrados se cultivaron en medio SD —His +Ade +Leu +Ura, mientras que las cepas
con el plasmido pAG413-3xPDRE-lucCP* se crecieron en medio SD —His +Leu +Met +Ura. Al dia
siguiente, con los cultivos frescos a pH 5,5 se inocularon una serie de cultivos por duplicado con
3,5 ml en medio SD a pH 3. Se hicieron inéculos con volumenes crecientes; 20 pl, 50 ul, 75 pl,
100 pl, 200 pl. Se incubaron toda la noche a 309C y se seleccionaron los cultivos con densidad
Optica (OD) de 1,5-2,5 a 600 nm. Los cultivos seleccionados, con el volumen adecuado para
realizar el ensayo, se incubaron con luciferina a 10mM, afiadiendo 50 pl por cada 1 ml de cultivo
de levadura, durante 60 minutos a 30°C.

-Ensayo de luminometria.

El ensayo se realizé sobre una placa con 96 pocillos, donde se afiadié 15 pl del tratamiento de
estrés deseado por triplicado o 30 pl por duplicado en el caso de NaCl, con las concentraciones
a 10X y a 5X, respectivamente. Posteriormente, se rellenaron los pocillos hasta llegar a 150 pl
de las células de levadura tratadas con luciferina, con la ayuda de una pipeta multicanal.
Inmediatamente, se introdujeron en el lector multimodo Promega, activado con anterioridad.
En todos los casos, se realizaron 99 lecturas a lo largo del tiempo.

Tras finalizar todas las lecturas de la placa completa, los datos fueron extraidos a una hoja de
Microsoft Excel. Se realizaron promedios de las medidas por triplicado o duplicado, y se
representaron los valores de intensidad de luz en funcidn del tiempo, afiadiendo la desviacion
estandar para los valores promedio. Ademas, se representaron las diferentes respuestas de
todos los promotores para alguna concentracion de estrés, con respecto al tiempo. Con esto, se
pudieron analizar las variaciones en respuesta a estrés por acido acético, acido sérbico, acido
benzoico y por estrés salino, de las cepas con los promotores de interés integrados.
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3.10. Estudio de sensibilidad frente a acidos organicos

El estudio de sensibilidad se realizé interrogando a diferentes cepas mutantes para factores de
transcripcién de tipo zinc-cluster (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrrl, Yrm1, Stb5, Warl) involucrados en la
respuesta a estrés por acidos débiles.

Para ello, se cultivaron en 2 placas Petri en medio YPD, las 8 cepas de levadura de la coleccién,
incluida la cepa salvaje. Dejandolas incubar en estufa a 302C durante unos 2-3 dias. Tras la
siembra y crecimiento en placa, se realizaron precultivos de 3 ml en medio liquido YPD,
incubandolas toda la noche a 302C. Con estos precultivos, se inoculd 1 pl en 3 ml de medio YPD
a pH 3 con acido succinico 50 mM, para cada cepa, y se dejaron crecer toda la noche. Al dia
siguiente, se midid la OD a 600 nm, y se realizaron las diluciones adecuadas en cada cepa para
preparar 1 ml de cada una a una ODego de 0,25, diluyendo con medio YPD a pH 3.

Ademas, trabajando en condiciones estériles, se prepard una placa transparente de 96 pocillos
donde se afiadieron 234 pl de medio de cultivo con la concentracién de estrés a estudiar por
duplicado. Por ejemplo, en el caso de acido acético, para cada cepa se tenian; 2 pocillos con
medio YPD a pH 3 sin tratamiento (control), 2 pocillos con medio YPD a pH 3y 25 mM, y 2 pocillos
con medio YPD a pH 3y 50 mM. Después, se afiadieron 26 pl de células a una ODego de 0,25 para
que la ODeq inicial de todos los pocillos fuera 0,025. Asimismo, se afiadieron pocillos con 260 pl
de medio YPD a pH 3 sin células, ni tratamiento, que permitiria conocer si el medio de cultivo se
hubiera contaminado y, por lo tanto, si el experimento hubiera funcionado completamente mal.
Finalmente, se midid la sensibilidad a estos acidos débiles durante 72 horas con el lector Tecan
de microplacas multimodo Spark®.

Para el andlisis de los resultados se empleé el programa Microsoft Excel, donde se realizaron
promedios de los duplicados y se representaron los valores de absorbancia en funcién del
tiempo, comparando cada cepa con la de tipo salvaje.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Sensibilidad de cepas de levadura con reportero 3xPDRE-lucCP* a acidos
organicos

Las levaduras, como las células humanas, presentan sistemas de defensa frente a una gran
diversidad de compuestos quimicos (farmacos, drogas, toxinas...). Las respuestas adaptativas
generadas respecto a estas sustancias se denominan generalmente “Resistencia pleiotrépica a
drogas” (PDR). Este sistema mediante la activacion de diversos factores transcripcionales, regula
la transcripcidon de los genes diana a través de sitos de unién en el promotor del gen conocidos
como elementos de resistencia pleiotrépica a drogas (PDRE - “Pleiotropic Drug Resistance
Element”). Ademas, produce la sobreexpresion de transportadores multidroga ayudando a la
célula a eliminar el compuesto quimico responsable del estrés producido, permitiendo que sean
capaces de mantener el equilibrio adecuado para su correcto funcionamiento.

Asi, mediante el sistema reportero de la luciferasa desestabilizada bajo el control de varios
elementos PDRE se puede analizar si la exposicidon de la levadura a ciertas sustancias genera
respuestas de defensa, al observar actividad de la enzima luciferasa. La cepa de levadura que
contiene el pldsmido con los promotores PDRE mas la secuencia codificante para el gen de la
luciferasa desestabilizada, sera nombrada como 3xPDRE.

Para llevar a cabo este primer ensayo, se crecieron las dos cepas en medio SD -His +Leu +Met
+Ura pH 3 hasta una ODego de entre 1,5 y 2,5. Las células se incubaron durante 60 minutos a
302C con el sustrato luciferina a una concentracion de 0,5 mM de un stock a 20X (10 mM en
DMSO) (Rienzo et al., 2012). En una placa blanca de 96 pocillos con 15 pl de tratamiento por
pocillo (cada concentracidon por triplicado), se afiadieron 135 pl de células tratadas con
luciferina, registrando la actividad de las células mediante un luminédmetro.

Los resultados obtenidos se representan como unidades de luz relativa emitida al expresarse la
luciferasa frente al tiempo. Se realizé un promedio de los valores triplicados y se normalizaron
frente al tiempo 0, para acido sdrbico y benzoico. Ademas, se presentan las barras de error para
cada uno de los valores representados. Se han mostrado Unicamente los resultados de una de
las cepas 3xPDRE (figura 5) ya que ambas presentan un comportamiento parecido ante estas
sustancias.
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Figura 5. Comportamiento dosis-respuesta de elementos PDRE en respuesta a acido acético, sérbico y
benzoico obtenido a través del sistema luciferasa. Se observa por parte de elementos PDRE la respuesta
a estrés en unidades de luz relativa frente al tiempo para diferentes concentraciones de acido acético (a),
acido sérbico (b) y acido benzoico (c). Los valores de las figuras 5.b y 5.c estdn normalizados frente al
tiempo 0. Se representa el promedio de los valores por triplicado obtenidos y su desviacion estandar.

Como se observa, en la figura 5.a, el acido acético no genera una respuesta inducida por los
elementos PDRE, por lo que puede ser que la manera en que las células responden a este tipo
de estrés esté mediada por otro tipo de elementos transcripcionales. Por otra parte, tanto en la
figura 5.b, como en la 5.c, con estreses generados por acido sérbico y benzoico,
respectivamente, si se observa actividad de estos elementos en respuesta a los diferentes
estreses.

En el caso de acido sdrbico, desde 0,05 mM a 0,5 mM, las células responden a este estrés a
través de los elementos PDRE, visualizando una ola de respuesta que aumenta con el tiempo de
exposicidn al estrés hasta alcanzar aproximadamente 75 minutos, disminuyendo luego hasta
llegar de nuevo a 0. Con concentraciones mayores a 1 mM, ya no se observa activacién debido
a la severidad del estrés. Ademas, con 0 mM también se observa una pequeiia activacion que
puede deberse a algln otro tipo de estrés como un choque térmico al cambiar la temperatura
de la incubadora al luminémetro.
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Para acido benzoico, el rango de respuesta es parecido al de acido sorbico, observando una
respuesta claramente mas rapida en el caso de 0,25 mM, ya que, al llegar a los 50 minutos, se
incrementa la unién a elementos PDRE. Por otra parte, para la concentraciéon de 0,5 mM, se
muestra un comportamiento diferente, se retrasa hasta los 150 minutos el comienzo de la
induccion de la respuesta lo que supone mayor tiempo de adaptacién y recuperacién de las
células, mientras que, con concentraciones mayores, las células no consiguen adaptarse.

Por lo tanto, este ensayo sirvid para acotar las concentraciones de los acidos organicos que
inducen estrés en las células de S. cerevisiae y que permiten una recuperacién posterior por
parte de las células. Asi, se acotaria las concentraciones tanto de acido sérbico, como acido
benzoico de 0-0,5 mM. El acido acético se descarta, al no observar induccidn. Tras esto, se quiere
conocer qué factor o factores de transcripcion estan involucrados en la recuperacion al estrés.

4.2. Papel de factores de transcripcion de tipo multidroga en respuesta a acidos
organicos

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema PDR, encargado de eliminar compuestos
perjudiciales para la célula, estd compuesto entre otras proteinas, por diversos factores de
transcripcién involucrados en la regulacion de la expresién de transportadores PDR. A veces,
estos factores de transcripcion estdn sobreexpresados, lo que genera resistencia a multiples
drogas, siendo de gran importancia en tratamientos médicos como quimioterapia, cancer o
antifdngicos, porque reducen su eficacia.

Se han estudiado varios factores de transcripcion (Pdrl, Pdr3, Pdr8, Yrm1, Yrrl, Stb5), a través
de la cuantificacidon de la expresion de la luciferasa, tratando a las cepas de levadura con
concentraciones ascendentes de dos dacidos organicos diferentes: acido sdrbico y acido
benzoico. Los factores de transcripcidn se encuentran integrados en plasmidos en cepas de
levadura con un “cluster” de zinc modificado (Gal4psp), por lo tanto, si se expresan, reconoceran
el motivo de ADN Galuyas que estd ligado al gen de la luciferasa desestabilizado (lucCP*), pudiendo
observar su actividad al luminémetro.

4.2.1. Respuesta a acido sérbico
Los perfiles dosis-respuesta se obtuvieron al representar el promedio de los valores por
triplicado de la actividad luciferasa para cada concentracion en unidades relativas de luz frente
al tiempo. Estos mostraron diferencias entre los distintos factores de transcripcién estudiados
(figura 6), excepto en el caso de Yrm1 y Pdr8 que presentan una expresion bastante similar.

Es importante resaltar, que, en todos los casos, excepto para Stb5, incluso las células que no han
sido tratadas con estrés muestran expresion a mayor o menor medida dependiendo del FT, lo
que sugiere que incluso una disoluciéon Unicamente de agua también puede desencadenar la
activacion de estos FT, al generar algun tipo de estrés en el interior celular.

En el caso de Pdrl (figura 6.a), la respuesta frente a una concentracion de 50 uM es la que
muestra mayor expresion de luciferasay, por tanto, del FT en estudio. Lo que demuestra el papel
de Pdrl en la respuesta al estrés generado por 50 uM de acido sérbico. Para el resto de
concentraciones, la expresidn va disminuyendo, mostrando una actividad similar para 0, 5, 10,
25y 100 uM, sin estar influida por la accion del acido. Ademas, se observa que es el FT con el
menor tiempo de actuacidn, ya que, su expresidén va aumentando hasta transcurridos unos 20
minutos y a los 40 su actividad ya ha descendido practicamente hasta 0. Por el contrario, Yrm1,
Yrrl y Pdr8, presentan actividad hasta cerca de los 100 minutos, pero no debido al estrés
generado por el acido soérbico.
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Figura 6. Respuesta de diferentes FT del sistema PDR a acido sérbico. Curvas dosis-respuesta obtenidas
al tratar diferentes cepas, con factores de transcripcion integrados, con un baremo de concentraciones
de acido sérbico de 0 a 500 uM durante 300 minutos. Se incluyen las barras de error para los valores
representados. (a) FT Pdrl, (b) FT Pdr3, (c) FT Yrm1, (d) FT Yrr1, (e) FT Pdr8, (f) FT Stb5. De los valores
obtenidos por triplicado se representa su promedio y la desviacidn estandar.

20



Por otra parte, Pdr3 (figura 6.b), muestra una dosis-respuesta mas duradera en el tiempo, pero
no especifica del estrés por acido sérbico ya que observamos que el control muestra la mayor
expresidn de luciferasa registrada para este FT.

En el caso de Yrm1y Pdr8 (figura 6.cy 6.e), se observa la misma respuesta para concentraciones
de 0 a 50 uM, con la diferencia que el FT Yrm1 se expresa con mayores unidades de luz relativa
(un maximo de 17.000 aprox.) que Pdr8 (maximo de 12.000 aprox.). Asi mismo, la figura 6.d,
muestra la expresidn de Yrrl con una curva dosis-respuesta similar para 0 y 50 uM, aunque con
0 uM alcanza un maximo mayor. Para el resto de concentraciones la expresidn disminuye y se
comportan de manera parecida. Sin embargo, ninguno es especifico para este acido organico.

Por ultimo, como se observa en la figura 6.f, el FT Stb5 no muestra expresién, lo que sugiere que
tampoco Stb5 estd involucrado en la respuesta celular al estrés generado por el acido sdrbico.

4.2.2. Respuesta a acido benzoico
Este ensayo de exposicion de las distintas cepas con los FT de estudio frente a diferentes
concentraciones de acido benzoico, se realizé igual que para el acido sérbico, y los resultados
obtenidos se trataron de la misma manera, representando unidades de luz relativa frente al
tiempo.

Observando las curvas dosis-respuesta de todos los FT (figura 7), se ve que para Pdr3, Yrrly
Stb5, no se induce su activacidn pudiendo no estar involucrados en los mecanismos de respuesta
a estrés por acido benzoico. También se puede pensar que la activad de luciferina registrada no
es la adecuada, pudiendo influir las densidades épticas iniciales de los cultivos a 600 nm en la
captacion del sustrato luciferina por las células, fendmeno que tiene lugar a una ODgg mayor a
2,5, y los correspondientes cultivos tenian una ODggo de 2,4, 3,2y 3,2, respectivamente. Ademas,
en el caso de Yrrl, se observa que, en el control hay una ligera expresion, pudiendo responder
a otro tipo de estrés, al modificar el medio celular y hacerlo mas hipotdnico. Por lo que no
quedaria claro, el papel de estos FT en la respuesta a 4cido benzoico.

En la figura 7.a., observamos que Pdrl muestra una expresién del gen de la luciferasa parecido
al ensayo frente a acido sdrbico, en cambio, frente a ninguna de las concentraciones medidas el
FT se activa especificamente, no depende del acido.

Un comportamiento parecido se puede observar para los FT Yrm1 y Pdr8, es decir se observan
curvas de induccidén, pero se producen igualmente en ausencia de acido benzoico solo en
presencia del disolvente. Por lo tanto, ninguno de los FT incluidos en este estudio parece
activarse especificamente por acido benzoico.
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Figura 7. Respuesta de diferentes FT del sistema PDR a acido benzoico. Curvas dosis-respuesta obtenidas
al tratar diferentes cepas, con factores de transcripcion integrados, con un baremo de concentraciones
de acido sérbico de 0 a 500 uM durante 300 minutos. Se incluyen las barras de error para los valores
representados. (a) FT Pdrl, (b) FT Pdr3, (c) FT Yrm1, (d) FT Yrrl, (e) FT Pdr8, (f) FT Stb5. De los valores
obtenidos por triplicado se representa su promedio y la desviacidn estandar.
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4.3. Ensayo de crecimiento de cepas mutantes para los FT estudiados frente a

diferentes estreses por acidos organicos

Para comprobar si los factores de transcripcion estudiados con anterioridad, presentan una
posible funcién diferencial en la respuesta a diferentes acidos débiles, se llevé a cabo un ensayo
de sensibilidad con varias cepas mutantes para estos FT, incluyendo la cepa mutante para el FT
Warl y la cepa de tipo silvestre (wt). Con esto se pretende observar la mayor o menor
sensibilidad de las cepas mutantes a acidos frente a la cepa silvestre.

A través de diversos estudios, se conoce que frente a estreses generados por acidos débiles
lipofilicos como 4cido sdérbico y benzoico, las células confieren proteccion mediante la activacion
de Warl. Se cree que se produce la union directa entre este FT y los aniones acidos, aunque no
estd completamente claro. Por esto, se ha considerado que seria interesante anadir a este
ensayo el FT Warl.

El ensayo se llevé a cabo en una placa transparente de 96 pocillos, donde se afiadieron las células
de las cepas mutantes o de tipo silvestre a una ODgyo de 0,25 y, posteriormente, se afiadio el
medio tratado con las diferentes concentraciones de estudio por duplicado, consiguiendo una
ODeoo final de 0,025, adecuada para apreciar el crecimiento de las células y conseguir el mayor
numero de ciclos de divisién. Con los resultados obtenidos, se realizé el promedio de los valores
por duplicado y se representé la absorbancia frente al tiempo, obteniendo las graficas que se
observan en la figura 8 y figura 9. Estas figuras solo exponen 3 gréficas, debido a que los FT Pdr1,
Pdr3, Yrrl e Yrm1 muestran un comportamiento muy similar, resumiéndolo en la presentacion
de la figura 8.a y figura 9.a.

4.3.1. Acido acético
En el ensayo de crecimiento frente a acido acético, las concentraciones de estudio fueron 0 mM,
25 mM y 50 mM, los resultados obtenidos se muestran en la figura 8, donde podemos observar
como el crecimiento de las cepas mutantes para pdrl, pdr3, yrrl e yrm1 (figura 8.a) es parecido
al de la cepa silvestre, muestran la misma sensibilidad por el acido, por lo que, estos factores de
transcripcién no intervienen en la respuesta de levaduras a estreses generados por acido
acético.

En las cepas mutantes para Stb5, se observa un retraso en el crecimiento tanto para 25 mM,
como para 50 mM, comparado con la cepa silvestre, alcanzando un estado estacionario mayor
que la cepa control. Esto confirmaria la selecciéon de Stb5 como uno de los factores de
transcripcidén necesarios para la resistencia a acido acético en levaduras, presentando un alto
porcentaje de dianas entre los genes requeridos para la tolerancia a este acido (Mira et al.,
2010).

Por ultimo, en el caso del mutante Awarl, para una concentracién de acido acético de 25 mM
no presenta diferencia en el crecimiento con respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, para 50
mM de acido, la cepa retrasa su crecimiento, lo que sugiere que el FT Warl no es necesario en
la respuesta al estrés generado por el acido si no se dan unas concentraciones elevadas del
mismo, como seria de 50 mM en adelante. Seria necesario repetir el ensayo con concentraciones
mas elevadas y observar como influyen en el crecimiento de estas cepas.
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Figura 8. Caracterizacion del crecimiento de cepas mutantes para varios FT frente a acido acético.
Representacion de las curvas de crecimiento obtenidas al tratar cepas de levadura mutantes y la cepa
silvestre con diferentes concentraciones (0, 25 y 50 mM) de acido acético durante 60 horas. El
experimento se realizd por duplicado y se muestra el valor promedio. La desviacién estandar es menor
del 10% para cada replica, las barras de error no han sido representadas para facilitar la visualizacién de
las graficas. (a) Curva de crecimiento del mutante Ayrm1 vy la cepa silvestre (b) Curva de crecimiento del
mutante Astb5 y la cepa silvestre. (c) Curva de crecimiento del mutante Awarl y la cepa silvestre.

4.3.2. Acido benzoico
En el caso del ensayo con acido benzoico, las concentraciones de estudio fueron mucho mas
pequefias, de 1y 2,5 mM. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.

Cabe destacar que, para todas las cepas estudiadas, la concentracién de 2,5 mM induce la
muerte celular, las células no son capaces de hacer frente a esta concentracién de acido débil.
Los mutantes de pdrl, pdr3, yrrl e yrm1, presentan un crecimiento muy similar, representando
Unicamente la grafica correspondiente a yrm1, en la figura 9.a. Asi mismo, tanto el crecimiento
sin estrés como frente a una concentracién de acido de 1 mM es practicamente igual para estos
mutantes que para la cepa silvestre, indicando que estos no interfieren en el crecimiento de la
célula frente a acido benzoico, como se habia deducido del ensayo de expresién de la luciferasa.
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En cambio, el mutante stb5 (figura 9.b) presenta un ligero retraso en el crecimiento frente a la
cepa silvestre lo que puede sugerir que stb5 presente sensibilidad frente a este acido, lo que
corroboraria que la OD inicial de las células del experimento anterior podria ser la causante de
la expresion obtenida, siendo necesario volver a realizar el experimento con el fin de obtener
datos fiables.
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Figura 9. Caracterizacion del crecimiento de cepas mutantes para varios FT frente a acido benzoico.
Representacion de las curvas de crecimiento obtenidas al tratar cepas de levadura mutantes y la cepa
silvestre con diferentes concentraciones (0, 1 y 2,5 mM) de acido benzoico durante 60 horas. El
experimento se realizé por duplicado y se muestra el promedio. La desviacién estandar es menor del 18%
para cada replica, las barras de error no han sido representadas para facilitar la visualizacion de las
graficas. (a) Curva de crecimiento del mutante yrm1 y la cepa silvestre (b) Curva de crecimiento del
mutante stb5 y la cepa silvestre. (c) Curva de crecimiento del mutante warl vy la cepa silvestre.

Por ultimo, el mutante para War1 (figura 9.c), es el que mayor sensibilidad muestra entre todos
los FT estudiados, para una concentracidn de 1 mM se observa como tarda 10 horas mas en
responder al estrés generado que la cepa silvestre e iniciar el crecimiento celular, alcanzando un
estado estacionario ligeramente menor que la cepa silvestre. Esto indica que Warl estd
involucrado en la respuesta a acido benzoico, la eliminacién del gen WAR1 conduce a un
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fenotipo de hipersusceptibilidad frente a acidos débiles moderadamente lipdfilos (Sousa et al.,
2012).

Conociendo estos datos y viendo que tanto Stb5 y, en mayor medida, Warl, tienen efecto en el
crecimiento de levaduras frente a dcido acético y benzoico, seria interesante realizar ensayos
con otros acidos como acido sérbico, estudiado en otros ensayos de este trabajo, o incluso
frente a otros como acido propidnico. Asi mismo, se podria generar una construccion que
incluyera el promotor Warl para realizar ensayos de expresidn génica con luciferasa
desestabilizada frente a diversos estreses. Ademds, se podrian afiadir concentraciones
intermedias dentro del rango acotado, para conocer con mayor exactitud entre qué
concentraciones se genera la respuesta al estrés generado.

4.4. Construcciones con promotor de interés fusionado al gen de la luciferasa

Con respecto a uno de los objetivos, se crearon construcciones con promotores especificos y el
gen de la luciferasa desestabilizado (lucCP?*), para monitorizar in vivo la expresion génica frente
a un tipo de estrés con respecto al ciclo celular, con el gen CLN1; a la célula hija, con los genes
CTS1, SCW11 y DSE1;y a estrés en general, con el gen DDR48 (mirar tabla 2, para informacion
sobre estos promotores).

La forma en que se generaron las construcciones promotor-lucCP* se presenta esquematizada
en la figura 10, ademas, se explica a continuacidn. En primer lugar, se disefiaron los cebadores
adecuados para amplificar la regién promotora requerida, y tras la extraccién del ADN
cromosémico de la cepa de levadura BY4741, se amplificaron las regiones de interés mediante
una PCR. Después, se realizé una electroforesis en gel de agarosa para observar que la
amplificacidn habia funcionado correctamente, y se purificaron y cuantificaron los productos.

Por otro lado, se hicieron precultivos de la cepa DH5o de E. coli que contiene el plasmido
pAG413-CYC1A-lucCP*, se purificd el ADN plasmidico y se cuantificd su concentracion. Con

Tabla 2. Descripcion de los promotores estudiados seguin SGD.

Nombre Descripcion

CLN1 Ciclina G1 involucrada en la regulacién del ciclo celular; activa la quinasa
Cdc28p para promover la transicién de las fases G1 a S.

CTS1 Endocitinasa, requerida para la separacién celular después de la mitosis

DSE2 Proteina secretada especifica de células hijas con similitud con

(Daughter Specific glucanasas; degrada la pared celular de la célula hija haciendo que esta

Expression) se separe de la madre.

SCwW11 Proteina de la pared celular con similitud a glucanasas; puede

(Soluble Cell Wall desempefiar un papel en la conjugacion durante su apareamiento.

Protein)

DDR48 Proteina sensible al dafio en el ADN; la expresidn aumenta en respuesta

(DNA Damage
Responsive)

al estrés por choque térmico o tratamientos que producen lesiones en el
ADN.

ambos ADNs purificados, se hizo una digestién con las enzimas de restriccion Sacl y Smal,
seguido de una electroforesis y la extraccién, purificacion y cuantificacién del ADN de interés,
correspondiente al vector y a los insertos, por separado. Posteriormente, se hizo una ligacidn
del vector con los insertos y se transformaron células competentes de E. coli, cultivandolas,
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después, en medio sélido LB con ampicilina. De las colonias crecidas, algunas fueron cultivadas
en medio liquido, para purificar su ADN, que deberia contener la construccién deseada.

Para comprobar que, efectivamente, las células de E. coli contenian la construccién con la
secuencia promotora de los genes de estudio, se realizd, por una parte, una digestidn con las
mismas enzimas de restriccién y una electroforesis. Se observaron dos bandas; una de 8
kilobases correspondiente al vector, y otra de 1 kilobases aproximadamente, que correspondia
con el inserto. Por otra parte, el ADN purificado se mandé a secuenciar, obteniendo las
secuencias correspondientes a las regiones amplificadas. Tras esta validacién, se hicieron
glicerinados de los cultivos bacterianos con las construcciones plasmidicas deseadas, con el fin
de guardarlos en la colecciéon del laboratorio para posibles trabajos futuros.

Por ultimo, se transformaron células competentes de Saccharomyces cerevisiae, previamente
cultivadas, con una ODeg entre 1,5 y 2,5, y se cultivaron en medio SD —His +Leu +Met +Ura
durante 2-3 dias a 302C. Se seleccionaron tres colonias bacterianas por cada construccion, ya
gue también habian crecido levaduras y se volvieron a crecer todas ellas en una placa con el
mismo medio, quedando preparadas para realizar el ensayo de expresién génica frente a estrés

osmatico.
(1) Disefio de cebadoresy Cepa bacteriana
amplificacién promotor gen (PCR g, y DH5
P P gen ) (2) Amplificacién plédsmido s
Cepade S. .
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5'- GATCGAGCTC GAATG...- 3! cerevisiae BYA741 pAG413-CYC1A-lucCP~
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Figura 10. Esquema del proceso para la creacion de una construccién con un promotor fusionado al gen
de la luciferasa desestabilizada. Muestra los pasos a seguir para crear una construccién plasmidica con
un promotor de interés. (1) Disefio de cebadores y amplificacion del promotor del gen de la cepa BY4741
de S. cerevisiae, mediante PCR utilizando ADN gendmico como molde. (2) Amplificacion del plasmido,
cultivando la cepa bacteriana DH5a con la construccién pAG-CYC1A-lucCP*. (3) Se realiza una digestidn
con las enzimas de restriccion Sacl y Smal, electroforesis, extraccidn de los fragmentos y su purificacion.
(4) Se realiza la ligacidn del vector y el inserto. (5) Se transforman las células competentes de E. coli y se
pasan a medio liquido LB amp, del que se generaran glicerinados para conservar las cepas y, por otra
parte, (6) se realizara la purificacion del ADN. Posteriormente, como métodos de comprobacién (7) se
determina la secuencia del inserto y su fusién con el gen de la luciferasa y (8) se realiza una digestion y
una electroforesis, donde se observan los fragmentos correspondientes al vector (8 kb) y al inserto (1 kb).
Ademas, se prepara la mezcla de transformacién para (9) transformar células de levadura de la cepa
BY4741 para ensayos funcionales.
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4.5. Aplicacion de las construcciones generadas a la respuesta a estrés osmotico
El ciclo celular es una secuencia de eventos bioquimicos que estan controlados por una
magquinaria molecular compleja, pero al mismo tiempo, robusta. Esto permite a las células logar
una auto-reproduccidn precisa bajo una amplia gama de condiciones diferentes, incluso bajo
condiciones de estrés.

Como se ha descrito con anterioridad, cualquier tipo de estrés desencadena una respuesta
adaptativa en la levadura Saccharomyces cerevisiae, generando una respuesta transcripcional,
produciéndose cambios en la expresidn génica. En este caso, frente a un estrés producido por
cualquier sustancia, la levadura respondera expresando aquellos genes que permitan la
adaptacion celular, y se inhibird la expresién de genes que tengan que ver con el ciclo celulary
la divisiéon de la célula hija hasta que las células se hayan adaptado y sean capaces de retomar
su actividad normal. En este contexto, se puede hacer uso del sistema luciferasa para observar
los cambios in vivo y a tiempo real que se producen en la célula, y obtener un patrén del tiempo
que tardan las células en adaptarse a un estrés y volver a dividirse.

Con las construcciones preparadas, se transformaron las células de la cepa BY4741 de levadura
S. cerevisiae. Se obtuvieron precultivos celulares que se prepararon para el ensayo de
luminometria, conforme al proceso descrito en la seccién de Materiales y métodos inspirado por
el protocolo de Rienzo et al., (2012). Las células fueron expuestas a un estrés osmatico frente a
diferentes concentraciones desde 0 a 1M (por duplicado), generado por la adiccidon de NaCl, y
posteriormente, se midid la actividad luciferasa a tiempo real durante unos 300 minutos.

A partir de los resultados obtenidos, se realizé un promedio de los valores por duplicado, se
normalizaron respecto a la ODego inicial de cada cultivo y se representaron en unidades de luz
relativa frente al tiempo, obteniendo las graficas de la figura 11. Asi mismo, con el objetivo de
comparar la expresién génica de todos los genes con respecto al tiempo, y poder observar el
momento en que se expresan unos u otros genes dependiendo de las necesidades de la célula,
se representaron para las concentraciones de 0,4, 0,6 y 0,8 M todos los genes en una misma
grafica (figura 12).

En la figura 11, se observa que la respuesta transcripcional de todas las cepas con los diferentes
promotores integrados va disminuyendo y se va retrasando segin aumenta la concentracién de
NaCl, excepto en el caso de DDR48-lucCP* (figura 11.e) donde la mayor expresion se consigue a
0,4 M, seguido de 0,2 y luego 0,6 y O, debido a que DDR48 es un gen en respuesta a distintos
estreses. Se interpreta que, para las concentraciones de 0,2, 0,4 y 0,6 de NaCl, las células tienen
que hacer frente al dafio causado por estrés y, por lo tanto, se expresa en mayor medida este
gen. Para concentraciones mayores, se atrasa la expresién, pero también tiene lugar.

Es importante notar que en condiciones “control” (0 M NaCl) las células se exponen a H,0 en
una dilucién 1:5, lo que en realidad significa un pequefio choque hipo-osmdtico. Esto explica
que todos los reporteros empleados demuestran induccion también en estas condiciones. Una
manera de evitar este efecto seria hacer los ensayos cinéticos con NaCl disuelto en el medio de
crecimiento, eliminando asi la disminucién de la osmolaridad.

El gen CLN1, que se observa en la figura 11.a, muestra dos olas de expresién para las
concentraciones de 0 y 0,2 M, con unos 25 minutos aproximadamente entre ellas, y segun
aumenta la concentracién de NaCl se retrasa su expresion, llegando a ser minima para las células
tratadas con 1M de NacCl.
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Para las construcciones con CTS1, DSE2 y SCW11, se observa un comportamiento bastante
similar, de acuerdo a lo que cabria esperar al estar todas relacionadas con la célula hija.
Presentan dos olas de expresidén a concentraciones 0y 0,2 M, (a excepcion de CTS1 que también
las muestra para 0,4 y 0,6 M), correspondiente con la apariciéon de las células hijas. Segun
aumenta la concentracién se produce un retraso en la aparicion de las curvas dosis-respuesta,
se observa que, al pasar de 0,2 a 0,4 M pasan aproximadamente 20 minutos, de 0,4 a 0,6 unos
15 minutos y de 0,6 a 0,8 otros 15 minutos, probablemente debido a que las células necesitan
un tiempo mayor para adaptarse al estrés generado y poder volver a dividirse. Ademas, a partir
de 1 M no presentan practicamente expresion, lo que sugiere que es demasiada concentracion
como para que las células se dividan y proliferen.
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DSE2-lucCP*
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Figura 11. Comportamiento dosis-respuesta de promotores relacionados con el ciclo celular, la division
de célula hija y de estrés en general. Las curvas se obtuvieron a través del sistema luciferasa,
representando la expresidn en unidades de luz relativa frente al tiempo para concentraciones de NaCl de
0 a 1 M. Las construcciones estudiadas corresponden con: (a) CLN1-lucCP*, (b) CTS1-lucCP*, (c) DSE2-
lucCP*, (d) SCW11-lucCP*y (e) DDR48-lucCP*. Los resultados obtenidos fueron normalizados con respecto
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a la ODeoo. Los valores obtenidos por duplicado se promediaron. La desviacion estandar de los valores no
supero el 35%.

Por otra parte, con respecto a la figura 12.f, se observa la dindmica en la expresién de los
diferentes genes en conjunto segln son necesarios para que la célula responda a un estrés
general, induzca la division celular o de lugar a células hijas. Asi, vemos que en primer lugar, se
da la expresion del gen DDR48, como respuesta al estrés generado por las diferentes
concentraciones de NaCl. Posteriormente, se observa la expresidn, casi al mismo tiempo, de los
genes CTS1, DSE2 y SCW11, ya que, tras unos minutos de adaptacién, las células estan
preparadas para continuar con su ciclo normal de reproduccién. También se observa cémo
seglin aumenta la concentracién de NaCl, el tiempo de respuesta de la célula, caracterizado por
la expresion de los genes de estudio, se va retrasando unos minutos. Esto puede deberse a que
las células tienen que hacer frente a un mayor estrés y, por tanto, la respuesta transcripcional
es mas lenta.

a 0,4 M Nacl b 0,6 M NaCl
« 3000 2000
= ©
® 2500 2
o ® 1500
~ 2000 3
3 ~
>
2L 1500 < 1000
® 1000 -
z S 500 ¢
S 500 2
-} >/ c
-}
0 0
0 100 200 300 0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min) Tiempo (min)
—8—CLN1 ——CTS1 —@—DSE2 SCW11 —e— DDR48 —8—CLN1 —@—CTS1 —@— DSE2 SCW11 —e— DDR48
C 0,8 M NacCl
1000
©
2
£ 800
g
3 600
(V]
S 400
©
©
©
‘€ 200
o}
0
0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (min)
—e—CIN1 —@—CTS1 —@—DSE2 SCW1l —@—DDR48

Figura 12. Representacion dinamica de la expresion de los promotores para diferentes concentraciones
de NaCl. Curvas dosis-respuesta de los promotores CLN1, CTS1, DSE2, SCW11 y DDR48 con respecto a
diferentes concentraciones de NacCl: (a) 0,4M, (b) 0,6 M y (c) 0,8 M. Muestran la expresion de cada uno
de los promotores frente al tiempo. Los valores obtenidos por duplicado se promediaron. La desviacidn
estandar de los duplicados no superd el 30%.
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Cabe destacar, que en todas la graficas, se observa una curva de expresidon para CLNI que
comienza cuando disminuye notablemente la expresion de los genes relacionados con las células
hijas, fendmeno que sorprende debido a que la expresion de CLN1 se espera que se dé de forma
previa a la generacion de las células hijas, siendo necesaria para el comienzo de la division
celular. Se puede pensar, que la primera ola de expresidon de CLN1 no ha sido registrada en la
curva dosis-respuesta mediante la luciferasa, y que posteriormente a la curva que se visualiza se
deberia volver a observar expresidn de los tres genes estudiados en relacién a la célula hija,
generando un ciclo de divisidn celular.

Seria interesante investigar con mas profundidad la aparente falta de induccidn de CLN1 en la
primera divisién de las células en condiciones de estrés. Se podrian aplicar otros tipos de estrés
para corroborar si se trata de un fendmeno general. Ademas seria necesario el seguimiento de
mas marcadores del ciclo celular durante las primeras divisiones después del impacto de un
estrés para obtener una imagen mas completa de la regulacién de la proliferacion en
condiciones de estrés ambiental.

Sin embargo, en general y observando estos resultados se debe tener en cuenta que al ser
construcciones forzadas, no se dan de forma natural, puede ser que entre diferentes fusiones
con la luciferasa haya diferencias de eficiencia de expresién. Esto genera que el promotor
presente mayor sensibiliddad y especificidad, obsevando probablemente mayor expresién de
unos u otros, lo que puede influir en los resultados obtenidos. Pero en genenal podemaos concluir
gue las construccidnes creadas en este trabajo son utiles para el seguimiento de la expresién
relativa de los genes de interés a lo largo de la adaptacion al estrés.

Este ensayo nos permite determinar la dindmica en la respueta transcripcional respecto al ciclo
celular, al generar un estrés osmético en la célula a diferentes concentraciones. Y conociendo
estos datos, pueden servir para el desarrollo de aplicaciones futuras, incluyendo otros tipos de
estrés, donde se podra investigar como diferentes factores genéticos alargan (o acortan) la fase
entre adaptacién a un estrés y la entrada de las células en proliferacion. Otra aplicacion
interesante seria investigar como diferentes pre-tratamientos (p. ej. Antioxidantes frente a
estrés oxidativo, etc.) mejoran el tiempo en retomar el ciclo celular después del impacto al
estrés.
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5. CONCLUSIONES

Tras la exposicion y discusién de los resultados obtenidos durante la realizacion de este trabajo,
las conclusiones que se extraen son las siguientes:

Los elementos PDRE involucrados en el sistema multidroga de levadura, forman parte
de la respuesta de defensa frente a acido sérbico y benzoico, pero no frente a acido
acético.

En la respuesta transcripcional de S. cerevisiae a acido sérbico interviene, al menos
parcialmente, el factor de transcripcién Pdrl; la respuesta a acido acético involucra a
Stb5 y Warl; y la respuesta a acido benzoico implica al FT Warl.

Se han generado herramientas de monitorizaciéon in vivo de la expresiéon génica
especificas de genes del ciclo celular (CLN1), de la célula hija (CTS1, SCW11, DSE2) y de
estrés en general (DDR48).

La aplicacidon de estas construcciones “reporteros” a la respuesta a estrés osmético

demuestra que permiten conocer el tiempo que tardan las células en adaptarse a este
estrés y comenzar de nuevo su division.
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