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INTRODUCCION

1. Notas histéricas sobre la investigacion en levaduras y
fermentacion.

Desde tiempos remotos, las bebidas y alimentos fermentados producidos por la
accion de las levaduras han contribuido notablemente al avance la sociedad,
considerandose la domesticacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae como
un evento esencial en la Historia de la Humanidad [1]. Los arquedlogos ya
encontraron evidencias de bebidas fermentadas pertenecientes al periodo
Neolitico (8500-4000 a.C) en China, Iran y también Egipto, gracias a la profusion
de jeroglificos y figuritas de bronce procedentes de Asiria en la que se pueden
ver las diversas operaciones de recogida y molienda de cereales [2, 3]. La
produccién de bebidas y alimentos fermentados aparecié en paralelo con el
comienzo de la agricultura, proveyendo sustento a la poblaciéon y motivando el
establecimiento de asentamientos y la conversion de una vida némada a otra
basada en la agricultura [4]. Este cambio sentaria las bases para el desarrollo de
nuevos atributos sociales y econémicos en el progreso de la sociedad [5, 6].

El papel de los microorganismos en la fermentacion fue descubierto por
primera vez en 1860 por el quimico Louis Pasteur (1822-1895). Pasteur fue el
primero en demostrar experimentalmente que las bebidas fermentadas son el
resultado de la transformacion de la glucosa en etanol por la accion de levaduras
vivas y que este proceso ocurria en ausencia de oxigeno [7, 8]. Pasteur realiz6
exhaustivos andlisis cuantitativos en sus fermentaciones, confirmando vy
ampliando las observaciones realizadas previamente en su articulo de 1857 [8] y
descartando de esta manera las teorias imperantes de la época, promulgadas
por los quimicos Jons Berzelius, Justus von Liebig y Friedrich Wéhler, en contra
de las levaduras como organismos Vivos.

Pasteur también introdujo el concepto de condiciones asépticas y cultivos
puros para ayudar a resolver problemas de “malas” fermentaciones, y distinguio
entre fermentaciones alcohdlicas y crecimiento aerébico de levaduras. Ademas
también propuso que las levaduras vinicas podian encontrarse en la superficie de
las uvas, proporcionando una fuente de inoculacién en los mostos.

La obtencion del primer cultivo puro utilizado en la produccion de bebidas
alcohdlicas se remonta a 1888, de la mano de Emil Christian Hansen (1842-
1909) del departamento de fisiologia de la Fundacidn Carlsberg en Copenhague,
mientras que en 1890 Muller-Thurgau obtuvo un cultivo puro de levaduras vinicas

3



INTRODUCCION

en Geisenheim, Alemania [9]. Anteriormente a estos sucesos, las fermentaciones
se consideraban procesos espontaneos, donde las levaduras se iban
transfiriendo, inconscientemente, de infusiébn en infusibn en vasijas de
fermentacion o a partir de remanentes que se guardaban para comenzar una
nueva fermentacion. No fue hasta finales del 1800 cuando se comenzé a indagar
en el metabolismo de las levaduras, permitiendo estudios detallados del
metabolismo y descubrimientos fundamentales en el campo de la bioquimica y
biologia celular [10, 11] asi como la descripcion de Saccharomyces cerevisiae
como la responsable de llevar a cabo la fermentacion alcohélica en el mosto al
imponerse a otros microorganismos en un ambiente caracterizado por la
presencia creciente de etanol [12].

2. Utilizacion de S. cerevisiae como organismo modelo.

S. cerevisiae presenta una importante similitud en cuanto a funcién y
organizacion celular con otros organismos mas complejos, con un 60% de sus
genes homdlogos con el ser humano, un tiempo de generacién corto (1,5-3
horas) y un crecimiento reproducible y genéticamente estable junto con una
manipulacion genética sencilla, han sido utilizadas como sistema modelo para el
estudio de multiples fendmenos de relevancia en la biologia humana a nivel
molecular [13-15].

La importancia de S. cerevisiae como organismo modelo derivé en parte del
logro histérico de la secuenciaciéon del genoma completo de la cepa S288C que
se dio a conocer el 24 de abril de 1996 y constituyé el resultado de un enorme
esfuerzo en el que participaron mas de 600 cientificos de 96 laboratorios, en un
programa mundial encabezado por André Goffeau [16, 17]. Doce millones de
bases fueron secuenciadas en un verdadero esfuerzo internacional, que
involucrd laboratorios europeos, americanos, canadienses y japoneses. Aun
cuando la secuencia completa del genoma de la levadura representa solamente
una fraccién pequefia de la informacién que se encuentra actualmente en las
bases de datos, ha constituido un recurso de gran valor para el andlisis de la
funcién y arquitectura gendémica. Esta experiencia facilité y propicié el desarrollo
de proyectos involucrados en la secuenciacién de genomas de una variedad de
organismos eucariotas, incluyendo el proyecto del genoma humano. S. cerevisiae
fue el primer eucariota secuenciado, y todavia hoy sigue siendo uno de los mas
empleados [16, 18]. Los modelos de enfermedades en levaduras presentan
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aspectos clave de la patologia celular y proporcionan nuevas conexiones gen-
ambiente y dianas terapéuticas en una escala sin precedentes, logrando, por
ejemplo, magnificos modelos en el estudio de enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson, Alzheimer y Huntington [19-21]. En el afio 2011, un estudio
puso a prueba la levadura S. cerevisiae como organismo modelo mediante el
andlisis de similitud entre conjuntos de proteinas implicadas en un proceso
especifico en 704 organismos de diversos phyla [22]. Los resultados
determinaron que los animales en general y Homo sapiens en particular, son
algunos de los organismos no fungicos para los que S. cerevisiae es un buen
modelo para estudiar un gran nimero de procesos biolégicos comunes [22].

La biotecnologia en levaduras ha ido incorporando durante las udltimas
décadas nuevas disciplinas como la genomica funcional, metabolémica,
ingenieria metabdlica y biologia de sistemas, ofreciéndonos la oportunidad de
explotar al maximo las propiedades de determinadas levaduras con gran
relevancia industrial.

3. Caracteristicas generales de S. cerevisiae.

3.1. El género Saccharomyces.

A lo largo del siglo XX, el género Saccharomyces ha sido revisado varias veces.
Los investigadores han afiadido y eliminado muchos taxones que actualmente se
han colocado en otros géneros relacionados con Saccharomyces
(“Saccharomyces sensu lato” en contraste con “Saccharomyces sensu stricto”,
gue son actualmente los taxones asignados al género Saccharomyces) [23], y
también se describieron nuevas especies de Saccharomyces basadas en
pruebas de asimilacion del nitrégeno y carbono, muchas de las cuales resultaron
ser divergentes fenotipicamente de las especies descritas previamente [24, 25].

A lo largo del siglo XXI, la mayoria de las especies de Saccharomyces
conocidas provenian de fermentaciones asociadas a la actividad humana.
Saccharomyces paradoxus fue aislada de la savia exudada de un arbol en Rusia
y fue la primera levadura Saccharomyces reconocida como especie natural [26].
A principios del siglo XXI, los investigadores describieron las especies de origen
natural Saccharomyces arboricola, Saccharomyces eubayanus, Saccharomyces
kudriavzevii y Saccharomyces mikatae. Estas dos ultimas, aisladas del suelo y
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hojas marchitas, se describieron a partir de una coleccion de cultivos japonesa
[27]. Unos afios mas tarde se aislé S. arboricola en la corteza de &rboles
caducifolios en China [28]. S. eubayanus, la especie de Saccharomyces mas
recientemente descubierta, es uno de los parentales de la especie hibrida
cervecera Saccharomyces pastorianus junto con S. cerevisiae, con una similitud
mayor del 99% con la porcién no S. cerevisiae del hibrido [29]. Anteriormente al
descubrimiento de S. eubayanus, los taxénomos consideraban tanto a S. uvarum
como a S. bayanus (hibrido entre S. uvarum y S. eubayanus) variedades de las
especies S. bayanus (S. bayanus var. uvarum y S. bayanus var. bayanus,
respectivamente), ya que eran fenotipica y genéticamente similares.

Actualmente el género Saccharomyces estd compuesta por siete especies
puras: S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. kudriavzevii, S. arboricola, S.
eubayanus and S. uvarum y algunos hibridos (Figura 1.1)
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Especies Hibridos

S. cerevisiae

Hfbridos vinicos,
cervecerosy sidreros

S. paradoxus
(S. cariocanus)

Hfbridos vinicos,
y sidreros

S. mikatae

S.pastorianus
(S. carlsbergensis,
S. monacensis)

S. kudriavzevii

S. arboricola

Hibridos vinicos

S. eubayanus’’

. S. bayanus
" (S. bayanus var. bayanus)

S. uvarum
(S. bayanus var. uvarum)

Figura I.1. Cladograma esquemético que representa las relaciones filogenéticas entre las
especies de Saccharomyces e hibridos frecuentemente aislados. Las lineas discontinuas
representan introgresiones de una tercera o cuarta especie en un hibrido. Los sin6nimos
se indican entre paréntesis. Tomado de Boynton y Greig (2014) [30].
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3.2. Cinética del crecimiento de las levaduras en la fermentacion.

El crecimiento poblacional en las levaduras es el resultado de la division celular y
la progresion del ciclo celular. Bajo condiciones de crecimiento adecuadas, la
cinética de crecimiento en las levaduras responde a una curva de crecimiento
microbiana tipica, que comprende cuatro fases principales: fase de latencia, fase
exponencial, fase diauxica y fase estacionaria (Figura 1.2).

La fase de latencia (lag) refleja el tiempo requerido en las levaduras para
adaptarse a su nuevo entorno, sintetizando ribosomas y enzimas necesarios para
generar una mayor tasa de crecimiento. La duracidon de esta fase dependera
tanto del tamafio poblacional inicial como de la idoneidad de las condiciones
ambientales presentes. Una vez las células comienzan a metabolizar
activamente, comienza la replicacién del DNA y poco después las células se
dividen. Este momento determinara la segunda fase de crecimiento, la fase
exponencial, periodo en el cual las células se dividen con su mayor tasa de
crecimiento especifico (Umax). El tiempo que necesita la poblacion para doblar su
namero se denomina ‘“tiempo de generacion” y se halla profundamente
influenciado por el medio de crecimiento, la temperatura y el tipo de cepa
empleada, aunque generalmente ronda los 90-120 minutos en condiciones
favorables. La tercera fase del crecimiento de las levaduras es la fase diduxica,
un periodo de crecimiento lento en el cual la levadura cambia de un metabolismo
fermentativo a otro respiratorio a causa de la falta de azucares en el medio,
convirtiéndose el etanol en la principal fuente de carbono. Finalmente, y debido al
agotamiento de los nutrientes en el medio u otros factores ambientales como la
presencia de metabolitos toxicos o altas temperaturas, el metabolismo celular se
ralentiza y la divisién celular se detiene, entrando la célula en su Ultima fase, la
fase estacionaria. Aunque bien es cierto que las células pueden sobrevivir en
esta fase durante largos periodos de tiempo gracias a modificaciones en su
pared celular, al almacenamiento en su citoplasma de reservas de carbono
(trehalosa y glucégeno) o a una ralentizacién dramética en su transcripcion y
traduccion, las células terminardn autolisindose y muriendo si las condiciones
ambientales 6ptimas no se restablecen.
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Lag Fase Fase Fase
exponencial exponencial estacionaria
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Figural.2. Representacion de las cuatro fases de crecimiento en S. cerevisiae.

3.3. Diferencias genéticas entre cepas aisladas de fermentaciones y
cepas de laboratorio.

El genoma de las cepas de laboratorio y las de tipo salvaje de la levadura S.
cerevisiae presentan una variabilidad genética significativa. Las cepas
industriales de S. cerevisiae son organismos altamente especializados, que han
evolucionado para crecer en distintos ambientes o0 nichos ecoldgicos provistos
por la actividad humana. Estas cepas presentan una gran capacidad de
reorganizacion genémica a través de reestructuraciones cromosémicas [31, 32],
promoviendo una adaptacién rapida a los cambios ambientales. Esta
especializacién se ha asociado a algunas caracteristicas genémicas que abarcan
una amplia gama de rasgos fenotipicos, como un genoma diploide con presencia
de aneuploidias o poliploidias, polimorfismos en la longitud cromosémica,
homotalismo o0 alta heterocigosis [33] asi como translocaciones intra o
intercromosémicas, mediadas por secuencias relacionadas con transposones
[34, 35]. La presencia de trisomias y tetrasomias en algunos cromosomas deriva
en una capacidad de esporulacién muy variable (0-75%), con una viabilidad de
esporas también variable (0-98%) [36-38]. Hace unos pocos afios se demostré
gue la variacién natural en la eficiencia de esporulacion entre las diferentes
levaduras industriales también se debe a la variacion alélica en tres factores
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transcripcionales (IME1, RME1 y RSF1) aumentando las fuentes de diversidad
fenotipica entre las especies de levadura [39].

Las cepas de S. cerevisiae aisladas de diversas fuentes geogréficas y
ecoldgicas demuestran una divergencia genética mas asociada al tipo de habitat
gue el origen geogréfico [1, 40-43]. Las cepas de S. cerevisiae relacionadas con
vifiedos y la produccion de vino, denominadas cepas vinicas, forman a menudo
un grupo genéticamente diferenciado que esta separado de las cepas salvajes,
aisladas del suelo y robles, y de las cepas de otras fermentaciones, como el vino
de palma y el sake [1, 41-43]. La divergencia genética entre cepas vinicas y no
vinicas junto con una reduccién en la diversidad genética dentro de las cepas
vinicas sugiere que estas Ultimas fueron domesticadas a partir de una S.
cerevisiae salvaje. [41].

Se ha propuesto que la ploidia de las levaduras vinicas podria conferir
ventajas en la adaptacién a ambientes externos cambiantes o un aumento en
genes claves en la fermentacién [36, 44]. Recientemente la secuenciacion de la
levadura vinica EC1118 revel6 la presencia de transferencia horizontal de genes
implicados en la adaptacién al entorno industrial [45]. Las cepas industriales de
S. cerevisiae presentan fenotipos importantes en procesos comerciales, como la
completa y rapida fermentacién de azUcares, mayor resistencia y produccién de
etanol, sintesis de aromas y sabores deseados, mayor capacidad floculante o
menor generacion de espumas [9], que probablemente vienen dados por
adaptaciones a los ambientes industriales, como cervecerias, bodegas y
panaderias, asi como su uso continuado en procesos industriales [25, 41, 46]. En
cambio las cepas de laboratorio, aunque pueden también adaptarse a las
condiciones cambiantes del medio, normalmente por cambios puntuales [47]
suelen ser haploides o diploides heterotalicas y tienen un juego definido de 16
cromosomas de longitud fija. Ademas contienen de forma artificial auxotrofias
para algunos aminoacidos o bases nitrogenadas y derivan de aislados naturales,
como la cepa S288c, derivada de un diploide heterotalico aislado de un higo
podrido en california en el afio 1938 [48].

3.4. Importancia de las levaduras en la industria.

S. cerevisiae, junto con otras especies de levaduras, es probablemente el
organismo biotecnolégico mas importante. Las levaduras participan en la
produccién de la mayor cantidad de productos biotecnoldgicos a nivel mundial,
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superando tanto en produccién como en ingresos econdmicos a cualquier otro
grupo de microorganismos industriales. La produccién de biomasa anual mundial
de S. cerevisiae supera el millén de toneladas, un nivel que excede la produccion
conjunta de otros microorganismos industriales en dos 6rdenes de magnitud.

El valor econémico de bebidas y alimentos fermentados relacionados con
levaduras es enorme. Se estima que la produccion anual de cerveza en 2013 ha
sido de 2000 millones de hl, siendo China el mayor productor con 500 millones
de hl [49]. El sector cervecero es de gran importancia para la Unién Europea,
generando en 2012 ingresos de 53 mil millones de euros en los gobiernos de los
estados miembros y 2 millones de puestos de trabajo [50]. En cuanto a la
produccién mundial de vino, va en aumento con 276.000 hl producidos durante el
2014 y 240.000 hl consumidos en 2013. Espafia, junto con lItalia y Portugal,
representan el 47% de la produccion mundial de vino, siendo Espafia el principal
pais productor (42.000 hl) [51]. Por otro lado, el mercado de la levadura panadera
alcanzé los 3000 millones de doélares en 2013, previéndose un crecimiento
préximo a los 5000 millones de ddélares en el 2019 [52].

Debido a la disminucién de recursos, factores ambientales, y la necesidad de
fuentes de energia renovables, las levaduras han atraido durante los Ultimos
afios un renovado interés en la produccion de alcohol-carburante, con Estados
Unidos a la cabeza como mayor productor de bioetanol. Se prevé que el etanol
seguira siendo el biofuel dominante en 2018, con una produccion de 1,8 millones
de barriles al dia [53], por lo que cada vez son mas numerosas las
investigaciones llevadas a cabo para mejorar la tolerancia al producto, obtencion
de mayores rendimientos y una productividad del alcohol méas especifica [54].
Las levaduras ademas son una importante fuente de enzimas para el mercado
tradicional, incluyendo alimentacién, piensos y agricultura, asi como
biocatalizadores especificos en la industria farmacéutica y quimica para la
produccién de enzimas heterélogas o nativas, claves en la generacién de nuevos
farmacos y productos quimicos (Tabla 1.1). Debido a sus interesantes
propiedades fisioldgicas, a los métodos de manipulacion genética establecidos, y
a que muchas de sus cepas son consideradas organismos GRAS (del inglés,
Generally Recognized as Safe), S. cerevisiae continuard siendo el principal
organismo elegido para su uso en alimentacion y productor de proteinas
recombinantes y nativas.
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Tabla I.1. Productos industriales producidos por levaduras.

Producto Ejemplos

Bebidas Bebidas alcohdlicas: cerveza, vino, sidra, sake, y bebidas
destiladas (whisky, ron, ginebra, vodka).

Alimentacion humana y Levadura panadera, extractos de levaduras, suplementos
animal dietéticos, factores de crecimiento para animales,
levadura para forraje.

Quimicos Bioetanol, CO2, glicerol, vitaminas, aromas.
Proteinas recombinantes Hormonas, vacunas virales, anticuerpos, factores de

crecimiento, interferones, proteinas  sanguineas,
enzimas.

4. Fermentacion alcohodlica.

La principal caracteristica fisioldgica de las levaduras utilizadas en la elaboracion
de bebidas fermentadas tales como el vino o la cerveza es su capacidad para
degradar carbohidratos, generalmente moléculas de seis carbonos (Cg) como la
glucosa a compuestos de dos carbonos (C,) como el etanol, sin oxidarlos
completamente a CO2. Incluso en presencia de oxigeno, esta conversion se
realiza a través de la fermentacién alcohdlica, cuya reaccidén se resume en:

CegH120g =» 2CH3;CH-OH + 2 CO,

En la fermentacion alcohdlica el 90-95% de los azlicares se convierten en
etanol y diéxido de carbono y solamente un 1-2% en material celular y un 4-9%
en metabolitos secundarios como glicerol, acido acético, alcoholes superiores y
ésteres [55].

Las levaduras pueden degradar los azlcares por dos rutas metabdlicas:
fermentativa y oxidativa. En la glicolisis, comin en ambos procesos, los azlcares
se metabolizan a piruvato. Posteriormente, en la ruta fermentativa, el piruvato se
descarboxila a acetaldehido y este es reducido a etanol, mientras que en la ruta
respiratoria, el piruvato sufre una descarboxilacion oxidativa en presencia de la
coenzima A dentro de la mitocondria. La respiracion puede tener lugar en bajas
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concentraciones de azlcar y en presencia de oxigeno. Sin embargo, en
presencia de altas concentraciones de azlcar, las levaduras metabolizan los
azlcares ademas por la ruta fermentativa incluso en presencia de oxigeno. Este
fendmeno se conoce como efecto Crabtree [56]. Las levaduras, como S.
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, que son capaces de acumular etanol
incluso en presencia de oxigeno, se denominan levaduras Crabtree-positivas,
mientras que aquellas que degradan azlcares a CO2, como Kluiveromyces
lactis y Candida albicans se denominan Crabtree-negativas [57]. Durante la
produccién de etanol, la energia necesaria para el crecimiento se obtiene de la
glicalisis y rutas fermentativas, mas que por respiracién oxidativa (Figura 1.3).
Tras el agotamiento de la glucosa y la acumulacién del etanol, el metabolismo de
las levaduras Crabtree-positivas cambia y el etanol se convierte en sustrato,
degradandose en presencia de oxigeno.

Durante la fermentacion (aerdbica o anaerébica), la levadura recicla en NADH
en la conversién de acetaldehido a etanol, reaccion llevada a cabo por la enzima
alcohol deshidrogenasa (Adh), que puede catalizar la reacciébn en ambas
direcciones (acetaldehido a etanol y etanol a acetaldehido), aunque con distintas
eficiencias cataliticas. En S. cerevisiae, la actividad Adh esta codificada por dos
genes que surgieron por un evento de duplicacién génica, ADH1 se expresa
constitutivamente, mientras que ADH2 se expresa solamente cuando la
concentracion de azlcar es muy baja. Esta capacidad de S. cerevisiae y de sus
parientes mas cercanos para fermentar la glucosa y acumular etanol incluso en
presencia de oxigeno forjaron las bases de la estrategia de produccién de etanol
“hacer-acumular-consumir”, que proporcioné al antepasado de la levadura
Saccharomyces una ventaja sobre sus competidores ya que el etanol es toxico
para la mayoria de microorganismos. Saccharomyces podra asi matar a sus
competidores produciendo etanol, imponerse en el medio y consumir ese etanol
mas adelante cuando los requerimientos nutricionales lo precisen [58].
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Figura 1.3. Esquema de las rutas implicadas en la asimilacion de la glucosa y el etanol
bajo condiciones aerébicas en levaduras Crabtree-positivas (flechas rojas), que pueden
acumular etanol y Crabtree—negativas (flechas verdes), que degradan directamente las
hexosas a CO2. La conversion entre acetaldehido y etanol, catalizada por la alcohol
deshidrogenasa (Adh) esta marcada en gris. Adaptado de Piskur y col. (2006).
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4.1 El problema de las levaduras durante la fermentacion y procesos
asociados.

Aunqgue S. cerevisiae es el microorganismo productor de etanol por excelencia
por su inherente tolerancia al etanol, alcanzando tolerancias de hasta un 15%
(v/v) dependiendo de la cepa, la presencia de este compuesto en un rango de
concentracion del 4-6% (v/v) en el ambiente disminuye su tasa de crecimiento en
un 50% [59], convirtiéndose en un factor de estrés importante durante la
fermentacion. Por lo tanto, concentraciones relativamente bajas de etanol pueden
inhibir el crecimiento celular, disminuyendo la viabilidad y la tasa de
fermentacion, limitando asi la productividad del proceso y obteniendo menores
rendimientos de etanol [60, 61].

De particular interés para la industria cervecera y el vino son las paradas de
fermentacion [62] y las fermentaciones lentas [63], en las cuales la fermentacién
tarda mas tiempo del habitual o se detiene antes de tiempo y deja en el medio
una gran concentracion de azUcares residuales que pueden provocar
contaminaciones posteriores. En ambos casos se aumenta el tiempo de
procesamiento y puede llevar al fracaso del proceso de fermentacién. Aunque
muchos factores pueden contribuir a estas fermentaciones subdptimas se cree
gue la presencia de etanol en el medio es la principal causa [64-66]. De hecho,
Ivorra y col. (1999) observaron una correlacion inversa entre la resistencia a
estrés de las levaduras y su propension a estancarse durante la fermentacion, es
decir, que cuanto mas tolerante es una cepa al estrés, menos probable es que
cause una parada o una fermentacion lenta [67].

Por todo ello se hace necesaria una mejor comprensién de los efectos que el
etanol ejerce sobre las levaduras y de los mecanismos de respuesta a estrés
asociados a él, ya que esto permitira, por ejemplo, obtener mayores tasas de
producciéon de etanol, minimizar el riesgo de fermentaciones subéptimas o
extender la vida de las levaduras reutilizadas en las cervecerias.
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4.2 Larespuesta a estrés en S. cerevisiae.

Todos los organismos vivos necesitan adaptarse a condiciones cambiantes del
medio ambiente para sobrevivir. En la naturaleza, en las condiciones recreadas
en el laboratorio, asi como en los procesos industriales, S. cerevisiae atraviesa
por diferentes situaciones adversas para su crecimiento que afectan
principalmente a las estructuras celulares y a diferentes macromoléculas como
lipidos, proteinas y &cidos nucleicos las cuales sufren modificaciones
estructurales que dafian su funcion [68].

Para hacer frente a estas situaciones desfavorables, las levaduras responden
rapidamente sintetizando moléculas que le permiten atenuar o reparar el dafio
causado por el estrés y adaptarse a las nuevas condiciones (Fig 1.4). En una
definicion bastante amplia, todos los cambios ambientales que provocan una
respuesta adaptativa se califican con el término “estrés”. En consecuencia, la
respuesta molecular y fisiolégica de un organismo a los cambios en el medio
ambiente se refiere como “respuesta a estrés”, mientras que la capacidad de
soportar condiciones externas cambiantes o desfavorables se define como
“resistencia a estrés” o “tolerancia a estrés”.

El estudio de varios organismos, entre ellos S. cerevisiae, ha puesto de
manifiesto que la exposicidn a un estrés leve genera una mejora en la resistencia
a futuras exposiciones mas extremas del mismo estrés u otros estreses distintos.
Estos fendmenos han sido definidos como “resistencia a estrés adquirida” o
“proteccioén cruzada”, respectivamente [69]. Asi por ejemplo, cuando las células
de un cultivo de levaduras son sometidas a un tratamiento moderado de calor,
estas son capaces de resistir un choque de perdxido de hidrégeno que de otro
modo seria letal [70].

4.2.1 Ruta General de Respuesta a Estrés.

Una forma de explicar este fendmeno es la existencia de un mecanismo
integrador que detecta y responde ante diferentes formas de estrés, la
denominada Ruta General de Respuesta a Estrés (Figura 1.4). En los
promotores de distintos genes implicados en la respuesta general a estrés, como
el gen de la catalasa T citosolica, CTT1, inducida bajo multiples condiciones de
estrés, se identific6 una secuencia consenso (AGGGG), funcional en ambas
orientaciones y responsable de la induccion de este gen, a la cual se le denomind
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STRE (del inglés, STress Responsive Element) [71, 72]. Entre los genes que
presentan secuencias STRE en sus promotores nos encontramos con diversos
tipos de genes que codifican transportadores, proteasas o proteinas que
protegen de diferentes tipos de estrés [73, 74], aunque no todos los genes que
contienen STREs funcionales en su promotor se inducen por las mismas
condiciones de estrés, y sus cinéticas y niveles de expresiéon son variables [75].
El elemento STRE es reconocido por dos factores de transcripcidon similares en
tamafio y composicién de aminoacidos que comparten un 41% de identidad,
aunque no completamente redundantes en funcién, denominados Msn2p y
Msn4p [76, 77]. Estos factores regulan la expresiéon de unos 200 genes en
respuesta a una amplia variedad de estreses, incluyendo choque por calor,
choque osmotico, estrés oxidativo, bajo pH, limitacién de glucosa en el medio y
altas concentraciones de etanol [64, 77-79]. La expresion génica por uno u otro
factor dependera del contexto del promotor, permitiendo una regulaciéon muy fina
de los genes, dependiendo del estrés implicado [80, 81]. Asi, mientras los
mutantes simples de MSN2 y MSN4 no presentan un fenotipo obvio, el doble
mutante MSN2/MSN4 es hipersensible a la limitacion de fuente de carbono,
choque térmico, y estrés oxidativo y osmético [74], mientras que la
sobreexpresion de estos factores disminuye la sensibilidad a la falta de nutrientes
y estrés térmico. La capacidad de Msn2p/Msn4p para activar la transcripcion esta
ligada a su localizacion celular. Varios estudios indican que la ruta de la proteina
quinasa dependiente de AMP ciclico (ruta AMPc-PKA) actla directa e
indirectamente sobre la localizacion subcelular de Msn2p/Msn4p [82].

En condiciones de crecimiento exponencial en presencia de glucosa y en
ausencia de estrés, se induce la produccion de AMPc por la activacion de la
enzima adenilato ciclasa Cyrlp, que previamente ha sido activada por Gprl/2p,
un receptor acoplado a la proteina G o a Rasl/2p. EI AMPc activa la
proteinquinasa A (PKA) e inhibe la respuesta a estrés general regulada por
Msn2/4p, y respuestas especificas de estrés reguladas por Yaplp y Skn7p [76,
83]. Sin embargo, bajo distintas condiciones de estrés, los niveles de AMPc y la
actividad de la PKA disminuyen, por lo que Msn2/4p es transportado rapidamente
al nucleo [84].

La ruta de sefializacién de la diana de rapamicina (TOR) también puede
cambiar la localizacibn de Msn2p. Bajo estrés osmdético, térmico o bajo
deficiencia de nitrégeno (pero no de glucosa), TORp se inactiva, permitiendo que
la protein fosfatasa 2A (PP2Ap) desfosforile a Msn2/4p, permitiendo su entrada al
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nucleo y la transcripcion de genes de respuesta a estrés [84]. Ademas, se piensa
gue ambos reguladores transcripcionales Msn2/4p también se encuentran bajo el
control de la ruta HOG-MAPK, a través de la proteina Hoglp que es una de las
protein quinasas activadas por mitégeno (MAPK). Cuando hay estrés osmatico,
Hoglp media la translocacion de Msn2/4p al ndcleo, que se unira a los lugares
STRE de sus genes diana, y la transcripcién de genes de respuesta a estrés [79].

Ruta PKA Ruta HOG
/ L Membrana plasmatica
(GPR1) (ML?PZ) (sHo1) (stnt)

Parada del
ciclo celular

Crecimiento celular @
D}

Nucleo

" Respuesta a estrés

Figura I.4. Esquema de las rutas HOG y PKA, relacionadas en la interacciéon entre los
factores de transcripcion Msn2/4p y los lugares STRE en S. cerevisiae. Las flechas indican
interaccion positiva mientras que las lineas con barra muestran interaccion negativa.
Adaptada de Ma y Liu (2010) [85].
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Esta via de respuesta a estrés general permite a las levaduras responder
frente a estreses muy diversos (osmotico, térmico, oxidativo y otros),
desarrollando asi diversos mecanismos de respuesta a estrés interconectados
gue permiten disminuir el gasto energético en situaciones de estrés mediante la
activacion de factores transcripcionales generales (Figura 1.5).

| Toxicidad por etanol ‘

‘ Limitacion de nutrientes ‘ | Choque térmico ‘

Tipo
de estrés

‘ Estrés Osmoético | ‘ Estrés oxidativo |

Hot1p/Msn1p | | Msn2p/Msndp || Hsf1p || Yap1p/Skn7p

Factor
Transcripcional

Figura 1.5. Esquema representativo de los mecanismos de proteccion cruzada en la
levadura S. cerevisiae. Adaptado de Bauer y Pretorius, (2000).

4.2.2. Respuesta a estrés térmico.

Ademas de poseer una ruta general de respuesta a estrés, las levaduras han
desarrollado mecanismos de respuesta especificos para los principales estreses
ante los que se encuentran, con el fin de integrar las diferentes respuestas y
mejorar su adaptacion al medio. En el estrés térmico, por ejemplo, se ha
observado que participan numerosas proteinas denominadas Proteinas de
Choque Térmico (del inglés, Heat Shock Proteins, HSP) [86, 87] como las
familias de Hsp70p y HsplO0p, implicadas en impedir la desnaturalizacién o
inducir el correcto plegamiento de proteinas desnaturalizadas, la degradacion de
proteinas mal plegadas, y la disgregacion de agregados proteicos causados por
desnaturalizacion [88-91]. La transcripcion de estos genes depende de los
elementos reguladores STRE y, ademds, de los elementos especificos HSE
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(Heat Shock Element, secuencia consenso nGAAn) a los cuales se une el factor
transcripcional Hsflp (Heat Shock Factor) [80, 92]. No obstante, las dianas de
Hsflp pueden ser muy diversas ya que activa a otras proteinas relacionadas con
la resistencia a toxicos, el control del ensamblaje del proteasoma y con la
respuesta a estrés oxidativo [93], hecho que pone de manifiesto el
entrecruzamiento entre las diferentes respuestas a estrés.

Ademas, es importante mencionar que aunque la principal respuesta
reguladora al choque térmico se produce a nivel transcripcional, también hay
modulacion a través del ajuste de la estabilidad del mRNA de un conjunto
especifico de genes. Estos cambios en la establididad del mRNA son
mayoritariamente homodireccionales a los de la tasa de transcripcién y son
llevados a cabo por proteinas de unién a RNA [94].

4.2.3. Respuesta a estrés osmotico.

Por otro lado, el estrés osmoético generado por la disminucion en el potencial
hidrico del ambiente también posee su propia ruta especifica, denominada ruta
de respuesta de glicerol a elevada osmolaridad (High Osmolarity Glycerol
Pathway, HOG) [95, 96]. Dos factores esenciales de esta via son el osmosensor
Sinlp-Ypdlp, que actta como regulador negativo y Sholp que actla como
regulador positivo. Estos sensores localizados en la membrana plasmética
transmiten la sefal de estrés osmético activando una cascada de MAP quinasas
[97], que finalmente activan por fosforilacion a la quinasa Hoglp, que se
translocara al nucleo y transducira la sefial de hiperosmasis a través de al menos
ocho factores transcripcionales: Msn2p/Msn4p, Smplp, Skolp, Gendp, Hotlp y
Msnlp [98]. Esta cascada de sefalizacién conduce a la sintesis o degradacion
de solutos compatibles que puedan contrarrestar la presion osmaética, como es el
gliceral, la trehalosa, también relacionada con la respuesta a estrés térmico [99],
y el glucogeno como carbohidrato de reserva [100]. Durante la aclimatacion al
nuevo ambiente la célula experimentara otros cambios, como la reestructuracion
del citoesqueleto, la parada del ciclo celular y la reprogramacion metabdlica. Una
vez se alcanza la adaptacion celular, Hoglp es desactivada por la accion de
Ser/Thr fosfatasas (Ptclp, Ptc2p y Ptc3p) y Tyr fosfatasas (Ptp2p y Ptp3p), bajo
condiciones fisiolégicas esta desactivacion es esencial ya que la activacion
constitutiva de HOGL1 es letal [101].
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4.2.4. Respuesta a estrés oxidativo.

En cuanto al estrés oxidativo, las levaduras también han desarrollado sistemas
de respuesta especificos que les permiten combatir de forma concreta la
acumulaciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas tanto por
estreses exdgenos (compuestos quimicos, radiacion ionizante, metales pesados)
como por factores endégenos derivados de la generacion de ROS por el propio
metabolismo celular.

Las ROS dafian las células a través de la carbonilaciéon de proteinas,
peroxidacion de lipidos y alteraciones en el DNA [102], activando mecanismos de
envejecimiento, apoptosis y muerte celular. En un ambiente extracelular
predominantemente oxidante, las células necesitan mantener un entorno
intracelular reductor para preservar su integridad funcional [102]. Por ello las
levaduras han desarrollado diversos mecanismos de defensa enzimaticos, como
reductasas, deshidrogenasas y peroxidasas, y moléculas antioxidantes no
enzimaticas como el glutation, las tiorredoxinas y las glutarredoxinas [103]. Se
han identificado 115 proteinas de levadura cuya expresiébn aumenta tras el
tratamiento con H202 incluyendo un gran numero de HSPs y proteinas
antioxidantes como la superdoxido dismutasa, tioperoxidasa 6 la glutatién
reductasa dependiente de NADPH [104]. En la induccién de estas proteinas
intervienen diversos factores transcripcionales como Msn2/4p, Yaplp y Skn7p,
aunque también se ha visto que los factores Skolp y Hsflp pueden intervenir en
la sefializacion por H202 [105].

El factor transcripcional Yaplp es el de mayor relevancia y el mejor
caracterizado dada su implicacién en la activacion de numerosos genes de
respuesta a estrés oxidativo como los que codifican la tiorredoxina (TRX2),
tiorredoxina reductasa (TRR1), catalasa (CTT1), superdxido dismutasa (SOD1),
glutation sintetasa (GSH1), glutation transferasa (GTT1) y glutation peroxidasa
(GPX2), entre otros muchos [81, 106]. La actividad transcripcional de Yaplp esta
regulada por su localizacion celular. La region N-terminal contiene una sefial de
localizacién nuclear (NLS) mientras que su region C-terminal contiene una sefial
de exportacion nuclear (NES). En ausencia de estrés oxidativo, Yaplp se exporta
desde el nucleo, via exportina nuclear Crmlp, a través de la interaccion con su
dominio NES. En condiciones de estrés oxidativo, Gpx3p (glutation peroxidasa)
actia como sensor del estrés junto con la participacion de Ybplp (proteina de
union a Yap) [107]. Gpx3p se oxida e interacciona con Yaplp formando un
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puente disulfuro entre las cisteinas C-303 (extremo C-terminal) y C-598 (extremo
N-terminal) de Yaplp, de manera que la sefial NES queda enmascarada,
impidiendo su interaccion con Crmlp y permitiendo su acumulacién en el nacleo
[108-111] (Figura 1.6). Yaplp esta regulada negativamente por el sistema de la
tiorredoxina, formada por la tiorredoxina reductasa 1 (TRR1) y tiorredoxina 2
(TRX2), que reduciran el puente disulfuro necesario para la acumulacion nuclear
de Yaplp. Aunque se han propuesto multiples mecanismos para la activaciéon de
Yaplp ya que la exposicion a la diamida causa la acumulacién de Yaplp en el
nucleo sin formacion del puente disulfuro [112].
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Figura 1.6. Mecanismo de activacion/desactivacion del factor transcripcional Yaplp en la
respuesta a estrés oxidativo. Las flechas rojas representan el mecanismo de translocacion
de Yaplp al ndcleo en presencia de H202 y la activacién de los mecanismos
antioxidantes. Los residuos de cisteina en Yaplp y Gpx3p se indican con numeros. Trx1p
y Trx2p son tiorredoxinas, mientras que Pselp y Crmlp estan involucrados en la
importacién y exportacién de Yaplp del nicleo, respectivamente. Las flechas grises
indican los mecanismos para la restauracion del estado inactivo. Adaptado de Temple y
col. (2005) [111].
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Es importante destacar que la induccion de estrés oxidativo y la activacion de
genes antioxidantes en la levadura en respuesta a la exposicién a etanol ha sido
ampliamente demostrada [113-115]. En esas condiciones, las principales dianas
del etanol son las membranas, pero ademas la entrada de etanol en la célula
provoca, entre otros efectos que se veran mas adelante, la degeneracion de la
mitocondria y, por consiguiente, un desacople entre la cadena de transporte de
electrones y la ATPasa que se traducira en un aumento de ROS.

Costa y col. (1993) ya propusieron que la superéxido dismutasa mitocondrial
(MnSOD) jugaba un papel importante en la adquisicion de tolerancia a etanol en
células de levadura creciendo en fase exponencial, al observar un aumento de su
actividad en presencia de etanol en el medio [116]. Afilos mas tarde observarian
como mutantes deficientes en respiracion aumentaban su resistencia a etanol
debido a la incapacidad de generacién de ROS [117]. Ogawa y col. (2000)
también reportaron una sobreexpresion de la catalasa citos6lica en un cepa de
sake mutante tolerante a etanol respecto a su parental bajo condiciones de
estrés por etanol [118]. A su vez, Du y Takagi (2007) encontraron que las células
de levadura presentaban niveles de ROS aumentados en presencia de etanol, y
gue la N-acetyltransferasa Mprlp estaba relacionada con la resistencia a estrés
por etanol al reducir los niveles de ROS intracelular, llegando incluso a
compensar la funcién de los enzimas antioxidantes Ctalp, Cttlp y Gpx1p en sus
correspondientes mutantes bajo estrés oxidativo [119].

4.2.5. Respuesta a proteinas desplegadas (UPR).

En células eucariotas, todas las proteinas que entran en la via secretora deben
pasar a través del reticulo endoplasmatico (RE) para ser modificadas y plegadas
correctamente. Cuando la necesidad de plegamiento en el RE excede la
capacidad del compartimento, las proteinas mal plegadas se acumulan y activan
la respuesta a proteinas desplegadas (del inglés Unfolded Protein Response,
UPR). La respuesta UPR serd mas o menos acusada dependiendo de la
concentracion del compuesto e inducira un amplio programa transcripcional de
sobreexpresién de componentes de degradacion y activacion de la maquinaria de
plegamiento de proteinas existentes en el RE [120], asi como la expansion del
RE para poder albergar una gran cantidad de proteinas desplegadas y disminuir
la concentracion de las mismas en el RE, aliviando el estrés y restaurando el
correcto funcionamiento del RE [121].
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4.2.5.1. Activacion de la ruta UPR.

La respuesta UPR en S. cerevisiae se inicia a través del sensor transmembrana
de RE, Irelp, identificada inicialmente como una enzima clave en células
crecidas en un medio sintético sin inositol [122], de ahi sus siglas en inglés
Inositol Requiring Enzyme [122]. Un afio més tarde, los grupos de Kazu Mori
[123] y Peter Walter [124] mostraron como células de levaduras sin el gen IRE1
no podian crecer bajo agentes como tunicamicina (Tm) o ditiotreitol (DTT), que
inducen la acumulacion de proteinas desplegadas blogueando la N-glicosilacién
o evitando la formacién de puentes disulfuro en las proteinas, respectivamente.

Irelp se localiza en la membrana del RE, con su dominio N-terminal, que

detecta la acumulacién de proteinas desplegadas, orientado en el lumen del RE y
un dominio quinasa y ribonucleasa en el citoplasma, responsable de transmitir la

sefial de la presencia de proteinas desplegadas (Figura 1.7).

Dominio Dominio Dominio
SS Luminal ™ E Quinasa Ribonucleasa
1,19 526 | 556 674 980 983 1115

Il V

Dominio Unién a Dominio Union a péptidoy Dominio
supresorde péptidoy flexible dimerizacién de unién a
Kar2p

agrupacion dimerizacién
Dominio sensor principal del estrés

Figura I.7. Representacion esquematica de la proteina sensora Irelp y la localizacion de
cada dominio funcional. La fosforilacién del dominio quinasa se produce mayoritariamente
en los residuos serina. SS: secuencia sefal; TM: dominio transmembrana; E: dominio

extensor.
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La proteina sensora Irelp se une a una chaperona, Kar2p, una ATPasa que
trabaja en conjuncidon con co-chaperonas, para unirse a proteinas secretoras
desplegadas y nacientes evitando su salida del RE y posterior dafio en los
organulos de la ruta de secrecion [125]. La sobreexpresién de KAR2 protege
contra la activacion de la UPR, mientras que bajos niveles de la proteina
aumentan la sensibilidad al estrés [126, 127]. Por lo que Kar2p podria ser clave
en la regulacién de la UPR.

Kar2p se disocia de Irelp en el lumen del RE conforme se acumulan las
proteinas desplegadas, rompiendo la barrera estérica que impide la dimerizacién
entre proteinas Irelp. La oligomerizacion entre proteinas Irelp provoca un
cambio conformacional en las subregiones Il-IV que fomenta la unién a proteinas
desplegadas [128] y la reorientacién del dominio citoplasmatico para maximizar la
actividad ribonucleasa de su extremo COOH-terminal [129]. Tras la
autofosforilacién del dominio quinasa, Irelp adquiere actividad endo-RNAsa que
provocara la escision de un intrén de 252 nuclettidos del mRNA de HACL1, un
factor de transcripcion bZIP que regula la transcripcion de los genes diana de la
UPR (Figura 1.8). La eliminacién de este intrén y la ligacién de los exones por la
tRNA ligasa, Rlglp, produce una forma estable del mRNA de HAC1, que se
traducira en el factor de transcripcion Haclp y se translocara al nucleo para
activar la transcripcion de numerosos genes a través de su union a ciertas
regiones promotoras con una secuencia de DNA denominada elemento UPR
(UPRE) [128].

Algunos de los 400 genes diana de la UPR incluyen chaperonas residentes en
el RE, como KAR2, PDI1 y FKB2, enzimas clave en la biosintesis de lipidos
[130], miembros de la maquinaria de degradacion asociada a RE (ERAD), y otros
componentes del sistema de secrecién [120].
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Figura 1.8. La respuesta a proteinas desplegadas (UPR) en la levadura S. cerevisiae. En
condiciones normales Irelp esta presente en la membrana del RE en forma de monémero
asociado a la chaperona Kar2p. Bajo estrés en el RE, Kar2p se disocia de Irelp causando
la oligomerizacion, transautofosforilacion del dominio quinasa (K) y activacion de la
actividad ribonucleasa (R) en Irelp. La activacion de Irelp inicia una reaccion de corte y
empalme no convencional en el mMRNA del gen HAC1, provocando la traduccion de una
proteina Haclp y la expresion de los genes diana de la UPR.

27



INTRODUCCION

La UPRE se definié originariamente como una secuencia de 22 pares de
bases del promotor KAR2/BiP [131], siendo posteriormente modificada para
llegar a una secuencia palindrémica consenso de siete nucledtidos, CAGNGTG
[132]. Seis afios mas tarde, una aproximacion bioinformética revelé que otros
genes diana de la UPR presentaban motivos de union a Haclp diferentes al
descrito hasta la fecha, definiendo asi dos UPREs adicionales (UPRE-2 y UPRE-
3) [133]. Este resultado sugiere que Haclp se une al DNA de manera distinta
dependiendo de la UPRE presente en el promotor, en combinacién con otros
factores de transcripcion, como Gendp, que junto con Haclp, se unen a las dos
nuevas UPREs descritas, ademés de a UPRE-1 en forma de heterodimero,
pudiendo incluso activar la respuesta UPR en ausencia de Haclp en UPRE-2 si
esta sobreexpresado. Los autores concluyen que Gcn4 y su activador Gen2p
juegan un papel muy importante en la UPR, contribuyendo significativamente a la
sobreexpresion de un gran nimero de dianas UPR, siendo incluso limitante en la
magnitud de la respuesta transcripcional. También observaron como mutantes de
levadura Agcn4 son incapaces de inducir la transcripcion del mRNA de HAC1
[133]. Desconocemos si la utilizaciéon de las tres UPRESs proporciona un control
adicional de la UPR o si existen otros mecanismos de regulacién, ya que se sabe
gue las tres UPRESs activan solamente la mitad de los genes diana de la UPR,
por lo que la complejidad de la regulacion de la activacion de la ruta sigue siendo
un misterio.

Independientemente del tipo de UPRE utilizada, Gcndp participa en
numerosas respuestas a estrés, incluyendo limitacion de glucosa, carencia de
aminoacidos y radiacién ultravioleta (UV) [134, 135], por lo que el reclutamiento
de Gcndp puede utilizarse para ajustar finamente la UPR. Por ejemplo, bajo
deplecion de aminoacidos los niveles de Gendp son muy altos, por lo que las
células que tienen proteinas desplegadas en el RE pueden degradarlas incluso a
niveles por debajo de la UPR.

Aunqgue durante la induccién de la UPR los niveles de Haclp no cambian, se
ha visto que cuando las células estan bajo un estrés fuerte, como la combinacion
de estrés en el RE junto con altas temperaturas o carencia de inositol, se
produce una sobreexpresion de HAC1 independientemente de la presencia del
sensor de proteinas desplegadas Irelp [136]. Esta respuesta aumentada se le
conoce como super-UPR (S-UPR) y provoca una respuesta transcripcional
cualitativamente diferente a la UPR convencional, estableciéndose tres grupos de
genes dependiendo de la diferencia en su induccién bajo UPR y S-UPR. Leber y
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col. (2044) observaron que el aumento en la concentracion de la proteina Haclp
no era suficiente para alcanzar los valores de sobreexpresion de algunos genes
diana de la UPR bajo S-UPR por lo que era necesaria la presencia de un
activador transcripcional adicional, al que denominaron UMF (factor modulador
de la UPR), de naturaleza desconocida. Los autores exponen asi un nuevo
mecanismo de vigilancia del RE en las levaduras que modula la UPR, resultante
en un nuevo estado fisiologico al que llaman S-UPR, donde las células ajustan la
cantidad de mRNA de HAC1, en respuesta a una sefial bipartita transmitida
desde el RE por una ruta independiente de Irelp con el fin de modular muy
finamente la activacion de dianas especificas para producir una respuesta
adecuada al cambio ambiental [136].

4.2.5.1.1. Activacion de la UPR por privacion de inositol.

Ademas de la acumulacién de proteinas desplegadas en el RE, varios autores
han observado la activacion de la UPR en condiciones de carencia de inositol o
por delecién en genes de biosintesis de lipidos [137]. Bajo deplecién por inositol,
el disparo de la UPR es mas lento que la provocada por proteinas desplegadas y
no necesita del dominio Il de unién a péptidos de Irelp, aunque al igual que la
UPR clésica si se produce sobreexpresién de Kar2p y liberacion de la chaperona
(aunqgue sin union a proteina) al lumen del RE [137, 138]. Promlek y col. (2011)
sugieren a partir del estudio de mutantes Alll Ire1p que la deleccion de ciertos
genes de biosintesis de metabolismo de lipidos como ARV1, OPI3, SCS3, ISCly
MGAZ2 y la deplecion de inositol dan lugar a aberraciones relacionadas con
lipidos y membrana, perturbando su homeostasis y dando lugar a la activacién de
Irelp incluso sin interaccion con proteinas desplegadas [137]. Este estudio,
sugiere ademas por primera vez, que lrelp puede sentir el estrés en sus
dominios citosélico y transmembrana.

Aunque IRE1 y HAC1 son esenciales para el crecimiento de la levadura bajo
deplecion de inositol [122], la relacion entre Irelp y la ruta del inositol, regulada
por la transcripcion del gen INO1 (inositol-3-fosfato sintasa), no esta clara. Los
fosfolipidos que contienen inositol son un importante componente de las
membranas en las levaduras, siendo el fosfatidilinositol (PI) el fosfolipido
mayoritario en la membrana del RE. La sintesis de fosfolipidos esta regulada por
el nivel intracelular de inositol libre, de forma que una disminucién del mismo
provoca la induccién transcripcional de genes que codifican las enzimas
necesarias para la biosintesis de fosfolipidos, incluyendo INO1 (que codifica la
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inositol-1-fosfato sintasa), CHO1 (fosfatidilserina sintasa), OPI3 (que codifica una
metiltransferasa de fosfolipidos, necesaria para la sintesis de la fosfatidilcolina) y
permeasas de inositol como ITR1 [139]. Estos genes contienen por lo menos una
copia en su promotor de una secuencia de 10 pares de bases denominada
UASino, al que se le une constitutivamente el heterodimero activador de la
transcripcion Ino2p-Ino4p y a él un represor de la transcripciéon, Opilp, que
reprime la transcripcion de estos genes cuando hay suficiente inositol en el medio
(Figura 1.9). En condiciones de deplecion de inositol, Opilp se inactiva,
permitiendo la transcripcion de los genes regulados por inositol [140].
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Figura 1.9. Respuesta transcripcional de INO1 a los niveles de inositol en el medio. (A) En
condiciones de carencia de inositol, el represor Opilp est4 anclado a la membrana del
RE/ndcleo mediante interacciones con Scs2p, permitiendo la expresion de INO1 por el
complejo activador Ino2p/Inodp y la sintesis de inositol. Por el contrario, la presencia de
inositol en el medio provoca la liberacion del represor Opilp de la proteina de membrana
de RE Scs2p y su union al promotor UASno, evitando la transcripcién del gen INO1 (B).
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Cox y col. (1997) demostraron la conexion entre el metabolismo del inositol y
la UPR al observar que mutantes Alrel y AHacl eran auxotrofos para el inositol
[130], presentando ademas niveles de mRNA de INO1 mucho menores que la
cepa silvestre, la presencia de Haclp en células crecidas en ausencia de inositol,
llevo a la conclusion de que de alguna manera Irelp mediaba en la induccion de
INO1 a través de Haclp, coordinando la sintesis de proteinas residentes en el
RE con la biogénesis de membrana (Figura 1.10).

Necesidad de
Proteinas mas RE
desplegadas

enel RE\ l /

!
UPRE/NOpHp
1

Deficienciade
inositol

¥

Proteinas UAS o
residentes en
el RE
Enzimas de
biosintesis de
fosfolipidos

INO1, CDS1, CHO1, PDS1,
CHO2, OPI3, EKI1, EPTA,
CKI1, CPT1, ITR1, HNM1.

Figura 1.10. Irelp y Haclp coordinan la UPR y la respuesta a deficiencia de inositol.
Ambas rutas convergen en lrelp y Haclp, Irelp también puede activarse tras la
sobreexpresion de proteinas de RE, dando lugar a la necesidad de mas membrana de RE.
La activacion de Irelp da lugar a la modificacion del mRNA de HAC1, generando una
proteina Haclp funcional que activard la transcripcion dependiente de UPRE tras su union
directa. La transcripcion dependiente de UASno se dara por la inactivacion del represor
Opilp por Haclp.
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Afios mas tarde, el mismo grupo, liderado por Peter Walter, dio con la clave
para la activacion del dimero Ino2p/Ino4p y la posterior transcripcion de los genes
regulados por UAS\o. La represion por Opilp se anula gracias a la accion de
Haclp tras la induccion de la UPR, de manera que, junto con la proteina integral
de membrana nuclear y de RE Scs2p, promueven la disociacion del regulador
negativo del dimero Ino2p/Inodp (Figura 1.11). Los autores proponen que Haclp
actuaria promoviendo la disociacion con Ino2p/Ino4p mientras que Scs2p
mantendria a Opilp secuestrado en la membrana nuclear, evitando que vuelva a
unirse a Ino2p/Ino4p [141]. Un hecho que corrobora esta hip6tesis es que Haclp
se ubiquitina utilizando los mismos enzimas (Ubc4p y Ubc5p) que Opilp cuando
los niveles de inositol caen, por lo que la heterodimerizacién puede promover la
degradacion de Opilp por el proteasoma [142].

Citoplasma

Nucleo &v_»

0
1

Figura 1.11. Modelo de disociacion de Opilp y activacion transcripcional de INO1. Ino2p
(2) e Inodp (4) se unen constitutivamente al promotor INO1. En condiciones de represion,
Opilp se asocia con la secuencia UASno del promotor INO1 para prevenir su activacion.
La sintesis de Haclp en condiciones de activacion de la UPR promueve la disociacion de
Opilp de la cromatina y su unidon a Scs2p en la membrana del RE/nucleo, activando la
transcripcion de INO1. Modificado de Brickner y Walter (2004) [141].
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen estudios posteriores donde
se observa que células que expresan constitutivamente Haclp presentan una
represion de INO1 por Opilp en presencia de inositol en el medio [143] y que
INO1 puede activarse por cambios en el metabolismo de lipidos en ausencia de
una respuesta UPR funcional [144]. Por lo que es importante remarcar que la
UPR no parece estar relacionada directamente en la regulacion transcripcional
de genes diana Ino2p/Inodp, pero si que es necesaria la UPR para que las
células sobrevivan a la condicion estresante de ausencia de inositol. Es decir,
gue la respuesta transcripcional de la ruta UPR y los genes diana Ino2p/Ino4p
estan regulados de forma separada [143, 145].

A dia de hoy sigue sin resolverse el modelo por el cual Irelp es activado bajo
privacion de inositol. Algunas de las posibles explicaciones que se barajan son
(1) que una proteina integral de membrana o asociado a ella sienta el cambio en
lipidos o metabolitos y active a Irelp estimulando su oligomerizacion, (2) que una
deteccion directa de los cambios de inositol por parte de Irelp provoque un
cambio conformacional de su dominio citoplasmatico y aumente la afinidad para
oligomerizar con otras proteinas Irelp y (3) que la limitacién de Pl cause un
retardo en la salida de proteinas del RE y por tanto una activaciéon de la UPR.
Alternativamente, el crecimiento en ausencia de inositol podria dar lugar a
cambios en las propiedades biofisicas de la membrana del RE, provocando la
oligomerizacién y activacion de Irelp [143, 146]. Aunque como hemos
comentado se necesitan nuevos estudios para esclarecer las causas de la
activacion de Irelp bajo limitacién de inositol en la célula.

Es importante finalmente remarcar que la ruta UPR es sensible a los niveles
de PI en particular, la disminucién de niveles celular de otros fosfolipidos como la
fosfatidilcolina (PC) no la inducen [147]. Por lo que activacion es sensible a
niveles generales de PIl, que afectan a los niveles de sintesis de otros
componentes que contienen inositol, como lipidos de glicosilfosfatidilinositol y
esfingolipidos, y puede influir en los niveles de fosfoinositidos e inositol
polifosfato.

Otra condicién de estrés de gran interés y que aborda la presente tesis es la
relacionada con la presencia de etanol en el medio, que sera revisada con detalle
en el siguiente apartado.
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5. Toxicidad del etanol en S. cerevisiae.

La eficiencia de fermentacion y la tolerancia a niveles relativamente altos de
etanol son rasgos que han hecho de S. cerevisiae la piedra angular de las
actuales industrias de fermentacion. Mientras la fermentacién avanza y los
nutrientes se van agotando, el etanol continlla acumulandose en el medio,
difunde libremente a través de las membranas biolégicas y genera efectos
negativos en las funciones celulares. Estos efectos disminuiran la viabilidad y
tasa de fermentacion de las levaduras, limitando la productividad de la
fermentacion y generando pérdidas econémicas.

El etanol, debido a su pequefio tamafio y su grupo hidroxilo, es soluble tanto
en ambientes acuosos como lipidicos, permitiéndole atravesar la membrana
plasmatica y aumentar su fluidez y permeabilidad. El etanol ademas dafia las
mitocondrias, reduce la tasa respiratoria y niveles de ATP y provoca la formacion
de ROS y acetaldehido, generando dafios en el DNA, peroxidacion de lipidos y
estrés oxidativo [83, 148, 149]. El trabajo llevado a cabo por Ma y col. (2013)
[150] determiné un aumento intracelular de malondialdehido (MDA) en presencia
de etanol en el medio. EI MDA es uno de los principales productos de la
peroxidacién de la membrana plasmética y puede oxidar lipidos asociados,
acidos nucleicos, proteinas y grupos SH, fundamentales en el mantenimiento de
proteinas y la membrana celular. La disminucién de la funcién de los grupos SH
generara dafios en la membrana plasmatica y un aumento de su permeabilidad,
dando lugar a la pérdida de componentes intracelulares y una mayor entrada de
etanol a la célula [151]. El etanol también inhibe la actividad de algunas enzimas
glicoliticas, induce la producciéon de HSPs, aumenta la frecuencia de mutaciones
petite y causa acidificacion vacuolar por la entrada de protones a través de la
membrana celular dafiada [152-155]. Otros de los efectos directos del etanol es
la inhibicidbn exponencial no competitiva del transporte de nutrientes a través de
la membrana, afectando el sistema de transporte de la glucosa, maltosa y
amonio, asi como a la permeasa general de aminoacidos (GAP) por la
interaccion entre el alcohol y las regiones hidr6fobas de la membrana plasmatica,
gue desestabilizaran, en ultima instancia, todas las proteinas embebidas en ella
[156]. Los principales efectos del etanol en las levaduras se resumen en la tabla
1.2.
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Tabla I.2. Principales efectos directos del etanol sobre la fisiologia de las levaduras.

Funcion celular Efecto del etanol
Viabilidad celular y - Inhibiciébn del crecimiento, division celular y
crecimiento viabilidad [157].

- Disminucion en el volumen celular [158].

Metabolismo - Disminucion de mRNA y niveles de proteinas

[152, 159].

- Disminucion en la produccion de glicerol, etanol y
acetato [160].

- Actividad reducida de enzimas glicoliticas.

- Disociacion entre la ATPasa y la cadena de
transporte electronico y aumento de la cantidad
de ROS [160, 161].

- Aumento del flujo en el ciclo de Krebs [160].

Estructura celular y - Morfologia vacuolar alterada y tasa de transporte
funcién de vesicular reducida [162].
membrana - Pérdida del gradiente electroquimico de

membrana y fuerza protén-motriz [160, 163)].

- Aumento de la fluidez de membrana y pérdida de
iones celulares [164].

- Disminucion del pH intracelular [155, 165].

- Inhibicion de procesos de transporte de nutrientes
a través de la membrana plasmatica [156].

- Aumento del contenido de MDA, disminucién del
contenido de grupos SH intracelulares [150].

- Degeneracion de la mitocondria y disminucion del
grosor de la pared celular [150].

Muchos de los cambios inducidos por la presencia de concentraciones
estresantes de etanol en las levaduras son similares a los causados por estrés
térmico [166, 167], y las respuestas generadas ante ambos estreses muestran un
alto paralelismo [168]. Por ejemplo, las proteinas Hsp90p y Hsp70p, inducidas
por la presencia de etanol son idénticas a aquellas inducidas por calor [167].
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Ambos estreses también tienen efectos similares en la inducciéon de las dos
principales proteinas integrales de membrana, ATPasa y Hsp30p [167]. De
hecho, ambos estreses ejercen un efecto sinérgico sobre la respuesta a choque
térmico en las células, ya que los alcoholes median en la reduccién de las
temperaturas maximas y minimas requeridas para la induccion de la respuesta a
estrés en S. cerevisiae [169].

A continuacién pasaremos a detallar algunos efectos del etanol sobre las
principales dianas celulares.

5.1. Efectos del etanol sobre la estructura y funcién de la membrana
plasmatica.

La diana principal del etanol en las levaduras es, sin duda, las membranas
celulares, especialmente la membrana plasmatica. Las membranas celulares son
estructuras anfipaticas, con una parte hidr6foba, que repele el agua, y otra
hidrofilica, soluble en agua y estan compuestas principalmente por una doble
capa de fosfolipidos, en la cual estdn embebidas proteinas y esteroles. Estas
bicapas delimitan los distintos compartimentos internos entre si y entre el
citoplasma. Algunos de ellos, particularmente el de la membrana interna
mitocondrial, se encargan de la produccién de energia, por lo que la integridad de
estas membranas es critica para muchas funciones celulares.

Aungue la membrana plasmética controla el transporte de sustancias dentro y
fuera de la célula, no podra proteger totalmente a la célula contra aquellas
sustancias nocivas que difunden pasivamente al interior celular, como el etanol.
El etanol es capaz de difundir liboremente debido a su caracter anfipatico e
incorporarse sin dificultad en la bicapa lipidica, disminuyendo la interaccién entre
las colas de fosfolipidos a través de las fuerzas de van der Waals y aumentando
su fluidez [170-172]. Gracias a estudios de anisotropia de fluorescencia [170,
173-175] y resonancia electrénica de spin [170] se ha observado una relacién
directa entre la fluidez de la membrana plasmética y la concentracion de etanol.
Este aumento en la fluidez de la membrana generard una pérdida de su
integridad estructural y un aumento en su permeabilidad, propiciando el escape
hacia el exterior de constituyentes intracelulares, como aminoacidos e iones [173]
y perturbando la homeostasis celular. También se ha determinado la
permeabilidad de la membrana en varias condiciones de estrés por etanol
midiendo el flujo de captacién de ioduro de propidio a través de citometria de
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flujo, encontrandose una correlacion entre la exposicion a etanol y la
permeabilidad al agente fluorescente [173, 176, 177].

El impacto del etanol sobre la integridad estructural de la membrana
plasmatica es clave para su funcién celular. Sin embargo, los cambios fisicos en
su estructura resultantes de la presencia de etanol en el medio no estan
completamente descritos. Estad ampliamente aceptado que el etanol reemplaza a
las moléculas de agua interfaciales al unirse su grupo OH al grupo fosfato de las
cabezas lipidicas y su cola hidréfoba al ndcleo hidrofobo de la membrana,
creando espacios laterales entre las cabezas polares y por tanto, huecos en el
nucleo hidrofobo [178]. Estos huecos son energéticamente desfavorables y el
sistema minimizard la energia formando una fase interdigitada (Figura 1.12), que
provocara una disminucion en el grosor de la membrana de mas del 25% [179,
180]. El adelgazamiento de la membrana celular en la levadura debido al etanol
podria llevar a una alteracion en las proteinas asociadas a la membrana, y una
funcionalidad de membrana comprometida, dando lugar a la inactivacién celular
durante la fermentacién [181].

Se ha demostrado que el espesor de las membranas afectan directamente a
la funcién de las proteinas embebidas en ella, cuya maxima actividad se da con
un espesor de membrana determinado [182, 183]. Cambios en el grosor de la
membrana pueden dar lugar a una exposicion de residuos aminoacidicos
hidréfobos en proteinas integrales de membrana dandose el fenémeno conocido
como desajuste hidréfobo [181] que provocara la agregacion de proteinas de
membrana para minimizar la exposicion de sus partes hidréfobas al ambiente
acuoso [184], este desajuste hidréfobo también puede producir una inclinacién en
las proteinas de membrana [184].

Estudios basados en modelos de membranas compuestas por fosfatidilcolina
(PC) y ergosterol expuestas a concentraciones de etanol presentes en
fermentaciones vinicas han demostrado que la composicion lipidica determina un
efecto protector sobre la membrana al retrasar el comienzo de la fase
interdigitada [180, 185].
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Figura I.12. Interdigitacion de las membranas bioldgicas en respuesta a estrés por etanol.
El etanol genera huecos entre las colas hidréfobas de los fosfolipidos provocando una
interdigitacion de las monocapas de la membrana. La formacion de la fase interdigitada se
induce por encima de una determinada cantidad de etanol en el medio, que dependera de
la concentracién de esteroles. Los lipidos se muestran en naranja y los esteroles en
elipses amarillas. Adaptado de Vanegas y col. (2012) [186].

5.2. Efectos del etanol sobre la bomba de protones de la membrana
plasmatica: H*-ATPasa.

La bomba de protones de la membrana plasmatica (Pmalp) es la proteina mas
abundante en la membrana plasmatica de S. cerevisiae y presenta dos funciones
principales; mantener la fuerza proton-motriz (necesaria para el transporte de
nutrientes) y para regular el pH intracelular [187].

Los movimientos de los protones (H") al interior celular no estan del todo
caracterizados, aunque se sabe que pueden transportarse al interior celular por
simporte junto con otros sustratos o cruzando la membrana pasivamente a través
de la bicapa lipidica (Figura 1.13) [188]. Como hemos dicho anteriormente, el
etanol incrementa la permeabilidad de la membrana plasmatica, conduciendo a
una entrada por difusion pasiva de H" y a un desajuste en el gradiente
electroquimico de protones. A bajas concentraciones de etanol (<3% Vi), la H'-
ATPasa es capaz de eliminar el exceso de H" de la célula, manteniendo la
homeostasis del pH intracelular [154, 189], observandose un aumento de la
actividad H'-ATPasa en respuesta a estrés por etanol, unido a un fuerte
descenso en la disponibilidad de ATP para otros procesos que requieren energia
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en la célula [154, 190]. Sin embargo, a concentraciones inhibitorias del etanol, la
funcion de la H'-ATPasa se ve afectada, provocando una afluencia pasiva de H*
dando lugar a una acidificacion intracelular [155, 156, 165, 191].

Madeira y col. (2010) evaluaron el efecto del etanol sobre el movimiento de
los H"y observé un aumento significativo de su difusion al interior celular cuanto
mayor era la temperatura y la concentracion de etanol, concluyendo que por
encima de un umbral de temperatura y de concentracion de etanol determinado,
la célula es invadida por H*, corroborando la idea de que el efecto deletéreo del
etanol se potencia a altas temperaturas. Madeira [192] y otros autores [191],
atribuyen a la interdigitacion de la membrana este cambio masivo en la entrada
de protones en una determinada concentracion de etanol.

H* Aminoacidos Medio

extracelular

Aminoacidos

H
ATP .+ ADP+P; | |

N,

Figura 1.13. Movimientos de los protones al interior celular mediante transporte simporte y
difusion pasiva. La bomba de protones de la membrana plasmaética (H*-ATPasa) regula el

pH intracelular y el potencial de membrana bombeando protones al exterior.
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6. Tolerancia a etanol: la respuesta de S. cerevisiae al estrés
por etanol.

La respuesta a estrés en la levadura es una reprogramacion transitoria de
actividades celulares que aseguran la supervivencia en condiciones dificiles,
protege los componentes celulares esenciales y permiten la reanudacion de las
actividades celulares “normales” durante la recuperacion. La respuesta de la
levadura al estrés ambiental es compleja, participan numerosos aspectos de
deteccion  celular, transduccion de sefales, transcripcion, control
postranscripcional, acumulacién de protectores y aumento en la actividad de las
funciones de reparacion [193]. La eficiencia de estos procesos en una
determinada cepa de levadura determinara su robustez y, en gran medida, su
capacidad para un buen desempefio en procesos industriales. Una mejor
comprensiéon de las consecuencias celulares del estrés por etanol y de los
mecanismos de defensa relacionados sera fundamental en la mejora del
rendimiento de las cepas de levadura durante el estrés.

A continuacién detallaremos los principales mecanismos de respuesta a
estrés por etanol en S. cerevisiae, cuyo resumen se puede consultar al final del
apartado en la tabla |.3.

6.1. Cambios en la composicion de la membrana en respuesta a
estrés por etanol.

Como hemos comentado anteriormente, el aumento gradual del contenido de
etanol en el medio durante la fermentacién puede reducir gradualmente la
viabilidad celular al producir un impacto negativo en las membranas celulares.
Numerosos estudios sugieren que cambios en la composicion de la membrana
celular pueden antagonizar el efecto del etanol al aumentar su estabilidad y
aumentar la tolerancia al mismo.

6.1.1. Acidos grasos insaturados (UFAS).

Existe una correlacion ampliamente documentada entre la tolerancia a etanol y
un mayor grado de insaturacién en los acidos grasos de los lipidos de la
membrana [164, 176, 194-197].
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La composicion de UFAs en S. cerevisiae consiste principalmente en los
acidos monoinsaturados: acido palmitoleico (Cyg1) y oleico (Cig1), siendo este
ultimo el mayoritario. Ambos son producidos por la formacion de un doble enlace
entre los atomos Cy-Cyo de los acidos palmitico y estearico, respectivamente, a
través de una sola desaturasa de membrana codificada por el gen OLE1, a
través de una desaturacion dependiente de NADH y oxigeno. En S. cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe, OLE1 es la Unica desaturasa, por lo que no se
producen acidos grasos poliinsaturados (PUFAs), como en Candida, Pichia y
Rhodotorula, en los que se producen ambos. Sin embargo, S. cerevisiae es mas
resistente a estrés por etanol que las demas especies, sugiriendo un importante
papel de los MUFAs en la adquisicion de tolerancia a etanol.

Thomas y col. (1978) determinaron los efectos de la suplementacién con
acido palmitoleico y oleico en la viabilidad celular a concentraciones letales de
etanol. Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones anaerobias ya que la
presencia de oxigeno es necesaria para la biosintesis de UFAs [198, 199]. Los
autores observaron que el acido oleico suplementado era incorporado a la
membrana plasmatica, aumentando la viabilidad bajo estrés por etanol [200]. Con
el fin de entender la relacién entre los UFAs y la tolerancia a etanol en la
levadura, se construyd un mutante de delecion del gen OLE1 que se suplementé
con tres mono-UFAs sintéticos distintos [195], el resultado mostrd que aquellas
células suplementadas con acido oleico eran mas tolerantes a la presencia de
etanol en el medio (5% v/iv) que las crecidas con acido vaccénico o &cido
palmitico, proporcionando pruebas convincentes de que proporciones elevadas
de acidos grasos monoinsaturados de 18 carbonos, especialmente el &cido
oleico, confieren tolerancia al etanol. Ademas, el aumento en la proporcion de
acido oleico (Cig.1) observado en cultivos celulares en presencia de etanol esta
acompafiado de una disminucién en &cido palmitoleico (Ci6:1), sugiriendo que el
etanol aumenta la proporcién en acidos grasos insaturados de cadena mas larga
[197]. Chi y Arneborg (1999) observaron que las cepas de levadura mas
tolerantes a etanol presentaban proporciones ligeramente mas altas de &cidos
grasos monoinsaturados respecto a las menos tolerantes, y sugirieron también
gue los acidos grasos de cadena mas larga jugarian un papel destacado en la
tolerancia a etanol [201]. Por otra parte, Aguilera 'y col. (2006) determinaron que
el &cido oleico, acido palmitoleico y el ergosterol estaban altamente
correlacionados con la actividad H'-ATPasa y la tolerancia a etanol. Ademas, la
diferencia en tolerancia a etanol entre cepas estaba adscrita a la capacidad de
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disminuir la fluidez de la membrana y contrarrestar el efecto fluidificante del
etanol, ayudando a mantener la funcionalidad de la membrana plasmatica y la
actividad ATPasa [60].

Sin embargo, el mecanismo de aumentar los UFAs bajo estrés por etanol
puede resultar en una fluidez de membrana todavia mayor. Algunos autores
sugieren que el aumento de los UFAs en respuesta a etanol se produce para
antagonizar el efecto estereoquimico producido por la region hidrofila del etanol
sobre las cabezas polares de los fosfolipidos y que el aumento en la longitud de
las cadenas acilicas permitira establecer interacciones mas estables entre
cadenas vecinas, aumentando la temperatura de transicién y disminuyendo su
permeabilidad. Este aumento de grosor de la capa hidr6foba de la membrana
ayudara a restaurar su funcién de barrera protectora [202].

En vista de las observaciones anteriores, no es sorprendente que aquellas
cepas tolerantes a etanol presenten elevados niveles de expresion de OLE1l
comparados con cepas no tolerantes a etanol en presencia del agente estresante
[203, 204]. Aunque es importante destacar también que hay otros autores que
por el contrario observaron un aumento en la represion del gen OLE1 conforme
aumentaba el tiempo tras el estrés por etanol [159, 205].

Es importante remarcar que las membranas de otros microrganismos como la
bacteria etanologénica Zymomonas mobilis, adaptada a altas concentraciones de
etanol, contiene altos niveles de &cido vaccénico, mientras que Lactobacillus
homohiochii y L. heterohiochii, capaces de crecer a concentraciones de etanol
del 18% (v/v) sufren un aumento en la cantidad de acidos grasos insaturados y
una mayor longitud de sus cadenas acilicas (C,-C»4) [206, 207], corroborando la
importancia de los acidos grasos insaturados en la tolerancia a etanol.

6.1.2. Ergosterol.

Bien es sabido que el ergosterol aumenta la rigidez de la membrana y retrasa la
aparicion de la fase interdigitada en presencia de etanol al intercalarse entre las
cadenas de los 4cidos grasos de los fosfélipidos y producir, probablemente, un
impedimento estérico debido a su naturaleza planar y rigida [180, 185, 208, 209].

Swan y col. (1998) observaron que la suplementacion con ergosterol en las
fermentaciones mejoraba la viabilidad celular y la tasa de crecimiento bajo estrés
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por etanol. Ademas el efecto del ergosterol en las membranas es especifico ya
que la disrupcion del gen ERG1 no influy6é en la composicion de 4cidos grasos
[210]. Por su parte, Dickey y col. (2009) observaron una correlacion entre el
aumento del ergosterol en la membrana y una disminucion de su permeabilidad
en vesiculas con 1,2-dipalmitoylphosphatidycholina (DPPC) bajo estrés por
etanol, probablemente por la competencia con el ergosterol por los sitios de
union dentro de la bicapa [211]. Ademas, como hemos citado anteriormente [60],
se ha visto que la actividad de la H*-ATPasa correlaciona positivamente con el
aumento de la cantidad de ergosterol en S. cerevisiae en presencia de etanol,
por lo que el ergosterol podria aliviar, en parte, algunos de los efectos nocivos del
etanol sobre la actividad de la H'-ATPasa. Sin embargo, se necesitan mas
evidencias directas para corroborar esta idea ya que todavia se desconoce si la
presencia de ergosterol previene la acidificacion intracelular resultante del estrés
por etanol.

Ya que la presencia del ergosterol tiene un impacto positivo sobre el
crecimiento celular bajo estrés por etanol, no es sorprendente observar la
sobreexpresion de genes relacionados con su biosintesis en cepas de sake [204,
209] y en mutantes tolerantes a etanol [212] en presencia del estresante.

Sin embargo, algunos de estos genes como ERG25, ERG3 o ERG2 se
mostraron reprimidos en los estudios de Chandler y col. (2004) tras la exposicion
de las levaduras a un 5% (v/v) de etanol en la cepa de laboratorio PMY1.1 [159],
al igual que Li y col. (2010), que encontraron reprimidos genes de biosintesis de
ergosterol durante procesos de fermentacion en continuo y en fed-batch para la
produccion de bioetanol [213], aunque si observaron una sobreexpresién de los
genes SUT1 y DANL1, relacionados con la captacion de esteroles en la cepa
industrial CGMCC2758 tras someterla a estrés por etanol [189]. Finalmente
Rossignol y col. (2003) monitorizaron la expresién génica de la cepa industrial
EC1118 durante la fermentacion alcohélica en mosto sintético bajo condiciones
anaerobias, registrando una represion en aquellos genes relacionados también
en la biosintesis de ergosterol. Segun los autores, el ergosterol suplementado al
medio junto a las condiciones anaerobias del cultivo previno la sintesis de
ergosterol. Sin embargo, en condiciones industriales, con mostos naturales que
pueden tener un bajo contenido de esteroles, la capacidad de sintetizar
ergosterol puede ser esencial para proteger la levadura contra el estrés por
etanol [214].
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En resumen, se considera que el ergosterol contrarresta, al menos, algunos
de los efectos tdxicos del etanol mediante el aumento de la estabilidad de la
membrana y prevenir asi la interdigitacién. En cepas muy tolerantes al etanol,
como las de sake, los genes de sintesis de ergosterol estan sobreexpresados, o
por lo menos, no reprimidos, permitiendo la generacion de membranas con
mayor contenido en ergosterol. Estas observaciones pueden explicar por qué la
suplementacién de ergosterol en medios de crecimiento aumenta la capacidad de
las células para tolerar mayores concentraciones de etanol [215].

6.2. Aminoacidos.

La presencia de ciertos aminoacidos en el medio puede ayudar a la célula a
hacer frente al estrés por etanol. Algunos investigadores han observado que
cuando las levaduras son expuestas a un 20% (v/v) de etanol durante 9 horas a
30°C, todas mueren. Sin embargo, un 57% de las células pueden permanecer
viables si el medio contiene tres aminoacidos: isoleucina, metionina y
fenilalanina, que se incorporardn a la membrana plasmética y contrarrestaran la
fluidez otorgada por el etanol [216]. De forma similar, la L-prolina, el principal
aminoacido libre en los zumos y bebidas alcohdlicas fermentadas, como el vino o
la cerveza, parece ser un aliado eficaz en la proteccion de las células contra
congelacién, desecacion y estrés oxidativo [217, 218] a través del aumento en la
estabilidad de las proteinas y la membrana e inhibiendo la agregacién de
proteinas en ambientes con baja actividad de agua o alta temperatura [219].
Takagi y col. (2005) confirmaron el aumento en la viabilidad celular de cepas
acumuladoras de L-prolina (mutantes para la prolina oxidasa PUT1) con respecto
a su cepa parental bajo estrés por etanol [220]. Sin embargo, afios mas tarde
observaria como el aumento en los niveles de prolina intracelular tras la
exposicion de las células a un 9% (v/v) de etanol no se debia a la sobreexpresion
de genes relacionados con su biosintesis, como PRO1, PRO2 y PRO3, sino a la
induccién de la permeasa de prolina de alta afinidad PUT4p, en cuyo promotor se
encuentran lugares STRE para la union de Msn2/4p [221]. Es importante
destacar que hoy en dia sigue sin esclarecerse la forma en que la L-prolina
interactia con los fosfolipidos de la membrana y las proteinas para ejercer su
accion defensiva y que una sobreacumulacion intracelular se asocia a un retraso
en el crecimiento de la levadura en presencia de etanol [222].

Ademas de la prolina, el triptéfano es otro aminoacido que contribuye a la
tolerancia al etanol, la delecion en alguno de los genes de biosintesis de
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triptéfano (TRP1, TRP2, TRP3, TRP4 y TRP5) dara lugar a respuestas sensibles
a etanol [59, 223-225] y su sobreexpresion se ha observado en levaduras
cerveceras en comparacion con las cepas de laboratorio [224].

Tanto la suplementacion de triptéfano en el medio de cultivo como la
sobreexpresion de cualquiera de sus genes de biosintesis o la permeasa de
triptéfano (TAT2) provocaran en la levadura un aumento en la tolerancia a etanol.
Aunque el papel de la biosintesis del triptéfano en la mejora de la tolerancia al
etanol no esta claro, algunos estudios sugieren que la sobreexpresion de
aminodacidos complementaria el dafio causado por el etanol a los transportadores
de aminoacidos de membrana [225, 226].

6.3. Papel de la vacuola en la respuesta a estrés por etanol.

Como mencionamos anteriormente, el etanol provoca una entrada masiva de
protones al interior celular, provocando su acidificacion y un desajuste en el
gradiente electroquimico de protones. Las vacuolas de las levaduras y los
lisosomas de mamiferos son los organulos celulares mas 4cidos, cuyo pH varia
entre <5-6,5 dependiendo de las condiciones de crecimiento. La acidificacién
vacuolar es llevada a cabo por una bomba de protones, la H*-ATPasa vacuolar
(V-ATPasa), que acopla la hidrolisis de ATP con el transporte de H+ desde el
citosol a la vacuola (Figura 1.14), y es el mayor contribuidor en la regulacién del
pH en los organulos, especificamente entre el citosol y el lumen vacuolar [227-
229].
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Figura 1.14. H'-ATPasa vacuolar (V-ATPasa). La V-ATPasa es una bomba de protones
compuesta de un sector de unién a membrana (Vo) y un sector citosolico (V). La hidrélisis
de ATP en el sector citosdlico promueve la traslocacién de protones al interior de la
vacuola a través del sector Vo. Adaptado de Li y Kane (2009) [230].

La translocacion de H' es considerada como una respuesta de tolerancia al
etanol y esta respaldada por ensayos de delecién de genes relacionados con el
complejo V-ATPasa. La delecién de 14 genes estructurales de la V-ATPasa,
incluyendo VMAL, VMA2, VMA4, VMA5, VMAGB, VMA8, VMA9, VMA10, VMA11,
VMAL13, VMA16, VPH1 y CUP5 mostraron un fenotipo sensible a la presencia de
etanol en el medio respecto al parental [59, 223, 225, 231, 232].

Dado que el estrés por etanol afecta la H-ATPasa de membrana, es posible
que la célula intente controlar el pH intracelular utilizando la vacuola.
Posiblemente la V-ATPasa compense la disminucion en el pH intracelular
causado por la toxicidad del etanol. Ademas esto es particularmente relevante en
las fermentaciones con alta concentraciéon de aztcares (30% p/v), donde la H'-
ATPasa de la membrana plasmatica esta transitoriamente inhibida [233]. Teixeira
y col. (2009) determiné ademas que el pH vacuolar (pH,) disminuye de manera
dependiente de dosis en células expuestas durante una hora a concentraciones
de etanol de 6 y 8% (v/v) [231]. Es remarcable que a pesar de la importancia de
la V-ATPasa en la tolerancia a etanol no se haya observado la sobreexpresion de
genes relacionados con su biosintesis tras un choque por etanol o durante la
fermentacion en distintos estudios transcriptémicos [159, 204, 212, 224, 234-
238].
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El estrés por etanol ademas, induce cambios en la morfologia vacuolar; la
vacuola pasard de vesiculas segregadas (vacuolas fragmentadas) a un Unico
gran organulo [150, 162, 230, 239]. Esta maquinaria de regulacion en la
morfologia vacuolar esta conservada entre las cepas de laboratorio, las de sake y
las vinicas [239]. Aunque todavia se desconoce si este cambio es un efecto
directo del etanol, si se ha visto que una vez eliminado el etanol del medio la
vacuola tiende a segregar, aunque el tiempo de recuperacion es
considerablemente largo [162] ya que se necesita una eliminacion total del etanol
de la bicapa lipidica de la membrana vacuolar.

6.4. Trehalosa.

La trehalosa es un disacarido producido por S. cerevisiae como carbohidrato de
reserva. Sin embargo, cuando la levadura estd expuesta a estrés osmotico,
térmico, oxidativo o por etanol, se induce su acumulacion intracelular [240-242],
pudiendo representar mas del 25% del peso seco de la célula [96]. Las células
incapaces de acumular trehalosa presentan un crecimiento retardado en
presencia de etanol [118, 221, 243]. En presencia de concentraciones subletales
de etanol se ha observado la sobreexpresién de genes relacionados con su
sintesis, incluyendo TPS1, TPS2, PGM2 y UGP1 [118, 148, 159, 244], cuyos
promotores contienen una o mas copias de elementos STRE, dianas de los
factores de transcripcion generales Msn2/4p [245].

Sin embargo, el papel de la trehalosa en la tolerancia a etanol sigue siendo
controvertido, con algunos estudios que le confieren un efecto positivo sobre la
tolerancia a etanol [246-248] y otros que aseguran que su presencia no tiene
impacto en la tolerancia al estrés [248, 249] [223]. Kubota y col. (2004)
encontraron un fenotipo sensible en los mutantes TPS1 y TPS2 a un 11% de
etanol, pero no al 8% en la cepa de laboratorio W303 [59]. La pérdida de
consenso entre las investigaciones puede ser debida a la diferencia en el fondo
genético entre las cepas utilizadas. Los experimentos que comparan los niveles
de trehalosa y la correspondiente tolerancia a etanol a través de cepas distintas
son incapaces de distinguir los efectos de la trehalosa de aquellos intrinsecos de
la cepa que ayudan a hacer frente al etanol, como las HSPs ¢ diferencias de
composiciéon en la membrana plasmatica; la influencia de estos factores sobre la
tolerancia a etanol variara de cepa a cepa. Bandara y col. (2009) arrojé algo de
luz sobre el problema observando que la trehalosa juega un papel importante en
la tolerancia a etanol solamente a concentraciones letales de etanol (10-18%), no
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subletales, y que diferencias en el contenido de trehalosa intracelular del 20-40%
no proporcionaron ninguna ventaja en las células incubadas en presencia de
concentraciones subletales de etanol. Sin embargo, en concentraciones letales,
la tasa de mortalidad en las cepas que contienen mayor concentracion
intracelular de trehalosa disminuy6 [250]. Por lo tanto, la concentracion de etanol
parece influir en el impacto de la trehalosa sobre la tolerancia a etanol.

6.5. Proteinas asociadas con tolerancia a etanol.

Las HSPs son las proteinas protectoras mas comunes, con funcion similar a la
trehalosa. Bajo condiciones estresantes, las HSPs pueden mediar el correcto
plegamiento de otras proteinas para prevenir dafios futuros y reparar el dafio
intracelular [251]. Actualmente, la relacion entre las HSPs y la respuesta a estrés
térmico ha sido ampliamente investigada, aunque su papel exacto en la
tolerancia a etanol sigue sin esclarecerse.

Inicialmente, Watson y Cavicchioli (1983) mostraron que un pretratamiento
térmico de las levaduras, llevando consigo un aumento de las HSPs, daba lugar
a aumento significativo de la tolerancia a etanol, implicando una relacion entre la
induccién de las HSPs y la tolerancia a este estrés [252]. Afios mas tarde,
Alexandre y col. (2001) mediante el andlisis de la expresion global en S.
cerevisiae revelaron una expresion entre 4-20 veces mayor en mas de 14
miembros HSPs en presencia de etanol [148], esta sobreexpresion de HSPs en
presencia de etanol puede verse en otros trabajos posteriores [159, 212, 253].
Estudios de mutantes en levadura indicaron que a pesar de la gran cantidad de
genes HSPs sobreexpresados durante estrés por etanol solamente los genes
HSP12, HSP30, HSP26 y HSP104 conferian un fenotipo sensible en la cepa bajo
el estrés [225, 244]. HSP12p es una proteina asociada a membrana que
aumenta su integridad frente a la desecaciéon y el etanol mediante la unién a
moléculas de agua e interaccion con las proteinas de membrana y glicolipidos
[254]. Sales y col. (2000) encontraron que el mutante de delecién Ahspl2
presentaba una tasa de crecimiento menor respecto a la cepa salvaje tras 24
horas de crecimiento bajo un 10% de etanol y una inhibicion completa del
crecimiento al 12% [254]. Por otra parte, Sanchez y col. (1992) demostraron la
importancia de la HSP104p al observar que la cepa W303aAhsp104 pretratada
con un 17-19% de etanol moria 100 veces mas rapido que la cepa silvestre [255].
Piper y col. (1997) obtuvieron resultados similares al mutar el gen HSP30 y
observar una disminucion en el rendimiento de la biomasa y un aumento en el
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tiempo de la adaptacion en presencia de un 10% de etanol, ademéas de
demostrar que la HSP30p puede disminuir la activacion por estrés de la H'-
ATPasa, limitando un consumo excesivo de ATP durante un estrés prolongado
[256]. Otros genes que codifican chaperonas como SSA1, SSA2, SSA3, SSA4y
APJ1 también se sobreexpresan en presencia de altos niveles de etanol.

Aunque existan estudios que impliquen la sobreexpresion de genes HSP bajo
estrés por etanol, Izawa y col. (2008) observaron que el nivel de proteina no es lo
suficientemente elevado respecto a su expresion en presencia de etanol,
sugiriendo que el etanol reduce la eficiencia de la exportacion nuclear de los
MRNA de las HSPs, causando retencion nuclear en la mayoria de los transcritos,
a pesar de que su transcripciéon se encuentre activa [257]. Los RNAs mensajeros
de las HSPs se encuentran retenidos en el ndcleo bajo estrés por etanol a causa
de una hiperadenilacion en su extermo 3°. lzawa (2010) sugiere que estas
pruebas podrian indicar que la activacién transcripcional inducida por etanol no
siempre esta regulada intencionadamente, sino que puede ser una respuesta no
especifica al estrés [258].

6.6. Inositol.

El inositol actia como el precursor de fosfolipidos que contienen inositol, ésteres
de inositol y especies fosforiladas de inositol, que juegan un papel central en la
integridad de la membrana, sefializacion celular y trafico vesicular.

El fosfatidilinositol (PI), cuya estructura se representa en la figura 1.15, se
sintetiza a partir del CDP-diacilglicerol (CDP-DAG) y el inositol, por la accién de
la Pl sintasa (Pis1p), siendo el inositol uno de los factores reguladores clave en la
biosintesis del PI [259]. Se ha demostrado que el Pl influencia positivamente la
tolerancia a etanol. Por ejemplo, Chi y col. (1999) demostraron que la adiciéon de
inositol en el medio aumentd los niveles de Pl a expensas de la fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidiletanolamina (PE), que disminuyeron, y que las células con alto
contenido en Pl morian més lentamente tras someterlas a un 18% de etanol que
aquellas con menor contenido en Pl. Ademas acumularon y produjeron etanol
mas rapidamente que estas Ultimas [260]. Estas observaciones fueron las
primeras en reportar la importancia del Pl en la produccion y tolerancia al etanol
ya que hasta ese momento solamente se consideraba a la PC como fosfolipido
clave en la tolerancia a etanol [261]. Los autores sugirieron que altas
concentraciones de Pl podrian proteger la integridad de las proteinas de
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membrana, incluyendo la H*-ATPasa ya que la conformacién de las proteinas de
membrana dependen de la estructura lipidica.

(0]
/\/\/\/\/\/\N\)LO (I)I
% A P OH OH
/\/WE/\/\/\/\I,I/O > 0/(5\

OH

Figura 1.15. Estructura del fosfatidilinositol. La regién hidréfila (inositol) anclada a la
estructura bésica del fosfolipido se muestra en rojo. Los cuatro acidos grasos mas
frecuentemente esterificados a la columna de glicerofosfato son el acido palmitico (Cis.0),
palmitoleico (Cie1), estearico (Cigo) y oleico (Cigi). Las cantidades relativas de
fosfolipidos, asi como la composicion de las cadenas acilicas variaran dependiendo de la
cepa y la condicion de crecimiento.

La biosintesis de PI requiere la expresion de INO1, que codifica la inositol-3-
fosfato sintasa. Analisis adicionales llevadas a cabo por Furukawa y col. (2004)
en cepas de sake suplementadas con bajas (L) y altas (H) concentraciones de
inositol revelaron que las células L presentaban menor viabilidad, una menor
extrusion de H' por parte de la ATPasa y liberaban mas rapidamente
componentes intracelulares (nucleétidos, fosfato y potasio) que las células H,
concluyendo que la capacidad del inositol para mejorar la viabilidad celular puede
ser debida a una disminucién en la permeabilidad de la membrana. Los autores
ademas muestran como la disminucién por falta de inositol en la actividad de la
H*-ATPasa se debe a la reduccion de glicerofosfolipidos de inositol, como el PI,
en el ambiente lipidico que rodea a la proteina. Ademas, la disrupcion de INO1,
aumento la sensibilidad al etanol [262].

El aumento de la concentracion intracelular de inositol a partir de cepas
mutantes del gen OPI1, que codifica un factor regulador negativo del gen INO1,
en combinacion con un suplemento exdgeno de inositol también gener6 mayor
tolerancia a etanol (18%) en comparacion con la cepa control suplementada
(15%) [263]. Aunque la suplementacién de inositol sin adicion de etanol origind
una disminucion en la tasa de crecimiento de la cepa mutante, debido
probablemente a la toxicidad por sobreacumulacion en la célula.
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Tabla 1.3. Factores relacionados con la tolerancia al etanol en S. cerevisiae y sus

funciones en la célula durante estrés por etanol.

Factores

Funcién

Referencia

Acidos grasos

-Aumento de la estabilidad de la membrana y

[164, 176, 194,

insaturados . o
antagonizar en efecto fluidificante del etanol 197, 264]
Alargamiento en la -Aumento en grosor y disminucion de la
cadena de AG permeabilidad en la membrana plasmatica [197, 201]

Ergosterol

-Aumento en la rigidez de la membrana

[59, 225, 265]

Aminoacidos

-Aumento en la rigidez de la membrana.
-Proteccion frente estrés oxidativo y baja
actividad de agua.
-Complementacion del dafio a los
transportadores de aminoacidos en la
membrana.

[216, 221, 224,
225, 266]

Inositol

-Activacion H'-ATPasa.
-Disminucién de la permeabilidad de
membrana.

[260, 262, 263]

H*-ATPasa

-Extrusion de H™ al exterior celular y
mantenimiento del pH

[60, 155, 189]

Trehalosa

-Estabilizacion de membrana plasmatica y de
proteinas desplegadas.
-Proteccion frente a la inhibicién de la
endocitosis.

[250, 267]

HSP

-Estabilizacion de membrana.
-Mantenimiento energético.
-Reparacion proteica.

[167, 254, 255]

V-ATPasa

-Mantenimiento del pH intracelular.

[59, 225, 227]
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7. Factores de transcripcién y elementos de respuesta a estrés
asociados a estrés por etanol.

Se ha observado que una gran parte de los genes sobreexpresados bajo estrés
por etanol comparten motivos de unidn para los factores de transcripcion Msn2p,
Msn4p, Yaplp y Hsfl en sus promotores [205, 268].

Ma y Liu (2010) analizaron los promotores de alrededor de 200 genes
sobreexpresados bajo estrés por etanol en varios trabajos de transcriptomica y
observaron que casi un 30% de ellos estaban regulados por los tres factores de
transcripcion (Figura 1.16). El mutante de delecion de HSF1 reprime la expresion
de genes diana inducidos por etanol [269] y el factor de transcripcion Msn2p esta
aceptado como regulador positivo de HSP12 y muchos genes HSP para mejorar
la tolerancia a etanol [270, 271], por lo que su sobreexpresion aumenta la
tolerancia a etanol [272]. Ademas, una mutacién doble msn2/msn4 provoca una
hipersensibilidad a etanol [74]. Ma y Liu (2010) observaron ademas un aumento
en la expresion del gen MSN4 a lo largo del tiempo distinta a MSN2, HSF1 y
YAP1, sugiriendo un papel clave de Msndp en la respuesta dindmica a la
tolerancia a etanol distinta a Msn2p [205].

Msn2/4p (134)

%
A

Hsf1p
(105)

(102)

Figura 1.16. Diagrama de Venn mostrando factores de transcripcion compartidos entre
distintos genes sobreexpresados bajo estrés por etanol. Los datos han sido tomados de
distintos estudios transcriptémicos [118, 148, 159, 205, 234, 238].
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Como comentédbamos anteriormente, el estrés oxidativo es un efecto mas del
estrés por etanol. Yaplp es un factor de transcripcion clave para la tolerancia a
estrés oxidativo [112, 113], uniéndose a los motivos TTASTMA y TTAGTMAGC
de los promotores de genes inducidos por etanol. Bleoblanca y col. (2013)
observaron como el estrés por etanol y el oxidativo producian una rapida
acumulacién de Yaplp en el nicleo en cepas de laboratorio y cerveceras,
activando las defensas antioxidantes [273]. Aunque las funciones de Yaplp en la
tolerancia a etanol no estan por ahora bien documentadas.

Aunque Hsflp se aislo originariamente como un factor de transcripcion de
choque térmico, responde a una gran variedad de condiciones estresantes,
incluyendo altas temperaturas, estrés oxidativo, deficiencia de glucosa y estrés
por etanol [274, 275]. Hsflp se encuentra constitutivamente en el nicleo, donde
esta unido a los elementos de choque térmico (HSE), y juega un papel esencial
en la proliferacion celular, incluso en condiciones normales de crecimiento. En
respuesta a estrés, sin embargo, Hsflp se activa mediante un cambio
conformacional e induce la transcripcién de cientos de genes diana relacionados
con el plegamiento de proteinas, detoxificacion, generaciébn de energia,
metabolismo de carbohidratos y organizacion de la pared celular [276]. Mutantes
de HSF1 muestran, por lo tanto, fenotipos pleiotrépicos y sensibilidad a la
temperatura. Existen evidencias de que el etanol activa a Hsflp [277] y ademas,
se ha observado que un mutante de delecion HSF1 reprime genes diana
inducidos normalmente por etanol [269]. Ademé&s de las HSPs, Hsflp también
puede regular la expresién de otros genes de estrés, como la oxidorreductina de
reticulo endoplasméatico ERO1, sobreexpresada por Hsflp bajo estrés por etanol
[269].
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8. Respuestas moleculares de sefializaciéon ante estrés por
etanol en S. cerevisiae.

Aunque la respuesta de la levadura a estrés por etanol est4 asociado con
mecanismos de respuesta general a estrés, estudios en esta area han
identificado nuevas respuestas especificas a etanol [278, 279]. Takemura y col.
(2004) observaron que el estrés por etanol, asi como el estrés por calor, provoca
una exportacion selectiva de mRNA con el fin de adaptarse rapidamente al estrés
[278]. Bajo estrés por calor, los transcritos inducidos por estrés como los RNAs
mensajeros de las HSPs se exportan eficientemente al citosol, mientras que la
mayoria de mRNA poliadenilado se acumula en el nucleo, dando prioridad a la
traduccion de estas proteinas y, por tanto, una produccion urgente de HSPs. En
presencia de concentraciones mayores del 6% de etanol, la mayoria de mRNA
poliadenilado también quedd retenido en el nucleo.

Los autores encontraron que la localizacion nuclear de la helicasa de RNA Rat8p,
gue facilita la liberacién de mRNA poliadenilado al citoplasma y que se encuentra
en la cara citoplasmética de la envuelta nuclear, cambio rapida y reversiblemente
en respuesta a estrés por etanol, acumuldndose en el ndcleo y reteniendo el
MRNA poliadenilado en su interior. Esta acumulacion de Rat8p en el nucleo no
se observa tras la exposicion a choque térmico o estrés osmoético, sugiriendo que
el cambio en la localizacién de Rat8p es una respuesta especifica del etanol para
regular la exportacién de transcritos al citoplasma [278].

En otro estudio, Betz y col. (2004) identificaron una proteina, Asrlp (Alcohol
Sensitive Ring/PHD finger 1 protein), que en condiciones normales viaja de forma
constitutiva entre el ndcleo y el citoplasma, pero que se acumula en el ndcleo
exclusivamente bajo estrés por etanol [279] y proponen que Asrlp puede estar
funcionalmente unido a un sistema de sefializacion que percibe cambios en la
fluidez de la membrana, aunque no actuaria como factor de transcripcién ya que
no presenta dominios de union a DNA y su acumulacién nuclear se deberia a una
inhibicion de la exportacion nuclear por homo o heterodimerizacion, que ocultaria
las sefiales de exportacion de Asrlp. lzawa y col. (2006) confirmaron la
localizaciéon nuclear de Asrlp durante estrés por etanol, pero no pudieron
detectar los efectos de una deficiencia en ASR1 en la vinificacion y en la
produccién de sake, ni la hipersensibilidad en mutantes ASR1 al etanal,
concluyendo que Asrlp no es importante en el estrés por etanol y sugiriendo que
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la acumulacion de Asrlp en el nacleo se debe a un fallo en la maquinaria de
exportacion nuclear bajo condiciones de estrés [280].

Recientes descubrimientos de Daulny y col. (2008) demostraron que Asrlp es
una ligasa de ubiquitina que se une directamente a la RNA polimerasa Il y
ubiquitina dos subunidades de la enzima, Rpbl y Rpb2 provocando la liberacién
del heterodimero Rpb4/Rpb7 e inactivando su funcion. Estos datos apoyan la
importancia de la ubiquitinacion en la maquinaria transcripcional y por ende, la
actividad génica, pero no relacionan a Asrlp con la tolerancia a etanol,
necesitandose mas estudios sobre la relacion exacta entre la funcion de Asrlp y
la respuesta a estrés por etanol [281].

9. Genomica funcional y analisis del transcriptoma de la
respuesta a etanol en S. cerevisiae.

La aparicion de la tecnologia de matriz génica y la disponibilidad de una
coleccion de mutantes de delecion han permitido hacer estudios globales sobre
la respuesta celular a distintos estimulos externos [79]. Los siguientes apartados
son un resumen de aquellos estudios llevados a cabo utilizando esta tecnologia y
sus respectivos resultados en el campo de la respuesta a etanol.

9.1 Analisis de gendmica funcional en la tolerancia a etanol en S.
cerevisiae.

La finalizacién del proyecto de secuenciacién del genoma de S. cerevisiae en
1996 [17], dio lugar al desarrollo de colecciones de mutantes de delecion en las
cepas BY4743 (diploide homozigota) y en la BY4741 (haploide), ambas
descendientes de la cepa de laboratorio S288C. Estas colecciones de mutantes
de delecién se construyeron reemplazando las distintas pautas de lectura
abiertas (ORFs) con un casete portador del gen de resistencia a la geneticina
(KanMX). Estas colecciones permitieron la identificacion de genes clave en la
tolerancia a etanol. En la tabla 1.4 se muestran aquellos genes més frecuentes
cuya delecion otorgaban fenotipos sensibles tras un choque por etanol en varios
estudios [59, 223, 225, 231, 232, 244, 282-284]. Los 897 genes observados a lo
largo de los trabajos citados se encuentran en la tabla suplementaria S1.
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Tabla I.4. Genes identificados requeridos para la supervivencia bajo estrés por etanol. La
tabla muestra los genes mas frecuentes asociados a tolerancia a etanol, los recuadros en
rojo muestran en que trabajos aparecen. La funcion celular de cada uno de ellos se
encuentra detallada en la tabla suplementaria S2.

Ku[lc:)glta thgla V\égrnst Kumar | Yoshikawa | Auesukaree Teixeira
GEN éoo:i) (éooe') y col y col. y col. y col. y col.
(2006) (2008 (2008) (2009) (2009)
ARD1 \

ATP15

BEM2
BRO1
BUB1
BUD27
CUP5
CWH36
DOA4
GCN5
GIM4
GIM5
PAC10
PEP3
RAD27
RPB9
SEC66
SIT4
SLG1
SMI1
SNF7
SNF8
SOD2
SRB2
SSD1
STP22
THP2
TOM5
TPD3
TPS1
TRS33
UMEG
VMA21
VMA22
VMAG
VMAS8
VPS20
VPS34
VPS36
VPS4
YKLO37
W

i 1
| WL

5
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Los primeros estudios de gendmica funcional en la tolerancia a etanol se
remontan a los estudios de Takahashi y col. (2001) a partir de una coleccion de
7000 mutantes generados por transposones en la cepa YPH499 [284]. Los
autores seleccionaron cinco mutantes que no crecian en presencia de un 6% de
etanol y que correspondian a mutaciones en los genes: BEM2, PAT1, ROM2,
VPS34 y ADA2. Es importante destacar que el gen BEM2 también result6 ser un
gen esencial en la tolerancia a etanol en otros trabajos sucesivos en los cuales
se utilizaron cepas distintas [59, 223, 225].

En la tabla I.5 se resumen las principales funciones de estos cinco genes. Los
autores admitieron que el numero de genes relacionados con la tolerancia a
etanol debia ser mayor pero su estudio requeriria un analisis de por lo menos
35000 mutantes para cubrir todo el genoma de la levadura.

Tabla I.5. Genes observados en los estudios de Takahashi y col. (2001) cuya mutacion
provoca sensibilidad a etanol.

Gen Funcién

BEM?2 Organizacion del citoesqueleto, y morfogénesis celular. Requerida
para la aparicién de la yema.
Proteina asociada a la topoisomerasa Il, requerido para la

PAT1 transmisién de cromosomas.

ROM?2 Factor de intercambio GDP/GTP para Rholp yRho2p
Sintesis del fosfatidilinositol 3-fosfato. Relacionada con la

VPS34 localizacién de proteinas vacuolares, endocitosis y formacion de
cuerpos multivesiculares.

ADA2 Acetilacion de histonas.

De forma alternativa, también se han hecho estudios de sensibilidad a etanol
a partir de las colecciones de mutantes de la cepa diploide BY4743 y sus
derivados haploides BY4741 y BY4742 [59, 223, 225, 231, 232, 244, 282, 283].
Kubota y col. (2004) identificaron un total de 256 genes esenciales para la
tolerancia a etanol en la cepa haploide BY4741 bajo un 11% de etanol. Entre
ellos se encontraban genes relacionados con la biosintesis, ciclo celular,
citoesqueleto, mitocondria, morfogénesis, unién a &acidos nucleicos, actividad
proteasa, vacuola, transduccién de sefiales, transcripcion y transporte. Los
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autores ademdas observaron como el etanol es capaz de perturbar el
citoesqueleto de F-actina y retrasar ciclo celular, aumentando en el tamafio
celular [59].

Fujita y col. (2006), a partir de coleccién de mutantes en la cepa diploide
BY4743, detectaron 137 genes cuya delecién conferia sensibilidad a un 10% de
etanol. Aquellos genes relacionados con la V-ATPasa eran los mayoritarios,
poniendo de manifiesto una vez la importancia del mantenimiento del pH
intracelular en presencia de etanol [223]. Mas recientemente, Auesukaree y col.
(2009) utilizaron la coleccién de mutantes en la cepa haploide BY4742 bajo un
10% de etanol e identificaron 95 genes relacionados con la V-ATPasa,
biogénesis del citoesqueleto e integridad de la pared celular cuya mutacion
conferian sensibilidad al etanol. Ademas también observaron un solapamiento
parcial entre aquellos genes necesarios para la tolerancia a etanol y aquellos
requeridos para la termotolerancia [282].

Es importante remarcar que la variacion en el nimero y genes identificados
cuya mutacion confiere sensibilidad al etanol es debida probablemente a
diferencias en las cepas y la concentracién de etanol utilizada en los distintos
estudios, asi como la propia variacion introducida en los estudios de goteo en
placa.

Van Voorst y col. (2006) propusieron que el mecanismo de la sensibilidad a
etanol podria ser también dependiente de la concentracién, al observar que
ninguno de los 22 genes mitocondriales sefialados por Kubota y col. (2004) como
esenciales para el crecimiento bajo un 11% de etanol generaban un fenotipo
sensible bajo un 6% de etanol [232].

Una alternativa a este tipo de estudio es un analisis cuantitativo de alta
resolucién midiendo la tasa de crecimiento para cada mutante en presencia y
ausencia de etanol en un medio liquido. Yoshikawa y col. (2009) observaron 446
genes esenciales para la tolerancia a etanol, siendo los mutantes LDB19, MEH1,
PRO2, relacionados con la endocitosis, acidificacion vacuolar y sintesis de
prolina, respectivamente, los mas sensibles al etanol [225].

A pesar de las diferencias en los resultados, es evidente la importancia en el
control transcripcional, remodelacion de la pared celular, biosintesis de
aminodcidos, acidificacion de la vacuola y funcién mitocondrial en la tolerancia a
etanol, asi como la endocitosis y transporte vacuolar en la renovacion y ubicacion
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de proteinas transmembrana y la funcién peroxisomal en la lucha contra ROS y
en la sintesis y degradacion de los fosfolipidos de membrana. En la tabla 1.6 se
presenta una comparacion entre las distintas categorias funcionales obtenidas en
los distintos estudios mencionados.

Tabla I.6. Clasificacién funcional de los genes asociados a tolerancia a etanol a lo largo de
los estudios descritos en la tabla 1.4.

Clasificacion funcional Referencia

Transporte vacuolar/lisosomal [59, 223, 225, 232] [231, 282]

Sefializacion, clasificacion y translocacion de
[59, 225, 231, 232, 282]

proteinas

Homeostasis de protones [59, 223, 283] [282] [231]
Vacuola o lisosoma [59, 231]

Transporte de ATPasas [59, 223, 231, 282]
Biosintesis de triptéfano [59]

Unién a proteinas [59]

Elongacién de la transcripcion [223]

Transporte de cationes (H*, Na*, K*, Ca*",
[223, 231, 282]

NH4"...)

Transporte de electrones [223]
Pared celular [232]
Modificacion por acetilacién, desacetilacion [232]
Mitocondria [225]
Proteinas ribosomales [225]
Ensamblaje de complejos proteicos [225]
Citoesqueleto de actina [231, 282]
Peroxisoma [231]
Actividades de transcripcion general [231]
Endocitosis [231]

Regulacion de compuestos de carbono y [231]
metabolismos de carbohidratos
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Hasta ahora hemos comentado aquellos trabajos en los cuales se estudiaba
la sensibilidad de la levadura frente a un choque por etanol dependiendo de la
delecién de un gen concreto. Sin embargo, recientemente se ha publicado un
estudio llevado a cabo por Walker y col. (2014) en el cual a partir de
fermentaciones experimentales a escala de laboratorio con mutantes de delecion
de la cepa BY4743, determinaron 93 genes esenciales para la fermentacion, a
los que se refieren como “Fermentoma” [285]. Estos 93 genes se compararon
con dos bases de datos distintas, una realizada a partir de la compilacién de
genes relevantes para la fermentacion provenientes de estudios previos y la otra
proveniente de la SGD (Saccharomyces Genome Database). Cabe destacar que
de los 92 genes que conforman el fermentoma, 44 coincidieron con genes de
tolerancia a etanol en estudios previos [223, 231, 232, 282] relacionados
mayoritariamente con acidificacion vacuolar y sintesis de trehalosa, proponiendo
una vez mas la funcién vacuolar como mecanismo clave de la respuesta celular
durante las condiciones de estrés impuestas durante la fermentacion (pH acido,
alta osmolaridad, aumento en la cantidad de etanol y elevada temperatura).

9.2. Expresion génica global bajo condiciones de estrés por etanol.

A lo largo de la pasada década, numerosos estudios transcriptbmicos con
microarrays se han llevado a cabo para comprender un poco mas los
mecanismos de respuesta al estrés por etanol en la levadura, comparando
directamente los transcriptomas de levaduras estresadas y no estresadas
durante una exposicién subletal de etanol en diferentes puntos temporales o a lo
largo de la fermentacién (Tabla 1.7).

60



INTRODUCCION

Tabla 1.7. Estudios sobre expresion génica mediante microarrays relacionados con

tolerancia a etanol en S. cerevisiae. ND: no definido.

Condicién

Etanol

Tomade

Cee il del estudio (%, v/v) muestra i
S288C Laboratorio YPD,28°C 7 0,5h [148]
. YPD,30°C
Siﬁgc La?g(;ﬁ}gm ATJ,30°C 7 0,5h [286]
FY834 Laboratorio Fase
Al Laboratorio VHBDEUAS - exponencial Iz
CGMCC275
8 3 . Fase
2758-1 AR RERE T eE 0 exponencial I8
2758-2
W303-1A Laboratorio  YPD, 30°C 6,5 1lh [236]
UL Industrial WO 0
PE-2 azUcar de 0;3y9h [287]
cafa, 33°C
FY834 Laboratorio o 0; 0,25; 0,5;
IF02347 Sake YPD, 30°C 5 1,152;3h 12?4
PMY1.1 Laboratorio  YNB, 30°C 5 1;3h [159]
Mosto
EC1118 Vinica sintético, 0 Etapas 1-6 [235]
24°C
K9 Sake o Fase
X2180-1A Laboratorio VIR, S0te v exponencial [204]
- Mosto de 24; 48; 60;
VIN13 Vinica uva 0 120: 340 h [234]
W303-1A
CM1 Laboratorio YPD, 30°C 6,5 1h [212]
SM1
. . 2;3;4;5; 6;
o ’ 1 b=l 1
Ky%i' n Sake Mfgf,’g" 0 8;11;14; 17  [288]
dias
S288C Laboratorio  YPD, 25°C 9 2h [253]
S288C Laboratorio . .
YPS163 Roble YPD 5 oI 0% (28]
M22 Bodega oY
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Sus resultados muestran una considerable superposicion entre los datos, con
un gran nimero de genes que se comportan de manera similar frente al agente
estresante. La tabla 1.8 muestra los genes sobreexpresados mas frecuentes en
aquellos trabajos en los que la levadura era sometida a un choque por etanol.
Los restantes genes se encuentras recopilados en la tabla S3.

Aunque los investigadores utilizaron distintas cepas y concentraciones de
etanol, y hay diferencias en cuanto a la expresion de algunos genes individuales,
las categorias GO (Ontologias Génicas) afectadas por el etanol son
comparables. Las categorias GO con una expresion génica aumentada tras un
choque por etanol estaban relacionadas con mecanismos de transporte,
metabolismo de lipidos, respuesta general a estrés, metabolismo de la trehalosa,
homeostasis de iones, ademas de la expresién de un gran nimero de genes
relacionados con el ciclo de los &cidos tricarboxilicos y la glucolisis. Asi mismo, la
célula tendera a reducir la expresion de aquellos genes asociados con procesos
anabdlicos que consumen energia, como sintesis y procesamiento de RNA,
proteinas, metabolismo de aminoacidos y nucleétidos, dando lugar a un aumento
en la fase de latencia [148, 159, 212, 213, 223].

Es importante resaltar en este apartado la importancia del aumento en la
actividad mitocondrial para el suministro de NAD" en la célula para la estimulacion
de la glicolisis, debido probablemente a la disminucién de la tasa de oxidacion del
NADH por la pérdida de acetaldehido a través de la membrana plasmatica
desestructurada por el etanol. El trabajo de Stanley y col. (2010) muestra como
cepas mas tolerantes a etanol presentan un aumento en la actividad mitocondrial
y un restablecimiento del balance redox NAD'/NADH, traduciéndose en la
sobreexprexpresion de genes de la glucolisis, como la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (TDH1) que utilizan el NAD" como cofactor. Este aumento del
flujo glucolitico proporcionara ATP y un suministro de cofactores NADH y
NADPH, claves en el metabolismo y biosintesis de aminoéacidos, lipidos y
nucleétidos. Esta hipotesis seria posteriormente corroborada a través de los
estudios de Yang y col. (2012) y Dinh y col. (2009) [160, 238].

Alexandre y col. (2001) fueron de los primeros en utilizar los microarrays de
DNA para investigar la respuesta de las levaduras frente a estrés por etanol. Tras
media hora de estrés por etanol (7%), los autores encontraron la sobreexpresion
de genes relacionados con la homeostasis de iones, proteccion frente a calor,
sintesis de trehalosa, defensa frente a estrés oxidativo y metabolismo energético.
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Sorprende sin embargo que los autores no detecten sobreexpresion en genes
relacionados con metabolismo de lipidos o remodelacién de la pared celular.

Chandler y col. (2004) ampliaron el trabajo realizado por Alexandre y
colaboradores analizando la expresion génica en distintos momentos del
crecimiento bajo estrés por etanol en la cepa haploide de laboratorio PMY 1.1,
observando que una vez la levadura se aclimata al agente estresante, la
sobreexpresion transitoria de genes relacionados con una amplia variedad de
funciones celulares desaparece, dando lugar a perfiles de expresion similares a
las de una célula no estresada. Los autores postulan asi que la respuesta a un
choque por etanol en la levadura esta mas focalizada en la modificacion celular
(cambio en el metabolismos, estructuras celulares...) que en la detoxificacion del
etanol [159].

El trabajo de Li y col. (2010) al igual que el de Chandler y col. (2004) remarca
la importancia que comprender mejor el comportamiento de la levadura una vez
se aclimata al etanol. Sus resultados muestran como células crecidas con un 7%
de etanol en fase exponencial (y por tanto con un patrén transcripcional estable)
sobreexpresan genes relacionados con la transcripcion, la traduccion, regulacién
de lipidos y sintesis de acidos grasos (FAAl y FAAS3), captacion de ergosterol
(SUT1 y DAN1) y sintesis de inositol (INO1, INO2, INO4 y INM1). Estos
resultados distan parcialmente de los trabajos en los que se estudia la respuesta
inmediata al etanol [148, 212, 253]. Por otro lado también observaron como el
transcriptoma entre las cepas diploide y haploide diferian bajo estrés por etanol,
pudiendo explicar el hecho de que la cepa diploide sea mas tolerante al estrés
[189].
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Tabla 1.8. Genes mas cominmente sobreexpresados en levadura tras choque por etanol
utilizando microarrays de DNA. Los recuadros en rojo muestran su presencia en los
distintos trabajos. La funcion celular de cada uno de ellos se encuentra detallada en la
tabla suplementaria S4.

Alexandre Chandler Fujita Li Stanley
GEN y col. y col. y col. y col. y col.
(2001) (2004) (2004) (2010) (2010)

ARG4
CIT2
CTT1
DAK1
DDR2
DLD3
ERO1
GLK1
GPM2
GRES3
GRX1
GSP2
GSY2
HOR?7
HSP104
HSP12
HSP26
HSP30
HSP31
HSP78
HSP82
HXK1
OPI3
PBI2
PGM2
PIC2
PYC1
SNZ1
SPI1
SSA4
TDH1
UBI4
YGP1
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Finalmente, para terminar con este punto es importante mencionar que
aungue nos hemos centrado en los estudios con microarrays debido a la tematica
de la presente tesis doctoral, cada vez son mas numerosos los trabajos en los
cuales se utilizan otros mecanismos de analisis del transcriptoma, tales como los
loci de caracteristicas cuantitativas (QTLs), que se basan en el estudio de
regiones cromosomicas que contienen genes que influyen en un determinado
rasgo cuantitativo [290] o gRT-PCR, permitiendo identificar nuevos genes
candidatos para la tolerancia a etanol [205].

Todos estos estudios han proporcionado valiosa informacion en la respuesta
celular al etanol, indicando que la tolerancia al etanol es una respuesta muy
dinamica, compleja y que relaciona muchos aspectos del metabolismo celular.
Bien es sabido que el etanol induce genes con mas de una funcion por lo que se
hace imprescindible revisar el concepto tradicional de “un gen una funcién”, no
pudiendo pasar por alto la complicada interaccion entre genes al diseccionar los
mecanismos de tolerancia a etanol en las levaduras.

10. Mejora de la tolerancia a etanol en S. cerevisiae.

Uno de los factores més importantes para la produccion de etanol es que la cepa
presente altos rendimientos de etanol en presencia de altas dosis en el medio del
estresante. El desarrollo de este tipo de cepas presenta un gran valor econémico
para las industrias relacionadas con la fermentacién, destilacién y refinacion del
etanol, por lo que se han llevado a cabo numerosos estudios para la obtencion
de cepas mas resistentes al etanol.

Aunque la gendmica funcional y el analisis de expresién global han
identificado cientos de genes relacionados con la tolerancia a etanol en S.
cerevisiae, existen numerosas publicaciones basadas en técnicas en ingenieria
evolutiva para mejorar esta caracteristica. Por ejemplo la adaptacion progresiva a
etanol y tratamientos de congelacién/descongelacion permiten aumentar los
niveles de tolerancia al etanol en comparacién con los parentales [291]. La
manipulacion de un Unico gen también se utiliza como sistema para mejorar la
tolerancia a etanol, en la tabla 1.9 se identifican algunos genes asociados a este
fenotipo.
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Tabla 1.9. Genes cuya manipulacidon genera un aumento en la tolerancia a etanol en S.
cerevisiae.

GEN Funcion Estrategia Finalidad Ref
Degradacion de RNA Reducir los niveles de
AR trehalosa antisentido degradacion de trehalosa [292]
TRP1-5 Blos_lnt,e3|s de s Aumenta_r Iqs niveles de [224]
triptéfano triptéfano
TAT? Per_me,asa de s Aumenta_r Iqs niveles de [224]
triptéfano triptéfano
Biosintesis de Aumento de acido oleico y
SR fosfolipidos il remodelacion de la pared celular g
GAL6 Res_pl_ersta a MN Aument_q de &cido oleico y [293]
antibigticos remodelacion de la pared celular
MPR1 Protepmon fre_nte s Dlsmlnuuo_n los niveles de ROS [149]
estrés oxidativo intracelular

S: Sobreexpresion; MN: Mutacién nula

Otro método alternativo para generar cepas tolerantes al etanol es la
ingenieria de magquinaria de transcripcion global en la cual se crean distintas
copias mutadas al azar de un factor transcripcional general para seguidamente
introducirlas en la levadura y seleccionar el fenotipo deseado.

Esta aproximacion fue utilizada por primera vez para crear una cepa tolerante
al etanol a partir de mutaciones en el gen SPT15, que codifica un factor
transcripcional esencial de union a TATA [294]. Aunque afios mas tarde se
confirmé que ese mutante (spt15-300) era mas tolerante al etanol por una mayor
captacion de leucina en un medio pobre en nutrientes y su uso por tanto no era
una opcién en condiciones industriales [295], las mutaciones en SPT15 alteran el
perfil transcriptémico de la levadura, induciendo la expresion de distintos grupos
de genes. Yang y col. (2011) obtuvieron de una forma similar a la de Alper y col.
(2006) cinco cepas con una mayor tolerancia y rendimientos de etanol en un
medio rico y que generaban un 25% mas de etanol que su cepa parental [244].

Especial menciéon merece un estudio publicado recientemente por Lam y col.
(2014) en el cual muestran que un aumento en el pH y el potasio (K*) extracelular
al medio genera un incremento en la actividad de las bombas de exportacién de
H" y de importacion de K", mejorando la tolerancia a alcoholes superiores y
etanol bajo condiciones industriales [296]. Esta sobre regulacion de las bombas
de K"y H" mejor6 incluso el rendimiento de etanol en la cepa de laboratorio
S288C, presentando titulos de etanol practicamente idénticos a dos cepas
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industriales. Los autores sugieren en su trabajo un modelo de toxicidad en que
los alcoholes no afectan a la viabilidad a partir de concentraciones umbral que
solubilizan la membrana plasmatica, sino que concentraciones mas bajas
aumentan la permeabilidad de la membrana plasmatica y disipa el gradiente
ibnico de membrana, empleado en muchos procesos de intercambio
célula/ambiente. Este gradiente iénico se desequilibraria cada vez méas conforme
se acumula el etanol por la fermentacion, requiriendo una cantidad de energia
cada vez mayor para restablecer el equilibrio i6nico (200-300 mM de K"y pH 7).
Este trabajo abre las puertas a la posibilidad de modificar genéticamente la
levadura para reforzar la actividad de las bomba de potasio (TRK1p) y H'-
ATPAsa (Pmalp) y aumentar el rendimiento en la fermentacion, sin tener que
alterar el medio de crecimiento.
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OBJETIVOS

Los mecanismos de tolerancia a etanol han sido ampliamente estudiados en la
levadura Saccharomyces cerevisiae debido a su importancia en el sector
industrial de bebidas fermentadas y obtencién de biocombustibles, siendo las
cepas de laboratorio las més utilizadas en los estudios experimentales. A pesar
del gran numero de estudios llevados a cabo, nuestra comprension de la
respuesta transcripcional y fisiologica al etanol continia siendo limitada debido al
uso de cepas no adecuadas para este fin y la gran disparidad en las condiciones
utilizadas. Ademas se ha dejado de lado el estudio de ciertas rutas de respuesta
a estrés en levaduras, como la respuesta a proteinas desplegadas (UPR), cuya
activacion puede proporcionarnos nuevas revelaciones en el comportamiento de
las levaduras frente al etanol. Por todo ello, se consideraron los siguientes

objetivos principales:

1. Comprender las bases genéticas que explican las diferencias adaptativas bajo
estrés por etanol entre cepas de la misma especie de Saccharomyces cerevisiae
aisladas de distintos procesos fermentativos y con diferencias de tolerancia al

etanol.

1.1. Analisis transcriptomico de la respuesta a etanol tanto en etapas

tempranas como tardias del estrés.

1.2. Identificacion de genes no relacionados anteriormente con tolerancia

a etanol.

1.3. Estudio de la relacién entre tolerancia a ambientes acidos y el

etanol en diferentes cepas de S. cerevisiae.

2. Estudiar el papel de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) en S.

cerevisiae en presencia de etanol.

2.1. Estudio de la activacion de la UPR en S. cerevisiae y su

importancia en la tolerancia a etanol.

71



OBJETIVOS

2.2. Determinacién de las causas de activacion de la UPR tras estrés

por etanol en levaduras.

3. Estudiar el grado de activacion de la UPR tanto dentro de la especie S.
cerevisiae como en especies poco adaptadas al etanol, como S. paradoxus, S.

uvarum y S. kudriadzevii.

3.1. Andlisis de la relacion entre activacion de la UPR y la tolerancia a
etanol dentro del género Saccharomyces.

3.2. Analisis de la variabilidad en la activacion de la UPR entre cepas
de S. cerevisiae de origen natural y de ambiente fermentativo.

3.3. Andlisis de la secuencia aminoacidica del factor de transcripcion
Haclp en el género Saccharomyces.

Con el fin de cumplir los objetivos citados, el proyecto fue dividido en tres

capitulos conforme al siguiente esquema:

CAPITULO 1. Estudio transcripcional de las diferencias adaptativas bajo estrés
por etanol en cepas de Saccharomyces cerevisiae aisladas de fermentaciones

tradicionales.

CAPITULO 2. Estudio de la activacion y causas de la respuesta a proteinas

desplegadas (UPR) en Saccharomyces cerevisiae frente a estrés por etanol.

CAPITULO 3. Relacion entre la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) y la
tolerancia a etanol en levaduras del género Saccharomyces.
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1. Cepas de levaduras.

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en los andlisis de expresion global, CECT
10094 y Temohaya-26, pertenecen a nuestra coleccion y fueron aisladas de vino
de flor y de fermentacion del agave, respectivamente. La cepa de laboratorio
parental BY4743 (MATa/MATa his3A0/his3A0; leu2A /leu2A0; metl5A0/MET15;
LYS2/lys2A0; ura3A 0/ura3A0) y 38 mutantes derivados de ella se utilizaron para
la tolerancia a etanol en ensayos de goteo en placa. La cepa parental BY4741
(MATa; his3A1; leu2A0; metl5A0; ura3A0), el mutante de delecion Ahacl y la
cepa sobreexpresante Haclp se utilizaron en los estudios del papel de Haclp en
la resistencia a estrés por etanol. Las cepas utilizadas en el estudio de
correlacién entre los distintos estresantes y la relacion entre tolerancia a etanol y
respuesta a proteinas desplegadas pertenecen, en parte, a propia coleccion,
mientras que la cepa YPL0O04 (KAR2-GFP; UPR-mCherry) nos fue
generosamente donada por el Dr. Eric Lee Snapp (Escuela Albert Einstein de
Medicina, Universidad Yeshiva, NY.USA). Las cepas utilizadas a lo largo de la
presente tesis se encuentran reflejadas en la tabla M1.

Tabla M1. Cepas de levadura utilizadas en el presente proyecto.

Nombre de la cepa Origen Especie| Fuente
60 * Aislado clinico (Espafia) S.c C(;I;C;fn

BMV58 © +pPM47-KanMX6 & Ferm‘zgt;ﬁg)v"”ica S.u Esta tesis
BY4741 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf

BY4741 + pRS426 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4741 eroGFP Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4741 AHAC1+ pRS426 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4741 + pRS316-GFPAtg8 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4741 AHAC1+ pRSHACL1 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
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BY4743 * Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 + pMCZ-Y Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4743 AADE4 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AARF1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AATP1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ABUG1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ACIR1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ACTR2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ADOS2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AERP2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AFAT1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AFMP34 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AHAL1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AHLJ1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AHSP31 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ALHS1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AMPD1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ANCAS3 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 APHB2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 APIC2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 APIN3 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 APUT4 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AQCR6 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf

76




MATERIAL Y METODOS

BY4743 ARGI1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ARVS161 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ASAT4 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 ATHI12 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AVMAS8 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYCR0O16W Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYDR026C Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYILO60OW Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYKR023W Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYLR297W Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYPR148C Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AMSN2 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AMSN4 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AGCN4 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AHACL1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AIRE1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf
BY4743 AYAP1 Cepa de laboratorio S.c Euroscarf

CECT 11001 * Cerveza Lager (Bélgica) S.c CECT
CECT 12600 +pPM47-KanMX6 g Mistela (Espafia) S.u Esta tesis
CECT 1939+ pPM47-KanMX6g Suelo (Sudéfrica) S.p Esta tesis

CECT 1942 * Cer"ez‘; :ji)(Paises S.c CECT
CECT 1942 + pPM47-KanMX6 Cervezz Q.L;Pa"ses S.c Esta tesis
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CHRY * o corteza d% roble S c Colecc?lon
(Espafia) propia
CHR9+ pPM47-KanMX6 g Suelo forestal (Hungria) S.c Esta tesis
CHR96.2 * o Corteza d? roble S ¢ Colecc_lon
(Espafia) propia
CHR96.2 + pPM47-KanMX6 & Corteza de roble S.c Esta tesis
(Espafia)
CPET7 * o Fermerjtacmn cafia de S ¢ Colecqon
azucar (Brasil) propia
CR89+ pPM47-KanMX6 & Roble (Espafa) S. k Esta tesis
D14 * o Suplemento alimenticio S.c Colecqon
propia
EC1118°" Champan (Francia) S.c Coleccion
propia
EC1118"+ pPM47-KanMX6 & Champan (Francia) S.c Esta tesis
GB Flor-C * o Fermentacmln vinica S ¢ Colecqon
(Espafia) propia
Lalvin T73¢ *% Fermentamcln vinica S ¢ Colecqon
(Espafia) propia
Lalvin T73%+ pPM47-KanMxeg, | ' ormentacion vinica S.c Esta tesis
(Espafia)
CECT 10094 * o Vino de flor (Espafia) S.c Colecc_lon
propia
CECT 10094 + pPM47-KanMX6g Vino de flor (Espafia) S.c Esta tesis
RVAS* o Fermentamcin vinica S ¢ Colecglon
(Espafia) propia
Temohaya-26 * o Fermentagmlon Agave S ¢ Colecglon
(México) propia
Temohaya-26+ pPM47-KanMX6g Fermenta}m.on Agave S.c Esta tesis
(México)
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UWOPSO05 227.2 + pPMA47- . . .
KanMX6s, Abeja (Malasia) S.c Esta tesis
. lecci6
w303 * Cepa de laboratorio S.c co ecc_lon
propia
BY4741 AERG2 + pPM47 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
BY4741 + pPM47 Cepa de laboratorio S.c Esta tesis
YPL0OO4 Cepa de laboratorio S.c Prof. Erik L.
Snapp

¢ Cepa comercial.

(*) Cepas utilizadas en experimentos de correlacion entre tolerancia a estrés por

etanol (14% v/v) y otros estreses.

() Cepas utilizadas en experimentos de correlacion entre tolerancia a estrés por
etanol (10% v/v) e intensidad de la respuesta UPR.

(o) Cepas utilizadas en experimentos de correlacion entre tolerancia a pH acido y

estrés por etanol (10% v/v).

NCYC: Coleccion Nacional de Cultivo de Levaduras (UK).

CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (ES).

S.c: Saccharomyces cerevisiae; S.u: S. uvarum; S.k: S. kudriavzevii; S. p: S.

paradoxus.
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2. Medios de cultivo.

Todos los medios se esterilizaron por autoclave a 121°C durante 20 minutos a
menos que se especifiquen otras condiciones.

2.1. GPY (Extracto de Levadura Glucosa Peptona).

Glucosa 209
Peptona 59
Extracto de levadura 59
Agar * 209

Agua destilada 1000 mL

Llevar el pH hasta 6,5. En los estudios de correlacion entre acidez y tolerancia a
etanol se disminuy6 el pH con HCI hasta 3,5.

* Preparacion de GPY solido: Una vez el medio alcanza los 70°C, puede
verterse en condiciones estériles directamente en placas Petri, alcanzando 1/3 de
su capacidad.

En el caso de utilizacion de GPY con antibidtico (G418) esperar a que la
mezcla haya alcanzado los 55°C y afiadir el antibidtico a una concentracion final
de 200 pug/mL. Estas placas con antibiético suelen ser estables unos 2-3 a 30°C.
Para evitar la presencia de falsos positivos es preferible resembrar las células
crecidas en nuevas placas frescas.

En el caso de afiadir etanol al medio habra que esperar a que el medio esté lo
suficientemente frio como para evitar al maximo la evaporacion del alcohol sin
gue llegue a solidificar ya que el reparto del etanol por la placa no seria uniforme.

2.2. Medio SC.
Glucosa 209
Yeast Nitrogen Base sin aa’s 6.79
(con sulfato de amonio)

Suplemento medio completo 0,699

(CsSM)
Agar * 2049
Agua destilada 1000 mL
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2.3. Medio SD-Ura.

Glucosa 209
Yeast Nitrogen Base sin aa’s 6.79
(con sulfato de amonio)
Drop-out-Ura 0,779
Agar * 2049
Agua destilada 1000 mL
2.4. Medio SD-Ura-His.
Glucosa 209
Yeast Nitrogen Base sin aa’s 6.79
(con sulfato de amonio)
Drop-out-Ura-His 0,759
Agar * 2049
Agua destilada 1000 mL
2.5. Medio LB.
Triptona 10g
Extracto de levadura 59
Cloruro de sodio 10g
Agar * 209
Agua destilada 1000 mL

Ajustar el pH del medio a 7 antes de autoclavar.

En el caso de afiadir antibiético esperar a que el medio alcance los 55°C para
evitar su degradacion. La concentracion final de ampicilina en el medio es de 100
pg/mL.

2.6. Medio SOC.

Triptona 20 g
Extracto de levadura 59
NaCl 0,584 g

KCI 0,186 g

MgSO, 2449
Glucosa 3,69

Agua destilada 1000 mL
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Ajustar el pH del medio a 7 antes de autoclavar. Los componentes del medio no
deben autoclavarse juntos ya que la alta temperatura puede causar que la
glucosa reaccione con los aminoacidos y pierda propiedades por lo que es
recomendable afadir la glucosa una vez el medio esté autoclavado hasta obtener
una concentracion final de 20 mM, la solucién stock de glucosa se filtrara
previamente con un filtro de 0.22 pm.

2.7. Medio LB ampicilina + X-GAL + IPTG.

Se prepara del mismo modo que las placas sélidas de LB con ampicilina pero
una vez solidificadas afiadiremos 40uL de IPTG (stock 0,1M) y de X-Gal (stock
20mg/mL en DMSO) en la superficie de la placa ayudandonos de un asa de
siembra y las dejaremos secar 30 minutos.

3. Oligonucleadtidos.

Los oligonucledtidos utilizados en la presente tesis fueron sintetizados por la
casa comercial Isogen Life Science, y se disefiaron a mano, midiendo sus
caracteristicas a través de la herramienta web Oligo Calc. Las secuencias,
escritas en orientacion 5’-3’, y su uso concreto, se describen en la Tabla M2.

Tabla M2. Oligonucledtidos utilizados durante la presente tesis.

Oligo Secuencia Utilizacion
GAGCCCCCGATTTAGAGCTTGA | Amplificacién del promotor y gen de HAC1 de
HAC1-F CGGGGAAAGCCGGAAAATGCTT la cepa CECT 10094 para la obtencién del
GATGAGTTAG plasmido pRS-HACL1 y secuenciacion.
CAATTAACCCTCACTAAAGGGA Amplificacién del promotor y gen de HAC1 de
HAC1-R ACAAAAGCTGGTCATGAAGTGA la cepa CECT 10094 para la obtencién del
TGAAGAAATC plasmido pRS-HAC1 y secuenciacion.
CTTAACCCAACTGCACAGAACA
KanMX-F AAAACCTGCAGGAAACGAAGAT Amplificacién del gen KanMX6 para la
anMX-
AAATCATGGTACGCTGCAGGTC obtencién del plasmido pPM47-KanMX6
GAC
GCTCTAATTTGTGAGTTTAGTAT L
Amplificacién del gen KanMX6 para la
KanMX-R ACATGCATTTACTTATAATACAG
obtencién del plasmido pPM47-KanMX6
TTTTACTAGTGGATCTGATATC
CompHAC o o
LF CCAAGGCTTTAACTCAGTGTC Secuenciacion HAC1 en plasmido pRS-HAC1
HACIN-R CCAATT GTC AAG ATC AAT TG Secuenciacion HAC1 en plasmido pRS-HAC1
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K2 GGGACAATTCAACGCGTCTG Comprobacién plasmido pPM47-KanMX6
K3 CCTCGACATCATCTGCCC Comprobacién plasmido pPM47-KanMX6
M13-F GTAAAACGACGGCCAG Comprobacion plasmido pPM47-KanMX6
M13-R CAGGAAACAGCTATGAC Comprobacion plasmido pPM47-KanMX6
ACS1-F ATCCAATTGTGGCCGAGTGT Comprobacién microarrays RT-qPCR
ACS1-R GTTGCGGTGGACCAACTAGA Comprobacion microarrays RT-qPCR
Comprobacion microarrays RT-qPCR y
ERO1-F TGAAGGAGGCAGGCAAATCG expresion tras exposicion a etanol por RT-
gPCR
Comprobacion microarrays RT-qPCR y
ERO1-R TACCGTTAGAGGGCCTTGGA expresion tras exposicion a etanol por RT-
gPCR
OPI3-F CCCATGTACCAGGGTTCCAC Comprobacién microarrays RT-qgPCR
OPI3-R TGGCCTTATCACGGTTAGCG Comprobacién microarrays RT-qgPCR
TFS1-F TACGAAGGGCTCGAACACAC Comprobacién microarrays RT-qgPCR
TFS1-R ACATATCTGTGGGGACCGGA Comprobacién microarrays RT-qgPCR
ALD4-F GGCTGCTGGTATTCACACCT Comprobacion microarrays RT-gPCR
ALD4-R ACATTTCCCTGCCCAAACCA Comprobacion microarrays RT-gPCR
HSC82-F ACTCTGCCTTCGCTAAGAACAT Comprobacion microarrays RT-gPCR
HSC82-R GGCGTCCAAGAATGGAGACT Comprobacion microarrays RT-gPCR
HACL-F Ver expresion tras exposiciéon a etanol por
GTACAATGGAGCCTGCGACT RT-gPCR
Ver expresion tras exposicién a etanol por
HAC1-R GGCCACCGCATCAAACAAAT
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicién a etanol por
HLJ1-F ATTTGGGCCTTCTGCTTCCA
RT-gPCR
SPHAC1-F AGGAAAAGGAACAGCGAAGG Comprobacion del splicing de HAC1
SPHAC1-R | TTCAAATGAATTCAAACCTGACT Comprobacion del splicing de HAC1
Ver expresion tras exposicion a etanol por
HLJ1-R TGCTTGTTGTTGCTGCTGTC
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
LHS1-F GCTCGTCAGGAGTTGCGTAT
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicién a etanol por
LHS1-R AGTAAAAGCCAAACGGCTGC
RT-gPCR
MPD1-F CCCCCAATGAGGGTCCTTTT Ver expresion tras exposicion a etanol por
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RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
MPD1-R TCGTCGTGCTTGTTTCCTGA
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
IRE1-F AAGGCATCCGTTGTTTTGGC
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
IRE1-R AGTCAGAACCGGCGTCAAAT
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
ITR1-F GCAACTGCTACAAACTGGGC
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
ITR1-R TCCCGCGAAAAAGGCAAATG
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicion a etanol por
INO1-F AGAGATTGCTCCTTCCACGA
RT-gPCR
Ver expresion tras exposiciéon a etanol por
INO1-R ACTTGGTTTGTCCCGACTTG
RT-gPCR
Ver expresion tras exposicién a etanol por
ITR2-F TTTATGCCCTCGGTATCGGC
RT-gPCR
Ver expresion tras exposiciéon a etanol por
ITR2-R GCAGTAGCGTAGGATGTCCC

RT-gPCR
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4. Plasmidos utilizados.

A lo largo de la presente tesis se han utilizado distintos plasmidos para lograr los
objetivos propuestos, en la tabla M3 se muestra la relacion de plasmidos
utilizados. Aquellos creados en el laboratorio seran descritos més detalladamente

en el punto 4.1.

Tabla M3. Plasmidos utilizados en la presente trabajo.

Nombre Descripcion Referencia
ori(f1) - lacZ — promotor T7 - MCS (Kpnl-Sacl)
- T3 promoter - lacl - ori(pMB1) - ampR - ori (2
PRS426 micron) - URA3. [297]
ori(pMB1) - ampR - ori (2 micron) - URA3-
pRS-HAC1 * Promotor y gen HACL1 de la cepa de Este estudio
Saccharomyces cerevisiae CECT 10094.
AXUPRE-mCherry - CEN/ARS - URA3 — ampR
pPM47 - ori(f1) - ori(pMB1). [298]
PMA47- 4AXUPRE-mCherry - CEN/ARS — KanMX6 —
KZmMXG . ampR - ori(f1) - ori(pMB1). Este estudio
Ori (f1) - ori(pMB1) - EroGFP - CEN/ARS -
pPM28 URA3 — AmpR [298]
IE;AI\?;6 AmpR — KanmMX- Ori [299]

* Plasmidos creados en nuestro estudio.

4.1. Obtencién de los plasmidos.

4.1.1. pRS-HACL1.

Se procedi6 a amplificar la region promotora y del gen HAC1 de la cepa tolerante
al etanol CECT 10094 con los siguientes cebadores, ambos conteniendo colas
complementarias (en negrita) a los extremos de los sitios de restriccion Sacl/Nael
(Takara Bio Inc. Japon) del vector multicopia pRS426:

85



MATERIAL Y METODOS

HAC1-F:
GAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGAAAATGCTTGATGAG
TTAG

HAC1-R:
CAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTCATGAAGTGATGAAGAA
ATC

La amplificacion se llevo a cabo con la polimerasa de alta fidelidad “Phusion
High-Fidelity DNA polymerase” (Thermo Scientific, UK) de acuerdo con las
siguientes condiciones:

98°C 30s

98°C 10s

60°C 25 5 30 ciclos
72°C 1 min

72°C 10 min

La recombinacién homéloga entre el amplificado de 1,7 Kb y el plasmido
digerido se llevé a cabo dentro de la cepa BY4741 mediante la transformacion
por acetato de litio [300], seleccionandose los transformantes en medio SD-Ura.
Los plasmidos se extrajeron de las colonias positivas y se extrajeron de acuerdo
a Robzyk, K y Kassir, Y. (1992) [301], se amplificaron en células
electrocompetentes Escherichia coli DH10B mediante electroporacion,
preparadas previamente de acuerdo a Sambrook J. y Russell D. (2001) [302] y se
hicieron crecer en un medio LB con ampicilina + X-Gal + IPTG para descartar los
plasmidos recircularizados sin inserto y que por tanto tenian su gen LacZ intacto.
Las colonias positivas se crecieron durante toda la noche en medio LB ampicilina
a 37°C para extraer el plasmido a partir del kit comercial GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) segun las instrucciones del fabricante.

Los plasmidos fueron confirmados por restriccion con la enzima Pstl (Roche)
andlisis PCR y secuenciacion. La figura M1 representa los pasos para obtener el
vector pRS-HACL1.
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sere
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colas complementarias al vector pRS426

Recombinacion
en levadura
Recuperacion de colonias —
positivas, extraccion de
plasmido y amplificacion
en E. coli.

Recuperacion de
colonias positivas,
extraccion de
plasmidoy
comprobacion.

LB AMPICILINA +X-GAL +IPTG

Figura M1. Esquema del pldsmido pRS426 y su derivado sobreexpresante de HAC1p,
pPRS-HACL.

4.1.2. pPM47-KanMXG6.

A partir del plasmido comercial pPM47 (UPR-RFP CEN/ARS URA3) de Addgene
(n° plasmido 20132) se llevd a cabo en intercambio del marcador de seleccion
URA3 por el del antibiético G418 (KanMX6), con el fin de poder utilizarlo en
estudios de expresion de UPR bajo estrés por etanol en distintas especies del
género Saccharomyces. Este plasmido contiene el gen reportero mCherry, que
codifica una proteina roja fluorescente regulada por un promotor minimo CYC1y
cuatro elementos de respuesta a proteinas desplegadas en tdndem (4xUPRE)
donde se une el factor de transcripcién de la UPR Haclp.

Se procedio a la digestion del plasmido pPM47 con la enzima de restriccion
EcoRV (Biolabs) y la posterior amplificacion del casete KanMX6 del plasmido
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pFA6a-KanMX6 [299] de Addgene (n° plasmido 39296) a partir de cebadores con
colas URA3 en sus extremos (en negrita), con el fin de inducir una recombinacion
homologa entre el pldsmido cortado pPM47 y el inserto KanMX6 en la levadura:

KanMX-F:
CTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCA
TGGTACGCTGCAGGTCGAC

KanMX-R:
GCTCTAATTTGTGAGTTTAGTATACATGCATTTACTTATAATACAGTTTTACT
AGTGGATCTGATATC

La amplificacion se llevo a cabo con la polimerasa Takara Taqg (Chemicon®)
de acuerdo con las siguientes condiciones:

95°C 5 min

95°C 30s

50°C 1 min 30 ciclos
72°C 2 min

72°C 10 min

La recombinacién homdloga entre el casete KanMX6 y el plasmido cortado
con EcoRV se llevd a cabo en la cepa BY4741 por el método de la
transformacion por acetato de litio [300], seleccionandose los transformantes en
medio GPY con 250 ug/mL de G418 (Sigma-Aldrich). Las colonias positivas se
pasaron a nuevas placas frescas de medio con antibiético para descartar falsos
positivos, dejandolas crecer a 28°C durante un dia. Los plasmidos de las colonias
positivas se extrajeron de acuerdo a Robzyk, K y Kassir, Y. (1992) [301], se
amplificaron en células electrocompetentes Escherichia coli DH10B mediante
electroporacién, preparadas previamente de acuerdo a Sambrook J. y Russell D.
(2001) [302] y se crecieron durante toda la noche en medio LB ampicilina a 37°C
para extraer el plasmido a partir del kit comercial GenElute™ Plasmid Miniprep
Kit (Sigma-Aldrich) segun las instrucciones del fabricante. Los plasmidos fueron
confirmados por andlisis PCR, restriccibn mediante la enzima Hindlll (Roche) y
microscopia de fluorescencia. La figura M2 esquematiza los pasos para la
obtencion del plasmido.
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Figura M2. Obtencidn del plasmido pPM47-KanmMX6.
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5. Obtencion de Escherichia coli DH10B electrocompetentes y
electroporacion.

Se utilizé la cepa de E. coli DH10B a lo largo de la tesis para la amplificacion de
pldsmidos. Esta cepa presenta una alta eficiencia de transformacion, capacidad
de captar y mantener grandes plasmidos de forma estable y es muy util en el
analisis de colonias mediante a-complementacion de la enzima (-galactosidasa
(lacZ). Con el fin de utilizarlas para la amplificaciéon de plasmidos, las células
electrocompetentes se obtuvieron a partir de cultivos en fase de crecimiento
exponencial (ODggo ente 0.5-1) en medio LB a 37°C, induciendo la competencia
por glicerol al 10% a 4° C segun describe Sambrook et al. (2001) [302]. La
transformacion se llevé a cabo utilizando un electroporador 2510 (Eppendorf) y
se utilizaron cubetas de electroporacién con una anchura de 0,1 cm (Eppendorf)
enfriadas en hielo para obtener mayores rendimientos en la transformacién. Para
cada transformacion se utilizé 50 pL de células electrocompetentes y 1 pL del
plasmido, evitando siempre la formacion de burbujas ya que pueden generar
chispas durante la electroporacion. Se utilizé un voltaje de 1700V (17000 V/cm) e
inmediatamente se afiadieron 300 L me medio SOC para la recuperacioén de las
células y se incubaron durante al menos 1 hora en agitacion a 37° C para que se
expresase el gen de resistencia al antibidtico. A continuacién se sembraron en
placas de LB con el antibiético de seleccién (ampicilina en nuestro caso) y se
dejaron crecer durante toda la noche. Al dia siguiente las colonias crecidas se
crecieron en medio liquido LB con ampicilina (100 pg/mL) para la amplificacion y
recuperacion del plasmido.

6. Monitorizacion del crecimiento de levaduras a ODgpo.

La densidad éptica es un método facil, rapido y ampliamente utilizado para
estimar el nimero de células en un cultivo. Se define como el logaritmo en base
10 de la proporcion ente la luz incidente y la luz transmitida. La OD se define
como:

Iy
0D = log10 (7)

Donde I, es la intensidad de la luz incidente e | la intensidad de la luz
transmitida. La densidad Optica de los cultivos celulares se determiné a 600 nm
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utilizando un espectrofotdmetro UV visible Shimadzu mini-1240 con cuvetas
semi-micro de 1,5 mL, 360-700 nm. El dispositivo hard pasar la luz a través de
una suspension celular, detectando la cantidad de luz no dispersada, siendo la
densidad Optica proporcional al nimero de células. El espectrofotometro se
calibré siempre con el mismo medio en el que hicieron crecer las células para
descartar el ruido de fondo. En cultivos de alta densidad se procedia a diluir la
muestra hasta obtener rangos de absorbancia entre 0,1-0,7 con el fin de no
perder la linealidad en las lecturas.

7. Andlisis fenotipico de la levadura frente a agentes
estresantes.

7.1. Andlisis de crecimiento por goteo en placa.

Con el fin de analizar la diferente susceptibilidad al etanol en la cepa parental
BY4347 y distintos mutantes de la coleccion Euroscarf, se pasaron estas cepas
crecidas durante 48 horas en placas sélidas de GPY a 5 mL de medio liquido con
el fin de obtener preindculos, que se dejaron crecer durante toda la noche a
28 °C en agitacion. Al dia siguiente, los cultivos se ajustaron a una ODgq de 0,3,
diluyendo con medio GPY fresco y se dejaron crecer a 28°C en agitacion hasta
gue las células hubieran completado dos divisiones celulares con el fin de
recoger las células en el mismo momento del crecimiento y generar resultados
comparables. Las células crecidas se volvieron a diluir en agua estéril hasta
alcanzar una ODggg de 0,3 y se sembraron 5 pL de una dilucién seriada 1/5 en
placas de GPY sélidas con un 10% (v/v) de etanol. Todas las placas se crecieron
en ambiente aerdbico a 28°C y se observé el crecimiento cada dia durante 96
horas, con el fin de descartar crecimiento debido a la evaporacién del alcohol.
Este ensayo se realiz6 tanto en GPY como en medio SC para detectar
diferencias en el crecimiento en base al medio de cultivo utilizado. Para asegurar
gue la concentracién de etanol era constante se utilizaron placas frescas, hechas
el mismo dia. En todos los casos se utilizé un control positivo de crecimiento a
partir de placas sin agente estresante y en cada placa con etanol se sembro la
cepa BY4743 para evitar sesgos entre placas. Con el fin de evitar errores
experimentales, el andlisis de goteo en placa, tanto en GPY como en SC se llevd
a cabo 3 veces, es decir, una cepa se sembraba en tres placas distintas de
medio con etanol.

91



MATERIAL Y METODOS

7.2 Andlisis de crecimiento mediante SPECTROstar®.

A lo largo de la tesis se realizaron numerosos analisis de crecimiento en distintas
cepas de Saccharomyces bajo distintos medios de crecimiento. Aunque mas
adelante se amplien los detalles para cada uno de los experimentos, de manera
general y a menos que se indique lo contrario los analisis de crecimiento en el
espectrofotometro SPECTROstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, Alemania)
se realizaron del siguiente modo. Los inoculos se preparan introduciendo una
colonia del cultivo puro a analizar en 5 mL de medio GPY en tubos de plastico de
15 mL (Falcon), dejandolo crecer en agitacion toda la noche. Al dia siguiente, el
cultivo se diluye en medio fresco hasta una ODgy de 0,2 y se deja crecer hasta
una ODgy de 1 para garantizar que la célula haya llevado a cabo por lo menos
dos divisiones. Seguidamente se inoculard 10 pL del precultivo en 250 pL del
medio a estudiar en placas de poliestireno estériles de 96 pocillos de fondo plano
(Sarstedt, Alemania) con el fin de que la lectura inicial del aparato se encuentre
entre 0,15-0,2. La curva de densidad Optica se medira calculando la turbidez del
medio cada 30 minutos a 600 nm y 28°C. El movimiento de la placa dentro del
aparato sera constante y se realizara una agitacion extra de 40 segundos a 400
rpm antes de cada ciclo de lectura. El experimento se dara por finalizado una vez
las células lleguen a fase estacionaria. Todos los experimentos se llevaran a
cabo por triplicado en la placa y se utilizar4 un blanco para restar el ruido de
fondo de los resultados. Asi mismo, en aquellos experimentos en los cuales el
medio se ha modificado con etanol se sellara la placa con Parafilm M® con el fin
de evitar al maximo la evaporacion del etanol y se evitara inocular aquellos
pocillos mas cercanos al borde superior y lado izquierdo ya que hemos
comprobado que es donde mayor evaporacion se da por el efecto del mecanismo
de ventilacién del aparato.

Una vez obtenidas las curvas de crecimientos se puede obtener informacion
sobre parametros relacionados con el crecimiento celular, como la tasa maxima
de crecimiento (umax), area fraccional (fa), concentracion no inhibitoria (NIC) y
concentracion minima inhibitoria (MIC). A continuacion describiremos
brevemente la forma en que hemos obtenido estos datos en la presente tesis.

7.2.1 Tasa maxima de crecimiento.

Los datos de crecimiento se exportaron del lector de microplacas SPECTROstar
Omega para ser procesados en Excel (Microsoft Office 2010). La obtencién de la
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tasa maxima de crecimiento (umax) se llevd a cabo mediante una macro creada
por Jonas Warringer y Anders Blomberg [303]. De manera resumida, los valores
de OD se corrigieron restando el ruido de fondo generado por el medio de cultivo,
obteniendo la OD corregida y se transformaron a log;o. Seguidamente se calcul6
la pendiente por cada tres medidas consecutivas a lo largo de toda la curva de
crecimiento y de las siete pendientes mas altas se descartaron las dos més altas
para proporcionar un margen de seguridad, calculandose la media para las cinco
restantes.

Es importante destacar que se puede obtener el periodo de duplicacién
dividiendo el logy, (2) por la pmax.

7.2.2 Area bajo la curva y area fraccional (fa).

El area bajo la curva de crecimiento que relaciona la OD con el tiempo es una
medida del crecimiento total de la levadura, debido a su relacion con los
parametros de crecimiento biolégicos [304]. Este parametro esta relacionado
inversamente con la fase de latencia pero linealmente relacionado tanto con el
nivel méximo de poblacion como con la tasa de crecimiento méaximo de las
levaduras. Conforme aumenta la cantidad de inhibidor, el efecto sobre el
crecimiento del microorganismo también aumenta, dando lugar a una reduccion
cada vez mayor del area bajo la curva conforme aumente la concentracion de
inhibidor. Sin embargo, si la sustancia tiene un efecto estimulante, se producira
un aumento del area respecto a la curva control.

Es importante comparar los valores de area utilizando siempre el mismo
periodo de tiempo ya que dependiendo de la duracion del experimento el area
bajo la curva sera distinta. Las areas bajo la curva fueron calculadas por
integracion utilizando el programa OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation,
Northampton, USA). Por otra parte, a partir de estos datos se puede calcular el
area fraccional (fa), que representara el crecimiento relativo del organismo
respecto a la condicion control y se representa mediante la siguiente férmula:

ared;ost

fa=

areQcontrol
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7.2.3. Concentracion no inhibitoria (NIC) y concentracion minima
inhibitoria (MIC).

Lambert y Pearson (2000) desarrollaron un método sencillo y valioso para la
estimacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentraciéon no
inhibitoria (NIC) de un compuesto utilizando medidas de densidad 6ptica. El MIC
estd relacionado con la resistencia o tolerancia del microorganismo al
compuesto, y representa la concentracién mas baja a la cual el microorganismo
ya no puede crecer. Por el contrario, el NIC esta relacionado con la
susceptibilidad al compuesto y representa la concentracion minima en la que el
compuesta comienza a tener un efecto negativo en el crecimiento.

En la presente tesis se hicieron crecer las cepas CECT 10094 y Temohaya-26
en concentraciones crecientes (0-45 mM) del agente desnaturalizante de
proteinas 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) en GPY, tal y como se describe en el
apartado 6.2. La base de la técnica para estimar los parametros NIC y MIC fue la
representacion de las areas fraccionales (fa) de los distintos crecimientos con el
logip de la concentracion de B-mercaptoetanol (BME) utilizado en cada caso.
Esta representacion genera una curva sigmoidea ajustable a la funcién de
Gompertz modificada para el decaimiento [305]:

B(x—M)

fa=A+Ce™°

Donde A es la asintota inferior de fa (aproximadamente 0), B es la pendiente,
C es la distancia entre la asintota superior e inferior (aproximadamente 1) y M es
el logyo de la concentracion de BME en el punto de inflexién. Estos parametros se
obtuvieron por un procedimiento de regresion no lineal minimizando la suma de
los cuadrados de la diferencia entre los datos experimentales y el modelo
ajustado. Esta tarea se realizé utilizando el médulo no lineal del programa
Statistica 7.0 (StatSoft Inc,Tulsa, OK, USA) y su opcién Quasi-Newton. Los
parametros NIC y MIC se estimaron de acuerdo a [305]:

NIC = 10/M-(W718/B)1  pmpc = 10M+(1/B)]
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8. Analisis de proteccion cruzada.

Con el fin de averiguar si el crecimiento bajo un estrés débil a un agente
desnaturalizante de proteinas puede generar una posterior ventaja frente a
etanol, se crecid un precultivo de la cepa de laboratorio BY4741 durante toda la
noche en 5 mL de medio SC en un tubo de plastico estéril de 15 mL (Formedium)
en agitacion constante a 28°C. Al dia siguiente, a una ODgq inicial de 0,001 en
30 mL de medio SC (Formedium™) en agitacién constante a 150 rpm a 28°C. Al
dia siguiente, las células fueron divididas en tres cultivos: dos de ellos con una
dosis suave de estrés (0,1 y 0,2 pg/mL de tunicamicina), mientras que el tercer
cultivo se utilizd6 como control, sin afiadirle ningln agente estresante. Cada
cultivo se crecié en un volumen total de 30 mL de SC a 28°C y 150 rpm. Una vez
los cultivos alcanzaron la fase exponencial (comprobado por seguimiento de la
curva de crecimiento), las células se recogieron se hicieron crecer en placas de
96 pocillos tal y como se describe en el apartado 7.2. Se utiliz6 para su
crecimiento medio SC 6 SC maodificado con 6%, 8% y 10% (v/v) de etanoal,
inoculando 6 pocillos para cada condicién con el fin de minimizar al maximo el
error experimental.

9. Analisis de correlacion entre tolerancia a etanol y otros
estreses.

Analizamos el crecimiento de 15 cepas de S. cerevisiae de distintos origenes (ver
tabla M1) en medio GPY modificado con distintos estresantes: 1lug/mL de
tunicamicina (Sigma-Aldrich), 14% (v/v) de etanol (Scharlau Chemie S.A,
Espafia), 30 mM de BME (Sigma-Aldrich), 3 mM de perdxido de oxigeno (Merck
Millipore), 8% (v/v) de DMSO (Merck Millipore), NaCl (1,25 mM) y medio GPY a
pH 10. El crecimiento en SpectroStar fue monitorizado de acuerdo al punto 7.2,
obteniéndose 315 curvas de crecimiento (15 cepas x 3 réplicas x 7 condiciones).
Con el fin de correlacionar la tolerancia a etanol con otros tipos de tolerancia (a
proteinas desplegadas, estrés oxidativo...) se determind el area fraccional para
cada condicién, incluyendo la condicion control (sin agente estresante) tal y como
se explica en el apartado 7.2.2. El andlisis de correlacion se llevé a cabo a través
del test de Spearman y utilizando un intervalo de confianza del 95% utilizando el
programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego California, EEUU).
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10. Analisis de correlaciéon entre tolerancia a etanol e
intensidad en la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) bajo
estrés por etanol en distintas especies de Saccharomyces.

Se analiz6 la respuesta UPR en distintas especies de Saccharomyces,
incluyendo S. bayanus variedad uvarum y variedad bayanus, S. kudriavzevii, S.
paradoxus y S. cerevisiae. A su vez, distintas cepas de S. cerevisiae también
fueron analizadas (tabla M1). Para ello, se transformaron las distintas levaduras
con el plasmido pPM47-KanMX6, generado expresamente para este estudio y
descrito anteriormente en el punto 4.1.2. a través del método del acetato de litio
descrito por Gietz & Woods (2002) [300]. Es importante destacar que la cepa de
S. kudriavzevii se creci6 a 25°C tanto en la transformacién como en el
experimento de respuesta a UPR bajo estrés por etanol al ser su temperatura de
crecimiento 6ptima, evitando asi la presencia de otros estreses distintos al etanol
[306]. Los transformantes fueron seleccionados en medio sélido GPY con 250
pg/mL de G418 (Sigma-Aldrich). Las células transformadas fueron comprobadas
de manera visual con un microscopio de fluorescencia Eclipse 90i (Nikon
Instruments Inc.) tras ser expuestas a al agente desnaturalizante de proteinas
DTT (5 mM) durante una hora.

El analisis del crecimiento de las distintas cepas bajo estrés por etanol (8%
vIV), se realiz6 de acuerdo al apartado 7.2, mientras que la obtencion del area
fraccional de crecimiento de cada cepa bajo estrés por etanol se obtuvo de
acuerdo al apartado 7.2.2. Por otro lado, para la cuantificacion de la expresion de
la UPR mediante citometria de flujo, las cepas se crecieron durante toda la noche
en 5 mL de GPY a 28°C y agitacion constante en tubos de plastico estériles de
15 mL (Falcon). Al dia siguiente las células se inocularon a una ODggp~0,001 en
250 mL de GPY liquido con geneticina (250 pug/mL), y se dejaron crecer a 28°C a
190 rpm durante toda la noche, hasta alcanzar la fase de crecimiento
exponencial temprana (aproximadamente una ODgw~0,4). Para la especie S.
kudriavzevii el crecimiento fue realizado a 25°C. Seguidamente, el cultivo se
dividi6 en dos tubos de polipropileno de 250 mL estériles (Dry-Spin), y se
centrifugaron en una centrifuga Sorvall® Superspeed Centrifuge RC-5B con un
rotor FiberLite F14 6x250ml durante 5 minutos a 4000 rpm, desechandose el
sobrenadante. Seguidamente se afiadi6 medio GPY o medio GPY con etanol
(8% v/iv), ambos con el antibiotico G418 para evitar la pérdida de plasmido. Las
células fueron incubadas durante 8 horas a una temperatura de 28°C a 190 rpm,
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tomando muestra cada 2 horas. Las muestras fueron centrifugadas durante 1
minuto a 3500 rpm y el sedimento congelado en nitrégeno liquido y almacenado
a -80°C hasta su andlisis. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Para el analisis por citometria de flujo, las muestras fueron resuspendidas en
tampon fosfato salino, PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 2 mM
KH,PO,) y analizadas empleando el citémetro de flujo (LSR Fortessa; BD)
equipado con un laser de 561 nm, con un filtro de paso de banda 610/20 para la
deteccion de la proteina mCherry y el programa FACS DIVA para recopilar
archivos .fcs. Los archivos fueron analizados por el software FlowJo (Tree Star
Ashland, OR). Se obtuvieron las medias de las intensidades de fluorescencia de
los triplicados por cada tiempo y condicién y los datos se normalizaron dividiendo
la media obtenida en cada tiempo entre la media obtenida a tiempo O en la
misma condicion para cada cepa, seguidamente se obtuvo el area bajo la curva
de activacion de la UPR y se calcul6 al area fraccional dividiendo el area bajo la
curva en presencia de etanol con el area bajo la curva en medio no modificado
para obtener el incremento de la activacion del reportero respecto al medio
control. Finalmente se llevd a cabo un andlisis de correlacion entre los datos de
las areas fraccionales pertenecientes al crecimiento bajo un 10% de etanol de las
distintas cepas con las areas fraccionales de la intensidad de la mCherry en
presencia de etanol. El analisis de correlacién entre los datos se llevd a cabo a
través del test no paramétrico de Spearman y utilizando un intervalo de confianza
del 95%. La figura M3 resume los pasos realizados.
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Figura M3. Esquema del andlisis por citometria de flujo de la expresion del plasmido
pPM47-KanMX6 en las distintas especies de Saccharomyces.

11. Analisis de la sobreexpresion del gen HAC1 en la cepa
BY4741.

Para analizar el efecto de la sobreexpresion del factor de transcripcion Haclp en
la tolerancia a etanol, se crecio la cepa parental BY4741 (control), BY4741 Ahacl
(mutante) y la cepa BY4741 con el plasmido pRS-HAC1 (sobreexpresante) en
medio SD-ura y medio SD-ura modificado con un 8% y 10% de etanol (v/v). El
crecimiento de las cepas y la monitorizacién de su crecimiento se llevaron a cabo
de acuerdo al apartado 7.2 durante 40 horas (hasta que las células alcanzaron la
fase estacionaria). Las tasas maximas de crecimiento (umax) de las curvas de
crecimiento se obtuvieron de acuerdo al apartado 6.2.1 y se realizé un test de
Dunnet de comparacion multiple para comparar la cepa parental BY4741 con la
cepa mutante y sobreexpresante de Haclp para cada concentracion de etanol,
utilizando un intervalo de confianza del 99%. Los experimentos se realizaron por
triplicado y tanto la cepa parental BY4741 como el mutante Ahacl fueron
transformadas por el método del acetato de litio [300] con el plasmido episomal
vacio pRS426 para evitar sesgos en el crecimiento.
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12. Ensayos con reporteros fluorescentes mediante citometria
de flujo.

12.1. Andlisis de la presencia de proteinas desplegadas en el RE
utilizando la proteina Ero-GFP.

Se llevé a cabo un estudio del estado redox in vivo del RE con el fin de detectar
proteinas desplegadas en el mismo. Para ello, utilizamos una proteina GFP
sensible al estado redox del RE (ero-GFP) [298] insertada en el plasmido
comercial pPM28 (Ori (f1)-ori(pMB1)-EroGFP-CEN/ARS-URA3-AMpR). El
plasmido se introdujo en la cepa BY4741 por el método del acetato de litio [300] y
los transformantes se seleccionaron en medio sélido SD-Ura (Formedium™). Las
células se crecieron a 28°C en 500 mL de medio SD-Ura hasta fase logaritmica
(ODggo ~0,4) y se centrifugaron y se pasaron a 40 mL de medio SD-Ura fresco,
medio SD-Ura modificado con un 8% de etanol y medio SD-Ura con DTT (3mM)
como control positivo de la desnaturalizacion de proteinas y modificacién de la
estructura de la ero-GFP. Cada condicion se realiz6 en triplicado y se recogieron
muestras de 13 puntos temporales durante las 10 horas de crecimiento. Las
muestras fueron centrifugadas durante 1 minuto a 3500 rpm y el sedimento
congelado en nitrogeno liquido y almacenado a -80°C hasta su andlisis. Las
muestras se resuspendieron en PBS y se midid la fluorescencia de la GFP a 405
nm y 488 nm por citometria de flujo utilizando el modelo BD FACSVerse™ (BD
Biosciences). Seguidamente se obtuvo para cada punto temporal el ratio
eroGFP, definido como el ratio de fluorescencia de la excitacion a 488nm
respecto a la de 405 nm expresado en log, y normalizado respecto al control.
Estos resultados se representaron mediante el programa GraphPad Prism,
version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego California, EEUU). La
figura M4 resume los pasos realizados en este experimento.
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Figura M4. Esquema del procedimiento para la deteccién de proteinas desplegadas en el
RE utilizando la proteina Ero-GFP en la cepa BY4741 bajo estrés por etanol.

12.2. Ensayo sobre el efecto del inositol en la inducciéon UPR y
sobreexpresion de Kar2p bajo estrés por etanol.

Con el fin de estudiar la influencia del inositol sobre la activacion de la UPR en la
cepa BY4741 bajo estrés por etanol se utilizaron dos reporteros para medir la
actividad UPR bajo estrés por etanol en una cepa BY4741 modificada. La cepa
presenta una variante fluorescente de la chaperona Kar2p integrada en el
genoma en el locus KAR2 (Kar2p-sfGFP) y un plasmido reportero denominado
UPR-mCherry que codifica la proteina fluorescente roja mCherry, bajo un
promotor minimo CYC1 y cuatro elementos UPRE dispuestos en tandem [138,
298]. Esta cepa, denominada YPLOO4 fue cedida por Eric Lee Snapp (Albert
Einstein College of Medicine, NY, EEUU). Las células se crecieron durante toda
la noche en medio SD-Ura-His a 28°C hasta alcanzar la fase logaritmica para el
andlisis (ODgoo ~0,4). Seguidamente las células fueron divididos en tubos
estériles, se centrifugaron y se hicieron crecer en medio SD-Ura-His (control),
SD-Ura-His con un 8% (v/v) de etanol y medio SD-Ura-His con DTT (1mM)
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(control positivo), para cada una de las categorias se analizé el crecimiento de la
cepa bajo distintas concentraciones de inositol en el medio (0, 11, 90 y 400uM),
tomandose muestra cada dos horas. En el caso de células crecidas sin inositol
en el medio se procedio a realizar cuatro lavados con agua destilada estéril para
eliminar el inositol residual que pudiera quedar en el medio de cultivo. Para los
ensayos de carencia (sin inositol) y en los medios con 90 y 400 uM de inositol, el
medio SD-Ura-His se prepard utilizando YNB sin aminoacidos y sin inositol
(Formedium ™), suplementado con los aminoacidos necesarios y afiadiendo, en
cada caso, la cantidad de mioinositol (Sigma-Aldrich) necesaria. Para conseguir
un medio con 11 uM de inositol simplemente se utiliz6 YNB sin aminoacidos, ya
gque esa es su cantidad basal de mioinositol. Finalmente las muestras se
resuspendieron en tampon PBS y analizaron en el citémetro de flujo (LSR
Fortessa; BD) equipado con un laser de 488nm un filtro de paso de banda 525/50
para la deteccion de sfGFP y un laser de 561nm con un filtro de paso de banda
de 610/20 para la deteccion de mCherry. Se utilizo el programa FACS DIVA para
recopilar archivos .fcs. y los datos fueron analizados por el programa FlowJo
(Tree Star Ashland, OR). Se calculd, para cada canal, la mediana de las
intensidades de fluorescencia (MFI) y los resultados fueron representados
mediante el programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California, EEUU). Cada experimento fue realizado por
triplicado.

12.3. Analisis por citometria de flujo de la activacién de la UPR en
base ala fluidez de la membrana.

Con el fin de estudiar la influencia de la fluidez de la membrana en la activacién
de la UPR en la cepa BY4741 se utilizé la cepa transformada con el plasmido
pPM47 ( 4XUPRE, CEN/ARS, URA3) a través del método del acetato de litio
descrito por Gietz & Woods (2002) [300]. Las células se crecieron durante toda la
noche en medio SD-Ura a 28°C hasta alcanzar la fase logaritmica para el analisis
(ODgoo ~0,4). Seguidamente las células se dividieron en matraces con un
volumen final de 60 mL, representando cada uno de ellos una condicion distinta
gue afectaba a la fluidez de la membrana plasmatica. En la tabla M4 se resumen
las condiciones y su efecto sobre la fluidez de la membrana plasmaética.
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Tabla M4: condiciones utilizadas en el estudio y efecto de los compuestos sobre la
membrana plasmatica.

o Efecto sobre la fluidez de
Condicion
la membrana
SD-Ura 28°C Control
SD-Ura + 8% (v/v) Etanol Aumento
SD-Ura + 650 pM Acido palmitoleico
) Aumento
(16:1) + 1% (v/v) tergitol
SD-Ura + 650 pM Acido oleico (18:1) + o
' Disminucion
1% (v/v) tergitol
SD-Ura + 1% (v/Vv) tergitol Aumento
SD-Ura + Alcohol bencilico (20 mM) Aumento
SD-Ura + 650 pM Acido palmitoleico
(16:1) + 650 uM Acido oleico (18:1) + 1% Mixto
(v/v) tergitol
SD-Ura+ Alcohol bencilico (20 mM) + 650 Mixt
i ixto
MM Acido oleico (18:1) + 1% (v/v) tergitol
SD-Ura + 650 pM Acido oleico (18:1) + Vit
ixto
1% (v/v) tergitol + 8% (v/v) Etanol
SD-Ura + DMSO (250 mM) Aumento

Cada uno de los matraces se dividio a su vez en tres tubos falcon de 50 mL
con 20 mL de cultivo con el fin de obtener triplicados biol6gicos para cada
condicién. Las células se crecieron a 28°C a 150 rpm y se recogié 1 mL de
muestra a los 30 minutos, 1, 2, 4, 6 y 8 horas de crecimiento. Cada tubo se
centrifugé durante 1 minuto a 3500 rpm, se elimind el sobrenadante y se congel6
en nitrégeno liquido hasta su andlisis. Finalmente las muestras se
resuspendieron en tampon PBS y analizaron en el citbmetro de flujo (LSR
Fortessa; BD) equipado con un un laser de 561nm con un filtro de paso de banda
de 610/20 para la deteccion de mCherry. Se utilizo el programa FACS DIVA para
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recopilar archivos .fcs. y los datos fueron analizados por el programa FlowJo
(Tree Star Ashland, OR). Se calculd, para cada muestra la mediana de las
intensidades de fluorescencia (MFI) y los datos se normalizaron respecto al punto
de 30 minutos para cada condicion. El incremento de la intensidad UPR para
cada condicion se obtuvo sumando las diferencias en intensidad de cada punto
respecto al punto inicial. Los resultados fueron representados mediante el
programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego California, EEUU).

A su vez, y con el mismo fin, también se utilizé el mutante Aerg2 de la cepa
BY4741 transformado con el mismo plasmido pPM47, este mutante es incapaz
de sintetizar ergosterol y su mayor fluidez de membrana ya ha sido demostrada
por anisotropia de fluorescencia [307] .En este caso, la cepa se hizo crecer en
120 mL de medio SC-Ura hasta alcanzar la fase logaritmica para el analisis
(ODgoo ~0,4) y seguidamente las células se pasaron a un tubo Corning de 50 mL
de forma que su volumen final con un 8% (v/v) de etanol o sin etanol fuera de 20
mL. El crecimiento, obtencion y analisis de las muestras se realizé de la misma
manera.

13. Analisis por microscopia electronica de transmision.

Con el fin de analizar los cambios ultraestructurales de las células en respuesta a
estrés por etanol, se hizo crecer la cepa BY4741 durante toda la hoche en medio
SC a 28°C para, seguidamente, transferirla a 500 mL de medio fresco SC y dejar
gue creciera hasta fase logaritmica (ODgyy ~0,4). A continuacién se recogieron
150 mL del cultivo en 3 tubos de polipropileno de 250 mL estériles (Dry-Spin), y
se centrifugaron en una centrifuga Sorvall® Superspeed Centrifuge RC-5B con
un rotor FiberLite F14 6x250ml durante 5 minutos a 4000 rpm, desechandose el
sobrenadante. El cultivo recogido por centrifugacion se dividié en tres matraces
de 250 mL, los cuales contenian medio SC fresco (condicién control), medio SC
con un 8% de etanol y medio SC con DTT (1ImM) como control positivo en el
aumento de la longitud del RE por presencia de proteinas desplegadas en el RE,
tal y como describieron Bernales et al. (2006) [121]. Se recogieron 10 unidades
de OD por centrifugacion a las 0, 3 y 6 horas tras la adicion del estresante, se
eliminé el sobrenadante y se prefijaron las células con glutaraldehido al 2,5% en
PBS 0,1 mol/L (pH 7,2-7,4). Las muestras fijadas se lavaron tres veces con PBS
0,1 mol/L y se tifieron con tetradxido de osmio (OsO,4) a 4°C durante una hora
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para proveer contraste a la imagen. Tras una deshidratacion a través de un
gradiente de etanol y la inclusion de la muestra en resina (LR-White resin, Sigma-
Aldrich), las muestras se seccionaron con una cuchilla de diamante (DIATOME)
en un ultramicrotomo EM UC6 (Leica Microsystems). Las secciones ultrafinas de
70 nm se tifieron con citrato de plomo y se visualizaron y fotografiaron con el
microscopio electrénico de transmision JEOL JEM-1010 TEM (JEOL Ltd., Japén)
con una camara XR-80 TEM (Advanced Microscopy Techniques, Corp. Woburn,
Massachusetts). Las imagenes se procesaron y analizaron utilizando ImageJ (W.
S. Rasband: http://rsb.info.nih.gov/ij/).

13.1. Estimacion estereoldgica de la longitud del RE y area vacuolar.

La estimacion estereolédgica se basa en la interseccién observable entre sondas
geométricas y el objeto de interés. En nuestro caso, con el fin de obtener la
longitud del RE en las imagenes obtenidas por microscopia electronica se utilizé
el principio de “las agujas de Buffon”. Este principio postula que, si se dejan caer
agujas al azar sobre una hoja en la que se ha dibujado un conjunto de lineas
paralelas equidistantes una distancia d, la probabilidad (p) de que una aguja de
longitud L toque una linea paralela es:

El factor 2/ se refiere a las intersecciones isotrépicas entre las lineas y la
aguja, de este modo se considera todas las posibles orientaciones del segmento
respecto a las lineas del test. Si desarrollamos la ecuacion de modo que
despejamos L y sustituimos p por la proporcién de veces que las agujas tocan la
interseccion (n) durante N veces que hacemos el experimento, obtenemos la
siguiente formula:

Que nos permitira estimar la longitud de las agujas de manera experimental,
contando el nimero de intersecciones entre agujas y lineas paralelas. Si
realizamos la medida una sola vez, N=1, simplificando la expresion y quedando
finalmente la siguiente formula:
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L=2= d
= — %k *k
5 n

De acuerdo al principio de Buffon, y para que estimacion estereoldgica fuera
metodolégicamente imparcial, la cuadricula se colocd aleatoriamente, de manera
que las intersecciones entre las lineas de la cuadricula y la membrana del RE
ocurrieran al azar, y posteriormente se procedi6 a contar el nimero de
intersecciones entre el RE y la cuadricula, tanto entre lineas horizontales y
verticales, obteniendo posteriormente una media entre ambas. La longitud del RE
se calculd a partir de 30 imagenes para cada tiempo y condicién, tal como
describe Bernales et al. (2006) [121]. Finalmente, los resultados fueron
representados mediante el programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego California, EEUU) y se realiz6 un test de Dunnet
de comparacién multiple para comparar la longitud del RE para cada condicion y
tiempo con la cepa control a tiempo cero, utilizando un intervalo de confianza del
99%. Para evitar sesgos en los resultados, los datos de longitud del RE se
normalizaron respecto al &rea de corte de la célula.

Por otro lado, también se analiz6 en las mismas células el area vacuolar, para
ello y tras escalar en el ImageJ la imagen proporcionada por el microscopio
electrénico, se procedié a sumar el area de las vacuolas en la imagen,
normalizarla respecto al area de corte y dividir finalmente esa area normalizada
entre el nimero de vacuolas existente en la imagen, para obtener la proporcién
celular ocupada por vacuola. Finalmente, los resultados fueron representados
mediante el programa GraphPad Prism, version 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California, EEUU) y se realizé un test de Dunnet de
comparacién mdltiple para comparar el area vacuolar para cada condicion y
tiempo con la cepa control a tiempo cero, utilizando un intervalo de confianza del
99%.

Es interesante destacar que se realizaron pruebas para comparar el método
de Buffon y el método de trazado convencional con el fin de encontrar diferencias
entre los dos tipos de andlisis. La aproximacion estereoldgica consumié menos
tiempo, es mas sencilla y en definitiva mas eficiente que el trazado manual,
obteniéndose resultados practicamente idéntica, tal y como ya observaron Ronn
et al. (2000) [308]. La figura M5 resume los pasos realizados en este
experimento:
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Figura M5. Pasos realizados para el analisis de los cambios ultraestructurales de la cepa
BY4741 en respuesta a estrés por etanol utilizando microscopia electrénica de transmision

y analisis estereoldgicos.
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14. Métodos de manipulacién y analisis de acidos nucleicos.
14.1 Obtencion de DNA.

14.1.1 DNA genomico de levaduras.

Se utilizé el método de aislamiento de DNA gendmico segun el método descrito
por Sherman et al. (1986) [309] y adaptado por Querol et al. (1992) [310]. Las
células de levadura se crecieron en 1 ml de GPY a 28°C en agitacion durante
toda la noche y se recogieron por centrifugacién a 12000 rpm durante 3 min. El
sedimento de células se resuspendi6 en 0,5 ml de solucién 1 (1 M sorbitol, 0.1 M
EDTA a pH 7.5). A esta solucion se le afadieron 30 pL de Zimoliasa 20T
(Seikagaku Corporation, Tokio, Japén) a una concentracion de 1 mg/mL y se
incubd a 37°C durante 40 minutos en agitacion con el fin de obtener protoplastos,
gue se recogieron tras una centrifugacion a 12000 rpm durante 3 minutos. Los
protoplastos se resuspendieron en 0,5 mL de solucion 2 (50 mM Tris-HCI, pH 8 y
20 mM EDTA, pH 7.4) y se anadieron 13 pL de dodecilsulfato sédico (SDS) al
10% para posteriormente incubarlos a 65°C durante 5 minutos con el fin de
romper las células. Seguidamente, se afiadieron 0,2 mL de acetato potésico 5 M
y las muestras se mantuvieron en hielo durante 10 minutos para precipitar las
proteinas. Tras la incubacién se llevé a cabo una centrifugacién de 15 minutos a
4°C y el DNA contenido en el sobrenadante se precipitdé mediante la adicién e
incubacion con 0,7 mL de isopropanol durante 10 minutos a temperatura
ambiente. EI DNA obtenido por centrifugacién a 12000 rpm durante 10 minutos
se lavd dos veces con 0,5 mL etanol al 70% (v/v). Finalmente las mujestras se
centrifugarona 12000 rpm durante 5 minutos y el etanol se decantd, para
seguidamente secarse mediante vacio en un concentrador SpeedVac® Plus
SC110A (Savant™). Una vez secas, las muestras se resuspendieron en 15 L de
agua milliQ estéril y se guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

14.1.2 DNA plasmidico.

Para la obtencién de plasmidos de E.coli se utilizaron varias técnicas, por un lado
y con el fin de economizar recursos, se utilizd el kit comercial GenElute™
Plasmid Miniprep (Sigma-Aldrich) cuando el nimero de clones para la extraccion
era bajo. Este procedimiento se basa en una lisis alcalina-SDS unido a la
adsorcion del DNA en una columna de silice en presencia de un alto contenido
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en sales para finalmente recuperar el DNA por eluciéon con tampon Tris-EDTA
[311]. La utilizacion del kit se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Por otro lado, cuando el nimero de extracciones era demasiado alto, la
extraccion de los plasmidos se realizé a través del método de Robzyk y Kassir
(1992) [301] con algunas modificaciones, el cual no utiliza solventes organicos ni
materiales costosos como zimoliasa o kits de purificacién. De forma resumida, las
células se crecieron durante toda la noche a 37°C en 5 mL de LB con ampicilina
para el mantenimiento del plasmido y se centrifugd 1,5 mL del cultivo durante 5
minutos a 6000 rpm. Tras eliminar el sobrenadante, el sedimento se resuspendio
en 100 pL de tampon STET (8% sacarosa; 5% triton X-100; 50 mM TrisHCI pH:8;
50 mM) junto con 0,2 g de perlas de vidrio de 0,45 mm y las células se rompieron
en un homogeneizador Mini-Bead-Beater (Bio-Spec), alternando 30 segundos de
rotura con 30 segundos en hielo para evitar el calentamiento de la muestra.
Seguidamente se adicioné 100 pL de tampon STET vy se llevo a ebullicién en un
bafio de agua durante 3 minutos. Las muestras se enfriaron en hielo y se
centrifugaron durante 10 minutos a 12000 rpm a 4°C, y se trasladé 100 pL del
sobrenadante a un nuevo tubo con 100 pL de acetato amoénico 7,5 M para
precipitar DNA residual, RNA e impurezas que pueden inhibir la transformacion
en E.coli. Tras una hora a -20°C para favorecer la precipitacion de productos
indeseables, las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4°C y 100 pL
del sobrenadante se pasé a un nuevo tubo con 200 uL de etanol absoluto frio
para precipitar el DNA plasmidico que se recuperard por centrifugacion.
Finalmente el sedimento del tubo que contiene el plasmido se lavara un par de
veces con etanol al 70% (v/v) y se resuspendera en 20 pyL de agua. Para
transformar E.coli se utilizara 1 uL de la solucién del plasmido.

14.2. Obtencién de RNA.

La obtencion del RNA de levadura para llevar a cabo los experimentos de
microarrays de expresion y PCR cuantitativa (RT-gPCR) para corroborar los
datos de los microarrays, ambas técnicas explicadas en el apartado 17, se
realiz6 acorde a Garcia-Martinez et al. (2004) [312] con algunas modificaciones.
Brevemente, las muestras recogidas para su posterior andlisis fueron
centrifugadas a 3000 rpm y lavadas en agua dietilpirocarbonato (DEPC) con el fin
de inactivar posibles RNAsas de la muestra que podrian interferir con la
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extraccion. Seguidamente, las células se resuspendieron en 500 pL de tampdn
LETS (0,1 M LiCl; 10 mM EDTA; 0,2% SDS; 10 mM TrisHCI pH:7,4) junto con
500 pL de fenol-tris (AMRESCO; pH 4,5) y se rompieron en un homogeneizador
Mini-Bead-Beater (Bio-Spec), alternando 30 segundos de rotura con 30 segundos
en hielo para evitar el calentamiento de la muestra. Las muestras se
centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a 13000 rpm y el sobrenadante se volvié a
mezclar con fenol-Tris y centrifugar en frio. Se recogié el sobrenadante y se
extrajo con fenol-cloroformo 5:1 (Sigma-Aldrich) tres veces para eliminar las
proteinas y el DNA, que quedaran en la fase organica, hasta que finalmente se
llevé a cabo una extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 que actuara
como antiespumante (Fluka). El sobrenadante tras la centrifugacion se recupero
y se mezclé con 500uL de LiCl 5M, dejandose el RNA toda la noche precipitar a -
20°C. Al dia siguiente se procedié a centrifugar en frio la muestra a 13000 rpm y
lavar el sedimento con 500 pL de etanol al 70% (v/v). Una vez seco el sedimento,
se resuspende en 500 puL de agua con DEPC y se afiade 1/10 volumen de
acetato de sodio 3M y 2 volumenes de etanol absoluto, la mezcla se deja a -80°C
durante 2-3 horas y finalmente se centrifuga a 4°C durante 30 minutos a 13000
rom y se lava el RNA con etanol al 70% (viv) para seguidamente secarse
mediante vacio en un concentrador SpeedVac® Plus SC110A (Savant™). La
calidad de las muestras de RNA se comprobaron mediante un gel de agarosa y
su pureza y cantidad mediante NanoDrop™ 1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware).

14.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utilizé la PCR para la construccion de plasmidos y comprobacion de las
diferentes modificaciones genéticas realizadas en las cepas de levadura. Las
reacciones de PCR se realizaron con dos tipos de Taq polimerasas distintas. En
el caso de necesitar una secuencia de DNA fiel al molde para la clonacion de
ciertos genes se utilizé la polimerasa de alta fidelidad “Phusion High-Fidelity DNA
polymerase” (Thermo Scientific, UK), con una tasa de erros 50 veces mas baja
gue una Tag DNA polimerasa convencional. Las reacciones se llevaron a cabo
en un volumen final de 50 pL, con 50-250 ng de DNA molde genémico o 1 pg-10
ng de DNA plasmidico, 1X tampdn Phusion HF, 200 uM de dNTP’s, 0,5 uM de
cada cebador, 3% DMSO y 1U de enzima. Las condiciones de reaccion fueron: 1
ciclo de 30 s a 98°C, 30 ciclos compuestos de 10 s a 98°C, 25 s a la temperatura
Optima de hibridacién para cada par de nucle6tidos y un tiempo variable (15-30 s
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por Kb) a 72°C, y finalmente un ciclo de extension final de 10 min a 72°C. En
ambos casos se utilizd el termociclador Eppendorf Mastercycler personal
(Eppendorf).

En el caso de comprobacion de cepas y construcciones génicas se utilizé la
enzima Taq polimerasa de Takara, de uso mas versatil en aplicaciones estandar
de PCR. En su caso, para una reaccion general de 50 pL se utiliza: 0,25 uL de
enzima, 5pL de tampodn 5X, 4 uL de dNTP’s (concentracion final de 2,5mM cada
uno), <500 ng de DNA molde y 0,2-1 uM de cada cebador. Las condiciones
generales de reaccion fueron: 1 ciclo de 5 min a 95°C, 30 ciclos compuestos de
30 s a 95°C, 1 min a la temperatura 6ptima de hibridacion para cada par de
nucledtidos, un tiempo variable (1 min por Kb) a 72°C para la extension, y
finalmente un ciclo de extension final de 10 min a 72°C.

14.4. RT-PCR.

Con el fin de obtener el patron de activacion de la UPR por splicing del mRNA de
HAC1 en presencia de etanol, se llevd a cabo un ensayo RT-PCR y observacion
de las bandas pertenecientes a HAC1 modificado (activo, de 584 pb) y HAC1 no
modificado (inactivo, de 836 pb) en gel de agarosa. Para ello se hizo crecer la
cepa BY4741 durante toda la noche en medio SC a 28°C para, seguidamente,
transferirla a 1,7 L de medio fresco SC y dejar que creciera hasta fase logaritmica
(ODggo ~0,4). A continuacién se repartieron 850 y 782 mL del cultivo en dos
matraces, portando el segundo 68 mL de etanol para que la concentracion
alcanzara un 8% (v/v). Seguidamente cada matraz se dividié en tres matraces
con 280 mL del medio y se hicieron crecer a 28°C a 150 rpm. Se recogieron 50
mL de cultivo mediante centrifugacion durante 8 horas de crecimiento,
obteniendo 7 puntos temporales pertenecientes a tsmin; toso; t1; to; ta; ¥ ts horas.
Las muestras se lavaron con agua libre de RNAsas, se pasaron a tubos de rosca
de 2 mL y se congelaron en nitrégeno liquido hasta su posterior uso. La
obtencién del RNA se realiz6 mediante kit comercial Nucleospin RNA de
Macherey-Nagel segun las instrucciones del fabricante.

La concentracion y pureza del RNA se determind en un espectrofotometro
NanoDrop ND1000 y la integridad del RNA se verificd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Para la sintesis de cDNA de simple cadena se utiliz6 la
transcriptasa reversa EuroScript de EuroGentec, utilizando las condiciones
recomendadas por el fabricante:
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Para cada reaccién de 20 pL:

Componente Volumen (uL) Concentracién final
Molde RNA total 400 ng

10x tampdn 2 L 1x

25 mM MgCl, 4 L 5mM

2,5mM dNTP 4 L 500 uM de cada dNTP
Oligo dT35 VN 0,5 uL 1,25 uM

Random Nonamer 0,5 uL 1,25 uM

Inhibidor RNAsas 0,4 pL 0,4 U/uL

EuroScript RT 0,5 puL 1,25 U/uL

Agua libre RNAsas hasta 20 pL

Las etapas de la reaccién de transcripcion reversa, se llevaron a cabo en un
termociclador TECHNE (Bibby Scientific Limited), en el que se programaron los
siguientes ciclos, siguiendo las recomendaciones para el kit:

*Etapa inicial: 10 min a 25°C
*Etapa de Transcripcion Reversa: 45 min a 48°C
*Etapa de inactivacién del enzima: 5 min a 95°C

Los productos de la reaccion de retrotranscripcion se utilizaron para la
amplificacion de las bandas pertenecientes a HAC1 activo/inactivo de acuerdo a
la siguiente mezcla de reaccion y sometidos a 25 ciclos de PCR de 94°C durante
30 s, 54°C durante 30 s, y 72°C durante 60 s.
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Tampén PCR 10X 2,5uL
Agua 16,37 pL
Producto de PCR 2 uL
Cebador SPHAC1-F 1puL
Cebador SPHAC1-R 1puL
dNTP mix (2,5 mM,cada uno) 2 uL

Polimerasa TAKARA Taq (5U/uL) 0,13 pL

Finalmente el producto de la reaccion se corrié en un gel de agarosa al 2% de
acuerdo a las instrucciones del apartado 14.6.

14.5. Ensayos de restriccion.

A lo largo de la presente tesis se han llevado a cabo reacciones con enzimas de
restriccion con el fin de obtener los fragmentos deseados para generar los
plasmidos anteriormente descritos y para su posterior confirmacion. Una reaccion
de digestion tipica puede llevarse a cabo de la siguiente manera:

Enzima de restriccién 1 pL (10 unidades es suficiente)
DNA 1ug

Tampdn 10X 5 uL (1X)

BSA 100 pg/mL (si es necesario)
Volumen total 50 pL

Tiempo de incubacién 1 hora

Temperatura de incubacién Depende del enzima

En el caso de digestiones con varios enzimas de restriccion se debera optar
por el tamp6n mas 6ptimo para obtener la maxima actividad de cada enzima y
evitar siempre una concentracién de glicerol mayor al 5% del volumen de la
reaccién para evitar cortes inespecificos en la muestra.

14.6. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se llevd a cabo en geles horizontales de
agarosa a una concentracion variable (0,8-1,2% (p/v)) segun el tamafio de los
fragmentos a separar, preparados en tampén TBE 0.5X (Tris-HCI 44,5 mM, &cido
bérico 44,5 mM, EDTA 1,25 mM), que también fue utilizado como tampon de
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electroforesis. Las muestras se disolvieron en tampdn de carga (azul de
bromofenol 0,25% (p/v), xilen cianol 0,25% (p/v), glicerol 30%) y las electroforesis
se realizaron a voltaje constante entre 2-10 V/cm segln la concentracion de
agarosa Y la resolucion requerida. Para la deteccion del DNA se afiadid al gel de
agarosa SuL de RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRION Biotech.)
como alternativa no mutagena ni toxica al bromuro de etidio. Las imagenes de los
geles se capturaron con una cadmara CCD COHU Modelo 4912-5010 y se
visualizaron y exportaron a través del programa Scion Image para Windows.

14.7. Purificacion y control de calidad de los &cidos nucleicos.

La purificacion de los acidos nucleicos se llevo a cabo utilizando el kit comercial
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) siguiendo las instrucciones del
fabricante. En el caso de la recuperacion de fragmentos determinados tras una
reaccion de restriccion se aislaron los fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa recortando con un escalpelo la banda de interés y se utilizd el mismo kit.

La cantidad y calidad de los &cidos nucleicos se llevé a cabo mediante
NanoDrop™ 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware).

15. Transformacion de levaduras mediante el método del
acetato de litio.

Se utilizé el protocolo de transformacion DNA/PEG LiAc/SS-carrier para introducir
un pladsmido especifico o para generar recombinacion homdloga entre un
amplificado y un pldsmido previamente cortado con extremos compatibles para la
obtencién de nuestro plasmido de interés [300]. De forma breve, se recogen las
células por centrifugacién a 3500 rpm durante 3 minutos tras aseguraros que han
completado por lo menos dos divisiones desde una ODgqq inicial de 0,2 y tenerlas
por tanto en fase exponencial, permitiendo una mejor entrada del material
genético al interior celular. Seguidamente y tras lavar con agua estéril, las células
se resuspenden en 1 mL de acetato de litio 0,1 M, se vuelven a centrifugar y se
resuspenden en 0,5 mL de acetato de litio 0,1 M, transfiriéndose 50 pL de la
muestra en un nuevo tubo con la mezcla de transformacion, que contiene:
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Polietilenglicol (PEG) 240 pL
Acetato de litio (LiAc) 36 pL
SS-carrier DNA 50 pL
Plasmido (0,5-1 ug) + agua 34 L
Volumen total 360 pL

Tras resuspender la mezcla con la pipeta incubaremos la reacciéon de
transformacion durante 40 minutos a 42°C y tras este tiempo centrifugaremos las
células, las resuspenderemos en 100 pL de agua destilada estéril y las
sembraremos en el medio de seleccién adecuado. En el caso de seleccion por
antibiético dejaremos las células crecer en medio GPY durante unas 3 horas a
28°C para que exprese la resistencia e inocularemos la placa de GPY con
antibiético, dejando crecer las colonias durante 24-48 horas. Las colonias
crecidas se pasardn a una nueva placa con antibiético para evitar falsos
positivos.

Es importante remarcar que en la transformacién de S. kudriavzevii la
transformacion por este método difiere ligeramente debido a una menor
tolerancia térmica que S. cerevisiae. Tras afiadir la mezcla de transformacion se
incubaran las muestras a 30°C durante 30 minutos y seguidamente se le dara un
choque térmico en un bafio de agua a 42°C durante 20-25 minutos. Finalmente
las células se recogeran por centrifugacion y se sembrardn en el medio
correspondiente.

16. Ensayo B-galactosidasa para medir la actividad UPR.

Las células BY4743 que contenian en plasmido multicopia pMCZ-Y (UPRE-LacZz)
se crecieron durante toda la noche en medio SD-Ura a 28°C hasta alcanzar la
fase logaritmica para el andlisis (ODgy ~0,4). Seguidamente, las células se
dividieron en matraces de 250 mL y se afiadieron de forma separada 2mM de
DTT y un 6% de etanol (v/v) en un volumen de medio SD-Ura total de 150 mL
para cada matraz, con el fin de medir la induccion del gen LacZ en la célula bajo
distintos estreses, actuando el DTT como control positivo del ensayo. Tras 1, 2y
4 horas tras el estrés, se recogieron 15 unidades de ODgy de cada cultivo y tras
lavar con agua destilada estéril, las muestras se congelaron en nitrégeno liquido
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hasta su posterior uso. Los experimentos se realizaron por triplicado, obteniendo
tres réplicas bioldgicas por condicion. La preparacion de los extractos celulares y
el ensayo de la actividad B-galactosidasa se llevé a cabo segun Torres-Quiroz et
al. (2010) [313]. Brevemente, las células congeladas se rompieron en un
homogeneizador Bead Beater Mill Mix 20 (DOMEL®), afadiendo 500 pL de
tampoén Z (60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,PO,4, 10 mM KCl y 1 mM MgSQ,) junto
con 0,2 g de perlas de vidrio de 0,45 mm, alternando 30 segundos de rotura con
30 segundos en hielo para evitar el calentamiento de la muestra durante 5 ciclos.
Tras centrifugar 2 minutos a 12000 rpm y recoger el sobrenadante se procedio a
mezclar 5 uL del extracto crudo, 495 pL de tampon Z con BME (27uL por cada
10mL tampén Z) y 100 pyL de orto-nitrofenil-R-galactésido (ONPG), dejando
actuar la hidrélisis enzimatica durante 20 minutos a 30°C. Pasado este tiempo, la
reaccion se detuvo afiadiendo 250 pL de 1M Na,COsy se midio la actividad de la
enzima tras leer la absorbancia a 420 nm en un espectrofotometro UVmini-1240
(Shimadzu).Se midi6 la cantidad de proteina en la muestra utilizando la técnica
de Bradford a través del ensayo de proteinas de Bio-Rad y la actividad B-
galactosidasa (U/mg proteina) se normalizdé respecto a la concentracion de
proteina en la muestra a través de la férmula:

A420 =V total (uL)

Actividad = 100
ctivida * S oNPGC (420nm) * V valorado (uL) * t (min) * mg/mL proteina

Donde V total es el volumen total de la reaccion (850 L), € oNPG (420nm) es
el coeficiente de extincién molar del oNPG (4,5 cm®/pmol), V valorado es la
cantidad de muestra utilizada en la reaccién, t (min) es el tiempo de la reaccion
(20 min) y mg/mL de proteina es la cantidad de proteina en la muestra obtenida
por el ensayo de Bradford.

Destacar que para cada medida de absorbancia a 420 nm se le restara el
ruido de fondo a la muestra, para ello prepararemos un blanco que contendra 5
pL de tampdn Z, 495 pL de tampédn Z con BME y 100 pL de orto-nitrofenil-R3-
galactosido (ONPG), este blanco también se incubara en las mismas condiciones
gue las muestras. La figura M6 esquematiza el experimento realizado.
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Figura M6. Pasos realizados para llevar a cabo la cuantificacién de la UPR bajo estrés por
etanol mediante el ensayo de la B-galactosidasa.
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17. Andlisis transcriptomico mediante micromatrices de DNA.

17.1. Condiciones de crecimiento y selecciéon del tiempo del
muestreo.

Se tomo una Unica colonia de capa cepa, CECT 10094 y Temohaya-26, a partir
de las placas de GPY crecidas durante 24 horas a 28°C. Ambas cepas fueron
incubadas de forma separada durante toda la noche en tubos estériles de 12 mL
con 5 mL de GPY en un agitador orbital a 150 rpm a 28°C. Estos cultivos en fase
exponencial se utilizaron para inocular 100 mL de GPY a una concentracion
inicial de 5 X 10° células/mL en matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapones de
algoddén en ausencia y presencia de un 10% (v/v) de etanol. Se tomaron 50 mL
de cada muestra para la extraccién de RNA tras una hora de la inoculacién en el
matraz (respuesta temprana al estrés) y a las 10 horas en medio sin estresante
(medio control) en ambas cepas y a las 28 horas y 40 horas en medio con etanol
en la cepa CECT 10094 y Temohaya-26, respectivamente, coincidiendo con la
etapa diauxica. Las muestras se recogieron de acuerdo a observaciones previas
en las mismas condiciones de crecimiento para ambas cepas. Los cultivos se
crecieron cabo por triplicado y se incubaron a 28°C a 150 rpm, monitorizando el
crecimiento utilizando un espectrofotémtero (Eppendorf). Las muestras se
recogieron por centrifugacion, se lavaron con agua DEPC y se pasaron a tubos
de rosca de 2 mL, posteriormente se congelaron en nitrégeno liquido y se
guardaron a -80°C para su posterior utilizacién.

17.2. Extraccion de RNA total, sintesis de aa-CDNA y marcaje con
Cy3y Cyb5.

La extraccion del RNA se baso en tratamientos cosecutivos con fenol-Tris, fenol-
cloroformo (5:1) y cloroformo alcohol isoamilico (24:1), con una precipitacién final
con acetato de sodio, tal y como hemos descrito previamente en el apartado
14.2. La pureza y concentracion de RNA se determind utilizando un
espectrofotometro NanoDrop™ 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington,
Delaware) y su integridad se determiné mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1%. El DNA complementario marcado fluorescentemente (cDNA) se
llevd a cabo con el sistema SuperScript™ Indirect cDNA Labeling System (Life
Technologies™). Se mezclaron 20 ug de RNA total con 2,5 pg de oligo (dT)zo
(Invitrogen) en 16 pL de agua DEPC. La solucion se calenté a 70°C durante 5
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minutos y seguidamente se pasé a hielo durante 1 minuto. La transcripcion
reversa se llevo a cabo a 50°C en un horno de hibridacién tras afiadir al RNA
anterior 12,5 pL de la siguiente mezcla de retrotranscripcion:

Tampén 5X 6 pL
0,1 MDTT 1,5puL
Mezcla dNTP+ aa-dUTP 2 uL

Inhibidor de ribonucleasas (10 U/puL) 1 uL
SuperScript Il RT (200 U/uL) (400 U) 2 L

De esta manera se sintetiza la primera cadena de cDNA a partir del RNA total
utilizando nucleétidos modificados como el aminoalil-dUTP para una posterior
incorporacion del fluoréforo y marcaje indirecto de la sonda. El oligo (dT),o es una
mezcla de 12 cebadores, cada con una cola poliT de 20 residuos de longitud
seguidos de dos nucleétidos adicionales que permitird al cebador hibridar
solamente en el extremo 5°de la cola poli(A) del mRNA, dando lugar a una
sintesis mas eficiente de CDNA. Tras la reaccién de retrotranscripcién y con el fin
de hidrolizar el RNA original, la muestra se incubd a 70°C durante 15 minutos con
10 pL de NaOH 1My 10 pL de EDTA 0,5M pH 8. Finalmente el pH se neutralizé
con 10 pL de HCI 1M, alcanzando un volumen final de 60 pL.

La purificacion de aminoalil-cDNA (aa-cDNA) se llevé a cabo con el kit
comercial MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante, pero con la siguiente modificacion: se empleé como tampén de
lavado KPO, 5 mM a pH 8,5 y etanol al 80% en lugar de Tris para evitar
interferencias en la unién de los fluor6foros al extremo amino de la cadena
aminoalil. Seguidamente, se comprobd la eficiencia de la sintesis del aa-cDNA en
el NanoDrop® ND-1000 (Programa Nucleic Acids, ssDNA, constante 37). Se
obtuvo alrededor de 1-2 ug de cDNA. Por ultimo, se concentr6 el aa-cDNA en el
SpeedVac® Plus SC110A (Savant™) y se guardo a -20°C hasta su posterior uso.

Cada muestra de aa-cDNA, que contenia entre 1,5-2 ug, se resuspendio con
3 pL de los fluoréforos NHS-Cy3 o NHS-Cy5 (Amersham GE Healthcare ™,
Amersham, UK) y 7 pL de agua y se afadio 1 yL de 0,2 M Na,CO3 a pH 9, para
formar enlaces covalentes con los grupos aa-cDNA. Todas las muestras se
marcaron con el fluoréforo Cy5, mientras que una mezcla de referencia
preparada por una mezcla equimolar de todos los RNA extraidos de todas las
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muestras se marc6é con Cy3, permitiendo asi la comparacion de la expresion
entre todas las muestras [79]. Las muestras se incubaron 2 horas a 25°C
(temperatura ambiente) y en oscuridad para permitir la incorporacién de los
fluoréforos mediante un acoplamiento covalente. Esta forma de marcaje indirecto
permitira eliminar sesgos estéricos en la incorporacion de un fluoréforo respecto
al otro en la transcripcion reversa, disminuyendo el ruido en los ratios de
expresion medidos a baja intensidad. Finalmente se afiadieron a las reacciones
de marcaje 5 pL de acetato de sodio 100 mM pH 5,2 para detener la reaccién de
acoplamiento y la purificacion de los Cy’s-cDNA se realiz6 con el kit de
purificacion MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. La eficiencia y calidad del marcaje de las muestras se llevé a cabo
con el NanoDrop® ND-1000 (Programa Microarrays, constante 37), dandonos la
concentracion de cDNA y los nucleétidos incorporados marcados (pmoles).
Solamente aquellas muestras con marcajes mayores a 100 pmoles se utilizaron
en el ensayo. No se utilizd dye-swap (cambio de fluoréforos entre las muestras)
ya que la proporcién de genes con un sesgo en la incorporacién de los
fluoréforos ronda el 0,1%, siendo este problema mas comuln en los marcajes
directos que en los indirectos [314].

Para determinar la frecuencia de incorporacion (FOI) se aplicé la siguiente
formula:

FOI: [Nucleétidos incorporados x 324.5]/[A260 x 37 x Volumen (uL)]

El valor debe estar comprendido entre el 50-100 %, solamente se compararon
muestras con niveles de FOI similares para evitar sesgos en la intensidad de
sefial.

17.3. Hibridacién y lavado de las micromatrices.

Las micromatrices se incubaron en solucion de prehibridacion (3X SSC; SDS
0,1 % (p/v); 0,1 mg/ml de BSA) a 42°C durante 60 min para minimizar el ruido de
fondo y eliminar las sondas no incorporadas. Transcurrido este tiempo, se
transfirieron a un contenedor portaobjetos con agua milliQ estéril durante 15
segundos a temperatura ambiente. Se transfirieron consecutivamente, por
periodos de 2 segundos, primero a un contenedor con isopropanol y mas tarde a
un contenedor con agua milliQ. Finalmente, se secaron por centrifugacion a 1300
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. La hidridacion competitiva se

119



MATERIAL Y METODOS

llevé a cabo manualmente utilizando la misma cantidad de muestra marcada
(200-200 pmol), concentradas en un Concentrator Plus (Eppendorf™, Hamburg,
Alemania). La mezcla se resuspendié en solucién de hibridacién (formamida al
50% (v/v), 5X SSC; SDS 0,1% (p/v); 0,1 mg/mL de DNA de esperma de salmén),
ajustandose a un volumen final de 60 uL con agua milliQ estéril. Posteriormente,
las sondas se desnaturalizaron calentando a 95°C durante 1 min, se
centrifugaron y se atemperaron 5 min a temperatura ambiente y la muestra se
depositd en la micromatriz Yeast 6.4K Array (Microarray Centre, UHN, Toronto,
Canadd) y se cubrioé con un cubreobjetos Hybri-slip (60x40 mm; Grace Bio-Labs,
Sigma), evitando a toda costa la formacion de burbujas. La hibridacion se llevo a
cabo durante 16 horas utilizando camaras AHC (Arraylt Corporation, CA, EEUU)
y se introdujo en un bafio a 42°C. Tras la hibridacion, las micromatrices se
separaron de los cubreobjetos por inmersion durante 5 min a 42°C en la solucion
1 [2X SSC; SDS 0,1% (p/v)] y seguidamente se sometieron a varios lavados
consecutivos: 2 lavados de 10 min cada uno a temperatura ambiente en la
solucion 2 (0,1X SSC; SDS 0,1% (p/v)) 5 lavados de 1 min cada uno a
temperatura ambiente en la solucién 3 (0,1X SSC) y 10 segundos a temperatura
ambiente en la solucion 4 (0,01X SSC). Las micromatrices se secaron
inmediatamente centrifugando a 1300 rpm durante 10 min y se guardaron en un
recipiente protector del polvo y la luz hasta su escaneado. Cada micromatriz
provino de una réplica bioldgica, obteniéndose un total de 24 cristales.

17.4. Adquisicion y andlisis de imagenes.

Una vez lavada la micromatriz, se escaned inmediatamente, para minimizar la
pérdida de sefial con el tiempo, en un escaner con laser confocal GenePix 4100A
(Axon Instruments, Molecular Devices Corp., EEUU). Se utilizaron las longitudes
de onda de 635 nm y 532 nm, correspondientes a los fluoréforos Cy3 y Cy5
respectivamente. Durante el escaneado se ajustaron las ganancias para que el
cociente de las intensidades totales fuera lo mas cercano a 1. El escaneado se
llevd a cabo con una resolucion de 10 ym realizando tres pases de lector y
obteniendo una imagen en formato TIFF. Las imagenes de hibridacion se
capturaron y cuantificaron con el programa GenePix Pro 6.1 (Axon Instruments,
Molecular Devices Corp., EEUU). La normalizacion y el procesado de los datos
se llevaron a cabo mediante el programa Acuity 4.0 (Axon Instruments, Molecular
DevicesCorp., EEUU).
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17.4.1. Anédlisis y tratamiento de los datos.

Se eliminaron manualmente del andlisis todos los puntos defectuosos o de baja
calidad y se llevé a cabo la eliminacion del ruido de fondo utilizando el programa
GenePix Pro 6.1 (Axon Instruments, Molecular Devices Corp., EEUU). Ademas
también se eliminaron del analisis aquellos puntos cuya intensidad estaba muy
cercana al ruido de fondo, quedandonos con aquellos puntos cuya relacién
sefial/ruido (SNR) fuera mayor de 3 en ambos canales. Los valores de expresion
gue por defecto proporciona el programa es la media del logaritmo en base 2 del
ratio (635/532) para cada punto del microarreglo. Al utilizar logaritmos del ratio
(635/532) en lugar de la proporcion directa (635/532) obtenemos datos
distribuidos de una forma normal y podemos tratar lo genes sobreexpresados y
regulados a la baja de forma equivalente. En nuestro caso utilizamos la mediana
ya que es menos sensible a valores extremos de intensidad del punto y
obtenemos un valor representativo de la mayoria de los nimeros del conjunto de
datos. Por otra parte, la intensidad de fluorescencia de los dos fluoréforos se
normalizé basandose en el ratio, de forma que la media del ratio de las medianas
fuera lo mas préoximo a 1. Este tipo de normalizacion a diferencia de la
normalizacion tipo Lowess (basado en la intensidad de la sefial) normaliza todos
los puntos por igual. Los datos de las réplicas bioldgicas de cada condicién (cada
una representada por un microarreglo) se combinaron, considerdndose por lo
menos dos réplicas para obtener el dato de expresion. Para identificar aquellos
genes cuya variacién era debida al etanol, se realizé una comparacion indirecta
entre microarrays provenientes de muestras estresadas y no estresadas en el
mismo punto temporal y para la misma cepa. Aquellos genes diferencialmente
expresados con un nivel de confianza del 95% se identificaron como aquellos
cuyo ratio de intensidades cambi6 en al menos 1,96 desviaciones estandar de la
media [314], tras la normalizacion y sustraccién entre microarrays provenientes
de muestras estresadas y no estresadas (para la misma cepa y punto temporal),
teniendo en cuenta que la varianza tras la resta de microarrays es de 25°. Se
aplicé una tasa de descubrimientos falsos (False Discovery Rate, FDR) del 5%
para corregir la aparicion de falsos positivos.

El estudio de las ontologias génicas en los genes sobreexpresados se realizo
mediante el uso de la herramienta web GO-Term finder
(http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder), utilizando una correccién de
Bonferroni y un p-valor umbral de 0,05. Con el fin de resumir y eliminar términos
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GO redundantes, se utilizé el servidor web REVIGO [315], que utiliza un
algoritmo de agrupamiento basado en medidas de similitud semantica.

18. RT-PCR cuantitativa.

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real precedida por la
transcripcion reversa (RT-qPCR) es una herramienta de deteccion y
cuantificacion de mRNA de gran sensibilidad y buena reproducibilidad, que
sustituye a otras técnicas como el Northern-blot, para validar los resultados de
transcriptémica (microarrays). La PCR en tiempo real difiere de la PCR clasica en
gue permite la deteccion en continuo de la amplificacién del DNA a medida que
va teniendo lugar. En esta técnica, ademas de los reactivos de la PCR
convencional, se requiere de un compuesto marcado con un fluorocromo. La
amplificacion se lleva a cabo en un termaciclador con capacidad para excitar el
fluorocromo y detectar la fluorescencia emitida. Este compuesto fluorescente
puede emplearse de dos formas, bien unido a un oligonucleétido especifico que
hibride con el producto de PCR a monitorizar 0 bien un compuesto que se una
inespecificamente y de forma dependiente del nimero de copias a todo acido
nucleico de doble cadena de la mezcla.

En el presente trabajo se empleé SYBR-Green, perteneciente al segundo
grupo y que se une al surco menor del DNA, aumentando su fluorescencia
conforme exista mas cantidad de DNA al que unirse. La cantidad de amplicén
producido en cada ciclo de amplificacion es proporcional al nimero de moléculas
de DNA/RNA inicial. Aquellas muestras con mayor cantidad de DNA/RNA inicial
alcanzardn en un menor ndmero de ciclos el umbral de deteccién de
fluorescencia (Ct) que es el valor que se utilizara en la cuantificacién y para
comparar las distintas muestras entre si. EI complejo resultante entre el DNA y
SYBR Green presenta el pico de absorcion en A = 498 nm y el de emision en A =
522 nm, correspondiente a la zona verde del espectro, de ahi su nombre.

La cuantificaciobn puede realizarse en términos absolutos o relativos. En el
primer caso, la estrategia es relacionar la sefial de amplificacién obtenida con el
contenido en DNA empleando una curva de calibrado. En el segundo, utilizado
en la presente tesis, se expresa el cambio en los niveles de expresion de mRNA,
es decir, utilizamos un método de cuantificacion relativa que no necesita curva de
calibrado y compara el nivel de expresion del gen a estudiar con el de un gen de
referencia (housekeeping, en inglés) cuya expresién no varia en las condiciones
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del experimento, pudiendo asi comparar ente multiples experimentos de RT-
gPCR. En nuestro caso se utilizaron dos genes como controles enddgenos: el
gen RDN18-1y ACT1.

18.1. Validacion de los resultados obtenidos por transcriptomica.

La tecnologia de los microarrays de expresion es la herramienta ideal para el
estudio de patrones de expresion de miles de genes de forma simultanea. Sin
embargo existe gran variabilidad de resultados atribuible a los aspectos técnicos
y de andlisis estadistico.

Los resultados de este estudio han permitido detectar diferencias de
expresion de algunos genes de interés, pero también la necesidad de realizar
estudios complementarios que confirmen las diferencias de expresion reveladas
a través de la tecnologia de los microarrays.

Para la validacion de los resultados de los experimentos con microarrays se
utilizé la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real con las mismas muestras de
RNA y siguiendo siempre las recomendaciones de la guia MIQE (del inglés,
minimum information for publication of quantitative real-time PCR experiments)
[316]. Los cebadores especificos para amplificar los genes de interés se
disefiaron a partir de las secuencias del GenBank mediante el programa
PrimerBlast del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y fueron
sintetizados por Isogen Life Science (Ver tabla M2). El programa informatico
permite seleccionar la temperatura de fusion de los cebadores (alrededor de
60°C) y el tamafio deseado para el amplicén (entre 100 y 200 pb). De esta
manera se pueden emplear las mismas condiciones en el temociclador para
todas las muestras de un experimento.

El protocolo de extraccién de RNA de las muestras se explica en el apartado
14.2. EI RNA extraido con fenol se someti6 a una etapa extra de limpieza
mediante paso por una columna de un kit comercial (RNeasy Mini, Qiagen, Cat.
n° 74104). La concentracion y pureza del RNA se determin6 en un
espectrofotometro NanoDrop ND1000 y la integridad del RNA se verificd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Para la sintesis de cDNA de
simple cadena se utilizd la transcriptasa reversa EuroScript de EuroGentec,
utilizando las condiciones recomendadas por el fabricante:
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Componente Volumen (uL) Concentracion final
Molde RNA total 400 ng

10x tampdn 2 uL 1x

25 mM MgCl, 4 L 5mM

2,5mM dNTP 4 uL 500 uM de cada dNTP
Oligo dT5 VN 0,5 pL 1,25 uM

Random Nonamer 0,5 uL 1,25 uM

Inhibidor RNAsas 0,4 pL 0,4 U/uL

EuroScript RT 0,5 pL 1,25 U/uL

Agua libre RNAsas hasta 20 pL

Las etapas de la reaccidn de transcripcién reversa, se llevaron a cabo en un
termociclador TECHNE (Bibby Scientific Limited), en el que se programaron los
siguientes ciclos, siguiendo las recomendaciones para el kit:

*Etapa inicial: 10 min a 25°C

*Etapa de Transcripcion Reversa: 45 min a 48°C

*Etapa de inactivacién del enzima: 5 min a 95°C

Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real se llevaron a cabo en un
LightCycler® 480 96 System Il, en placas blancas multipocillo de 96 de Roche.

Cada reaccion de 10 uL se compuso de:

SYBR Green | Master 2x
Cebador directo (10 uM)
Cebador reverso (10 uM)
Agua calidad PCR
cDNA diluido 1/10

5uL
0,25 uL
0,25 uL
2,5 UL
2 uL

De cada pareja de cebadores se preparé un mix de reaccion en cantidad
suficiente para todas las muestras que se quisieran analizar, y se distribuyeron
en la placa a razon de 8 pL por pocillo. Posteriormente se alicuotaron 2 pL de

cada CDNA molde por pocillo.
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Atendiendo a las recomendaciones del kit de reaccién y del equipo, asi como
a la temperatura de fusién de los cebadores y tamafio del amplicon, se utilizé un
programa de amplificacién con las siguientes etapas:

*Preincubacion: 5 min a 95°C
*Amplificacion: 45 ciclos con tres etapas
- Desnaturalizacion: 10 s a 95°C
- Anillado: 10 s a 57°C
- Extension: 12 s a 72°C
*Curva de fusién para descartar amplificaciones inespecificas
*Enfriamiento: a 4 °C

El software utilizado fue el LightCycler 480 v1.5.1.62 con la funcién de analisis
Advanced Relative Quantification, la cuantificacidn relativa se llevé a cabo por el
E-method de Roche Applied Science, capaz de generar datos de cuantificacion
relativa més precisos por compensacion de las diferencias de eficiencia de
amplificacion del gen de referencia y el diana.

18.2. Andlisis RT-gPCR de genes diana UPR.

Ademas de la validacion de los datos de transcriptomica, también se utilizé la RT-
gPCR para analizar la expresiéon de genes diana de la UPR en la cepa de
laboratorio BY4741 bajo estrés por etanol (INO1, ERO1, LHS1, MPD1, HLJ1,
IRE1y HAC1) y los genes ITR1 e ITR2. Para ello se hizo crecer la cepa BY4741
durante toda la noche en medio SC a 28°C para, seguidamente, transferirla a 1,7
L de medio fresco SC y dejar que creciera hasta fase logaritmica (ODggo ~0,4). A
continuacién se repartieron 850 y 782 mL del cultivo en dos matraces, portando
el segundo 68 mL de etanol para que la concentracion alcanzara un 8% (v/v).
Seguidamente cada matraz se dividié en tres matraces con 280 mL del medio y
se hicieron crecer a 28°C a 150 rpm. Se recogieron 50 mL de cultivo mediante
centrifugacion durante 6 horas de crecimiento, obteniendo 6 puntos temporales
pertenecientes a tsmin; toso; t1; t; t4; ¥ te horas. Las muestras se lavaron con agua
libre de RNAsas, se pasaron a tubos de rosca de 2 mL y se congelaron en
nitrégeno liquido hasta su posterior uso. La obtencion del RNA se realizd
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mediante kit comercial Nucleospin RNA de Macherey-Nagel segin las
instrucciones del fabricante y el analisis RT-qPCR conforme a lo explicado en el
anterior apartado. Tanto los experimentos de crecimiento como el analisis
mediante RT-qPCR se hicieron por triplicado.

19. Andlisis bioinformaticos.

Se estudio la region promotora de aquellos genes sobreexpresados en la
cepa Temohaya-26 y CECT 10094 bajo estrés mediante la herramienta web
Retrieve-seq [317] a través de la interfaz http:/fungi.rsat.eu/, con ella se obtuvo la
regiéon promotora de gen, evitando el solapamiento con genes vecinos. Una vez
obtenida la regién promotora, se analizd utilizando YEASTRACT con el fin de
contabilizar los lugares de unién a los factores de transcripcion Msn2/4p, Haclp,
Hsflp y Yaplp. Unicamente las regulaciones documentadas por datos
publicados entraron en el andlisis. Del mismo modo, se estudié el porcentaje de
genes que portaban en su regién promotora la secuencia consenso AGGGG
(secuencia STRE).

En el caso del estudio aminoacidico de la proteina Haclp se obtuvo la
secuencia codificante de las cepas a estudiar a partir de los datos de Liti y col.
(2003) [42] y Kellis y col. (2003) [318], disponibles en las siguientes direcciones
web:

http://www.moseslab.csh.utoronto.ca/sgrp/blast_original/
http://www.yeastgenome.org/

Las secuencias de DNA se pasaron a secuencia de aminoacidos utilizando el
programa MEGA 5.0 (disponible en http://www.megasoftware.net/) y se
analizaron los cambios aminoacidicos entre las cepas.

20. Acceso a datos

Los datos originales de los microarrays de la presente tesis doctoral estan
disponibles en la base de datos GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con
nimero de acceso GSE44863.
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1. Estudio transcripcional de las diferencias
adaptativas bajo estrés por etanol en cepas de
Saccharomyces cerevisiae aisladas de
fermentaciones tradicionales.

Actualmente el interés por las levaduras ha aumentado considerablemente
debido a su amplia gama de aplicaciones, incluyendo la industria quimica,
alimentaria, biomédica y ambiental, siendo el etanol el principal producto
biotecnologico derivado de ellas. Aunque Saccharomyces cerevisiae es el
microorganismo productor de etanol por excelencia por su inherente tolerancia al
etanol, su presencia en el medio puede convertirse en un importante factor de
estrés durante la fermentacion, limitando la productividad de los procesos
fermentativos. Una alta tolerancia al etanol es una caracteristica deseable en
levaduras ya que permite al organismo dominar en un ambiente rico en azlcares
e imponerse sobre otros organismos competidores. Ademas, la utilizacion de
levaduras altamente tolerantes al etanol en la industria fermentativa contribuira a
disminuir el riesgo de paradas en la fermentacion, causa de grandes pérdidas
econdmicas en las empresas.

Por todo ello se hace necesario una mejor comprensién de los efectos que el
etanol ejerce sobre las levaduras y de los mecanismos de respuesta a estrés
asociados a él, pudiendo asi desarrollar nuevas estrategias para mejorar la
tolerancia microbiana a este compuesto.

Nuestra comprensién de la respuesta transcripcional y fisiolégica al etanol es
limitada ya que muchos estudios de transcriptbmica se centran en cepas de
laboratorio. Durante el proceso de adaptacién a ambientes antrépicos, distintas
cepas de S. cerevisiae se han visto sometidas a procesos selectivos generados
por su uso inconsciente en la fermentacion alcohdlica, generando diferencias
adaptativas entre ellas [33]. Asi, cepas de S. cerevisiae aisladas de ambientes
naturales o de diferentes fermentaciones presentan claras diferencias en sus
propiedades, y es ahora cuando comenzamos a apreciar su diversidad
fisioldgica.
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El presente capitulo se centra en comprender las bases genéticas que
explican las diferencias adaptativas bajo estrés por etanol entre cepas de la
misma especie de Saccharomyces cerevisiae aisladas de distintos procesos
fermentativos. En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio [319] se
emplearon técnicas de modelado estadistico para determinar los efectos del
etanol sobre el crecimiento de diferentes especies y cepas de Saccharomyces
aisladas de ambientes naturales y fermentativos. La metodologia empleada
permiti6 estimar la concentracion de etanol a partir de la cual se observa una
reduccion del crecimiento de las levaduras (NIC) asi como la concentracion a
partir de la cual ya no son capaces de crecer (MIC). A partir de los resultados
obtenidos se seleccionaron dos cepas de S. cerevisiae aisladas de ambientes
fermentativos en base a sus diferentes respuestas frente al etanol. Se
selecciond una cepa bien adaptada a altas concentraciones de etanol, la cepa
CECT 10094 cuyos valores de NIC y MIC son 4,7 % y 18 % (viv),
respectivamente, aislada de fermentacion de velo de una fermentacion estilo
“Jerez”, y por otra parte la cepa Temohaya-26, aislada de la fermentacion del
jugo de las pifias de agave duranguense previamente cocidas para la obtencion
del mezcal y cuya tolerancia es mucho menor, con valores de NIC y MIC de 6 %
y 12 %, respectivamente.

Con el fin de detectar diferencias adaptativas frente al etanol e identificar
nuevos genes relacionados con su tolerancia en las cepas CECT 10094 y
Temohaya-26, se analiz6 el transcriptoma durante el crecimiento de las
levaduras en ausencia y frente a un choque de un 10% de etanol mediante
micromatrices de DNA. Las muestras se tomaron tras una hora de estrés, para
observar lo cambios tempranos en la respuesta a etanol y en la fase dialxica.
Esta fase se caracteriza por la escasez de nutrientes y la acumulacion de
metabolitos téxicos en el medio, asi como la utilizacion de etanol como fuente de
carbono y la acumulacién de glucégeno como fuente de polisacéaridos [320].
Debido a que es una etapa de grandes cambios fisioldgicos, el estudio del efecto
del etanol sobre ella nos parecié de gran interés, ademas, si bien es cierto que
hay numerosos estudios transcriptémicos centrados en las etapas tempranas tras
choque por etanol, hasta ahora no existen estudios sobre el comportamiento
transcripcional de las levaduras en este punto temporal. Ademas, al tratarse de
cepas cuyo transcriptoma no se ha estudiado anteriormente, se intentara
descubrir nuevos perfiles de expresion relacionados con el etanol que nos
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puedan ayudar a reconocer genes relacionados con la respuesta a estrés y que
no habian sido descritos anteriormente.

1.1. Crecimiento de las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 bajo
estrés por etanol.

Aunque estudios previos en nuestro laboratorio ya detectaron diferencias en
crecimiento de las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 bajo estrés por etanol en
medio minimo en microcultivos con placas multipocillo, se llevé a cabo la
evaluacion del crecimiento de ambas cepas en medio GPY (Figura 1.1A) y
medio GPY con un 10% de etanol (Figura 1.1B). Nuestros resultados muestran
una disminucion de la tasa de crecimiento (i) y un aumento la fase de latencia en
ambas cepas en presencia de etanol. En presencia del estrés, la cepa CECT
10094, mas tolerante al etanol, presentd un tiempo de duplicacion 1,6 veces
superior a la de la cepa Temohaya-26 (3,8 y 6,3 horas, respectivamente), y una
fase de latencia menor (7 horas respecto a 13 horas en Temohaya-26). Estos
resultados corroboran aquellos obtenidos previamente por nuestro grupo y
demuestran que la cepa CECT 10094 presenta una capacidad de crecimiento
mayor bajo estrés por etanol, pudiendo llegar a tolerar concentraciones del 18%
(VIv) [319].

En vista de los resultados, la seleccion de CECT 10094 y Temohaya-26 es
una opcién adecuada para estudiar las diferencias transcripcionales bajo estrés
por etanol en etapas tempranas y tardias del crecimiento. Los cultivos sin etanol
no presentaron fase de latencia apreciable, con un tiempo de duplicacién de 1,2
horas para ambas cepas. Estos perfiles de crecimiento tan similares nos
garantizar4 para los siguientes estudios la ausencia de sesgos debidos a
deficiencias basales del crecimiento entre las dos cepas.
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Figura 1.1. Crecimiento de S. cerevisiae CECT 10094 (o) y Temohaya-26 (o) en medio
liguido GPY en ausencia (A) y en presencia de un 10% (v/v) de etanol (B). Las células
fueron inoculadas a una densidad celular inicial de 5 X 10° células/mL. Las flechas indican
el punto de muestreo para el estudio transcriptomico a una hora (flecha blanca) y en fase
dialxica temprana (flechas negras). Los cultivos se hicieron por triplicado y se incubaron a
28°C a 150 rpm.

1.2. Analisis de la expresion global en respuesta a estrés por
etanol.

Con el fin de medir cambios globales en los niveles de expresion de cepas
tolerantes y sensibles al etanol en etapas tempranas y tardias del estrés, se
hicieron crecer las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 bajo un 0% y un 10% de
etanol en GPY, comparandose el perfil trancriptémico para una misma cepa a un
tiempo dado en presencia y ausencia de etanol, con el fin de obtener variaciones
en la expresién debidas Unicamente al efecto del etanol en el medio. Tras el
filtrado, normalizacién y analisis de los datos (ver apartado 17.4.1 de material y
métodos), se obtuvo una amplia lista de genes sobreexpresados o reprimidos en
ambos puntos temporales (Ver tablas S5y S6).

Como hemos citado anteriormente, nuestro objetivo es determinar aquellos
genes sobreexpresados en la cepa mas tolerante al etanol con el fin de dilucidar
las caracteristicas génicas que confieren tal tolerancia, es por ello que a pesar de
presentar los resultados de transcriptomica de la cepa Temohaya-26, nuestros
resultados se centraran en los datos reportados por la cepa CECT 10094,
comparando nuestros resultados con anteriores trabajos y presentando genes
cuya sobreexpresién bajo estrés por etanol no se ha descrito hasta la fecha.
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1.2.1. Genes sobreexpresados tras una hora de estrés por etanol.

Durante la respuesta temprana a estrés por etanol, un total de 178 genes se
expresaron de forma diferencial en ambas cepas (Figura 1.2), de ellos, 46 genes
fueron sobreexpresados en la cepa mas tolerante, siendo 26 exclusivos de dicha
cepa. Algunos de estos genes sobreexpresados Unicamente en la cepa CECT
10094 estan relacionados con la respuesta a estrés oxidativo (YDL124W, GRE3
y NCE103), transporte y utilizaciéon de prolina (PUT4 y PUT1), sintesis de acidos
grasos monoinsaturados (OLE1), chaperonas moleculares como HSP104 y
HSP32, plegamiento de proteinas (MPD1) o procesos metabdlicos de reserva de
energia (RGI1), que ya han sido previamente descritos como genes clave en la
tolerancia a etanol.

Ambas cepas compartieron la sobreexpresién de 20 genes, la mayoria de
ellos relacionados con proteinas de choque térmico (HSP42, HSP12, HSP26,
HSP31 y HSP36), biosintesis de acetil-CoA, glicalisis y utilizacién del nitrégeno.
En la cepa Temohaya-26, la mayoria de sus 31 genes sobreexpresados
especificamente en esa cepa estaban relacionados con respuesta a estrés
(DDR2 y ALD3), esporulacién, organizacion de la pared celular y genes con
funcion desconocida. Como se esperaba, el estrés por etanol provoco la
represion de genes que codifican componentes de la maquinaria de sintesis
proteica. Este grupo representd el 64,3% y el 70.5% de todos los genes
reprimidos en CECT 10094 y Temohaya-26, respectivamente.

Todos los genes cuya expresién varié de forma significativa en ambas cepas
tras una hora de estrés por etanol se encuentran compilados en la tabla
suplementaria S5. Los genes sobreexpresados respondieron a aquellos con un
fold change mayor o igual 3,0 y 2,97 en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26,
respectivamente, mientras que los genes reprimidos respondieron a aquellos con
un fold change mayor o igual -2,30 y -3,10 en las cepas CECT 10094 y
Temohaya-26, respectivamente.
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Figura 1.2. Diagrama de Venn mostrando el nimero de genes sobreexpresados (flecha
hacia arriba) y reprimidos (flecha hacia abajo) en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26
tras una hora de estrés por etanol. Los numeros en negrita indican los genes
sobreexpresados no vistos en anteriores trabajos de expresion génica bajo estrés con
etanol. Para mas detalles consultar la tabla suplementaria S7.

Cabe destacar que algunas de las categorias GO (Gene Ontology)
identificadas por andlisis GO-TermFinder tras una hora de estrés por etanol
estaban relacionadas con la respuesta a estrés oxidativo, metabolismo de la
prolina, y procesos de biosintesis de tiamina, a diferencia de la cepa Temohaya-
26, que no present6 términos GO relacionados con mecanismos de tolerancia a
etanol conocidos (Tabla 1.1). En cuanto a las categorias funcionales
representativas de aquellos genes reprimidos por etanol para ambas cepas, la
mayoria correspondian a procesos de biosintesis y procesado y traduccién del
MRNA (Tabla S8).
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Tabla 1.1. Enriquecimiento de categorias funcionales de genes sobreexpresados tras una
hora de estrés por etanol en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26. Las categorias GO
se analizaron utilizando la herramienta web GO-TermFinder (http://go.princeton.edu/cgi-
bin/GOTermFinder), empleandose una correccién por Bonferroni y un p-valor de 0,05. Los
términos redundantes se eliminaron utlizando el servidor web REVIGO (http:
[Irevigo.irb.hr/).

Genes Genes que

Proceso Bioldgico -valor
9 P sobreexpresados componen la GO

Cepa CECT 10094

Respuesta a estrés oxidativo 0,0052 6 91
Metabolismo de las pentosas 0,0170 3 14
Procesos de dxido-reduccion 0,0001 14 450
Procesos metabdlicos de

pequefias moléculas 0,0054 17 49
E;oniiirr:;esis de compuestos con 0,0259 3 16
Metabolismo de la prolina 0,0393 2 9
Cepa Temohaya-26

Procesos de dxido-reduccion 0,0001 15 450
Catabolismo de carbohidratos 0,0048 7 120
Catabolismo de monosacaridos 0,0214 5 66

1.2.2. Genes sobreexpresados durante la fase diauxica bajo estrés
por etanol.

Durante la fase dialxica en presencia de etanol, un total de 389 genes se
expresaron de forma diferencial en ambas cepas (Figura 1.3), de ellos 178 genes
fueron sobreexpresados en la cepa tolerante CECT 10094, siendo 159 exclusivos
de dicha cepa. Algunos de ellos estaban relacionados con el plegamiento de
proteinas (ERO1, LHS1, SBAl y SSEZ2), sintesis de ATP (ATP1-4, ATP7 y
ATP20), sintesis de ergosterol (ERG5 y ERG20), proteinas de choque térmico
(HSP104, HSP31 y HSP82), transporte de acidos grasos de cadena larga
(FAT1), sintesis de fosfatidilcolina (CHO2), acidificacion vacuolar (VMAS8 y
VMAL0), transposicion (YMRO51C, YJR028W, YARO09C, YJR026W, YMLO45W,
YMLO40W, YMRO046C, YAR010C e YCLO20W), eliminacién de radicales
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superoxido (CUP1-1) y degradacion de proteinas (CDC34, PRE1,PRE4, PRES,
PRE7, PUP2, RPN12, RPN5, RPN8, RPT4, RPT5, SCL1 y UBC).

Ambas cepas compartieron la sobreexpresion de 19 genes que estaban
mayoritariamente relacionados con la respuesta a estrés (HSC82, YHB1 y
MSN4), organizacion y biogénesis de la pared celular (YGP1 y ECM4) y
transporte de aminoacidos (BAP2 y TAT1). En la cepa Temohaya-26 se
sobreexpresaron especificamente 29 genes, algunos de ellos relacionados con el
proceso metabdlico del alcohol (ADH6), proteinas de choque térmico (HSP12) y
esporulacion (UBX6 y DIT1). Todos los genes cuya expresion varid de forma
significativa en ambas cepas durante la fase dialxica en presencia de etanol se
encuentran compilados en la tabla suplementaria S6.
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Figura 1.3. Diagrama de Venn mostrando el nimero de genes sobreexpresados
(flecha hacia arriba) y reprimidos (flecha hacia abajo) en las cepas CECT 10094
y Temohaya-26 en fase dialxica en presencia de etanol. Los nUmeros en negrita
indican los genes sobreexpresados no vistos en anteriores trabajos de expresion
génica bajo estrés con etanol. Para mas detalles consultar la tabla suplementaria
S9.
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Los genes sobreexpresados respondieron a aquellos con un fold change
mayor o igual 0,89 y 1,85 en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26,
respectivamente, mientras que los genes reprimidos respondieron a aquellos con
un fold change mayor o igual -1,94 y -2,30 en las cepas CECT 10094 y
Temohaya-26, respectivamente.

Algunas de las categorias GO (Gene Ontology) identificadas por analisis GO-
TermFinder durante la fase dialxica bajo estrés por etanol en la cepa CECT
10094 estaban relacionadas con procesos catabodlicos independientes de
ubiquitinacion, transposicion mediada por RNA, sintesis de ATP acoplado a
transporte de protones, plegamiento de proteinas y transporte de protones.

Del mismo modo que el analisis GO tras una hora de estrés por etanol en la
cepa Temohaya-26, no encontramos términos GO relacionados con mecanismos
de tolerancia al estrés (Tabla 1.2). En cuanto a las categorias funcionales
representativas de aquellos genes reprimidos durante la fase dialxica, la cepa
CECT 10094 presentaba GOs relacionadas con la biosintesis de valina y
procesos de éxido-reduccidn, mientras que la categoria funcional relacionada con
el ciclo de asimilacion del nitrégeno resulté estar reprimida en la cepa Temohaya-
26 (Tabla S10).
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Tabla 1.2. Enriquecimiento de categorias funcionales de genes sobreexpresados en fase
diaixica en presencia de etanol en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26. Las
categorias GO se analizaron utilizando la herramienta  GO-TermFinder
(http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder), empleandose una correccion  por
Bonferroni y un p-valor de 0,05. Los términos redundantes se eliminaron utilizando el
servidor web REVIGO (http: //revigo.irb.hr/).

Proceso Biolégico valor ot St hosae
9 s sobreexpresados componen la GO

Cepa CECT 10094
Proceso catabdlico de proteinas
independiente de ubiquitin 0,0005 6 14
proteasoma
Transposicion 0,0053 13 114
Transposicion, mediada por RNA 0,0190 12 110
Procesos de 6xido-reduccion 0,0105 28 450
Transporte mitocondrial de electrones 0,0031 5 1

Transporte de electrones acoplado a

sintesis de ATP 0:0062 i 30
Plegamiento de proteinas 0,0037 5 17
Cadena de transporte de electrones 0036 10 64
Transporte de protones 0,0293 7 42
Cepa Temohaya-26

Biosintesis de GMP 0,0007 3

Transporte de pirimidina 0,0118 2

Metabolismo de los nucledsidos 0,0418 4 42
monofosfato

Biosintesis de nucledsidos 0,0271 5 70
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Es llamativo el hecho de que aunque se sobreexpresaran una gran cantidad
de genes en la fase dialxica en presencia de etanol (207 genes en total),
solamente un 17,96% de ellos se habian asociado previamente con el estrés por
etanol en estudios con microarrays, mientras que la sobreexpresion de un
59,74% de los genes tras una hora de estrés por etanol (77 genes en total) ya ha
sido previamente descrita (para mas detalles consultar tabla S7 y S9). Es
probable que esto se deba a que la mayoria de los estudios de microarrays
realizados hasta la fecha se han centrado en las etapas tempranas de la
respuesta al estrés por etanol.

1.2.3. Genes sobreexpresados en ambos tiempos durante estrés por
etanol

Ademas de estudiar la sobreexpresion génica tanto a una hora como en fase
dialxica nos parecié interesante observar aquellos genes que seguian
sobreexpresandose mas alla del inicio del estrés, es decir, aquellos genes
sobreexpresados tanto a hora como en fase dialxica ya que pueden tener una
gran importancia no solamente para la respuesta temprana al estrés sino a lo
largo de todo el crecimiento de la cepa. En la tabla 1.3 se muestra la descripcion
de aquellos genes comunes sobreexpresados en una misma cepa, tanto a una
hora como en fase dialixica, en presencia de etanol.
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Tabla 1.3. Genes cuya sobreexpresion se mantuvo a lo largo del crecimiento en presencia
de etanol. Los genes en negrita representan aquellos genes cuya sobreexpresion ya se ha
observado en presencia de etanol en anteriores estudios de transcriptomica.

Gen Funcién Referencia

Cepa CECT 10094

Respuesta a estrés oxidativo; resistencia a

ON=S acroleina; proceso apoptotico [30]
YGP1 Ensamblaje de la pared celular [30-32]
Resistencia a estrés oxidativo y a niveles de
iiel nutrientes [31-34]
Plegamiento de proteinas en el reticulo [148, 159, 205,
RIS endoplasmatico 253]
NCA3 Regulacion de la expresion de las subunidades 6 y
8 de la Fo-F1 ATP sintasa
PIC2 Transportador de cobre y fosfato inorganico a la [148, 159, 212,
mitocondria 244, 253]
YMR090W Desconocida [32]
YML131W Desconocida [32]
Cepa Temohaya-26
Protein quinasa relacionada con la respuesta a
RCK1 . S
estrés oxidativo
Organizacion de la membrana plasmatica durante
g condiciones de estrés [30-36]
ECM4 Glutation transferasa
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1.3. Analisis de las secuencias promotoras de los genes
sobreexpresados tras estrés por etanol

Se llevo a cabo un analisis bioinformatico mediante analisis de secuencias
utilizando la herramienta web RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools (ver
apartado 19 de Material y Métodos) de los promotores de aquellos genes
sobreexpresados exclusivamente en las dos cepas con el fin de obtener una
vision global de su interaccidon con los principales factores transcripcionales
implicados en la respuesta a estrés general (Msn2/4p), respuesta a calor (Hsf1p),
respuesta a proteinas desplegadas (Haclp) y estrés oxidativo (Yaplp). La razén
de utilizar tnicamente aquellos genes sobreexpresados que nNo eran comunes en
las dos cepas fue la de intentar detectar una presencia mayoritaria de genes con
lugares de union para un determinado factor transcripcional en la cepa mas
tolerante, para asi poder correlacionar mas adelante ese tipo de respuesta a
estrés con una mayor tolerancia al etanol. En la tabla 1.4 se exponen los
resultados de dicho andlisis.

Tabla 1.4. Andlisis de la regién promotora de los genes sobreexpresados exclusivamente
en las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 tras la adicion de etanol. Los andlisis se
hicieron con la herramienta web YEASTRACT (http://www.yeastract.com/) y solamente
aquellas regulaciones documentadas apoyadas por datos publicados se utilizaron en el
andlisis.

CECT 10094 Temohaya-26
Fac?tor. 1 hora .Fa,\sz.a 1 hora ,FE}S(,E
Transcripcional Diauxica Diauxica
Msn2p 65,4% 32,5% 90,3% 35,7%
Msn4p 65,4% 28% 87,1% 42,9%
Hsflp 61,5% 17,2% 48% 17,9%
Haclp 19,2% 5,7% 0,0% 0,0%
Yaplp 53,9% 29,3% 45,2% 39,3%
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Asi mismo, también se estudid el porcentaje de genes que portaban en su
region promotora la secuencia consenso AGGGG (secuencia STRE), reconocida
por los factores de transcripcion Msn2/4p y que activan la ruta general de
respuesta a estrés. Este estudio se realizé a partir de todos los genes
sobreexpresados en una u otra cepa con el fin de observar el comportamiento de
este tipo de respuesta y determinar si la respuesta general a estrés se mantiene
a lo largo del crecimiento bajo la presencia de etanol o por el contrario disminuye
una vez la célula ha reaccionado frente al estimulo. Los resultados se presentan
en la figura 1.5.

OCECT 10094
80 | O Temohaya-26

1 hora Fase Diauxica

Genes sobreexpresados (%)
(2]
(@]

Figura 1.5. Porcentaje de genes sobreexpresados tras estrés por etanol que contienen
elementos de respuesta a estrés (STRES) en sus regiones promotoras y han sido
implicados en la respuesta a estrés general en levadura. La deteccion del patron génico
AGGGG se llevd a cabo utilizando la herramienta RSAT (http://rsat.ulb.ac.be/rsat),
restringiendo la busqueda a aquellas regiones promotoras que contuvieran la secuencia
en una de las dos posibles orientaciones y localizada entre los pares de bases -100 y -
600.
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1.4. Validacion de los datos de transcriptomica mediante RT-
gPCR.

Los microarrays de DNA nos proporcionan una capacidad en el estudio del perfil
genémico completo de la levadura como nunca antes se habia visto, sin
embargo, la calidad de los datos de expresion génica obtenidos pueden variar
dependiendo de la plataforma y los procedimientos utilizados. Por ello, y con la
intencion de validar los perfiles de expresion obtenidos mediante el andlisis por
microarrays, se midio la expresién de varios genes cuya abundancia en mRNA
aumentaba significativamente en presencia de etanol mediante RT-gPCR,
utilizandose los genes ACT1 y el gen ribosomal 18S como referencia. La eleccion
de estos dos genes de referencia se debe a su utilizacion en la validacién de
microarrays mediante RT-gPCR en trabajos de estrés por etanol [159, 189, 221,
321] y en la observacion mediante Northern Blot de la expresion constante de
ACT1 tras un choque de etanol del 8% (v/v) en la cepa S288C [322].

En general, existe una gran interdependencia entre los datos de microarrays y
los datos de RT-gqPCR, obteniéndose un coeficiente de correlacion de Spearman
(p) de 0,833 (p-valor = 0,0053) (Figura 1.6A). Hay que destacar que el estudio de
correlacién se llevo a cabo con genes en los que se observé una sobreexpresion
tras estrés por etanol, de acuerdo con las indicaciones de anteriores trabajos de
validacion de microarrays, ya que la utilizacion de genes con poca variacion en
su expresion, asi como con bajas intensidades (p.e: genes reprimidos) son
inadecuados, ya que generan una alta variabilidad y por lo tanto una baja
correlacién [323, 324].

Debido a que una alta correlacibon no implica que exista una buena
concordancia entre los dos métodos ya que simplemente mide la intensidad de la
asociacion entre dos variables, se analizé la concordancia entre las mediciones
por microarrays y RT-gPCR mediante el método de Bland-Altman para evaluar si
las diferentes técnicas producen resultados similares al aplicarse a la misma
muestra (Figura 1.6B). Este tipo de andlisis ha sido ampliamente utilizado en la
comparacién de resultados de transcriptomica entre varias plataformas
(Affymetrix, Agilent, lllumina...) para evaluar su fiabilidad [325] asi como en la
comparacion de resultados de expresion obtenidos mediante microarrays y RT-
gPCR [326]. El grafico muestra que todos los niveles de expresion estan dentro
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de los limites de un intervalo de confianza del 95%, sugiriendo una concordancia
razonable en los niveles de expresiéon obtenidos con ambos métodos.
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%‘a Log2 del cambio de expresion relativa E Media del cambio de expresion relativa
=4 (microarrays) 2

a

Niumero Gen Cepa Muestra
1 ACS1  CECT 10094 1hora
2 ACS1  Temohaya-26  1hora
3 ALD4  CECT 10094 1hora
4 OPI3  CECT 10094 1hora
5 OPI3  Temochaya-26 1 hora
6 TFS1  CECT 10094 1hora
7 TFS1  Temohaya-26  1hora
8 HSC82 CECT 10094 Dialxica
9 ERO1  CECT 10094 1hora

Figura 1.6. Validacién de datos de transcriptomica. (A) Andlisis de correlacion de los
valores obtenidos por microarrays y RT-qPCR. Los datos de expresion relativa de la RT-
gPCR para tres réplicas bioldgicas, provenientes del mismo RNA utilizado para los
microarrays, se expresaron en log2 y se utilizé su media para el andlisis de correlacion
junto con los datos de expresion de los microarrays, utilizandose también la media de la
expresion en log2 de esas mismas réplicas. Se calcul6 el coeficiente de correlacion de
Spearman (p) para datos no paramétricos debido al bajo nUmero de muestras. (B) Grafica
de Bland-Altman de concordancia de métodos. El eje X representa la media del cambio de
expresion para ambos métodos, mientras que el eje Y es su diferencia (microarray-RT-
gPCR). La linea continua (y= -0,52) es la media de las diferencias en el cambio de
expresion de todas las muestras. Las dos lineas discontinuas representan dos
desviaciones estandar de la media de las diferencias.
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1.5. Relacion entre tolerancia a etanol y pH acido.

En vista de los resultados obtenidos por transcriptomica, donde observamos la
sobreexpresion de genes relacionados con la acidificacion vacuolar (VMAS,
VMAS8 y VMA10) y cuya delecion supone una mayor sensibilidad al etanol [59,
223], intentamos relacionar la tolerancia a bajo pH con el etanol, si el etanol
causa acidificacion citosoélica por la entrada de protones a través de la membrana
plasmatica y esto dispara la acidificacion vacuolar via V-ATPasa para restaurar el
pH intracelular [231], tiene sentido pensar que las cepas tolerantes a etanol son
también mas tolerantes al crecimiento en pH acidos. Por lo tanto llevamos a cabo
un andlisis del crecimiento de las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 en medio
GPY modificado con un 8% y un 10% de etanol y diferente pH (Figura 1.7).

200, *
® 0O *
- . 9 *
3 1504 @ . § -
o E C Temohaya-26
.0, 1004 o ® CECT 10094
©
O O
g 50 4 O
<

0% 8% 10% 0% 8% 10%
pH 6,5 pH 3,5

Figura 1.7. Comparacion del area bajo la curva ODego/tiempo entre las cepas Temohaya-
26 y CECT 10094 en ausencia y presencia de etanol (8% y 10%) en medio GPY a pH 6,5
y 3,5. Las lecturas se tomaron cada media hora en placas multipocillo durante 4 dias a
28°C y el &rea bajo la curva se obtuvieron por el método trapezoidal utilizando el software
GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San diego California
USA). Los asteriscos indican diferencias de crecimiento entre cepas (p-valor<0.05). Los
experimentos se realizaron por triplicado.

La cepa Temohaya-26 alcanz6 una OD méxima en medio GPY superior que
la cepa CECT 10094 en condiciones no estresantes a pH 6,5, tal y como ya
observamos en la figura 1.1, con un area bajo la curva de 178,70 + 7,50 y
152,60 + 9,29, respectivamente. Sorprendentemente, la cepa Temohaya-26
cambio su comportamiento dependiendo del pH bajo estrés por etanol. A pH 6,5,
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ambas cepas mostraron una tolerancia similar bajo un 8% de etanol, al contrario
gue con un pH mas acido (3,5), donde el area de la cepa menos tolerante se
redujo casi a la mitad. Bajo una concentracion de etanol del 10% la diferencia
entre las areas de las dos cepas aumenté desde 1,42 a pH 6,5 hasta 3 veces en
condiciones acidas, siendo en todos los casos CECT 10094 mas tolerante al
etanol. El hallazgo mas interesante fue que la cepa mas tolerante mostr6 un
mejor crecimiento bajo condiciones acidas que en un medio GPY estandar,
incluso en presencia de etanol. Por el contrario, la cepa Temoahay-26 redujo su
crecimiento en un 72% bajo la accién sinérgica del etanol y pH &acido en
comparacién con un medio GPY estandar modificado con etanol.

Por otra parte, y para corroborar los resultados anteriores, crecimos de forma
adicional 6 cepas mas de S. cerevisiae (ver tabla M1 de material y métodos para
mas informacioén) en medio GPY a pH 3,5 en ausencia y en presencia de un 10%
de etanol para determinar si hay correlacién entre una mayor tolerancia a pH
acido con mayor tolerancia a etanol (Figura 1.8). Tras el analisis de Shapiro—
Wilk para analizar la normalidad de los datos se llevd a cabo un andlisis de
correlaciébn de Pearson para contrastar la independencia de las variables,
obteniendo un coeficiente de correlacion (r) 0,933 y un p-valor de 0,0007,
mostrando una correlacion significativa.
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Figura 1.8. Comparacion del area bajo la curva ODggo/tiempo entre diferentes cepas de S.
cerevisiae en ausencia y presencia de etanol en medio GPY a pH 3,5. Los experimentos
se realizaron por triplicado en placas multipocillo y las lecturas se analizaron utilizando el
software GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software, San diego
California USA). Se utilizé el andlisis de correlacion de Pearson para contrastar la
independencia de las variables, obteniéndose un coeficiente de correlacion (r) de 0,933 (p-
valor: 0,0007).

1.6 Conclusiones.

Los microarrays de DNA son una potente herramienta para el estudio de los
cambios en el estado intracelular de la levadura tras su exposicion a un agente
estresante. Nuestros resultados muestran la importancia de la acumulacién de
prolina, sintesis de acidos grasos monoinsaturados, chaperonas moleculares y
respuesta a estrés oxidativo y proteinas desplegadas para una mayor tolerancia
al etanol y arrojan nuevos datos sobre la sobreexpresion de genes no
observados previamente frente a este estrés abriendo nuevos estudios en la
tolerancia a este metabolito. Especial mencion tiene el gen YNL134C, que
aungue en nuestro caso no llegamos a estudiarlo en profundidad no cabe duda
de su importancia frente a este estrés y su posible rol como detoxificante de
aldehidos es realmente interesante. Nuestro estudio ha servido ademas para
demostrar la correlacién existente entre una alta tolerancia a ambientes acidos y
el etanol en diferentes cepas de S. cerevisiae y nos ha dado pie al estudio de la
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respuesta a proteinas desplegadas (UPR), el cual se abordara en los siguientes
capitulos de la presente tesis. Finalmente es importante mencionar el gran
dinamismo generado por el estrés en cuanto a la gran cantidad de genes cuya
expresion varia a lo largo del tiempo, muy pocos se mantuvieron
sobreexpresados en ambos puntos temporales, mostrando como la tolerancia a
etanol es un procedimiento de numerosos eventos interactuando a lo largo del
tiempo, siendo esta red de genes inducidos mas importante para la adaptacion al
estrés que el efecto de un Unico gen.
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2. Estudio de la activacion y causas de larespuesta a
proteinas desplegadas (UPR) en Saccharomyces
cerevisiae frente a estrés por etanol.

El disparo de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) en el reticulo
endoplasmatico (RE) en S. cerevisiae se produce por diversos factores, como la
presencia de proteinas desplegadas en el lumen del mismo, falta de inositol en el
medio, dafios en la pared celular y recientemente se ha visto en mamiferos la
activacion de la UPR en membranas con una composicion lipidica alterada,
donde predominan acidos grasos saturados que afectan al comportamiento de
los dominios transmembrana de Irelp al alterar las propiedades biofisicas de la
membrana [327-329].

Aunqgue durante la realizacion de la presente tesis doctoral han salido a la luz
varios trabajos que también apuntan al etanol como un activador de la UPR en S.
cerevisiae [287, 330], poco se sabe acerca de las causas de dicha activacién.
Mientras que hay autores que opinan que la UPR se dispara por el
desplegamiento de proteinas generado por el etanol en la célula [330], existen
trabajos que afirman que la desnaturalizacién de proteinas en presencia de
etanol ocurre a concentraciones mucho mayores de las que hasta ahora se han
visto que activan la UPR [331-333], ademas el pH intracelular de la célula
(alrededor de 6,5) dificulta todavia mas la desnaturalizacion, necesitandose mas
cantidad de etanol [332]. Debido a su naturaleza anfipatica, el etanol es capaz de
difundir libremente e incorporarse sin dificultad en la bicapa lipidica, al unirse su
grupo OH al grupo fosfato de las cabezas lipidicas y su cola hidréfoba al nucleo
hidréfobo de la membrana, disminuyendo la interaccién entre las colas de
fosfolipidos a través de las fuerzas de van der Waals, aumentando su fluidez y
disminuyendo la fuerza de union entre las proteinas embebidas en la membrana
y los fosfolipidos adyacentes [334], este hecho podria ser clave en la activacion
de la respuesta y serd una de las hipétesis sobre las que trabajaremos en este
capitulo.

Nuestros objetivos en esta parte de la tesis se centran en estudiar la
activacion de la UPR tras estrés por etanol en la cepa de laboratorio S. cerevisiae
BY4741, establecer la importancia de la ruta en la tolerancia frente al estrés y
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finalmente determinar las causas de su activacion. Nuestros resultados arrojan
luz sobre los verdaderos motivos de la activacion de la UPR bajo estrés por
etanol y dejan a un lado, creencias generales sobre los efectos del etanol en las
células.

2.1. Screening de mutantes sensibles al etanol mediante goteo
en placay analisis de su regién promotora.

De acuerdo con los datos de microarrays presentados en el capitulo 1 de la
presente tesis, se seleccionaron 32 mutantes de delecidon pertenecientes a la
coleccion EUROSCARF (Frankfurt, Alemania) junto con su fenotipo silvestre
BY4743 con el fin de estudiar la sensibilidad a altas concentraciones de etanol.
Este ensayo se realizé por triplicado tanto en GPY como en medio SC para
detectar posibles diferencias en el crecimiento en base al medio de cultivo
utilizado. Los 32 genes se seleccionaron en base al cambio de la intensidad de
fluorescencia (fold change) entre la cepa CECT 10094 y Temohaya-26 (Tabla
2.1), escogiéndose aquellos genes cuya expresion en la cepa mas tolerante a
etanol era mucho mayor que en la cepa sensible.

Tabla 2.1. Genes seleccionados para el estudio de tolerancia al etanol mediante goteo en
placa en mutantes BY4743. Los genes en negrita indican aquellos genes cuya delecion
provocd sensibilidad frente al etanol y un asterisco a su lado indica lugares UPRE en su
region promotora. Aquellos genes cuya delecion provoca sensibilidad al etanol observados
previamente aparecen subrayados [59, 223, 225, 244, 283].
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Fold
change
CECT
10094

GEN

Fold
change
Temohaya-
26

Diferencia
de fold Funcion
change

Sobreexpresados tras 1 hora de estrés por etanol

THIL2 4,30
MPD1 3,31
RGI1 3,22
CTR2 3,69
NCA3 3,60
PUT4 3,30
FMP34 3,11
PIN3 s
PIC2 3,60

Sobreexpresados en fase tardia de estrés por etanol

YDRO026C 2,07

DOS2 1,62
*

RVS161 1,68

ATP1 1,24

YKRO23W 1,90
YCRO16W 1,01
YILOG6OW 1,65

FAT1 1,29
ERP2 1,71
YPR148C 1,42
HAL1* 2,32
YLR297W 1,63
ARF1* 1,63
HLJ1* 1,40
PHB2 1,74
CIR1 1,29
VMAS 1,41
ADE4* 1,98
QCR6* 2,00
SAT4 2,32
LHS1* 1,15
BUG1 1,38
HSP31 1,69

0,55
0,35
0,37
1,08
1,49
1,30
1,36

1,42
2,02

-1,00
-0,84

-0,64
-1,01
-0,30
-1,11
-0,37
-0,70
-0,23
-0,43
0,54
-0,13
-0,09

-0,31
0,06
-0,38
-0,20
0,37
0,39
0,82
-0,32
-0,07
0,26

3,75
2,96
2,85
2,61
2,11
2,01
1,76

1,68
1,58

3,07
2,46

2,32
2,25
2,20
2,12
2,02
1,99
1,94
1,86
1,78
1,76
1,71

1,71
1,68
1,67
1,61
1,61
1,61
1,49
1,47
1,44
1,44

Biosintesis de tiamina

Plegamiento de proteinas

Proceso metabdlico de reserva de energia
Transporte intracelular de cobre
Organizacion de la mitocondria

Transporte de prolina

Desconocida

Organizacion y biogénesis del citoesqueleto
de actina

Transporte de fosfato

Silenciamiento de la cromatina en rDNA
Desconocida

Polarizacion del citoesqueleto de actina,
respuesta a estrés osmatico.

Sintesis ATP

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Transporte de AG de cadena larga
Transporte del RE a Golgi

Desconocida

Tolerancia a sal

Desconocida

Transporte del RE a Golgi

Catabolismo de proteinas dependiente de
ubiquitina asociado al RE

Plegamiento de proteinas

Desconocida

Acidificacion vacuolar

Biosintesis de purinas

Fosforilacion oxidativa

Tolerancia a sal

Respuesta a proteinas desplegadas
Transporte del RE a Golgi

Respuesta a estrés oxidativo y nutrientes

Entre las 23 cepas mutantes analizadas pertenecientes a los genes
sobreexpresados durante la fase tardia de estrés, 10 cepas (44%) fueron
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incapaces de crecer en todas las diluciones probadas con un 10% de etanol
(Figura 2.1). La susceptibilidad al etanol se observé en las cepas que tenian
delecionados los genes RVS161, ATP1, HAL1l, ARF1, HLJ1, VMAS8, ADE4,
QCR®6, LHS1 y HSP31, genes relacionados mayoritariamente con la respuesta a
proteinas desplegadas, respuesta a estrés, acidificacion vacuolar y sintesis de
ATP. Cuatro de estos genes (HAL1, ARF1, HLJ1 y HSP31) que se relacionan
con la respuesta a estrés salino, transporte desde RE a Golgi por vesiculas,
procesos catabdlicos de proteinas asociados a RE y respuesta a estrés oxidativo
y nutrientes, respectivamente, no han sido propuestos como mutantes sensibles
a etanol en anteriores trabajos. Curiosamente, ninguno de los 9 mutantes cuyo
gen estaba sobreexpresado tras una hora de estrés por etanol mostré fenotipo
sensible. Resultados similares fueron observados en medio sintético completo
(datos no mostrados). Los resultados de los goteos de los 32 genes en sus
placas originales pueden verse en la figura 2.2.
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Figura 2.1. Sensibilidad al etanol de mutantes S. cerevisiae BY4743. Los clones de
delecion correspondientes a 23 genes sobreexpresados en la cepa CECT 10094 bajo
estrés por etanol durante fase tardia de estrés se obtuvieron de la coleccion
EUROSCAREF. Las cepas se crecieron hasta fase exponencial en medio liquido SC y se
realizaron goteos en placas SC sin etanol (columna derecha) y con un 10% de etanol
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(columna de la izquierda), incubandose durante 4 dias a 30°C. La cepa parental BY4743
se utilizé como control. Los genes en negrita indican mutantes susceptibles a etanol. Los
experimentos se realizaron por triplicado y la disposicion de las cepas en la imagen
proviene de una reordenacién de acuerdo al grado de sensibilidad al etanol.

El andlisis de las secuencias promotoras mediante la herramienta web
YEASTRACT (ver apartado 19 de Material y Métodos), de los 10 genes cuya
delecién provoca sensibilidad al etanol mostraron que la mitad de ellos (RVS161,
HAL1, HLJ1, QCR6 y LHS1) contenian lugares de unién para el factor de
transcripcion Haclp, sugiriendo una vez mas la importancia de la respuesta a
proteinas desplegadas (UPR) con la tolerancia a etanal.

154



RESULTADOS (1)
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Figura 2.2. Sensibilidad al etanol de mutantes S. cerevisiae BY4743. Los clones de delecidon correspondientes a 32 genes
sobreexpresados en la cepa CECT 10094 tras una hora y durante fase tardia de estrés por etanol se crecieron hasta fase
exponencial en medio liquido SC y se realizaron goteos en placas SC sin etanol y con un 10% (v/v) de etanol, incubandose durante 4
dias a 30°C. La cepa BY4743 se utiliz6 como control en cada una de las placas. Los genes en negrita corresponden a los
sobreexpresados tras una hora de estrés y aquellos cuya delecién provoco un fenotipo sensible en presencia de etanol se muestran
dentro de un rectangulo rojo. No se observaron diferencias de crecimiento entre las cepas en el medio control. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

155



RESULTADOS (11)

2.2. Estudio de la activacion de la UPR durante estrés por
etanol en la cepa BY4741.

2.2.1. Estudio del splicing de HAC1 en presencia de etanol y
expresion de IRE1 y HAC1 mediante RT-qPCR.

Con el fin de obtener un perfil cualitativo del disparo de la respuesta a proteinas
desplegadas tras la exposicion a etanol, se llevd a cabo un analisis RT-PCR en la
cepa de laboratorio BY4741 crecida en medio SC en presencia y ausencia de un
8% de etanol a lo largo de 7 puntos temporales que engloban un total de 8 horas
de crecimiento (ver apartado 14.4 de Material y Métodos), obteniendo un patrén
de bandas representado en la figura 2.3. Como puede observarse, el splicing, la
activacion de la respuesta UPR en la levadura en presencia de etanol se produce
de manera muy rapida, ya que practicamente tras la adicién de etanol, la
respuesta a proteinas desplegadas se dispara, observandose la banda de 584 pb
correspondiente a la forma activa del factor de transcripcion (HACli) alos 5
minutos tras la adicion de etanol, para ir disminuyendo en intensidad hasta
practicamente desaparecer mas alla de las 4 horas de estrés. Por el contrario, no
se observé practicamente activacion de HAC1 en el grupo control (sin etanol),
manteniendo la forma inactiva (HAC1") de forma constante a lo largo del estudio
(n6tese un error de carga en la carrera nimero 3, pero que no afecta al resultado
ni a la interpretacion de estos).
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Sin estrés

5 30" 1th 2h 4h 6h 8h

Control

Figura 2.3. Activacién de la UPR tras estrés por etanol. La cepa BY4741 se hizo crecer
exponencialmente en medio SC (carrera 1) y fue estresada por adicion de etanol hasta
una concentracion final del 8% (v/v) e incubada durante 8 horas, tomando muestras a los
tiempos indicados. Las muestras de RNA se sometieron a RT-PCR utilizando cebadores
especificos de HAC1 que permitieran observar la forma inactiva (HAC1") y activa (HACli)
del factor de transcripcion.

Posteriormente se realiz6 un andlisis mediante RT-gPCR de la expresion
relativa de los genes HACL1 e IRE1 en las mismas muestras, para comprobar lo
gue parecia ser un aumento de la expresién de HAC1 en presencia de etanol
(obsérvese el aumento en intensidad de la banda de HAC1" tras 2 horas de
estrés por etanol). Los resultados muestran un ligero aumento de la expresion de
HAC1 tras 5 minutos de estrés comparado con la muestra control, hasta
alcanzar su maximo punto a las 2 horas, con una expresion de HAC1 tres veces
mayor que la muestra control (Figura 2.4), estos resultados coinciden con los
vistos en la figura 2.3 y muestran una disminucién de la expresion de HACL a
partir de este punto, alcanzando valores basales a las 6 horas.
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Sorprendentemente, la expresion de IRE1 comenzd a aumentar en el momento
en que los niveles de HACL1 cayeron, este hecho abre la puerta a la necesidad de
una recuperacion del sensor Irelp en el RE tras la activacion de la UPR, dafiado
de algun modo tras su activacion.
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Expresion relativa (RT-gPCR)

Figura 2.4. Expresion relativa de genes IRE1 y HAC1 bajo estrés por etanol en la cepa
BY4741. El andlisis de realiz6 mediante RT-qPCR a lo largo de 6 horas de exposicion a un
8% de etanol. Las barras de error representan la medida de triplicados biol6gicos.
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2.2.2. Medida de la activacion de la UPR a partir del ensayo B-
galactosidasa.

Por otro lado, y para obtener una medida cuantitativa del disparo de la UPR en
presencia de etanol, se utilizd el plasmido reportero multicopia pMCY-Z que
contiene un elemento UPRE de 22 pb junto a un promotor minimo CYC1 que
permite la expresion de la enzima (-galactosidasa una vez se le une el factor de
transcripcion Haclp [335]. La medida de la actividad enzimética se llevo a cabo
para determinar la induccion de la UPR en ausencia y presencia de un 6% (v/v)
de etanol a distintos tiempos tras el tratamiento (ver apartado 16 de Material y
Métodos). Como se esperaba, se observd un aumento de la actividad (-
galactosidasa tras la adicion del agente desnaturalizante de proteinas DTT (2
mM). Ademas, también se produjo un aumento significativo de la actividad
enzimatica en células estresadas con etanol durante las primeras etapas del
estrés en comparacion con las células no tratadas, esta activacion, al contrario
que con el DTT, se mantuvo constante a lo largo del experimento, no
observandose una desviacién significativa de las medias entre los grupos,
aunque se percibe una tendencia a disminuir la activacion de la UPR mas alla de
las 4 horas de estrés (Figura 2.5). Estos resultados confirman una vez mas la
activacion de la UPR bajo estrés por etanol, incluso a concentraciones por debajo
del 8% como en el apartado anterior. ES importante mencionar que a pesar de
gue se utilizara una concentracion adicional del 10% de etanol para ampliar el
estudio, no obtuvimos reaccion enzimatica del gen reportero, debido
probablemente al dafio directo del etanol en la célula.
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Figura 2.5. Activacién de la sefial UPR bajo estrés por etanol. La cepa de levadura
BY4743 se transformd con un vector reportero multicopia pMCZ-Y con el fin de medir la
actividad B-galactosidasa expresada por el gen UPRE-CYCl-lacZ a lo largo de 4 horas
bajo estrés por etanol. La significancia estadistica para comparar la actividad B-
galactosidasa en muestras estresadas y no estresadas se determind por un test-t,
obteniendo p-valores menores a 0,001 en todos los puntos temporales. Los datos
representan el valor medio de tres experimentos independientes.

2.3. Analisis RT-qPCR de genes diana UPR.

Para corroborar los resultados anteriores y verificar si efectivamente el etanol
dispara la expresion de genes especificos de la respuesta a proteinas
desplegadas (ver apartado 18.2 de Material y Métodos para mas informacion
sobre el disefio experimental), se procedié al andlisis mediante RT-qPCR de la
expresion de varios genes ya descritos como dianas especificas de la respuesta
UPR [120, 336] en la cepa BY4741 tras un choque de un 8% de etanol. Ademas
también se analizo la expresién del gen HLJ1, que a pesar de no aparecer en los
dos articulos mencionados si que observamos un fenotipo sensible a etanol tras
su delecion (ver punto 2.2.1 del presente capitulo) y lugares UPRE en su
promotor, por lo que fue sefialado como posible gen diana de la UPR. En la tabla
2.2 aparece una descripcién de los genes utilizados en el estudio.
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Tabla 2.2. Genes analizados mediante RT-gPCR en presencia de un 8% de etanol en el
medio.

Gen Funcién

INO1L Sintesis de fosfatos de inositol y fosfolipidos que contienen
inositol

Plegamiento oxidativo de proteinas en el reticulo
ERO1 endoplasmatico mediante generacion de puentes disulfuro

HLI1 Procesos catabdlicos de proteinas dependientes de
ubiquitina asociados a RE (ERAD)

Plegamiento, estabilizacion y translocacion de proteinas
LHS1 )
desnaturalizadas en el RE

MPD1 Plegamiento de proteinas que contienen puentes disulfuro.

Los resultados mostraron la sobreexpresion de todos los genes estudiados a
los pocos minutos de la adicion del etanol, obteniendo una sobreexpresion
maxima tras una hora de estrés (Figura 2.6), el gen INO1, con una expresién 18
veces mayor que en condiciones sin etanol tras una hora de estrés fue, con
diferencia, el que presenté una expresion relativa mayor frente a la muestra
control (Figura 2.6A), esta caracteristica se mantuvo a lo largo de las 6 horas de
estudio. Por otro lado destacar la divisién de los resultados en dos grupos, uno
para el cual la expresion fue disminuyendo gradualmente con el tiempo (INO1,
HLJ1 y MPD1) y otro en el cual la sobreexpresion se mantuvo constante mas alla
de las 2 horas (ERO1 y LHS1), si bien en el primer caso la expresién relativa
disminuye desde 8, tras una hora de estrés, hasta 4 y se mantiene constante, en
el caso del gen LHS1 observamos una expresion relativa de alrededor de 2,3 que
practicamente se mantiene desde la primera hora de estrés hasta las 6 horas que
finaliza la observacion.
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Figura 2.6. Expresion relativa de genes diana de UPR bajo estrés por etanol en la cepa
BY4741. Se analiz0 la expresion relativa de los genes INO1, ERO1, HLJ1, LHS1 y MPD1
(A-E) mediante RT-gPCR a lo largo de 6 horas de exposicion a un 8% de etanol. La
expresion relativa conjunta de los genes estudiados se representa en la Ultima gréfica (F).
Las barras de error representan la medida de triplicados bioldgicos.
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2.4. Estudio de proteccion cruzada frente a estrés por etanol.

Aunque estudios previos en S. cerevisiae han puesto de manifiesto que la
exposicion a un estrés leve genera una mejora en la resistencia a futuras
exposiciones mas extremas del mismo estrés u otros estreses distintos, como
puede ser el caso de la adquisicion a mayores tolerancias a estrés oxidativo tras
una leve exposicion a sales, calor o DTT [337], no todos los estresantes generan
una proteccién cruzada contra otros factores de estrés, y poco se sabe sobre el
efecto que un agente estresante distinto al etanol puede ejercer sobre la
adquisicion de una mayor tolerancia a este compuesto.

Siguiendo nuestro estudio sobre la relacién de la ruta de sefializacion UPR
con el estrés por etanol decidimos llevar a cabo un ensayo de proteccion
cruzada, teniendo en cuenta que el etanol dispara la respuesta UPR y que esta
respuesta a su vez, también es activada por la presencia de agentes
desnaturalizantes de proteinas como el DTT y la tunicamicina, tiene sentido
pensar que de algiin modo una preexposicion a un estrés suave de la levadura a
estos agentes podria generarle una mayor tolerancia a un posterior choque por
etanol. De este modo, se sometié a la cepa BY4741 al crecimiento bajo varias
concentraciones de tunicamicina (que no perturbaban en gran medida su
crecimiento) hasta su fase exponencial, y una vez alcanzada esta fase, las
células se sometieron a un estrés por etanol del 6%, 8% y 10% (v/vV) y sus
crecimientos fueron comparados con aquella muestra que no sufrié exposicion
previa al agente desnaturalizante de proteinas.

En general se observa que la preexposicibn a una concentracion de
tunicamicina de 0,2 ug/mL genera respuestas distintas dependiendo de si la cepa
es expuesta posteriormente a etanol. Como vemos en la tabla 2.3, el tiempo de
duplicacién en las células preexpuestas a tunicamicina es significativamente
menor que en que en las células no preexpuestas, siempre y cuando se le
someta a la célula a un estrés por etanol mayor del 6%, indicando una ventaja en
el crecimiento frente a este estrés.

En el caso de las células crecidas con tunicamicina y posteriormente en medio
SC sin etanol (medio control), presentaron tiempos de duplicacion similares a la
no preexpuesta (1,95 + 0,12 horas), por lo que la preexposicion la tunicamicina
no genera efectos negativos en el crecimiento una vez pasamos las células a
medio fresco.
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Tabla 2.3. Tasa de duplicacién de la cepa BY4741 bajo estrés por etanol tras
preexposicion al agente desnaturalizante de proteinas tunicamicina. Los resultados en
negrita muestran aquellos datos significativamente distintos de su correspondiente control
(sin preexposicién) utilizando un test de Dunnet de comparaciones muiltiples y un intervalo
de confianza del 95%. Los valores representan la media de cinco replicas bioldgicas.

Preexnosicion Condicidn tras Tiempo de
[Tunicamigina] (ng/mL) preexposicién aTm  duplicacién
HY (viv) (horas)
0 1,95 +0,12
0,1 0% Etanol 1,97 + 0,10
0,2 2,06 + 0,04
0 2,858 + 0,04
0,1 6% Etanol 2,785 +0,11
0,2 2,654 + 0,09
0 3,21+£0,14
0,1 8% Etanol 3,33+0,24
0,2 2,74 + 0,02
0 4,1975 + 0,21
0,1 10% Etanol 4,120 + 0,22
0,2 3,739+0,14

Por otro lado también observamos un aumento sensible de la fase de latencia
en las células no preexpuestas respecto a las preexpuestas a tunicamicina en un
medio sin etanol. Contrario a lo que suponiamos en un principio, donde nos
planteabamos un escenario en el cual las células preexpuestas podrian tener
periodos de latencia mayores debido al gasto energético que supone tener
activas las rutas UPR en un medio en el cual no hay estrés evidente, parece ser
gue una vez la célula ha activado previamente esta respuesta a estrés su
crecimiento mejora al pasarla a un nuevo medio de cultivo, disminuyendo su
periodo de latencia no solamente en un medio sin agente estresante, sino
también en un medio con etanol, como vemos en la figura 2.7. Ademas, es
importante observar que este periodo de latencia es menor conforme mayor es la
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concentracion de tunicamicina utilizada para la preexposicion y que la diferencia
de latencia entre aquellas células no preexpuestas y preexpuestas a un 0,2
pg/mL de tunicamicina aumentaba conforme aumentaba la concentracion de
etanol en el medio, pasando de una diferencia de 3 horas a un 6% de etanol a 5
horas en presencia de un 8%, demostrando asi la importancia de la activaciéon de
la UPR en la tolerancia a altas concentraciones de etanol en el medio.

Debido a que la preexposicion a tunicamicina genera un menor periodo de
latencia en el medio control decidimos calcular el &area fraccional de cada
muestra y normalizar los datos, asegurandonos asi de que un mejor crecimiento
en etanol tras preexposicion no se debe (nicamente a que esa cepa crezca
mejor de por si en comparacion con la no preexpuesta. Los resultados obtenidos
(Figura 2.7D) confirman los vistos anteriormente y como el &rea fraccional
aumenta conforme utilizamos una mayor cantidad de tunicamicina en la
preexposicion, indicando por lo tanto que los mecanismos relacionados con la
UPR preparan a las célula para un posterior estrés por etanol, facilitando su
entrada a fase exponencial y disminuyendo su tiempo de duplicacion.
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Figura 2.7. Ensayo de proteccion cruzada en la cepa BY4741. Las células preexpuestas o
no a un estrés leve de tunicamicina (0,1 y 0,2 pg/mL) se crecieron en medio SC
modificado o no con un 6, 8 y 10% (v/v) de etanol (A-C) y se tomd la OD600 como medida
del crecimiento. (D) El &rea fraccional de cada muestra se obtuvo a partir de la division
entre el area de la curva de crecimiento bajo etanol y aquella proveniente del medio
control, cada una perteneciente a la misma condicién de preexposicion. Se utilizd un test
de Dunnet de comparaciones multiples para detectar las muestras cuya area fraccional es
significativamente diferente a la muestra no preexpuesta. Los asteriscos muestran
diferencias significativas entre los grupos (p<0,05).
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2.5. Importancia del factor de transcripcion Haclp en la
tolerancia a etanol.

Posteriormente se analizo el efecto de la delecion y la sobreexpresion del gen
HACL1, el factor de transcripcion que dispara la respuesta UPR, en el crecimiento
de la cepa BY4741. Para ello se hizo crecer la cepa BY4741, el mutante Ahacly
el sobreexpresante de HAC1 bajo una concentracion de etanol del 8 y 10% en
medio SD-Ura (Figura 2.8A-B). Tanto la construccion del plasmido
sobreexpresante pRS-HAC1 como los detalles del crecimiento y analisis de
resultados pueden consultarse en los apartados 4.1 y 11 de la seccién Material y
Métodos.

La presencia de un 10% de etanol en el medio disminuyd la tasa maxima de
crecimiento (0,137 + 0,001 h™) y aumenté ligeramente la fase de latencia en la
cepa Ahacl comparado con la cepa salvaje BY4741 (0,15 + 0,001 h™). Por el
contrario, la sobreexpresion del factor de transcripcion Haclp proporcioné a la
levadura una fase de latencia mas corta y una tasa méxima de crecimiento
mucho mayor (0,19 + 0,006 h™"), es decir un tiempo de duplicacién de 3,64 horas,
57 minutos menor que la cepa sin la delecién (Figura 2.7C). Con un 8% de
etanol, la cepa Ahacl también mostré una tasa maxima de crecimiento
significativamente menor que la silvestre, aunque la sobreexpresion del factor de
transcripcion no disminuyé su tasa de duplicacion, como ocurria a una
concentracion de etanol mayor. Estos datos confirman el papel protector de
Haclp bajo estrés por etanol al comprometer el crecimiento de la levadura tras
su delecién, aunque su sobreexpresién mejora el crecimiento Unicamente frente
a altas concentraciones de etanol (10% v/v). El papel de Haclp bajo estrés por
etanol también se hace evidente al observar que la caida del crecimiento del 8 al
10% en la cepa sobreexpresante (un 5,5%) es mucho menor que en la cepa
salvaje y en la delecionada (16,5 y 20%, respectivamente).
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Figura 2.8. Efecto de la sobreexpresion del gen HAC1 bajo estrés por etanol. El plasmido
episomal pRS-HAC1 se introdujo en la cepa BY4741 para sobreexpresar el factor de
transcripcion Hac1p, tanto a la cepa parental como a la delecionada Ahacl se les introdujo
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el plasmido episomal vacio pRS426 para evitar sesgos en el crecimiento. Las medidas de
densidad Optica se tomaron mediante SPECTRstar Omega a 28°C en medio SD-Ura
modificado o no con un 8 y 10% de etanol (A-B). Las tasas maximas de crecimiento (h'l)
provenientes de las curvas de crecimiento se representan en el grafico C. Se llevo a cabo
un test de Dunnet de comparaciones mdltiples para comparar la cepa parental BY4741
con la cepa mutante y sobreexpresante a cada concentracion de etanol. Los asteriscos
muestran diferencias significativas dentro del grupo (p<0,05). Los experimentos se
realizaron por triplicado.

2.6. Importancia de los genes HAC1, IRE1, YAP1, MSN2, MSN4
y GCN4 alatolerancia a etanol.

Aungue ya determinamos anteriormente la importancia del factor de transcripcion
Haclp en la tolerancia a etanol, el siguiente paso fue plantearnos cudl era el
papel que jugaban otros componentes relacionados con la respuesta a estrés,
como los factores de transcripcion que disparan la respuesta a estrés general
(Msn2/4p), la respuesta a estrés oxidativo (Yaplp), la proteina sensora
transmembrana Irelp, encargada de mediar en la activacion de la UPR al activar
el factor de transcripcién Haclp a través de su actividad endorribonucleasa y por
Ultimo el factor de transcripcibn Gcndp, que aunque originariamente se
caracteriz6 como un regulador positivo de genes que se expresan durante
limitacién de nutrientes, también se ha identificado en los promotores de las
dianas UPR, potenciando, tras su sobreexpresion, la transcripcion de genes con
secuencias UPRE en sus promotores, cuando la UPR est4 activa e inhibiendo la
transcripcion en las cepas Agcn4, siendo este factor de transcripcién limitante en
la magnitud de la respuesta transcripcional y necesario junto con Haclp para la
transcripcion de genes con regiones UPRE en su promotor, actuando a modo de
heterodimero [133].

Se utilizo la cepa salvaje diploide BY4743 y sus derivados mutantes Amsn2,
Amsn4, Agcn4, Airel, Ahacl y Ayapl para llevar a cabo un crecimiento en
medio SC bajo un estrés por etanol del 8 y del 10%. Como vemos en la figura
2.9, y de acuerdo con los resultados anteriores, la mutacion en el gen HAC1
generd una disminucién considerable del crecimiento de la célula, tanto al 8
como al 10% de etanol, siendo este mutante el que menor crecimiento presentd
de los 6 estudiados, disminuyendo su &rea fraccional en un 43% y un 62,8%
respecto a la cepa salvaje (wt) con 8 y 10% de etanol, respectivamente.
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Sorprendentemente, no hubo diferencias significativas en tolerancia a etanol
con un 8% entre la cepa wt y el mutante Ayapl; Teniendo en cuenta que YAP1
codifica para el factor de transcripcion necesario para la respuesta a estrés
oxidativo y el etanol genera este tipo de estrés, esperdbamos una disminucion
mas acusada del area fraccional a esta concentracion de etanol; aunque si que
observamos una disminucion del 30% de su area fraccional con un 10% de
etanol respecto al wt. Por otro lado, cabe destacar la diferencia de crecimiento en
mutantes Amsn2 y Amsn4 con un 10% de etanol, este hecho, como
comentaremos mas adelante, resalta la importancia de MSN4 en la tolerancia a
etanol con respecto a su homdlogo.
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Figura 2.9. Importancia de Irelp y distintos factores de transcripciéon en la tolerancia a
etanol. El area fraccional de cada muestra se obtuvo a partir de la division entre el area de
la curva de crecimiento bajo etanol y aquella proveniente del medio control. Se utilizé un
test de Dunnet de comparaciones mudltiples para detectar las muestras cuya area
fraccional es significativamente diferente de la cepa salvaje (wt). Los asteriscos muestran
diferencias significativas dentro del grupo (p<0,05). Los valores representan la media de
las &reas fraccionales de tres réplicas bioldgicas.
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2.7. Andlisis de las causas de la activacion de la UPR por
etanol.

Una cuestion que permanece sin esclarecer es el mecanismo celular que dispara
la respuesta UPR bajo estrés por etanol. A lo largo de los afios se han descrito
varias causas de activacion de la UPR como la acumulaciéon de proteinas
desplegadas en el RE, deplecion de inositol o dafios en la pared celular [124,
137, 138, 338]. Aunque durante la realizacion de la presente tesis el grupo de
Goldman y col. observaron la induccién de la UPR en cepas de fermentacion de
bioetanol, sugiriendo un papel de la UPR en la tolerancia al etanol [287], las
razones por la cual se activa este mecanismo de respuesta a estrés siguen
siendo controvertidas.

Durante esta parte del capitulo nuestro objetivo serd descubrir la razoén
principal de la activacion de la UPR en S. cerevisiae bajo estrés por etanol.

2.7.1. Andlisis de la presencia de proteinas desplegadas en el RE
durante estrés por etanol.

El factor principal de la activacién de la UPR en el RE se da por la acumulacion
de proteinas desplegadas en el RE, este hecho provoca un colapso en la
magquinaria de control de calidad en el RE, constituido por chaperonas y otras
proteinas de degradacion asociadas al RE (ERAD), traduciéndose en un disparo
de la ruta UPR para contrarrestar esta carga proteica en el lumen del RE [142,
339]. Ya que el etanol produce desnaturalizacion de proteinas, podriamos pensar
que el estrés por la presencia de etanol en el medio puede causar la
desnaturalizacién y acumulacion de proteinas en el RE de la levadura y que esto
activara el sensor Irelp. Para poder examinar este fenédmeno se llevé a cabo un
analisis del cambio de morfologia de la membrana del RE, estado redox del
lumen del RE y presencia de autofagia en la célula mediante marcadores
especificos.
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2.7.1.1. Andlisis ultraestructural de la célula frente a estrés por
etanol.

Esta demostrado que un aumento en la concentracion de proteina desplegada en
el RE provoca una expansion de la membrana del RE para disminuir la
concentracion de proteina desplegada y promover el autoplegamiento [121]. Por
lo tanto, y esperando observar un aumento en el RE por la presencia de
proteinas desplegadas debido al etanol, se llevé a cabo mediante microscopia
electronica de transmisidon una estimacion estereoldgica mediante el software
ImageJ de la longitud de la membrana del RE en la cepa BY4741 bajo un 8% de
etanol tras 3 y 6 horas de estrés (ver apartado 13 de Material y Métodos para
mas informacion). Como vemos en la figura 2.10, la exposicion a un 8% de etanol
generd cambios dramaticos en la organizacion celular comparado con las células
no estresadas, tales como el aumento del area de la vacuola y una disminucién
significativa de la longitud total de la membrana del RE. El area ocupada por
cada vacuola en las células sin estresar permanecié constante a lo largo del
tiempo (alrededor del 6%) con 2-3 vacuolas por célula; mientras que las células
estresadas por etanol, mostraron una Unica gran vacuola cuya area celular
comprendia alrededor del 30%, tanto a 3 como a 6 horas de estrés (Figura
2.11A). Sorprendentemente, tras 3 horas de estrés por etanol, las células
BY4741 mostraron una reduccién a la mitad de la longitud inicial del RE,
manteniendo esta reduccion hasta las 6 horas de estrés (Figura 2.11B).

De acuerdo con Shuck y col. (2009) y Bernales y col. (2006) [121, 340] el
DTT aumentd la longitud del RE tras 3 horas de exposicién, debido a su
capacidad de reducir puentes disulfuro y provocar, por tanto, la desnaturalizacién
de proteinas y una activacion de la UPR. Aungue esta expansion revirtio hasta
alcanzar valores similares al control tras 6 horas de estrés, debido
probablemente a la adaptabilidad de la célula.
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Figura 2.10. Cambios ultraestructurales en la célula frente a etanol. La cepa BY4741 fue
sometida a un estrés del 8% de etanol y DTT (1 mM) en medio SC, las imagenes fueron
tomadas mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) tras 3 horas del estrés y
analizadas mediante ImageJ. Los trazados en rojo representan el RE. Las vacuolas y el
nucleo estéan indicados como V y N, respectivamente.
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Figura 2.11. Cuantificacion del area vacuolar (A) y de la longitud del RE (B) en células
estresadas por etanol. Las células fueron sometidas a DTT y etanol para activar la
respuesta UPR y recogidas para andlisis mediante TEM en los puntos temporales
indicados. Se midi6 la longitud del RE y el area vacuolar de cada célula mediante ImageJ
y su valor se dividié por el area de la seccidon. Los datos del tamafio del RE estan
normalizados respecto al tiempo cero. Se utilizé un test de Dunnet de comparaciones
multiples para detectar diferencias con respecto a la muestra control a tiempo cero. Los
asteriscos muestran diferencias significativas con respecto al control (p<0,01). Los valores
para cada tiempo corresponden a la media de 30 imagenes de células independientes.
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Ademas, logramos captar en una gran proporcion de células estresadas con
etanol la entrada directa de RE, sin mediacion de vesiculas al interior de la
vacuola, un fendbmeno conocido como ER-fagia, descrito en el afio 2014 por
Shuck y col. [341] (Figura 2.12), asi como uniones directas entre la vacuola y la
membrana plasmatica, mostrando un posible intercambio directo entre
componentes de ambas membranas. Este fendmeno no se pudo observar en las
células no estresadas ni en las células tratadas con DTT tras 3 horas de estrés,
aungue si que observamos, en menor proporcion, la entrada de RE a las 6 horas
en la vacuola (Figura suplementaria S1). Estos resultados nos dieron pie a
realizar mas estudios para descartar que, a diferencia de lo que pensabamos en
un principio, el etanol no provoca por si mismo un efecto directo en la
desnaturalizacion de las proteinas dentro de la célula.

175



RESULTADOS (Il

176



RESULTADOS (Il

177



RESULTADOS (Il

178



RESULTADOS (Il

Figura 2.12. El estrés por etanol induce la autofagia del RE. Micrografias electronicas de
la cepa BY4741 tras 6 horas de estrés por etanol (8%). Notese la inmersién del RE por la
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membrana vacuolar y la invaginacion de la misma durante el proceso (A-B), las espirales
de RE en forma de anillo dentro de la vacuola (C-D), la unién directa entre la membrana
del RE y la membrana plasmatica (E-G), la entrada del RE a la vacuola (H) y la formacion
de espirales de RE en el cortex celular (1).

Ademas de la TEM se utilizd microscopia de fluorescencia para observar in
vivo cambios morfolégicos en el RE, para ello utilizamos la cepa BY4741
transformada con el plasmido pPS1622 (Sec63-sGFP) [342] y se crecieron en
las mismas condiciones que las detalladas anteriormente. Las imagenes de
fluorescencia (Figura 2.13) muestran, una vez mas, un aumento considerable del
RE por toda la célula en presencia del agente desnaturalizante de proteinas DTT,
con el RE cortical representado como una linea continua por debajo de la
membrana plasmatica, debido al paso de un patrén tubular a laminar expandido.
Bajo estrés por etanol se observa un patron méas disperso del RE, mas
concentrado alrededor del ndcleo y con el RE cortical mas fragmentado,
generando una linea discontinua por debajo de la membrana plasmatica. En el
caso de las células no estresadas se observé una cantidad de RE mayor que con
etanol, apareciendo frecuentemente fragmentos de RE repartidos por todo el
citoplasma celular, con una continuidad en la zona cortical mayor que con etanol.
Estos datos corroboraran aquellos obtenidos anteriormente por TEM.

180



RESULTADOS (11)

V'
r'd

Figura 2.13. Visualizacién por fluorescencia de un marcador de RE (Sec63-sGFP) tras
la induccion de la UPR en células crecidas en medio SD-ura (control) , con un 8% de
etanol en el medio y tratadas con el agente desnaturalizante de proteinas DTT (+DTT).
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Las imagenes se tomaron tras 3 horas de la induccion de la UPR con un microscopio de
fluorescencia Eclipse 90i (Nikon Instruments Inc.) y las imégenes fueron sometidas a
deconvolucién mediante ImageJ para depurar la imagen y obtener mas detalle.

2.7.1.2. Analisis de lainduccién de autofagia tras estrés por etanol.

La autofagia es un proceso catabdlico para la degradaciéon y el reciclaje de
proteinas desplegadas, antiguas y organulos dafiados o innecesarios. A pesar de
gue la autofagia esta generalmente relacionada con la falta de nutrientes [343],
en el aflo 2006 se observo como el estrés en el RE mediante TM y DTT inducia
la respuesta autofagica [344] tras la desnaturalizacion de proteinas. Tras la
obtencion de los resultados anteriores y ver que no habia un aumento en el RE
tras estrés por etanol, decidimos observar mediante microscopia de fluorescencia
si efectivamente no habian proteinas desplegadas en la célula tras estrés por
etanol, como indicaba el anterior estudio. Para ello utilizamos la cepa de levadura
BY4741 transformada con el plasmido pRS316-GFPAtg8 [121]. Esta proteina
tiene un papel clave en la biogénesis del autofagosoma, siendo ampliamente
utilizada como marcador de autofagia. Atg8p es el Unico marcador autofagico
conocido que permanece atrapado dentro de los autofagosomas y es degradado
como parte del proceso en las vacuolas [345, 346].

Tras 4 horas de crecimiento en el medio control sin agente estresante,
algunas células mostraron la formacién de PAS (estructuras preautofagicas) en
forma de estructuras punteadas fluorescentes (Figura 2.14A), debido a la
activacion basal de la ruta Cvt y autofagia, aunque no vimos mas de un PAS
dentro de la misma célula y siempre adyacentes a la vacuola. En cambio, en
presencia de un 8% de etanol (figura 2.14B) el numero de células que
presentaban autofagosomas se redujo drasticamente, pasando de un 23% en el
medio control a un 5%. Tras estrés por DTT (Figura 2.14C) se observaron un
gran niumero de PAS y autofagosomas por célula (5 £ 2 puntos por célula),
incluso dentro de la vacuola, cuyo lumen aumentd de intensidad, reflejando la
sobreexpresiéon de ATG8 y un aumento en la autofagia por la presencia de
proteinas desplegadas en la célula. El 62,5% de las células crecidas con DTT
presentaban este patrén punteado. Este hallazgo nos condujo una vez més a la
idea de que efectivamente el disparo de la UPR en las levaduras tras estrés por
etanol no podia deberse al efecto desnaturalizante del mismo en las proteinas.
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Figura 2.14. Visualizacion de autofagosomas (indicados por flechas) a partir del marcador
fluorescente ATG8-GFP en células sin estresar (A) o bajo un estrés inductor de UPR como
el etanol y el DTT (B-C) tras 3 horas de crecimiento. Notese el aumento de intensidad del
lumen vacuolar en las células tratadas con DTT respecto a las no tratadas o tratadas con
etanol.
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2.7.1.3. Estudio del estado redox del RE in vivo tras estrés por
etanol.

Finalmente, y para obtener una prueba méas de la no intervencién de proteinas
desplegadas en el disparo de la UPR en la levadura bajo estrés por etanol,
estudiamos el estado redox in vivo del RE. El lumen del RE presenta un
ambiente oxidante comparado con el citosol para el buen funcionamiento de las
chaperonas del RE y el correcto plegamiento de proteinas que contienen puentes
disulfuro [347]. Recientemente se ha utilizado una proteina GFP sensible al
estado redox del RE (eroGFP) para monitorizar el ambiente redox en el lumen
del RE de células vivas bajo condiciones control y de estrés en RE [298]. La
eroGFP es una variante de la proteina fluorescente verde (GFP) de Aequorea
victoria con un par de cisteinas modificadas en la parte mas superficial de la
proteina que provoca la formacion de un puente disulfuro entre ellas en
condiciones oxidantes. La formacion de este enlace reorienta el cromoéforo de la
GFP, alterando la excitabilidad de fluorescencia de dos maximos: 400 y 490 nm.
Cuando se oxida, la excitacién a 400 nm aumenta mientras que disminuye a 490
nm, cuando esté reducida pasa lo contrario, por lo que el ratio de excitacién de
fluorescencia entre estas longitudes de onda genera una lectura interna del
estado redox de la GFP.

Los inductores quimicos de la desnaturalizaciébn de proteinas DTT y
tunicamicina, asi como la sobreexpresion de proteinas mal plegadas (CPY?*),
alteran el potencial redox del RE en levaduras hacia un estado mas reducido
[298] debido a que la saturacion de la maquinaria de plegamiento oxidativo del
RE impide la formacion de enlaces disulfuro y el plegamiento de las proteinas,
desviandose su ambiente redox del punto de equilibrio conforme se van
acumulando proteinas desplegadas. Por otro lado, la falta de inositol en el medio,
a pesar de inducir UPR, no genera un estado redox mas reducido, sino que el
ratio eroGFP se mantiene constante alrededor de cero debido a la ausencia de
proteinas desplegadas en el RE.

Debido por tanto a la eficacia de la eroGFP en medir los cambios redox en el
RE por presencia de proteinas desplegadas, se midié6 mediante citometria de
flujo el ratio eroGFP reducido/oxidado (‘r/o ratio”) en células BY4741
transformadas con el plasmido pPM28 [298] en un medio control SD-ura,
modificado con un 8% de etanol y con DTT (3mM) que se utiliz6 como control
positivo del método (ver apartado 12.1 de Material y Métodos para mas detalles).
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El agente reductor de puentes disulfuro DTT causé un aumento rapido en el ratio
eroGFP, alcanzando un pico de 2,29 tras 10 minutos de estrés, que se mantuvo
hasta las 6 horas para seguidamente producirse una reoxidaciéon de la proteina
tras su adaptacion al ambiente, viendo una disminucién gradual del ratio eroGFP
(Figura 2.15). Por el contrario, no observamos un aumento del ratio eroGFP en
las células estresadas con etanol, cuyo valor se mantuvo constante en 0 durante
las 3 primeras horas de estrés, debido probablemente a la ausencia de
acumulacioén de proteina desplegada en el RE que lleve a saturar el sistema de
plegamiento oxidativo. Se observd, no obstante, una bajada significativa en el
ratio eroGFP tras 3 horas de estrés por etanol comparado con las células sin
estresar, este aumento en el grado de oxidaciébn en el RE se debe
probablemente al estrés oxidativo causado por el etanol. Esta disminucion del
ratio eroGFP también se ha observado al hacer crecer las células en presencia
de H,0, [298].
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Figura 2.15. Células de levadura BY4741 transformadas con el reportero redox especifico
de RE, eroGFP, y tratadas con DTT (1ImM) o con etanol. El ratio eroGFP
(reducido/oxidado) se define como el ratio de fluorescencia, expresado en log2 y
normalizado respecto a la muestra control, de la excitacion a 488 nm frente a la de 405
nm. Los datos representan la media de tres experimentos independientes.
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2.7.2. Efecto del inositol en la activacion de la UPR bajo estrés por
etanol.

Una de las vias de activacion de la UPR independientemente de la unién de
proteinas desplegadas al dominio sensor de Irelp es la falta de inositol en el
medio [122]. Tras descartar la presencia de proteinas desplegadas como
responsables de la activacion de la UPR bajo estrés por etanol, decidimos
estudiar la influencia del inositol en la activacion en presencia de etanol.
Podriamos pensar que el etanol da lugar a una salida masiva de inositol, entre
otros componentes, al exterior celular debido al dafio generado en la membrana
plasmatica, asi como a los transportadores de inositol en la célula, ITR1 e ITR2,
embebidos en la misma. Esta disminucion de los niveles de inositol, y por
consiguiente de su derivado fosfolipidico, fosfatidilinositol (PI), provocaria una
aberracion en la membrana plasmatica, seguido de un disparo de la respuesta
UPR con el fin de sobreexpresar aquellos genes necesarios para su sintesis
como INO1 y transportadores especificos y asi contrarrestar el efecto fluidificante
del etanol y aumentar la capacidad de extrusion de protones de la H*-ATPasa.

Se estudio el efecto del inositol sobre la activacién de la UPR mediante el uso
de dos tipos de reporteros de UPR fluorescentes en la cepa modificada BY4741,
denominada a partir de ahora YPLOO4, esta cepa presenta una variante
fluorescente de la chaperona Kar2p integrada en el genoma en el locus KAR2
(Kar2p-sfGFP) y el plasmido reportero UPR-mCherry que codifica la proteina
fluorescente roja mCherry, bajo un promotor minimo CYC1 y cuatro elementos
UPRE dispuestos en tdndem [138]. Las células se crecieron durante toda la
noche en medio SD-ura-his a 28°C hasta llegar a fase exponencial (ODggg ~0,4),
e incubaron en distintos medios SD-ura-his que presentaban varias
concentraciones de inositol en el medio (0,10, 90 y 400 uM) modificados con DTT
(ImM) y 8% de etanol (ver apartado 12.2 de Material y Métodos). En primer lugar
se estudié tanto la activacién de la UPR (Figura 2.16A) como la expresién de la
diana de UPR Kar2p (Figura 2.16B) en ausencia de inositol, en un medio
modificado con etanol, DTT y medio sin modificar, si el disparo de la UPR en
presencia de etanol es debido Unicamente a la pérdida de inositol en la célula por
efecto del etanol deberiamos observar un comportamiento similar a aquellas
células crecidas en ausencia de inositol en el medio, y que se sabe que disparan
la respuesta a UPR, tal y como vemos en los resultados (Figura 2.16A),
sorprendentemente, la adicion de etanol en el medio disminuyd la activacion
UPR, obteniendo valores de activacion 1,83 y 1,64 veces menores a las 4y 8
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horas de estrés respecto al control, aunque esta activaciéon siguié aumentando
més alld de las 8 horas, mostrando un valor 8 veces mayor al inicial en las
ultimas horas de estrés. En las células control la activacién comenz6 a disminuir
a partir de las 6 horas, debido a la expresién de los genes relacionados con la
sintesis de inositol que permitieron retornar a la célula a su condicién inicial. En
cuanto a la expresion de la chaperona Kar2p también se obtuvo un
comportamiento similar, observandose la sobreexpresion de la proteina mas alla
de las 6 horas tras exposicion a etanol, mientras que en medio sin estresante la
méxima sobreexpresién se alcanz6 a las 4 horas para posteriormente ir
disminuyendo (Figura 2.16B). Este hecho pone de manifiesto que el disparo de la
ruta UPR en presencia de etanol no se debe a una disminucién de inositol en la
célula por dafios en su membrana sino que existen otros efectos generados por
el etanol que disparan esta respuesta.

-
o

« +DTT
@ +Etanol ,0’//.

1@ Control

Activacion UPR normalizada
—_ N W ks O N W

Expresion Kar2p-sfGFP normalizada

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 2.16. Diferencia en la activacion de la UPR en medio sin inositol en presencia y
ausencia de etanol y DTT. La cepa YPL0O04 (BY4741 KAR2-sfGFP::HIS; UPR-
mCherry::URA) fué sometida a un 8% de etanol y DTT (1ImM) en un medio SD-ura-his sin
inositol durante 8 horas. Los datos representan la media normalizada respecto al tiempo
cero en cada condicion de la mediana de las intensidades de fluorescencia de UPR-
mCherry (A) y de KAR2-sfGFP (B) de tres réplicas bioldgicas.

Ademas se midi6 mediante RT-gPCR genes relacionados con transportadores
de inositol, ITR1 e ITR2 (Figura 2.17), si realmente hubiera una falta de inositol
en la célula a causa del dafio producido por el etanol veriamos una
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sobreexpresion del gen ITR1 (que codifica para un transportador de inositol de
alta afinidad) ya que se ha visto que su expresién aumenta en células deficitarias
en inositol. En cambio, la presencia de inositol en el medio provoca la
inactivacion de la actividad transportadora y una disminucidon transcripcional del
gen hasta niveles basales [140, 348, 349]. Por otra parte, utilizamos el gen ITR2
como control ya que presenta una expresion constitutiva, independientemente de
la cantidad de inositol en la célula y no veriamos cambio significativo en la
expresion comparado con la muestra control.

Tras medir la expresion relativa de los transportadores de inositol respecto a
un medio sin etanol no observamos sobreexpresion de ITR1 es decir, que la
presencia de etanol no contribuye a una disminucién del inositol en la célula.

ITR1 ITR2

1,5

Expresion relativa (RT-gPCR)
Expresion relativa (RT-gPCR)

Figura 2.17. Expresion relativa de los transportadores de inostol ITR1 e ITR2 mediante
RT-gPCR a lo largo de 4 horas de exposicion a un 8% de etanol en medio SC. Las barras
de error representan la medida de triplicados biolégicos, la barra horizontal muestra el
punto en el cual la expresion en ambas muestras es la misma.
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Tras este resultado decidimos comparar la activacion UPR a distintas
concentraciones de inositol en el medio (0,10, 90 y 400 puM) bajo estrés por
etanol. Aunque la falta de inositol no era la responsable de la activacion de la
UPR por la distinta naturaleza de activacion respecto a aquellas células crecidas
en ausencia de inositol, si que parecia probable que aberraciones en la
membrana pudieran desataran esta respuesta, asi que probamos distintas
concentraciones de inositol, en exceso y en defecto para poder establecer una
primera relacion entre disparo de UPR y cambios relacionados con la membrana
o lipidos de membrana. Los resultados obtenidos muestran un aumento de la
UPR 1,5 veces mayor en aquellas células crecidas en exceso de inositol (400
MM) respecto a aquellas crecidas a 10 pM o sin inositol tras 4 y 6 horas de
crecimiento, mientras que el crecimiento con un 90 uM de inositol generé una
UPR muy ligeramente superior a estas dos dultimas (Figura 2.18A). No
observamos variacion en la respuesta UPR en aquellas células crecidas en
medio control sin etanol, a excepcion de aquellas que dispararon su UPR por
privacion de inositol (Figura 2.18B). Del mismo modo la expresion de la
chaperona y diana de UPR Kar2p también fue mayor en las células crecidas bajo
exceso de inositol (Figura 2.18C), sin mostrar variacion de expresion en medios
sin etanol y con inositol (Figura 2.18D).
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Figura 2.18. Activacién de la UPR y expresion de Kar2p a distintas concentraciones de
inositol en el medio, en presencia (A y C) y ausencia de etanol (B y D). La cepa YPL004
(BY4741 KAR2-sfGFP::HIS; UPR-mCherry::URA) fue sometida a un 8% de etanol y DTT
(ImM) en un medio SD-ura-his durante 8 horas con distintas concentraciones de inositol
en el medio (0, 10, 90 y 400 pM). Los datos representan la media normalizada respecto al
tiempo cero en cada condicion de la mediana de las intensidades de fluorescencia de tres
réplicas biol6gicas.

Aungque mas adelante se discutiran estos resultados, es notable el hecho de
gue aberraciones en la membrana debidas a un exceso de inositol en la célula
(400 pM) provocan el disparo de la UPR en presencia de etanol, mientras que,
curiosamente, la falta de inositol en un medio con etanol provoca practicamente
la misma activacion que a concentraciones de 10 y 90 uM hasta las 6 horas de
crecimiento. Este hecho destierra la idea de un efecto aditivo entre la falta de
inositol y el efecto del etanol en el disparo de la UPR por lo que no es
descartable la idea de que la presencia de etanol puede generar un cambio en la
biodisponibilidad del inositol ademas de un aumento en la fosfatidilcolina (PC) por
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la ausencia de inositol, provocando un disparo de la UPR menor de lo esperado
por su efecto protector frente al etanol.

2.7.3. Activacion de la UPR en Saccharomyces cerevisiae por
aumento en la fluidez de la membrana tras estrés por etanol.

Estudiamos la influencia de la ordenacion de la membrana del RE en la
activacion de la UPR en la cepa BY4741 transformada con el plasmido pPM47
(4xUPRE-mCherry,CEN/ARS, URA3) a lo largo de 8 horas de crecimiento bajo
distintos agentes fuidificantes y rigidificantes de la membrana, asi como una
mezcla de ambos con el fin de determinar si un aumento en la fluidez de la
membrana del RE puede activar a Irelp y provocar un disparo en la UPR (ver
apartado 12.3 de Material y Métodos para mas informacion).

Nuestros resultados muestran un aumento en la activacion de la UPR en
presencia de etanol, alcohol bencilico, acido palmitoleico y en menor medida
tergitol, un detergente que se utiliza para permitir la entrada en la célula de los
acidos grasos y que utilizamos como control para el 4cido palmitoleico y oleico
(Figura 2.19). A diferencia del &cido palmitoleico, los restantes compuestos
provocan un desorden en el empaquetamiento de los lipidos al intercalarse entre
ellos y espaciarlos unos de otros, sin modificar la composicién de &cidos grasos
de la membrana [350, 351], mientras que el acido palmitoleico (16:1) provoca un
aumento de fluidez de la membrana al presentar cadenas acilicas mas cortas
gue el acido oleico (18:1), este aumento en la proporcion 16:1/18:1 provoca una
disminucion en las fuerzas hidrofébicas que mantienen la membrana intacta,
aumentando su fluidez [352]. En cambio, una proporcién mayor de 18:1 genera el
efecto contrario, el aumento en la fuerza de estabilizacion de la membrana
provoca mayor rigidez, obteniendo en los resultados una activacion de la UPR
menor incluso que el control (crecimiento a 28°C en medio SD-ura), cuya UPR
tiende a aumentar ligeramente mas alla de las 6 horas debido a la presencia
natural de proteinas desplegadas, llegada a fase dialxica y disminucion de
glucosa en el medio.
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Figura 2.19. Activacién de la UPR dependiendo del grado de ordenacion de la membrana
del RE. Se midi6 mediante citometria de flujo la intensidad de la proteina fluorescente
mCherry bajo el promotor 4XUPRE en presencia de distintos agentes fluidificantes (alcohol
bencilico, etanol, 4cido palmitoleico y DMSO) y rigidificantes (aumento en la concentracion
de acido oleico respecto al palmitoleico) en la cepa BY4741. Los datos se normalizaron
respecto al primer punto temporal para cada condicion. Los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado y se utilizé el crecimiento a 28°C como control.
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Por otra parte, también observamos como la mezcla de compuestos
rigidificantes y fluidificantes en la célula provocaba un disparo en la UPR de
intensidad intermedia en comparacion con los compuestos por separado (Figura
2.20). Estos resultados indican que un aumento en la fluidez en la membrana del
RE provoca un disparo en la UPR debido, probablemente, a la mayor movilidad
de Irelp en la membranay a su oligomerizacion con proteinas Irelp vecinas.

A B
2,51 @ 18:1 (650 uM) 257 @ Alcohol bencilico (20 mM)
E @ 16:1 (650 uM) g @ 18:1 (650 uM)
) @ 16:1+18:1 =) @ Alcohol bencilico + 18:1
- 2,0 c 2,04
© he)
g S
= 1,57 S 1,51
[&] Q
< <
1,04 1,0
05 1 2 4 6 8 05 1 2 4 6 8
c Tiempo (h) b Tiempo (h)
2,5 2,0 1
o Etanol (8%)
E @ 18:1 (650 uM) © =
) © Etanol + 18:1 S 15 o
- 2,0 L — —
Q & o ] —
3 10
£ 15 8
Q hud
< < 05 4
1,0
0:5 1: 2: 4: 6: 8! 0,0 \I o '\I O T T \I T T
) A & & 9 "
Tiempo (h) O & R TP
& F S N P
<& SEECHIRNY
& & T
X i
v &
&
A

Figura 2.20. Activacion de la UPR dependiendo del grado de ordenacion de la membrana
del RE. Se midi6 mediante citometria de flujo la intensidad de la proteina fluorescente
mCherry bajo el promotor 4XUPRE en la cepa BY4741 tras su crecimiento en un medio
SD-ura modificado con distintos agentes que fluidifican o rigidifican la membrana, asi
como una mezcla de ellos (A-C). También se calcul6 el rea fraccional de la activacion
UPR para cada compuesto, utilizandose como area control la activaciéon de la UPR a 28°C

)
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Ademas de utilizar agentes que directamente desestabilizan el ordenamiento
de la membrana, también utilizamos el mutante BY4741 Aerg2, este gen no
esencial codifica una isomerasa que actda en los Ultimos pasos en la biosintesis
del ergosterol y su mutacién genera la acumulacion de esteroles con una
estructura distinta a la del ergosterol, provocando una disminucion del orden de
la membrana al impedir el empaquetamiento de las cadenas acilicas de los
lipidos y generando huecos [353], provocando también variaciones en la
composicién de fosfolipidos, con un aumento en el ratio PC/PE y una disminucién
del ratio esterol libre/fosfolipido, traduciéndose todo esto en un aumento de la
fluidez de la membrana [307].

Los resultados de la activacion de la UPR muestran de por si una activacion
basal del mutante mayor que la cepa BY4741 silvestre debido, probablemente, a
una mayor fluidez de la membrana (Figura 2.21), este efecto se vio potenciado
por la presencia de un 8% de etanol en el medio, provocando un efecto aditivo y
observandose una activacion de la UPR en presencia de etanol mayor que en la
cepa silvestre.
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Figura 2.21. Activacion de la UPR dependiendo del grado de ordenacion de la membrana
del RE. Se midi6 mediante citometria de flujo la intensidad de la proteina fluorescente
mCherry bajo el promotor 4xUPRE en la cepa BY4741 y su mutante Aerg2 en medio SD-
ura con y sin etanol (8%). Las barras de error provienen de la medida de tres réplicas
bioldgicas.
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A la vista de los resultados podemos concluir que la desestabilizacion de la
membrana generada por el etanol puede dar lugar a una disminucioén en la fuerza
de interaccién entre los fosfolipidos de la membrana y las proteinas embebidas
en ella, provocando en dltima instancia la activacion de la UPR por
oligomerizacion de los dominios transmembrana de Haclp, sin necesidad, por
tanto, de la presencia de proteinas desplegadas en el lumen del RE.

2.8. Conclusiones.

La UPR representa una ruta de supervivencia general del RE capaz no
solamente de evaluar la homeostasis de las proteinas sino también la integridad
de la membrana. A diferencia de lo que se creia hasta ahora, es el efecto de
desestabilizacion de la membrana producido por el etanol lo que activa la UPR al
disminuir la interaccién entre los fosfolipidos y entre fosfolipidos/Irelp, facilitando
el movimiento y por tanto la oligomerizacion de Irelp en la membrana del RE,
activando en ultima instancia la UPR. Esta respuesta activara la transcripcion de
genes relacionados con la biosintesis de fosfolipidos, organizacién de la pared
celular y ergosterol para contrarrestar el efecto fluidificante del etanol en la
membrana, que cesard en el momento en que el ordenamiento de la membrana
del RE vuelva a estado inicial. Seguidamente y por el dafio oxidativo generado
por el etanol, entraria en accion el factor de transcripcion Yaplp, responsable de
la respuesta a estrés oxidativo, que junto con las chaperonas moleculares ya
producidas anteriormente por la UPR actuarian en sinergia para restaurar en el
RE aquellas proteinas dafiadas por estrés oxidativo. Por lo tanto, nuestro trabajo
se aleja de la hasta ahora creencia de que el etanol dispara la UPR por la
desnaturalizacién de proteinas en la célula y subraya la importancia de las
propiedades biofisicas de la membrana como primera respuesta a la presencia
de etanol en el medio. El presente capitulo presenta ademas varios genes (HLJ1,
HAL1, HSP31 y ARF1) cuya delecién no se habia relacionado anteriormente con
un aumento en la sensibilidad al etanol, haciéndose necesario un estudio mas
exhaustivo de los mismos.
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3. Relacion entre la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) y la tolerancia a etanol en
levaduras del género Saccharomyces.

En los dos capitulos anteriores hemos observado como el etanol dispara la
respuesta UPR por cambios en las propiedades biofisicas de la membrana del
RE y como esta respuesta era mayor en la cepa CECT 10094, la mas tolerante al
etanol de las dos utilizadas en el estudio transcripcional. Un paso mas alla de
nuestro estudio es determinar el grado de activacion de la UPR tanto dentro de la
especie S. cerevisiae como dentro de su género y poder esclarecer si existe
algun paralelismo entre una mayor activacion de la UPR con una mayor
tolerancia al etanol y ver el comportamiento de la UPR en especies poco
adaptadas al etanol, como S. paradoxus, S. uvarum y S. kudriadzevii.

En experimentos previos realizados en nuestro laboratorio [319] se emplearon
técnicas de modelado estadistico para determinar los efectos del etanol sobre el
crecimiento de diferentes especies y cepas de Saccharomyces aisladas de
ambientes naturales y fermentativos, concluyendo que la tolerancia a etanol es
una caracteristica intrinseca de ciertas especies de Saccharomyces que aparecio
antes del proceso de domesticacion, permitiéndoles colonizar y dominar en
ambientes fermentativos antrépicos. A partir de los datos de tolerancia de este
trabajo, junto con el de Belloch y col. [354], utilizamos varias cepas del género
Saccharomyces con distintas tolerancias a etanol para determinar, como hemos
mencionado anteriormente, si efectivamente el grado de activacion de la UPR
determina una mayor tolerancia a etanol.

3.1. Tolerancia al agente desnaturalizante de proteinas 2-
mercaptoetanol en las cepas de S.cerevisiae CECT 10094 y
Temohaya-26.

Tras observar en el capitulo 1 como la cepa CECT 10094 sobreexpresaba, bajo
estrés por etanol, un mayor nimero de genes con lugares de unién a Haclp en

su promotor que la Temohaya-26, y que ademas esta cepa resulté ser mas
tolerante al etanol, nos planteamos si la cepa CECT 10094 seria mas tolerante a
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aquellos agentes que disparan la UPR en la célula, pudiendo asi relacionar el
disparo de la UPR con una mayor tolerancia al etanol. Para ello, estudiamos el
crecimiento, en placa y en medio liquido, de las dos cepas bajos distintas
concentraciones de 2-mercaptoetanol (BME), que previene la formacion de
puente disulfuro, y calculamos la concentracion no inhibitoria (NIC) y la
concentracién minima inhibitoria (MIC), indicadores de la concentracién a la cual
el BME comienza a afectar al crecimiento de la célula y la concentracion por
encima de la cual la cepa no puede crecer, respectivamente [305] (ver apartado
7.2.3 de Material y Métodos). La figura 3.1A muestra la modelizacion de la curva
para ambas cepas con un coeficiente de determinacion (RZ) entre 0,96-0,99,
dandonos una idea de la fiabilidad o bondad de ajuste del modelo. Las cepas
CECT 10094 y Temohaya-26 presentaron valores de NIC de 6,54 + 1,48 (mM) y
2,8 £ 0,9 (mM) y valores de MIC de 36,74 + 2,96 (mM) y 7,29 + 2,04 (mM), estas
diferencias fueron significativas con un p-valor de 0,0122 y 0,0001 para los
valores de NIC y MIC, respectivamente. Estos resultados concordaron con los
experimentos de goteo en placa con concentraciones de BME de 5 y 15 mM,
donde la cepa CECT 10094 mostré una mayor tolerancia que la cepa Temohaya-
26 (Figura 3.1B).
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Figura 3.1. Tolerancia de las cepas CECT 10094 y Temohaya-26 frente al agente
activador de la UPR 2-mercaptoetanol. (A) La estimacion de la concentracion no inhibitoria
(flechas negras) y de la concentracion minima inhibitoria (flechas blancas) se realizé
calculando el &rea fraccional del crecimiento en presencia de concentraciones crecientes
de BME vy ajustando la curva a una funcién de decaimiento de Gompertz modificada. Los
crecimientos se realizaron por triplicado placas multipocillo, midiendo su densidad Optica
cada media hora por un lector automético. (B) Analisis mediante goteo en placa del
crecimiento de las cepas en presencia de un 5 y un 15 mM de BME. Las placas se dejaron
crecer durante 6 dias a 28°C.
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3.2. Andlisis de correlacion entre tolerancia a etanol y distintos
agentes estresantes en diferentes cepas de S. cerevisiae.

Con el fin de seguir ahondando en la relacion entre la UPR vy la tolerancia a
etanol, nos preguntamos si las cepas mas resistentes a etanol también lo son
para aquellos agentes que disparan la UPR por desnaturalizacién de proteinas,
como la tunicamicina y el BME. Hemos visto en el capitulo anterior que el etanol
dispara la UPR por aberraciones en la membrana del RE, por lo que una
correlaciéon positiva entre estos agentes podria indicarnos que aquellas cepas
con una UPR aumentada son mas resistentes al etanol. Para ello, analizamos 15
cepas de S. cerevisiae (Tabla M1) en medio GPY modificado con distintos
estresantes, como tunicamicina, etanol, BME, H,0,, NaCl, DMSO asi como GPY
a pH 10, para poder comparar la correlacién con otros tipos de estreses como el
oxidativo, osmoético, alto pH y aumento en la fluidez de la membrana.

El analisis de correlacion (Tabla 3.1) mostr6 que la tolerancia a etanol
correlacionaba positivamente con aquellos agentes que disparan la UPR, al
contrario que otros estreses como el oxidativo y el osmético. En presencia de
DMSO también vimos el mismo comportamiento, probablemente porque, como
vimos en el capitulo anterior, el DMSO fluidifica la membrana y promueve la
activacion de Irelp. Estos resultados sugieren, de manera general, que aquellas
cepas mas tolerantes al etanol pueden tener una activacion de la UPR mayor que
aquellas mas sensibles, ya que presentan una mayor resistencia a agentes
desencadenantes de UPR. Esta observacion se analizara més en profundidad en
el siguiente apartado.
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Tabla 3.1. Andlisis de la correlacion entre la tolerancia a etanol y distintos agentes
estresantes en 15 cepas de S. cerevisiae. Los ndmeros en negrita indican aquellas
parejas de condiciones que obtuvieron una correlacion positiva significativa (p-valor <
0.05). Para mas informacion sobre las cepas y condiciones del experimento ver el
apartado 9 de material y métodos del presente trabajo.

Etanol NaCl BME | H,0, H10 ™ DMSO
(14%) [(1,25 mMm)|(30 mM)| 3mm) | P (1pg/mL)| (8%)
'(Eltif,‘/o")' ----- 0,989 | 0,017 [0289| 0,05 | 0007 | 0,005
NaCl
azs | — | — 0,680 | 0,556 | 0,430 | 0,965 | 0,265
mM)
BME
e | | 0081 | 0,242 | 0,007 | 0,136
H,0
(3&.\,\/"7) -------------------- 0105 0,117 0,109
pHIO [ - | - [ o | e | 0,076 | 0,064
™ |
(1Hg/m|-) """ 0,016
DMSO
o) | | | || - |
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3.3. Estudio de la relacién entre la resistencia a etanol y
activacion de la UPR en levaduras del género Saccharomyces.

Tras observar que en general las cepas de S. cerevisiae parecen ser mas
tolerantes al etanol por un aumento en su respuesta UPR tras observar una
correlacién positiva entre la tolerancia a etanol y agentes que provocan el disparo
UPR, el siguiente paso fue medir esa respuesta UPR para corroborar nuestras
sospechas. Ademas, también nos planteamos si este comportamiento frente al
etanol es el mismo entre cepas fermentativas y las de origen natural, o por el
contrario en las primeras el peso de la UPR no sea tan importante en la
respuesta al etanol debido a las diferencias adaptativas generadas por los
procesos selectivos del hombre en la fermentacion alcoholica [355]. Ademas,
también estudiamos la relacion de la tolerancia a etanol con los niveles de
activacion de la UPR en distintas especies del género Saccharomyces, como S.
uvarum, S. paradoxus y S. kudriavzevii.

3.3.1. Andlisis de la tolerancia a etanol en levaduras del género
Saccharomyces.

Se cuantificé la respuesta de 12 cepas de levadura (ver tabla M1) pertenecientes
al género Saccharomyces en presencia de un 10% (v/v) de etanol en medio GPY
mediante lectura de la densidad 6ptica en placas multipocillo, tal y como se
describe en el apartado 7.2.2 de Material y Métodos de la presente tesis. Los
valores de area fraccional (fa) préximos a uno indicaran un crecimiento bajo el
agente estresante similar al grupo control, tal y como describe Arroyo-Lopez y
col. (201) [319]. Nuestros resultados muestran como las cepas de S. cerevisiae
presentan altos niveles de tolerancia a etanol, aunque algunas cepas de origen
natural como la UWOPSS05 227.2 aislada de abeja (Malasia) o la Temohaya-26,
aislada de la fermentacién tradicional del agave, tienen niveles moderados de
tolerancia a etanol, o incluso son incapaces de crecer, como la cepa cervecera
CECT 1942. Las cepas de S. kudriavzevii, junto con S. uvarum y S. paradoxus no
presentaron practicamente crecimiento durante el experimento (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Andlisis del crecimiento de levaduras pertenecientes al género
Saccharomyces en presencia de etanol. Las células se crecieron en placas multipocillo
con medio GPY modificado con un 10% de etanol a 28°C, excepto para S.kudriavzevii,
que fue de 24°C en base a su temperatura 6ptima de crecimiento [306]. El area fraccional
se obtuvo dividiendo el area bajo la curva de crecimiento en presencia y ausencia de
estrés para una misma cepa mediante el programa GraphPad Prism, versién 5.0 para
Windows (GraphPad Software, San Diego California, EEUU). S.cer: S. cerevisiae, S. uva:
S. uvarum, S. par: S. paradoxus, S. kud: S. kudriavzevii. Trad: fermentacion tradicional
(agave). Cer: cepa cervecera.

3.3.2. Activacién de la UPR y estudio de su relacién con la tolerancia
al etanol.

A continuacién quisimos evaluar la activacion de la UPR en respuesta a etanol en
las mismas cepas, para ello, se utilizé la estrategia utilizada en el apartado 2.7.2
del anterior capitulo, basada en el uso del reportero fluorescente UPR-mCherry.
En este caso y debido a que las cepas no presentaban auxotrofia del gen URA3,
se llevé a cabo el cambio de marcador del gen de seleccion por el de resistencia
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a G418 (ver apartado 4.1.2 de Material y Métodos). La figura 3.3 esquematiza los
pasos realizados en este apartado. Para validar el uso del mismo reportero en
diferentes cepas y especies de Saccharomyces, se confirmé que la region UPRE
adyacente al gen reportero también estaba presente en los genes diana UPR de
las especies mas distantes a S. cerevisiae.
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de UPR entre cepas citometria de flujo

Figura 3.3. Esquema del andlisis por citometria de flujo de la expresion del
plasmido pPM47-KanMX6 en las distintas especies de Saccharomyces en
presencia de etanol.

La activacion del reportero mCherry en presencia de etanol para todas las
cepas fue cuantificada y representada en la figura 3.4A Sorprendentemente, los
resultados mostraron una moderada o alta activacién de la UPR en las cepas
naturales de S. cerevisiae (azul oscuro), mientras que las cepas fermentativas
(azul claro) presentaron niveles relativamente inferiores de activaciéon UPR tras
un estrés por etanol. Sin embargo es interesante destacar que las levaduras
aisladas de fermentaciones vinicas (CECT 10094; T73 y EC1118) presentan una
activacion mayor de la UPR comparada con las cepas fermentativas, pero no
vinicas, Temohaya-26 (aislada de fermentacioén de agave) y CECT 1942 (aislada
de cerveza). En cuanto a las cepas pertenecientes a las especies S. uvarum, S.
paradoxus y S. kudriavzevii no se detectdé practicamente diferencias en la
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activacion de la UPR respecto al medio control sin etanol, concordando con su
mayor sensibilidad al etanol. Las figuras 3.4B-C muestran la activacion
normalizada respecto a tiempo cero de la UPR para cada cepa en presencia (B)
y ausencia de etanol (C).
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Figura 3.4. Cuantificacion de la activacion de la UPR mediante el gen reportero
fluorescente mCherry en distintas levaduras del género Saccharomyces bajo estrés por
etanol. (A) Obtencién del area fraccional de la intensidad de mCherry a través al cociente
entre el area bajo la curva de la intensidad del reportero en medio GPY con etanol (8%) y
medio control tras 6 horas de crecimiento. La linea horizontal punteada representa el valor
umbral por encima del cual la intensidad de la sefial es mayor que en la condicion control.
(B-C) Cinética de activacion del reportero fluorescente UPR para cada cepa en presencia
(B) y ausencia de etanol (C) tras 8 horas de crecimiento. Todos los datos de intensidad
fueron normalizados respecto a su valor inicial (t0) y corresponden a triplicados biolégicos.
S.cer: S. cerevisiae, S. uva: S. uvarum, S. par: S. paradoxus, S. kud: S. kudriavzevii. Trad:
fermentacion tradicional (agave). Cer: cepa cervecera.

Cuando representamos la activacion de la UPR frente a la tolerancia a etanol
(Figura 3.5), se observa que las cepas naturales de S.cerevisiae forman un grupo
separado en el cual coincide una alta tolerancia a etanol con un mayor aumento
de la UPR, mientras que las cepas pertenecientes a las especies S. paradoxus,
S. uvarum y S. kudriavzevii aparecen en el otro extremo, es decir, baja tolerancia
a etanol unido con una activacion UPR practicamente idéntica que en
condiciones no estresantes. Si hiciéramos un test de correlacién de Spearman
con estos grupos veriamos que efectivamente las cepas de levadura mas
tolerantes a etanol presentan una activacion de la UPR mayor, obteniendo una
relacibn muy alta entre las variables (p-valor = 0,0025; r de Spearman = 0,928).
Al afiadir el grupo de las S. cerevisiae fermentativas seguimos obteniendo una
correlacién significativa (p-valor = 0,016), pero el grado de asociacion entre las
dos variable es menor (r de Spearman = 0,671). Como vemos, a pesar de que
tanto S. cerevisiae natural como fermentativa no presentan en general
diferencias en los valores de NIC y MIC de etanol [319], las cepas fermentativas
presentan valores de activacion UPR mas bajos, independientemente de que
sean mas o menos tolerantes al etanol, por lo que muy probablemente las cepas
fermentativas presenten otros mecanismos adaptativos de tolerancia a etanol
ademas de la UPR.
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Figura 3.5. Activacion de la UPR frente a tolerancia a etanol en diferentes cepas del
género Saccharomyces. Las cepas de S. cerevisiae naturales (azul oscuro) se engloban
en aquellas que presentan una alta tolerancia a etanol con una mayor activacion UPR
(grupo verde), las cepas pertenecientes a S. paradoxus (rojo), S. kudriavzevii (naranja) y
S. uvarum (verde) presentaron una baja tolerancia a etanol y actividad UPR (grupo rojo),
mientras que las S. cerevisiae fermentativas (azul claro) presentaron una baja actividad
UPR independientemente de su tolerancia a etanol, aunque las cepas vinicas (grupo
morado) eran las mas tolerantes al etanol. Se obtuvo un coeficiente de correlacion de
Spearman de 0,671 con un p-valor de 0,016.
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3.4. Analisis de las variaciones aminoacidicas de la proteina
Haclp en el género Saccharomyces.

Se procedio al analisis de la secuencia de aminoacidos de la proteina Haclp con
el fin de hallar variaciones que pudieran explicar las diferencias en cuanto a
activacion de la UPR entre las distintas especies de levaduras.

Se obtuvo la secuencia de la region codificante de HAC1 de 17 cepas de S.
cerevisiae (fermentativas y naturales) y S. paradoxus (Tabla 3.2) a partir de los
datos de secuenciacion de Liti y col. (2009) [42] y sus secuencias aminoacidicas
fueron comparadas con las secuencias de S. kudriadvzevii y S. uvarum obtenidas
por Cliften y col. (2003) [356] junto con Kellis y col. (2003) [318].

Tabla 3.2. Cepas de S.cerevisiae (marcadas con asterisco) y S. paradoxus utilizadas en el
estudio. Para mas informacion sobre su origen consultar el trabajo de Liti y col. (2009)
[42].

Cepa Origen
UWOPS83-787.3 * Nopal tunero costero (Opuntia stricta)
DBVPG1373 * Suelo
SK1 * Suelo
DBVPG1788 * Suelo
UWOPS87-2421 * Cladodio (Opuntia megacantha)
BC187 * Barril de fermentacion
L-1374 * Fermentacion mosto
L-1528 * Fermentacion mosto Cabernet
Yllcl7 E5* Vino
K11 * Shochi
K9 * Ragi (similar al sake)

CBS432 Corteza de Quercus spp
FPN3828 Corteza de Quercus robur
KPN3829 Corteza de Quercus robur
IFO1804 Corteza de Quercus spp
Y7 Corteza de Quercus spp
Z1 Corteza de Quercus spp

209



RESULTADOQOS (ll1)

Los cambios aminoacidicos de la proteina Haclp entre las distintas especies
del género Saccharomyces estan representados en la tabla 3.3. No se
observaron cambios aminoacidicos en la secuencia de Haclp entre las cepas
fermentativas y naturales de S. cerevisiae. En cambio es remarcable el hecho de
que aparezcan dos cambios aminoacidicos en las posiciones 115 y 154

exclusivas de S. cerevisiae, este hecho sera discutido mas adelante.

Tabla 3.3. Cambios aminoacidicos y posicién dentro de la proteina Haclp dentro del
género Saccharomyces. Los aminoacidos en negrita en las posiciones 115 y 154
muestran cambios exclusivos de S. cerevisiae. Las equivalencias cada letra por su
aminoacido correspondiente se puede consultar en la tabla suplementaria S11.

S. cerevisiae | S. paradoxus

S. kudriavzevii | S. bayanus|Posicién

H H
E/K K
T T N
s G G s 9
H H R R o7
s s s H 103
s s s C 112
G
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Por otro lado vemos como el nimero de variaciones aminoacidicas con
respecto a S. cerevisiae aumenta conforme aumenta la distancia filogenética
entre especies (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. NUmero de cambios de aminoéacidos en la proteinas Haclp en las especies S.
paradoxus, S. kudriavzevii y S. uvarum, respecto a S. cerevisiae. Notese el aumento en el
numero de cambios conforme aumenta la distancia filogenética entre especies.

Nimero de cambios
S.cerevisiae - S. paradoxus 5
S.cerevisiae - S. kudriavzevii 13
S.cerevisiae - S. uvarum 26

3.5. Conclusiones.

Los datos aportados en el presente capitulo abren nuevos caminos en la
investigacion de la adaptacién de las levaduras al etanol. Nuestros resultados
muestran claras diferencias adaptativas entre S. cerevisiae fermentativas y
naturales bajo estrés por etanol a pesar de que pueden llegar a tolerar la misma
cantidad de estresante [319]. Si una UPR potente provoca un aumento en la
tolerancia a etanol, como se ve en las cepas nhaturales, y las cepas fermentativas
no disparan tanto esa sefial debido, probablemente, a una adaptacién de la
membrana para contrarrestar el aumento de fluidez generado por el etanol, seria
interesante disefiar estrategias para mejorar la tolerancia a etanol en las cepas
fermentativas a través de un aumento de la respuesta UPR. Estas diferencias en
composicibn de membrana entre cepas vinicas y naturales han quedado
patentes en varios trabajos en los que se observa como cepas vinicas presentan
una mayor proporcién de acidos grasos insaturados que saturados y una mayor
concentracion de acido oleico [319, 357].

Por otra parte, nuestro trabajo pone de manifiesto la importancia de la
estructura del factor de transcripcibn Haclp en la respuesta a etanol y la
necesidad de futuros estudios para determinar los distintos mecanismos
moleculares que determinan la tolerancia a etanol en las cepas fermentativas y
naturales, ya que solamente obteniendo una vision conjunta de ambas
respuestas podremos establecer mecanismos globales de respuesta al etanol.
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En el presente trabajo se analizaron las distintas respuestas frente al estrés por
etanol en dos cepas que difieren en tolerancia a etanol en dos etapas distintas
del crecimiento. De acuerdo al analisis transcriptomico, en etapas tempranas de
estrés, la cepa mas tolerante al etanol mostré una sobreexpresion de genes
relacionados con el transporte y la utilizacion de prolina (PUT4 y PUT1), sintesis
de éacidos grasos monoinsaturados, chaperonas moleculares como HSP32 y
HSP104 y una respuesta a estrés oxidativo que no aparecia en la cepa
Temohaya-26, la mas sensible al etanol. Algunos de estos genes han sido
previamente descritos como genes clave en la tolerancia al etanol al contrarrestar
el efecto fluidificante sobre las membranas y disminuir las especies reactivas de
oxigeno (ROS) bajo estrés oxidativo, uno de los efectos méas importantes del
estrés por etanol [148, 159, 204, 205, 253].

Es importante destacar que durante las fases tempranas de respuesta a
estrés, muchos de los genes relacionados con las etapas de regeneracion del
NADH/NADPH estaban sobreexpresados en la cepa CECT 10094, incluyendo los
genes ZWF1, SOL4 y ALD4, el NADPH actia como cofactor de la glutation
reductasa y la tiorredoxina reductasa, elementos clave para contrarrestar el
estrés oxidativo. Ademas, el NADPH es clave en la desaturacion dependiente de
NADH del acido esteéarico en &cido oleico por la desaturasa Olelp, &cido graso
insaturado determinante en la tolerancia al etanol en S. cerevisiae [264], este gen
OLE1 también se sobreexpresé en la cepa CECT 10094.

A pesar de la sobreexpresion del gen OLEL en etapas tempranas de estrés
por etanol, no se observaron cambios significativos de abundancia de mRNA del
gen OLEL en los trabajos llevados a cabo por Chandler y col. (2004) y Ma y Liu
(2010) [159, 205]. En cambio, Shobayashi y col. (2007) si observaron en la cepa
de sake altamente tolerante al etanol K-9 una sobreexpresién del gen OLEL1 tanto
en crecimiento estatico como en agitacion en comparacién con la cepa de
laboratorio X2180-1A [204]. Cabria esperar que no solamente la estabilidad del
MRNA, los niveles de traduccién y las reacciones enzimaticas con las fuentes de
carbono y oxigeno regularan la biosintesis de los acidos grasos insaturados, tal y
como proponen Martin y col. (2007) [358], sino que los niveles de transcripcién
juegan un papel mas importante de lo que se pensaba y a diferencia de los
resultados obtenidos por Alexandre y col. (2001) es posible que aquellos genes
relacionados con la biogénesis de la pared celular y metabolismo de lipidos
constituyan un proceso de adaptacion durante los primeros momentos de estrés
y no a largo plazo como ellos proponen [148].
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Por otro lado, se observo la sobreexpresion de genes relacionados con la
degradacion del glicerol, como GUT2 y GCY1 en la cepa Temohaya-26 tras una
hora de estrés por etanol. Bien es sabido que el estrés por etanol en el género
Saccharomyces promueve la sintesis de glicerol, ya no tanto como por un
requerimiento del metabolito, sino como un medio alternativo de regeneracion del
NAD", ya que la exposicion a etanol causa una disminuciéon del 60% del NAD"
intracelular por la actividad inversa de la alcohol deshidrogenasa [359]. En
nuestro caso, no solamente no encontramos genes como GPD1, relacionados
con la sintesis de glicerol, sino que la cepa sobreexpresaba genes para su
catabolismo, pudiendo este hecho formar parte de las razones por las que la
cepa Temohaya-26 es mas sensible al etanol que la cepa CECT 10094.

En ambas cepas se observo la sobreexpresion de la acetil-CoA sintasa,
codificada por el gen ACS1,esta sobreexpresion podria aumentar el flujo de
carbono hacia la ruta del mevalonato, mejorando la tolerancia al etanol en S.
cerevisiae y aumentando el contenido de ATP [360]. Hasta la fecha la
sobreexpresion de este gen en S. cerevisiae no ha sido vista en trabajos de
microarrays de expresion bajo estrés por etanol.

Como hemos mencionamos anteriormente, el etanol induce ROS mediante
dafios en la integridad de la membrana de la mitocondria, imponiéndose el estrés
oxidativo como otro efecto mas generado por la presencia de etanol en el medio
[117]. A diferencia de la cepa Temohaya-26, la cepa CECT 10094 mostro
términos GO relacionados con esta respuesta a estrés tras una hora de
exposicion al etanol, por lo que esta cepa podria contrarestar el dafio producido
al DNA, lipidos, proteinas y membranas producidas por ROS de una forma mas
efectiva que la cepa menos tolerante al etanol.

Ademas, es importante mencionar la sobreexpresion en ambas cepas de los
genes HSP42, HSP12, HSP26, HSP31 y HSP33, asi como de manera exclusiva
los genes HSP104 y HSP32 en la cepa CECT 10094. A pesar de que muchas
HSP funcionan como chaperonas moleculares que protegen a las proteinas de la
agregacion y el desplegamiento frente altas temperaturas, respuesta conocida
como Respuesta a Estrés por Calor (HSR) y se ha aceptado de forma general
gue el etanol puede desplegar las proteinas celulares por su efecto en la
solvatacion de los grupos hidrofébicos de las proteinas, es importante destacar el
estudio llevado a cabo por Godon y col. (1998), en el cual observé la induccion
de 115 proteinas como respuesta adaptativa al estrés oxidativo [104]. Entre ellas
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se incluyen numerosas HSP y proteinas relacionadas con rutas de degradacion
de proteinas. Coincidiendo con nuestros datos, las proteinas HSP104p, HSP42p,
HSP12p y HSP26p se encuentran entre ellas, por lo que es probable que su
sobreexpresion se deba al efecto postraduccional que el estrés oxidativo ejerce
sobre las proteinas, como la carbonilacién, oxidacion de las cadenas laterales,
pérdida de estructura y agregacién, mas que por la presencia de proteinas
desplegadas por el efecto directo del etanol, presentando asi una importante
actividad proteolitica en la degradacion de proteinas oxidadas.

Es sorprendente, ademas, que veamos en la cepa CECT 10094 la
sobreexpresion de las proteinas pertenecientes a la superfamilia DJ-1 (HSP31-
HSP33), cuyos homologos en humanos estan relacionados con enfermedades
neurodegeneraticas y cancer. En levaduras, sin embargo, su papel no esta del
todo claro. Miller-Fleming y col. (2014) han descubierto recientemente que
aunque la delecion de estos genes provocan una acumulacién de ROS, alta
sensibilidad al estrés oxidativo y una pared celular mas delgada, su
sobreexpresion era mayor bajo limitacién de glucosa y nitrogeno que por estrés
oxidativo con H,O, (2 mM) [361], por lo que es probable que la sobreexpresion de
estos genes en nuestro estudio se deba mayoritariamente a una respuesta ante
la deficiencia de nutrientes generada por el dafio directo del etanol sobre los
transportadores de membrana.

La presencia de ontologias génicas (GO) asociadas a procesos de sintesis de
tiamina en la cepa mas resistente a etanol también es interesante. Recientes
estudios llevados a cabo por Wolak y col. (2014) han determinado la importancia
de la tiamina en el mantenimiento redox de la levadura bajo estrés oxidativo,
disminuyendo significativamente la oxidacién de proteinas y la presencia de ROS
[362], este hecho vuelve a poner de manifiesto una respuesta mas marcada
frente al estrés oxidativo en la cepa CECT10094. La sobreexpresién de genes
relacionados con la sintesis de tiamina también se observo en fermentaciones
con cepas de sake [204].

Finalmente la sobreexpresion del gen YNL134C en ambas cepas merece
especial mencion ya que su funcién ha sido recientemente descubierta por Zhao
y col. (2015). Esta reductasa aldehido dependiente de NADH controlada por
Yaplp y Msn2/4p est4 relacionada con la detoxificacion del furfural, uno de los
principales aldehidos generados durante la hidrélisis del material lignocelulésico
para la obtencién de bioetanol y con un un gran poder oxidativo [363]. En nuestro
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caso, ya intuimos la importancia que este gen podria tener sobre la tolerancia al
etanol y observamos que su delecién en la cepa de laboratorio BY4743
provocaba una disminucién significativa de su crecimiento a concentraciones de
etanol del 10% y 12% respecto a la cepa salvaje. Es posible que la presencia de
etanol genere aldehidos citotéxicos por peroxidacién de lipidos, como el
malondialdehido (MDA) ¢ acroleina [150], que incrementan la fluidez de la
membrana y oxidan los grupos sulfhidrilo de las proteinas y que esto dispare la
expresion de la reductasa aldehido, o que, por otro lado, la presencia de etanol
en el medio aumente la cantidad de acetaldehido en la célula generando mas
estrés oxidativo y una disminucién de NAD" en la célula [364]. En este escenario
la presencia de la aldehido reductasa dependiente de NADH aseguraria un
aporte de NAD" para mantener el equilibrio redox en la célula y a su vez
disminuiria el estrés oxidativo generado por los aldehidos. La sobreexpresion del
gen OYES3, en la cepa CECT 10094 en ambas etapas del crecimiento podria
indicar que la expresién de YNL134C se da con el fin de disminuir la cantidad de
aldehidos citotéxicos ya que su sobreexpresion va ligada a la presencia de
acroleina en la célula, permitiendo aumentar su tolerancia al aldehido [365]. En
cualquier caso se hace necesario un estudio mas profundo del papel de esta
proteina y su relacion con la detoxificacion bajo estrés por etanol.

Durante la fase dialxica, observamos en la cepa mas tolerante la
sobreexpresion de genes relacionados con la generacion de energia (ATP1,
ATP3, ATP4, ATP7 y ATP20), indicando que bajo condiciones de estrés por
etanol, un aumento en la cantidad de ATP podria ayudar en la sintesis de
proteinas y el transporte de protones a través de la membrana plasmatica. Este
hecho es consistente con la sobreexpresion de genes VMA (VMAL10 y VMABS) que
codifican una H'-ATPasa vacuolar (V-ATPasa), un bomba de protones
relacionada con la acidificacion vacuolar y por lo tanto en la compensacion de la
entrada de H' inducida por el etanol a través de una membrana plasmatica
comprometida [223].

Un mayor contenido en ergosterol en las levaduras ha sido asociado con
mayores tolerancias al etanol al prevenir la interdigitacion y proporcionar un
grosor de membrana Optimo. Nosotros observamos también durante en la fase
dialxica en la cepa CECT10094, la sobreexpresion de genes relacionados con la
ruta de sintesis del ergosterol (ERG5, ERG11, ERG20) no vistos previamente en
anteriores trabajos realizados con microarrays [148, 159, 204, 231], asi como la
sobreexpresion de MCR1, una reductasa mitocondrial dependiente de NADH
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relacionada tanto en la sintesis de ergosterol como en la respuesta frente a
estrés oxidativo.

Es remarcable el hecho de que genes relacionados con la organizacion del
citoesqueleto de actina como RDI1, RHO1, ARC19 y ARP2 estaban
sobreexpresados en la cepa mas tolerante al etanol. De acuerdo con Kubota y
col. (2004), la organizacion espacial del citoesqueleto de F-actina se perturba de
forma transitoria tras la adicién de etanol [59],por lo que se podria esperar que la
cepa CECT 10094 contrarrestara la despolarizacién de la F-actina mas
eficientemente que la cepa menos tolerante con el fin de obtener una mayor tasa
de crecimiento bajo condiciones estresantes.

Por otra parte, nuestros resultados revelaron categorias GO relacionadas con
la retrotransposicion en la cepa CECT 10094. Se conoce mas bien poco acerca
de la expresion de retrotransposones en células de levadura estresadas con
etanol, probablemente debido a la ausencia de anotacién de genes de
retrotransposones y categorias GO asocidadas en plataformas web como
FunSpec [236]. Permanece sin esclarecer la idea de que un aumento en la
expresién de genes Ty durante estrés por etanol tenga algun tipo de importancia
adaptativa, aunque en nuestro trabajo también observamos la sobreexpresion de
GCN4, cuya proteina Gendp se ha sugerido como activador de Tyl durante
estrés [366]. Ademas, el andlisis de las regiones promotoras de los 12 genes
pertenecientes a la transposicion mostraron lugares de unién para factores de
transcripcion relacionados con varias respuestas a estrés, como Msn2/4p para
estrés general (16,66%), Haclp para respuesta a proteinas desplegadas
(33,33%), Hsfl para estrés por calor (16,66%) y Yaplp para estrés oxidativo
(41,66%). Son necesarios futuros trabajos para determinar si existe algun tipo de
asociacion entre los retrotransposones y la respuesta a estrés en levaduras.

Un punto muy interesante en los resultados es que, a diferencia de la cepa
Temohaya-26, la cepa mas tolerante al etanol sobreexpresé durante la fase
dialxica en presencia de etanol genes cuyas ontologias génicas estaban
relacionadas con el catabolismo y plegamiento de proteinas, sugiriendo que la
cepa CECT 10094 presenta un mecanismo mas eficiente que la cepa Temohaya-
26 en la eliminacion y plegamiento de proteinas desnaturalizadas a fin de
mantener su conformacién funcional. Ademas, también es remarcable la
sobreexpresion de 32 genes de funcion desconocida en la cepa CECT 10094 no
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vistos anteriormente en trabajos de estrés por etanol y cuya funcién deberia ser
analizada mas en profundidad.

En cuanto al andlisis de las regiones promotoras de los genes
sobreexpresados tras una hora de estrés por etanol vemos como la cepa
CECT10094 presenta un mayor nimero de genes con lugares de unién a
factores de transcripcion de estreses concretos (Haclp para respuesta a
proteinas desplegadas, Hsflp para estrés por calor y Yaplp para estrés
oxidativo) que en la cepa menos tolerante, por lo que la cepa CECT 10094 puede
presentar un mecanismo de reacciéon mucho mas especifico frente al agente
estresante que la cepa menos tolerante al etanol durante las primeras horas de
estrés. El hecho de que la gran mayoria de genes sobreexpresados (alrededor
del 90%) en la cepa Temohaya-26 durante este periodo contengan secuencias
para la respuesta a estrés general (Msn2/4p) corrobora nuestra hipotesis y
muestra que durante las primeras etapas del estrés, la cepa menos tolerante
podria utilizar mayoritariamente un mecanismo de respuesta a estrés general.
Por otro lado, llama la atenciéon que ninguno de los 59 genes sobreexpresados
exclusivamente en la cepa menos tolerante contenga lugares de unién a Haclp,
el factor de transcripcion responsable de la activacion de la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) en el reticulo endoplasmatico, esta respuesta, que puede ser
disparada por carencia de inositol en la célula, dafios en la pared celular o
presencia de proteinas desplegadas en el RE podria ser una de las razones de la
mayor tolerancia a etanol en la cepa CECT 10094.

A lo largo del capitulo 1 nuestros resultados mostraron ademas como la cepa
mas tolerante al etanol es capaz de crecer mejor en un medio mas acido, incluso
en presencia de etanol, comparado con la cepa menos tolerante, sugiriendo que
aquellas cepas capaces de crecer mejor a pH mas acidos son también mas
tolerantes al etanol debido, posiblemente, a su capacidad para expulsar protones
hacia el exterior celular a través de la H-ATPasa de la membrana plasmatica y a
confinarlos en la vacuola via ATPasa vacuolar (V-ATPasa), acidificandola y
consiguiendo asi una homeostasis del pH intracelular [231]. De hecho se sabe
gue la bomba de protones de la membrana plasmética se activa tanto por pH
acido para regular el pH interno [367] como con etanol, a concentraciones de
entre 3-10% (v/v), aumentando hasta 3 veces su actividad [154]. Esta relacion
entre una mayor tolerancia a pH &cido y mayor tolerancia a etanol fué
corroborada con el analisis del crecimiento de més cepas de S. cerevisiae en las
mismas condiciones, obteniendo los mismos resultados.
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Tanto la sobreexpresion de genes relacionados con la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) en la cepa CECT 10094 como el aumento en la sensibilidad
al etanol en cepas mutantes de genes cuyo promotor presenta lugares de unién a
Haclp (RVS161, HALL, HLJ1, QCR6 y LHS1), hizo plantearnos la importancia de
la respuesta UPR frente al estrés por etanol en levaduras. Este fenédmeno, muy
conservado en vertebrados ha sido ampliamente estudiado en células humanas y
ratones en presencia de etanol [368, 369], pero poco se sabe de su activacion
bajo estrés por etanol en levaduras.

Esta respuesta en levaduras parece desencadenarse practicamente en el
momento de afiadir etanol al medio, tal y como demuestran nuestros resultados
de activacion por splicing de HACL, esta activacion supone a su vez un aumento
en la transcripcion de HAC1 por autorregulacion a través de la unién de la
proteina Haclp a las regiones UPRE de su promotor [370] y una sobreexpresion
de la proteina sensora Irelp una vez la activacion de HAC1 disminuye, este
hecho nos parece interesante en el sentido de que no se habia descrito
previamente una recuperacién de la proteina Irelp una vez cesa la respuesta
UPR. Por otro lado, la presencia en la muestra sin estresar de una pequefia
cantidad de mRNA de HAC1 activado apoya las observaciones de Bicknell y col.
(2007), en la cuales demuestran la necesidad de una activacion minima basal de
la UPR para un correcto funcionamiento de la citocinesis [371]. Es importante
comentar que también se detectd la activacion inmediata de la UPR en la cepa
diploide BY4743 utilizando una concentracion de etanol del 6% (v/v) mediante el
plasmido reportero pMCZ-Y, esta activacién se mantuvo constante hasta las 4
horas de estrés mientras que la activacion del mRNA de HAC1 comenzé a
disminuir a las 2 horas, debido probablemente a la presencia residual de la
enzima B-galactosidasa en la célula.

Aungue la activacion de la UPR tanto en fermentacion [287] como por choque
con etanol [330] ha sido descrita recientemente, las causas de la misma no han
sido estudiadas en profundidad. Nuestros resultados contradicen los obtenidos
por Miyagawa y col. (2014), que establecen la desnaturalizacion de proteinas
como Unico activador de la UPR en presencia de un 16% de etanol. Los autores
observan, ademés del splicing de HACL1 a esta concentracion de etanol, la unién
de Kar2p a agregados de proteinas y una disminucion del splicing de HACL1 en
células con la zona de unién a proteinas desplegadas en Ire1p mutada (Alll).
Aunque se ha visto cierta desnaturalizacion de proteinas en la levadura a
concentraciones de etanol del 15%, también se ha visto que a concentraciones
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del 10% de etanol no existe desnaturalizacion de ninguna de estas enzimas
glicoliticas, incluso enzimas como la alcohol deshidrogenasa, la fosfoglucosa
isomerasa, la triosa fosfato isomerasa o la fosfoglicerato mutasa no presentaron
practicamente desnaturalizacion a concentraciones de etanol del 20% [333].
Estos datos coinciden con los nuestros en el sentido de que a un 8% de etanol
no detectamos proteinas desplegadas en el RE que pudieran dar lugar a un
disparo en la UPR, esta afirmacion se hace en base a la utilizacion de tres
estrategias distintas, la utilizacion del sensor eroGFP, capaz de detectar
proteinas desplegadas en el RE por cambios en su estado redox [298], la
observacion mediante microscopia electronica de transmision de la variacion en
la longitud del RE, que se ha demostrado que aumenta para albergar proteinas
desplegadas y atenuar asi la UPR [121] y la utilizacion del marcador de autofagia
ATG8-GFP para observar mediante microscopia de fluorescencia vesiculas
autofagicas, necesarias en el proceso catabdlico de la degradacion y el reciclaje
de proteinas desplegadas y muy abundantes tras estrés en el RE por DTT y TM
[121, 344].

Aunqgue ciertamente el etanol puede desnaturalizar proteinas y disparar la
UPR a concentraciones muy altas, tal y como demuestra el trabajo de Miyagawa
y col. (2014), cabe destacar que también observan una activacion transitoria a los
30 minutos de HACL1 tras un choque del 8% de etanol, pero los autores pasan
por alto este hecho y aumentan la concentracion hasta un 16%, obteniendo asi
desnaturalizacién de las proteinas. Hubiera sido interesante haber analizado la
agregacion de proteinas a Kar2p y el splicing de HAC1 en mutantes Alll a esta
concentracion de etanol, para determinar la presencia de otras causas en la
activacion de la UPR.

El estudio de la expresion de ciertos genes dianas de la UPR por RT-qgPCR
permitié determinar que todos ellos alcanzaban su maxima expresion tras 1 hora
de estrés, coincidiendo efectivamente con uno de los momentos de mayor
activacion de HAC1, ademas todos ellos excepto el gen HLJ1 presenta en su
regién promotora dominios de uniéon documentados donde Haclp actia como
activador de la transcripcién, por lo que aunque HLJ1 se expresa durante estrés
por etanol no podemos englobarlo dentro del grupo de genes diana de la UPR.
Es destacable que solamente los genes ERO1 y LHS1, cuya activacion ademas
de por Haclp también esté regulada por Yaplp (responsable de la respuesta a
estrés oxidativo) permanezcan sobreexpresados a lo largo del tiempo, mientras
gue los demés reduzcan su expresion coincidiendo con la reduccién del splicing
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de HACL. Bien es sabido que el etanol genera dafios en las mitocondrias y
provoca la formacién de ROS, cuya principal diana son los &cidos grasos
insaturados, su peroxidacion genera lipidos reactivos y radicales de acidos
grasos de pueden atacar otros acidos grasos provocando reacciones oxidativas
en cadena [372]. Los lipidos oxidados se vuelven inestables y se convierten en
productos de degradacién tan toxicos como ROS, como son el malondialdehido
(MDA) y la acroleina, que aumentaran la fluidez de la membrana y oxidaran los
grupos SH de las proteinas, afectando a su funcién de manera reversible al crear
puentes disulfuro intra e intermoleculares y también podran carbonilarlas,
modificandolas irreversiblemente y generando agregados [373, 374]. Ademas, los
radicales libres también pueden atacar los enlaces peptidicos, provocando
protedlisis al oxidar los residuos de prolina de las proteinas. Es posible que
aunque la presencia de proteinas desplegadas no sea el causante del disparo
inicial de la UPR tras estrés por etanol, si que se produzca horas mas tarde un
estrés oxidativo, tal y como demuestran nuestros resultados al medir el estado
redox del RE con la eroGFP, y esto provoque dafios en las proteinas que
acabaran viajando al RE para ser reparadas. Por lo tanto la expresion del factor
de transcripcién Yaplp por etanol podria generar proteinas relacionadas con el
plegamiento y transporte de proteinas al RE aunque la activacion de HAC1 haya
cesado, de hecho nuestros resultados muestran una disminucion en la tolerancia
a etanol en mutantes AYapl bajo un en presencia de un 10% de etanol.

También hemos puesto de manifiesto la importancia del factor transcripcional
Gcendp en la tolerancia a etanol, relacionado con tolerancia especifica a H,0,,
ademas de a la falta de aminoacidos en el medio [375]. También se ha visto que
Gcndp es necesario para la transcripcién de genes con cualquier UPRE en su
promotor actuando a modo de heterodimero con Haclp, incluso puede activar
por ella misma genes con UPRE-2 en su promotor, sin necesidad de la presencia
de Haclp, si esta en alta concentracion [133]. Nuestros resultados respecto a la
importancia de Msn4p frente a etanol en comparacién con Msn2p también
parecen coincidir con los obtenidos en trabajos anteriores, donde observaron un
patron de expresién mayor de MSN4 respecto a MSN2 en presencia de etanol en
una cepa mas tolerante a etanol [205], advirtiendo asi distintas funciones
reguladoras entre los dos factores de transcripcion.

Por otro lado, los estudios de proteccién cruzada con tunicamicina muestran
como la activacién temprana de la UPR prepara a la célula para un futuro estrés
por etanol, al sobreexpresar genes que también son necesarios para
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contrarrestar el efecto del etanol, como los relacionados con la biogénesis y
organizacion de la pared celular, transporte de proteinas, organizacion de la
membrana, biosintesis de lipidos, respuesta a estrés oxidativo y proteinas
desplegadas [336]. La adaptacion al etanol en levaduras se ha relacionado con la
accion coordinada de los factores de transcripcion Msn2/4p, Yaplp y Hsflp [85,
205]. Nuestros resultados muestran que la sobreexpresién de Haclp bajo estrés
por etanol aumenta la tolerancia a este estrés, pero solamente en presencia de
altas concentraciones de etanol (10%). Por lo que nuestros resultados presentan
a Haclp como un regulador clave digno de futuros estudios en la tolerancia al
etanol en levaduras. Como hemos advertido anteriormente, durante la
preparacion de este trabajo, Brown NA y col. (2013) [287] mostraron que Haclp
se activaba durante la produccién de bioetanol, relacionando la UPR con una
mayor tolerancia al etanol en una cepa industrial. Estas observaciones apoyan
nuestros resultados.

Nuestros resultados muestran modificaciones en la ultraestructura de la célula
en presencia de etanol, como una Unica gran vacuola y una pared celular de
grosor no uniforme, tal y como ya se ha visto en anteriores trabajos [150, 239].
Aunqgue hasta la fecha no se ha podido dar ninguna explicacion del motivo del
aumento del volumen de la vacuola en presencia de etanol, si que hemos visto la
entrada directa del reticulo endoplasmético a la vacuola tras el disparo de la UPR
por etanol. Esta nueva modalidad de reticulofagia ha sido descubierta muy
recientemente por Shuck y col. (2014) [341], hasta ese momento solamente se
habia observado la reticulofagia a través de autofagosomas con fragmentos de
RE en su interior en células sometidas a inanicién [376]. Los autores ya
observaron previamente una expansion del RE en presencia de proteinas
desplegadas tras la activacién de la UPR [121] y describen este método como un
nuevo mecanismo para lograr un tamafio adecuado del RE una vez cesa el
estrés, degradando la membrana sobrante. Este fendmeno no requiere
mecanismos relacionados con la autofagia y puede darse en ausencia de
proteinas desplegadas. En nuestro caso observamos que el etanol disminuia la
longitud del RE, ya hemos comentado que segun nuestros resultados el etanol
no genera inicialmente proteinas desplegadas y que la causa de la activacion de
la UPR se debe a otro tipo de efecto producido por el etanol, pero la observacion
de un RE mas reducido ha sido un hallazgo realmente sorprendente. Podriamos
relacionar un aumento de la vacuola bajo estrés por etanol con una entrada
directa del RE aunque con DTT no observamos aumento de la vacuola,
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probablemente porque hemos utilizado puntos temporales donde el RE comienza
a disminuir y no ha dado tiempo a aumentar su volumen. Si comparamos con el
trabajo de Shuck y col. (2014) vemos como aparece una gran vacuola al igual
que a nosotros, ademas ellos utilizan una cantidad de DTT 8 veces superior por
lo que la reticulofagia podria estar mas potenciada. Aunque no hemos podido
determinar la razén de la entrada de RE en la vacuola bajo estrés por etanol, se
sabe que existen regiones del RE asociados a membrana plasmatica (PAM) cuyo
contenido en PC, PE y Pl es mayor y estos dominios pueden actuar
suministrando estos lipidos directamente a la membrana plasmaética sin utilizar la
ruta de secrecion [377]. Observando las imagenes de TEM nos dimos cuenta que
la porcidn de RE que desaparecia bajo estrés por etanol era aquella juxtapuesta
a la membrana plasmatica y que por lo tanto pertenecia a la PAM, aunque son
necesarios futuros estudios es posible que el dafio en la membrana generado por
etanol dispare la reticulofagia en la vacuola con el fin de reorganizar la
membrana y obtener una fuente rapida de lipidos como el PI, que disminuye la
permeabilidad generada por el etanol y estimula la actividad de extrusion de H*
de la H'-ATPasa de la membrana plasmatica [262].

Otra causa del aumento del volumen vacuolar podria ser una mayor presencia
de gotas lipidicas en la célula en presencia de etanol (lipid droplets, LD), que
almacenan &cidos grasos en forma de triacilgliceroles (TAG) y esterilesteres, y
cuya monocapa de fosfolipidos formada mayoritariamente por PC y Pl proviene
del RE, permaneciendo asociados a él para el intercambio de lipidos y proteinas
entre los dos organulos [378, 379]. En el afio 2014 se observé en
Saccharomyces cerevisiae que los LD pueden ser movilizados a las vacuolas en
un proceso similar a la microautofagia, generando una ruta adicional en el
mantenimiento de la homeostasis de los acidos grasos vy lipidos, utilizando este
reservorio en la sintesis de membranas [380]. Nuestras observaciones por TEM y
microscopia de fluorescencia abalan la presencia de LD en la vacuola en
presencia de etanol en el medio, otorgandole el color blanquecino caracteristico
de los lipidos bajo microscopia electrénica, asi como un mayor nimero de LD en
el citosol comparado con el crecimiento en un medio SC control (Figura
suplementaria S2). La proliferacién y el aumento de tamafio de los LD por
consumo de etanol es conocida en mamiferos, como la esteatosis en ratones
sometidos a la ingesta cronica de etanol [381] y cuya causa se relaciona con el
metabolismo lipidico hepético, estrés oxidativo y peroxidacién de lipidos, todo ello
derivado del efecto del etanol sobre las células. Aungque por ahora no sabemos
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con exactitud las causas de la disminucion del RE y el aumento del volumen
vacuolar en presencia de etanol, la observacion de reticulofagia y lipofagia en el
presente trabajo es un buen comienzo en el estudio de este fendmeno totalmente
desconocido.

Tras descartar la acumulacion de proteinas desplegadas como causa inicial
de la activacion de la UPR en la levadura en presencia de etanol, el siguiente
paso era comprobar el papel del inositol bajo estrés por etanol, ya que se sabe
gue la falta de inositol provoca el disparo de la UPR por aberraciones lipidicas de
la membrana [137]. Varios datos confirman que el etanol no produce una
disminucion de inositol en la célula y que por lo tanto no es la causante del
disparo de la UPR. En primer lugar, nuestros datos mostraron una activacion de
la UPR en presencia de etanol menor que en la muestra control, ambas en
ausencia de inositol en el medio. Si el etanol provocara una salida de inositol en
la célula a través de una membrana plasmatica comprometida observariamos
una activacién de la UPR similar o incluso mayor al control por una pérdida de
inositol mas rapida y nuestros datos no muestran eso, sino que la combinacion
etanol y ausencia de inositol diminuye la activaciéon de la UPR, por lo que el
etanol debe afectar a la biodisponibilidad del inositol en la célula. Es posible,
utilizando los resultados obtenidos anteriormente por TEM, que el etanol
promueva una movilizacion rapida de lipidos, entre ellos el Pl, desde el RE a la
vacuola y que de alli se transporten a la membrana plasmaética para hacer frente
a la desestabilizacion por etanol, este mecanismo de defensa inicial generaria un
disparo de la ruta mas leve que en células sin etanol en el medio, que no
presentan reticulofagia y que por lo tanto no tienen otra forma de conseguir el Pl
gue mediante la transcripcién de genes especificos activando la UPR.

Ademas también vimos como la expresion del transportador de inositol de alta
afinidad ITR1 no aumentaba en presencia de etanol en medio SC, de hecho
parece incluso disminuir con el tiempo de exposicién al etanol, corroborando que
el etanol no genera una disminucién de inositol en la célula.

Tras comprobar que un exceso de inositol en el medio (400 uM) en presencia
y ausencia de etanol provocaba un disparo de la UPR mayor que a
concentraciones mas bajas de inositol, comenzamos a sospechar que podria
existir una relacién entre variaciones en las propiedades fisicas de la membrana
del RE y el disparo de la UPR ya que concentraciones de inositol en el medio por
encima de 100 pM inhibe la expresién de genes relacionados con la sintesis de
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ergosterol como ERG3, ERG5, ERG20 , sintesis de acidos grasos como FAS1 y
FAS2 y la desaturasa OLE1l [382], variando las propiedades fisicas de la
membrana del RE y disparando la UPR.

Los resultados de activacion de la UPR obtenidos por la utilizacion de agentes
gue provocan, al igual que el etanol, un desorden en el empaguetamiento de los
lipidos de membrana, como el tergitol, el DMSO vy el alcohol bencilico, ponen de
manifiesto como el etanol al disminuir la fuerza de interaccion
fosfolipido/fosfolipido y fosfolipido/proteina al intercalarse en la estructura de la
membrana, y crear espacios laterales entre las cabezas polares de los
fosfolipidos y huecos en el nucleo hidréfobo de la membrana, puede modificar las
propiedades biofisicas de las membranas e influenciar en el comportamiento de
los péptidos transmembrana embebidos en ella. Una menor fuerza relativa en
estos dos tipos de interaccidon podran influir en el estado oligomérico de los
péptidos transmembrana, por lo que la proteina sensora Irelp podria
oligomerizar con otras proteinas vecinas y activarse, sin necesidad de la
presencia de proteinas desplegadas, Unicamente por cambios en la fluidez de la
membrana y a través del dominio de insercidén transmembrana en la bicapa del
RE. Este efecto se ha visto en la proteina apoptética de mamiferos Bax, cuya
oligomerizacién en la membrana mitocondrial aumenta en presencia del alcohol
bencilico, un fluidificante de membranas, mientras que un aumento de colesterol
la inhibe [383].

Del mismo modo, la variacion en la relaciéon 18:1/16:1 en membrana generé
los resultados esperados, ya que una mayor proporcién de 16:1 provoca una
mayor fluidez de la membrana debida y una menor fuerza de interaccién entre las
propias cadenas acilicas (por ser mas cortas) y con los péptidos transmembrana
respecto al 18:1 [352], esta variacion en la longitud de las cadenas acilicas ya se
ha descrito en S. cerevisiae en respuesta a cambios en la temperatura de
crecimiento [384]. En nuestro caso vimos cémo, efectivamente, una mayor
proporcién de 16:1 respecto a 18:1 provocaba la activacion de la UPR debido a
un aumento en la fluidez de la membrana, mientras que en el caso contrario la
activacion de la UPR era nula por el efecto rigidificante al aumentar la longitud de
las cadenas acilicas y por consiguiente, las interacciones entre fosfolipidos y
fosfolipido/proteina. Nuestra teoria se refuerza ademas con la activacion de la
UPR obtenida con el mutante BY4741 AERG2, su membrana plasmatica, mas
fluida que la del parental BY4741 ha sido estudiada previamente por acumular
esteroles en la membrana con estructura distinta al ergosterol, siendo mas
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sensible a la cicloheximida por su difusion pasiva a través de la membrana [385],
de hecho, mutantes auxétrofos para la sintesis de esteroles pierden totalmente la
rigidez de la membrana [386]. Estos mutantes presentan una proporcion esterol
libre/fosfolipido més bajo que la cepa silvestre, asi como un ratio PC/PE mucho
mayor [307], que también aumentara la fluidez de la membrana.

Se han llevado a cabo numerosos estudios para determinar las estrategias
celulares que provocan una mayor tolerancia al etanol en S. cerevisiae con el fin
de aplicar estos conocimientos en la industria fermentativa, poniendo de
manifiesto el caracter multifactorial de la tolerancia a etanol y su complejidad
fenotipica [118, 159, 176, 296]. A pesar de estos estudios, ha sido en los Ultimos
afios cuando la activacion respuesta UPR se ha relacionado con un posible
aumento de la tolerancia al etanol [287], nuestros datos confirman el disparo de
la UPR en presencia de etanol en S. cerevisiae, la especie mas tolerante a etanol
dentro del género Saccharomyces [319, 354]. Aunque nuestros resultados
muestran que en general una mayor tolerancia a etanol correlaciona con un
mayor disparo de la UPR, las cepas fermentativas (especialmente las vinicas)
parecen no seguir esta premisa, por lo que parece que la UPR no lo utilizan
como Unico mecanismo adaptativo a este estrés. Asi, a pesar de que las cepas
de S. cerevisiae naturales y fermentativas no presenten diferencias en la
cantidad maxima de etanol que pueden soportar (MIC) [319] si que parece que
utilizan distintas respuestas a la hora de hacer frente a la presencia de etanol en
el medio. Una de las posibles explicaciones puede ser que la adaptaciéon a
ambientes fermentativos por accién del hombre haya provocado la domesticacion
de algunas propiedades fenotipicas como la composicion de la membrana, con el
fin de que la célula ya esté preparada para contrarrestar la accién fluidificante del
etanol, al igual que se ha visto con la resistencia a sulfito [387]. Este hecho se
demuestra en varios trabajos en los que se ve una mayor proporcién de
UFA/SFA y 18:1 en las levaduras vinicas T73 y QA23 con respecto a la cepa
BY4743, cepa derivada principalmente de la cepa natural EM93, aislada de un
higo en descomposicién procedente de California [48, 319, 357], generando
como hemos visto en el capitulo 2 una mayor interaccion fosfolipido/lrelp
dificultando su oligomerizacién y disminuyendo la tasa de activacion de la UPR.
Aungue son necesarios estudios mas exhaustivos de la composicion la
membrana entre las distintas cepas (naturales/fermentativas) para contrastarlo.

Por otra parte, variaciones en la secuencia de aminoacidos del factor de
transcripcion Haclp podrian explicar la disminucion en la activacion UPR en
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aquellas cepas menos resistentes al etanol, pertenecientes a las especies S.
uvarum, S. paradoxus y S. kudriavzevii. Aunque estas cepas presentan el mismo
dominio de unién de Haclp que S. cerevisiae, puede ser que una estructura
distinta a la de S. cerevisiae provoque una pérdida de intensidad de activacion,
resultando en una respuesta UPR, y por tanto, una tolerancia a etanol menor. De
hecho, Arroyo-L6pez y col. (2010) observaron como la maxima concentracion de
etanol que podian soportar las levaduras (MIC) era mayor en S. cerevisiae,
seguida de S. paradoxus, S. uvarum y por Ultimo S. kudriadzevii [319], si nos
fijamos en los cambios aminoacidicos de Haclp y utilizamos sus datos de
tolerancia a etanol podemos observar que cuanto mas se parece la estructura de
Haclp a la de S. cerevisiae mayor tolerancia a etanol presenta, por lo que seria
interesante averiguar si la utilizacion de Haclp de S. cerevisiae puede provocar
un aumento en la tolerancia a etanol en otras especies del genero menos
tolerantes. En el caso de las S.cerevisiae fermentativas y naturales no se
obtuvieron diferencias en la estructura de Haclp, esto concuerda con que
presenten una tolerancia a etanol similar, por lo que la hipotesis de que sus
diferencias en activacion de la UPR se deban a cambios en la estructura de la
membrana cobra mas sentido.

Los resultados obtenidos en la presente tesis revelan como la respuesta al
estrés por etanol en las levaduras responde mas a una serie de eventos
metabdlicos dinamicos que a una respuesta transitoria al agente estresante, y
subraya la importancia de las propiedades biofisicas de las membranas como
primera barrera en la defensa de la célula frente al etanol. Este hallazgo es
realmente interesante ya que, a diferencia de lo que se pensaba, la fluidez de la
membrana juega un papel muy importante en el disparo de la UPR en presencia
de etanol, dejando a un lado la teoria imperante de que es el propio efecto
desnaturalizante del etanol es el que promueve la activaciéon de la ruta. Ademas
nuestros resultados han permitido iniciar nuevos proyectos como por ejemplo el
estudio de las diferencias en composicion de membrana entre S. cerevisiae
aisladas de ambientes naturales y fermentativos y profundizar en los
mecanismos de resistencia a etanol en cepas vinicas.
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1. Existe una gran diferencia en el transcriptoma tanto a una hora como en
fase tardia del estrés por etanol en ambas cepas. Siendo la cepa CECT 10094, la
cepa mas resistente a etanol, la que presentaba mayores categorias funcionales
(GO) y genes sobreexpresados relacionados con tolerancia a estrés por etanol.

2. La cepa CECT 10094 mostr6 también una mayor respuesta transcripcional
en genes relacionados con respuesta a estrés oxidativo y a proteinas
desplegadas (UPR), no observadas en la cepa menos tolerante. Este hecho,
junto con el analisis de las regiones promotoras de los genes sobreexpresados
en ambas cepas, pone de manifiesto que la cepa CECT 10094 es capaz de
defenderse del efecto pleiotropico del etanol mas eficientemente que la cepa
Temohaya-26 en los primeros momentos de estrés mediante la activacion de
respuestas especificas a estrés.

3. Se ha demostrado la correlacién entre una alta tolerancia a ambientes
acidos con tolerancia a etanol en distintas cepas de S. cerevisiae, esta
caracteristica podria ser una buena herramienta adicional en la seleccion de
cepas resistentes a etanol.

4. La UPR representa una ruta de supervivencia general del reticulo
endoplasmatico capaz no solamente de evaluar la homeostasis de las proteinas
y deficiencia de inositol, sino también la integridad de la membrana. Nuestros
resultados muestran como el efecto desestabilizante del etanol en la membrana
del reticulo endoplasmético activa la UPR al disminuir la interaccién entre los
fosfolipidos y entre fosfolipidos/dominios transmembrana de Irelp, facilitando el
movimiento, y por tanto la oligomerizacion de Irelp en la membrana del RE. Este
hecho descarta que el efecto desnaturalizante del etanol es el causante directo
de la activacion de la UPR en levaduras, como hasta ahora se pensaba.

5. En general, existe correlacion entre una mayor tolerancia a etanol y mayor
activacion de la UPR dentro del género Saccharomyces, aunque existen claras
diferencias en la activacién entre S. cerevisiae vinicas y naturales, a pesar de
gue pueden llegar una cantidad de etanol similar. Este hecho podria explicarse
por una composicién de membrana en las cepas vinicas distinta, rica en acidos
grasos insaturados y adaptada por tanto a la presencia constante de etanol en el
medio.
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TABLA S1 TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla S1. Tabla comparativa de genes cuya delecion genera fenotipo sensible bajo estrés
por etanol. Los cuadros marcados en rojo indican que genes son comunes entre los
distintos estudios.

Van

ORF Gen Kubota | Fujita Voorst Kumar | Yoshikawa | Auesukaree | Teixeira
et al. et al. et al. et al. et al.
2004 | 2006 | 2006 | 2008 | ©t@-2008 | etal. 2009 | 559

YLR027C AAT2
YMRO72W ABF2 i
YGRO037C ACB1
YLR144C ACF2
YLR304C ACO1
YDR448W ADA2
YDR176W ADA3

YKL206C ADDG66

YARO15W ADE1

YNL220W ADE12

YOR128C ADE2

YMR300C ADE4

YOL086C ADH1

YDR226W ADK1

YJR105W ADO1

YMRO64W AEP1

YMR282C AEP2

YERO17C AFG3 !:
YGLO71W AFT1

YBR132C AGP2

YHL021C AIM17

YBR194W AIM4

YMR092C AIP1

YDR264C AKR1 -
YMR169C ALD3

YPLO61W ALD6

YNL148C ALF1

YPL227C ALG5
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YOR002W ALG6
YORO067C ALGS8
YELO036C ANP1
YKL114C APN1
YJLO024C APS3
YGL105W ARC1
YNRO35C ARC35
YHRO013C ARD1
YDL192W ARF1
YDR173C ARGB82
YDR127W ARO1
YGL148W ARO2
YDRO35W ARO3
YPRO60C ARO7
YHR129C ARP1
YOR141C ARP8
YDL100C ARR4
YMR116C ASC1
YDL088C ASM4
YLLO42C ATG10
YPR049C ATG11
YCR068W ATG15
YPL100W ATG21
YBLO99W ATP1
YLR393W ATP10
YNL315C ATP11
YJL180C ATP12
YPL271W ATP15
YDR377W ATP17
YJR121W ATP2
YNRO020C ATP23
YDR298C ATP5
YKLO16C ATP7
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YLR114C AVL9
YKL146W AVT3
YPR122W AXL1
YIL124W AYR1
YJLO95W BCK1
YDR375C BCS1
YLR399C BDF1
YNLO39W BDP1
YBR200W BEM1
YER155C BEM2
YPL161C BEM4
YOR198C BFR1
YCL029C BIK1
YERO16W BIM1
YER177W BMH1
YJR025C BNA1
YNL271C BNI1
YNL233W BNI4
YER114C BOI2
YNRO51C BRES
YPLO84W BRO1
YGLOO7W BRP1
YGR142W BTN2
YPLO69C BTS1
YGR188C BUB1
YEL029C BUD16
YJL188C BUD19
YERO14C-A BUD25
YFL023W BUD27
YGR262C BUD32
YLR319C BUDG6
YLR226W BUR2
YKLO05C BYE1
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YNL278W | CAF120
YFLO28C CAF16
YJR122W CAF17
YNL288W CAF40
YILO34C CAP2
YGRO36C CAX4
YJIL209W CBP1
YHLO38C CBP2
YGR174C CBP4
YDR197W CBS2
YMR038C ccsi
YBR131W cczi
YCR002C CDC10
YDR364C CDC40
YGL003C CDH1
YBR029C CDS1
YGL206C CHC1
YMR198W CIK1
YOR349W CIN1
YPL241C CIN2
YEL061C CIN8
YGLO19W CKB1
YORO39W CKB2
YNL298W CLA4
YGRI167W cLcl
YAL040C CLN3
YNL225C CNM67
YGL223C COG1
YNLO51W CoG5
YBROO3W coQ1
YOLO008W COQ10
YNR041C coQ2
YDR204W coQ4
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YML110C COQ5
YPL172C COX10
YPL132W COX11
YLRO038C COX12
YML129C COX14
YJLOO3W COX16
YGR062C COX18
YLLO18C-A COX19
YHR116W COX23
YHRO51W COX6
YDL067C COX9
YKL179C Ccov1l
YMLO78W CPR3
YNRO10W CSE2
YBRO036C CSG2
YNL232W CsL4
YILO36W CST6
YMRO078C CTF18
YPR135W CTF4
YHR191C CTF8
YPL181W CTI6
YJLO06C CTK2
YML112W CTK3
YBR291C CTP1
YPR124W CTR1
YOL145C CTR9
YGRO088W CTT1
YELO27W CUP5
YNL245C CwWC25
YCLO007C CWH36
YALO39C CcYc3
YBR112C CcYcs
YKLO87C CYT2
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YJR152W DALS5 L
YGRO092W DBF2
YPR111W DBF20
YKR024C DBP7 -
YNL335W DDI3
YKL054C DEF1
YALO13W DEP1
YDL160C DHH1
YHRO11W DIA4
YKRO35W-A DID2
YKLOO2W DID4
YDRO069C DOA4
YGL240W DOC1
YNLOO1IW DOM34
YDR121W DPB4
YALO026C DRS2
YDR182W DSC1
YGLO043W DST1
YPR023C EAF3
YNL136W EAF7
YKL204W EAP1
YBRO78W ECM33
YKL048C ELM1
YGR200C ELP2
YPL101W ELP4
YMR312W ELP6
YDR512C EMI1
YNL084C END3
YMR202W ERG2
YNL280C ERG24
YERO044C ERG28
YLRO56W ERG3
YMRO015C ERG5
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YMLOO08C ERG6
YGLO54C ERV14
YGR284C ERV29
YLR233C EST1 -
YBRO026C ETR1
YDR261C EXG2
YFRO19W FABL
YCRO34W FEN1
YCR028C FEN2
YBR101C FES1
YPR104C FHL1

YIL098C FMC1
YDRO070C FMP16
YLRO77W FMP25

YIL157C FMP35
YDRA493W FMP36
YMR157C FMP39
YLR201C FMP53
YLLO43W FPS1
YLROBOW FRS1
YER145C FTR1
YALO022C FUN26
YBRO21W FUR4
YNL133C FYV6
YBR179C FzO1
YDR283C GCN2
YKR026C GCN3
YEL009C GCN4
YGR252W GCN5
YPLO75W GCR1
YNL199C GCR2
YDL226C GCs1
YAL044C GCv3
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YELO042W GDA1
YOR375C GDH1
YHR100C GEP4
YCLO36W GFD2
YDL198C GGC1
YMR135C GID8
YNL153C GIM3
YELOO3W GIM4
YMLO94W GIMS
YDRO96W GlIs1
YMR311C GLC8
YER122C GLO3
YEL046C GLY1
YJIL184W GON7
YPR160W GPH1
YJR090C GRR1
YPLOS9W GRX5
YDR108W GSG1
YJL101C GSH1
YML121W GTR1
YLR289W GUF1
YORO070C GYP1
YFLO31W HAC1
YGL237C HAP2
YKL109W HAP4
YOR358W HAPS
YKR084C HBS1
YLR192C HCR1
YNLO21W HDA1
YDR295C HDA2
YDR458C HEH2
YDLO13W HEX3
YDR317W HIML
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YOL095C HMIL
YJRO75W HOC1
YDR138W HPR1
YOL123W HRP1
YMR186W HSC82
YFLO14W HSP12
YBRO72W HSP26
YCR021C HSP30
YOLO12C HTA3
YHROB7W HTD2

YCRO020W-B HTL1
YGL168W HURL
YPL117C DI -
YDLO66W IDP1
YOL023W IFM1
YLR384C IKI3
YCRO046C IMG1
YCRO71C IMG2
YMR150C IMP1
YMRO35W IMP2
YOLO081W IRA2 !
YLRO21W IRC25
YDR332W IRC3

YIL026C IRR1
YLLO27W ISAL
YPRO67W ISA2
YOR155C ISNL
YDL115C IWRL
YPL125W | KAP120
YER110C | KAP123
YPR141C KAR3
YDRO17C KCs1
YNL238W KEX2

277



TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YIL125W KGD1 ‘
YDR148C KGD2
YPL155C KIP2
YGR166W KRE11
YDR532C KRE28
YPR159W KRE6
YKL110C KTI12
YLR260W LCB5
YOR322C LDB19
YBLO06C LDB7
YOR123C LEO1
YKLO73W LHS1
YLR239C LIP2
YOR196C LIPS
YKL183W LOT5
YJL124C LSM1
YNL147W LSM7
YNLOO6W LST8
YKL143W LTVl
YMRO021C MAC1
YDRO005C MAF1
YCR019W MAK32
YOR298C-A MBF1
YDLO56W MBP1
YOR306C MCH5
YNL307C MCK1
YFLO16C MDJ1
YALO10C MDM10
YOL009C MDM12
YLR368W MDM30
YGL219C MDM34
YGLO020C MDM39
YGL197W MDS3

278




TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YOL111C MDY2 ‘
YLR288C MEC3
YDLO05C MED2
YBR193C MED8
YLRO69C MEF1
YJL102W MEF2
YKROO7W MEH1
YLR303W MET17
YIL128W MET18
YDR219C MFB1
YML062C MFT1
YOR211C MGM1
YDR296W MHR1
YLR332W MID2
YGLO35C MIG1
YOR330C MIP1
YNLO76W MKS1 -—
YLLOO6W MMM1
YOR350C MNE1
YEROO1W MNN1
YDR245W MNN10
YJRO74W MOG1
YGL124C MON1
YNL297C MON2
YKLO59C MPE1
YGL143C MRF1
YGL136C MRM2
YDR347W MRP1
YPR166C MRP2
YBLO9OW MRP21
YKL167C MRP49
YKR006C MRPL13
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YKRO85C | MRPL20
YNL177C | MRPL22
YGRO76C | MRPL25
YBR282W | MRPL27
YCROO3W | MRPL32
YMR286W | MRPL33
YBR268W | MRPL37
YKL170W | MRPL38
YLR439W MRPL4
YPL173W | MRPL40
YJLO9BW | MRPL49
YHR147C MRPL6
YDR237W MRPL7
YPLO13C | MRPSL16
YMR188C | MRPS17
YDR337W | MRPS28
YBR251W | MRPS5
YMR158W | MRPS8
YPL104W MSD1
YOLO33W MSEL
YHR120W MSH1
YNLO73W MSK1
YGR171C MSM1
YHR091C MSR1
YDR194C | MSS116
YPR134W MSS18
YDL107W MSS2
YLR203C MSS51
YMR287C MSUL
YMR228W MTF1
YDLO044C MTF2
YMR097C MTG1
YGR206W MVB12
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YMRO004W MVP1
YHRO86W NAMS8
YDL040C NAT1
YGR147C NAT2
YPR131C NAT3
YDR162C NBP2
YBL024W NCL1
YHR004C NEM1
YLR138W NHA1
YPL174C NIP100
YPRO72W NOT5
YDR432W NPL3
YMRO091C NPL6
YDL167C NRP1
YGR159C NSR1
YJL208C NUC1
YKLO68W NUP100
YKLO57C NUP120
YKR082W NUP133
YBLO79W NUP170
YDR192C NUP42
YDL116W NUP84
YKLO55C OAR1
YNLO56W OCA2
YHL029C OCA5
YDRO067C OCA6
YGLO038C OCH1
YKL134C OCT1
YJRO73C OPI3
YDL096C OPI6
YKRO035C OPI8
YLR338W OPI9
YJL212C OPT1
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YPR194C OPT2
YGRO078C PAC10
YDR488C PAC11
YEROO7W PAC2
YBR279W PAF1
YCRO77C PAT1
YOR360C PDE2
YBRO035C PDX3
YORO036W PEP12
YLR148W PEP3
YMR231W PEP5
YDRO79W PET100
YMR257C PET111
YBL080C PET112
YERO58W PET117
YOR158W PET123
YNRO45W PET494
YKL197C PEX1
YDR265W PEX10
YMR026C PEX12
YGL153W PEX14
YOL044W PEX15
YNL214W PEX17
YDL065C PEX19
YJL210W PEX2
YALO55W PEX22
YDR329C PEX3
YGR133W PEX4
YDR244W PEX5
YGRO77C PEX8
YJL179W PFD1
YMR205C PFK2
YIL107C PFK26
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YGL025C PGD1
YERO37W PHM8
YOLO0O1W PHO80
YPLO31C PHO85
YBR296C PHO89
YGL023C PIB2
YMLO61C PIF1
YBL022C PIM1
YBLO051C PIN4
YPL268W PLC1
YGL167C PMR1
YNL262W POL2
YDL102W POL3
YJR043C POL32
YNR052C POP2
YNLO55C POR1
YMR267W PPA2
YDR435C PPM1
YGR135W PRE9

YIL117C PRMS5
YDR300C PRO1
YOR323C PRO2
YDL043C PRP11
YGRO06W PRP18
YHLO11C PRS3
YOLO61W PRS5
YBLO46W PSY4
YCRO79W PTC6
YHR189W PTH1
YJRO59W PTK2
YKRO93W PTR2
YFRO29W PTR3
YPL212C PUS1
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YPR191W QCR2
YFRO033C QCR6
YDR529C QCR7
YGR183C QCR9
YLR204W QRI5
YOR368W RAD17
YCRO66W RAD18
YKL113C RAD27
YGLO58W RAD6
YDL090C RAM1
YNL098C RAS2
YJRO33C RAV1
YDR202C RAV2
YCRO36W RBK1
YOR265W RBL2
YJL204C RCY1
YDR195W REF2
YDR028C REG1
YOR127W RGAL
YERO67W RGI1
YKRO55W RHO4
YILO53W RHR2
YBLO033C RIB1
YOL143C RIB4
YLRO39C RIC1
YOR275C RIM20
YMRO63W RIM9
YEL024W RIP1
YNL139C RLR1
YDLOOIW RMD1
YDR255C RMD5
YERO083C RMD7
YFRO48W RMDS
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YELO050C RML2
YERO70W RNR1
YJLO26W RNR2
YGR180C RNR4
YLR371W ROM2
YBL093C ROX3
YJRO63W RPA12
YNL248C RPA49
YJL140W RPB4
YGLO70C RPB9
YGRO085C RPL11B
YMR142C RPL13B
YNL069C RPL16B
YBLO27W RPL19B
YGL135W RPL1B
YOR312C RPL20B
YER117W RPL23B
YILO52C RPL34B
YDL191W RPL35A
YJL189W RPL39
YGLO76C RPL7A
YDL020C RPN4
YFLO36W RPO41
YDLO081C RPP1A
YMR230W RPS10B
YMR143W RPS16A
YMLO63W RPS1B
YGRO027C RPS25A
YER131W RPS26B
YJR145C RPS4A
YPLO90C RPS6A
YBLO72C RPS8A
YIL153W RRD1
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YHRO38W RRF1
YBLO25W RRN10
YHRO065C RRP3
YPL193W RSA1
YGRO56W RSC1
YLR357W RSC2
YERO50C RSM18
YNRO037C RSM19
YKL155C RSM22
YGL129C RSM23
YDR175C RSM24
YGR215W | RSM27
YHRO87W RTC3
YGL244W RTF1
YOLO0B7C RTG1
YGL252C RTG2
YBL103C RTG3
YORO014W RTS1
YOR216C RUD3
YCRO0O9C | RVS161 !
YBRO95C RXT2
YKL212W SAC1
YDR129C SAC6
YMRO60C SAM37
YKRO28W | SAP190
YALO27TW SAW1
YBRO37C sco1
YJLO8OC SCP160
YILO76W SEC28
YBR171W SEC66
YCRO67C SED4
YHR207C SET5
YPL165C SET6 -
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YLR403W SFP1
YCLO10C SGF29
YGLO66W SGF73
YORO035C SHE4
YDR393W SHE9
YBLO58W SHP1
YDL225W SHS1
YGR112W SHY1
YOL004W SIN3
YNL236W SIN4
YMR140W SIP5
YNLOO7C SIs1
YDLO47W SIT4
YHR206W SKN7
YNL167C SKO1
YMR216C SKY1
YBLO07C SLA1
YNL243W SLA2
YORO008C SLG1
YBRO77C SLM4
YCRO024C SLM5
YLR139C SLS1
YHRO030C SLT2
YGRO081C SLX9
YGR229C SMI1
YDR47TTW SNF1
YHLO025W SNF6
YLRO25W SNF7
YPLO02C SNF8
YCRO033W SNT1
YPR101W SNT309
YJR104C SOD1
YHRO08C SOD2
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YGL127C SOH1
YMRO016C SOK2
YGR248W SOL4
YALO47C SPC72
YELO31W SPF1
YER150W SPI1
YALOOOW SPO7
YLR341W SPO77
YBR152W SPP381
YDR523C SPS1 ‘
YJL127C SPT10 -
YOL148C SPT20
YMR179W SPT21
YDR392W SPT3
YBR081C SPT7
YNL224C SQS1
YHRO41C SRB2
YGR104C SRB5
YMLO34W SRC1
YLR119W SRN2
YNL138W SRV2
YER103W SSA4
YBR283C SSH1 -
YNLO25C SSN8
YLR369W SSQ1
YKL178C STE3
YCLO32W STE50
YGRO008C STF2
YHRO06W STP2
YCLO08C STP22
YIR011C STS1
YLR372W SUR4
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TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YBR231C SWC5
YJL187C SWE1
YDR126W SWF1
YJL176C SWi3
YER111C SWi4
YLR182W SWi6
YDR260C SwM1
YNLO81C SWS2
YPL129W TAF14
YBR044C TCM62
YPL180W TCO89
YILO39W TED1
YDRO79C-A TFB5
YBR123C TFC1
YHR167W THP2
YGR181W TIM13
YPRO74C TKL1
YPR133W-A TOMS
YNLO70W TOM7
YNL121C TOM70
YALO16W TPD3
YJL164C TPK1
YNLO79C TPM1
YBR126C TPS1
YDRO74W TPS2
YOL115W TRF4
YMLO14W TRM9
YDROO7W TRP1
YERO90W TRP2
YKL211C TRP3
YDR354W TRP4
YGL026C TRP5
YOR115C TRS33




TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YLR435W TSR2
YOR187W TUF1 -
YCRO084C TUP1
YBR166C TYR1 -
YMLO13W UBX2
YDL091C UBX3
YDR470C UGO1
YDR207C UMEG6
YBR173C UMP1
YPL230W usvi
YLR386W VAC14 -
YELO13W VACS8
YOR106W VAM3
YGL212W VAM7
YDR359C VID21
YILO17C VID28
YGL227W VID30
YDL185W VMA1
YHRO039C-A VMA10
YPL234C VMA1l -
YKL119C VMA12
YPRO36W VMA13
YHR026W VMA16
YBR127C VMA2 -
YGR105W VMA21 --
YHRO60W VMA22 --
YOR332W VMA4 -
YKLO8OW VMAS -
YLR447C VMAG
YGRO020C VMA7 -
YELO51W VMAS
YCLOO5W-A VMA9 - -
YOR270C VPH1 - -
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TABLAS SUPLEMENTARIAS

YBRO97W VPS15
YPLO45W VPS16
YMRO77C VPS20
YKLO41W VPS24
YJR102C VPS25
YNROO6W VPS27
YPLOG5W VPS28
YHR012W VPS29
YPL120W VPS30
YLR396C VPS33
YLR240W VPS34
YJL154C VPS35
YLR417W VPS36
YLR360W VPS38
YDLO77C VPS39
YPR173C VPS4
YDRO8OW VPS41
YGL095C VPS45
YORO069W VPS5

YDR484W VPS52
YDRO027C VPS54
YDR486C VPS60
YLR261C VPS63
YOL129W VPS68
YMLO41C VPS71
YDR485C VPS72
YDR372C VPS74
YMLO097C VPS9

YLR337C VRP1

YORO043W WHI2

YNL197C WHI3

YOL105C WSC3
YLRO70C XYL2
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TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YNL107W YAF9
YALO37W | YALO37W
YAL049C YAL049C
YHL009C YAP3
YBLOS53W | YBLO53W
YBLO62W | YBLO62W
YBLO083C YBLO83C
YBL094C | YBL094C
YBR292C | YBR292C
YCR025C | YCRO025C
YCRO45C | YCRO045C
YCR049C | YCRO049C
YCRO50C | YCRO50C
YCRO61W | YCRO61W
YCRO087C-A YCR287C_
YCRO87W | YCRO87W
YNL064C YDJ1
YDL012C | YDLO12C
YDLO68W | YDLO68W
YDLO99W | YDLO99W
YDL114W | YDL114W
YDL118W | YDL118W
YDL129W | YDL129W
YDR008C YDR008C
YDRO010C YDR010C
YDRO49W | YDRO49W
YDRO65W | YDRO65W
YDR114C YDR114C
YDR115W | YDR115W
YDR149C YDR149C
YDR157W | YDR157W
YDR230W | YDR230W
YDR274C YDR274C
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TABLA S1

TABLAS SUPLEMENTARIAS

YDR433W | YDR433W
YDR491C | YDR491C
YELO44W | YELO044W
YEL045C | YEL045C
YELO59W | YELO59W

YERO38W-A YER?SSW'
YERO077C | YERO77C
YERO87W | YERO87W
YER137C | YER137C
YFRO11C | YFRO11C
YFRO17C | YFRO17C
YGL024W | YGL024W
YGL042C | YGL042C
YGL117W | YGL117W
YGL152C | YGL152C
YGL165C | YGL165C
YGL218W | YGL218W
YGL220W | YGL220W
YGL235W | YGL235w
YGL242C | YGL242C
YGRO64W | YGRO64W
YGR102C | YGR102C
YGR150C | YGR150C
YGR160W | YGR160W
YGR196C | YGR196C
YGR218W | YGR218W
YHR029C YHI9
YHRO009C | YHR009C
YCR059C YIH1
YIL029C YIL029C
YILO9OW YILO90W -
YMR151W YImM2
YJILO46W | YJLO46W
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TABLA S1 TABLAS SUPLEMENTARIAS

YJLO75C YJLO75C

YJL131C YJL131C

YJL175W YJL175W

YJL211C YJL211C

YJRO11C YIRO11C

YJRO18W YJR018W

YJR120W YJR120W -

YLR200W YKE2

YKLO37W | YKLO37W

YKLOS3W | YKLO53W --

YKL118W YKL118W

YKL169C | YKL169C

YLLOO7C YLLOO7C

YLR065C YLRO65C

YLRO91W YLRO91W -

YLR125W YLR125W

Y

YLR194C YLR194C

YLR