


Integracion de mecanismos de
control redox y de senalizacién
de nutrientes en la longevidad
cronologica en levaduras vinicas

Cecilia Picazo Campos




Integracion de mecanismos de
control redox y de sefalizacion de
nutrientes en la longevidad
cronoldgica de levaduras vinicas

it 1ata

Instituto de Agroquimica

v Tecnologfa de Alimentos VNIVERSITAT
DEVALENCIA

Trabajo realizado por Cecilia Picazo Campos en el Departament de Bioquimica i Biologia
Molecular de la Universitat de Valéncia y en el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los
Alimentos, CSIC, para optar al grado de Doctora por la Universitat de Valéncia

Valencia, mayo de 2017






AGUSTIN ARANDA FERNANDEZ, doctor en Ciencias Bioldgicas y Cientifico Titular del Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas (Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los
Alimentos, IATA) y EMILIA MATALLANA REDONDO, doctora en Ciencias Bioldgicas y
Catedratica del Departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitar de Valéncia

CERTIFICAN que la presente Tesis Doctoral titulada “Integracién de Mecanismos de control
redox y de sefializacién de nutrientes en la longevidad cronoldgica de levaduras vinicas” ha
sido realizada por la licenciada en Biologia Srta Cecilia Picazo Campos, bajo su direccién en su
laboratorio del Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos del CSIC

Valencia, mayo de 2017

Fdo: Agustin Aranda Fernandez Fdo: Emilia Matallana Redondo












Resulta sorprendente cémo pasa el tiempo. Son muchas muchas personas las que me han
aguantado a lo largo de estos afos y digo yo! Mejor agradecerlo en palabras que invitando a
cervezas! (me arruinaria).

Ante todo, muchisimas gracias a mis directores Agustin y Emilia. Gracias por darme la
oportunidad de realizar un trabajo tan bonito y tan apasionante. Gracias por transmitirme esa
pasién por la ciencia, por ensefiarme tanto. A Agustin, por su gran capacidad como
investigador. Gracias por estar ahi, por ayudarme tanto en la parte experimental como
escuchando y aportando muy buenas ideas, gracias por tu paciencia.

Ya han pasado mas de cinco afios de que empecé mi aventura investigadora en este
laboratorio. Y es que a veces, el destino conecta a las personas. En mi mar de desesperaciéon
por encontrar un laboratorio donde poder hacer el trabajo fin de master la encontré. Sélo nos
dio una clase pero fue suficiente para encandilarme. Y es que ella es asi! Muchisimas gracias
Emilia por todo, por acogerme tan bien en el laboratorio, por tener siempre tiempo para
todos, por preocuparte por cosas del laboratorio y por cosas que no lo son. Por ser un apoyo
fundamental, una amiga, un ejemplo a seguir.

A mi laboratorio, el 302 y ahora el 4.1, a todos los compafieros y amigos que han pasado por
ahi. Porque todos, en mayor o menor medida han dejado huella en mi. A Rocio, Paco, Ivan,
Ana, Inma y Sandra que, aunque durante poco tiempo, compartimos muy buenos momentos
tanto dentro como fuera del laboratorio. A Helena, por estar ahi sobre todo en mis inicios, por
nuestro caracter muchas veces incontrolable. Gracias por todo. A Esther, por esa conexién que
tenemos, por las risas, por los consejos, por preocuparte y ayudarme en todo, por esas
escapadas a la planta piloto. Muchas gracias por ser una gran compafiera y amiga, sin ti no
hubiera sido lo mismo. A la nueva plantilla de maripilis. Como ya os dije un dia, gracias por
haberle dado vida al laboratorio. Gracias a Max (eres una maripili mas) porque a pesar de estar
calladito o intentarlo, te enteras de todo y estas pendiente de todas. Muchas gracias por tu
apoyo tus criticas musicales y tu ayuda con el GSH (jeje). A Bea por su gran capacidad de
trabajo, su compaiierismo y las risas flojas que le salen cuando esta muy cansada. A Nubia por
ser mi psicéloga de campana. Porque el poco tiempo que te conozco parece como si fuesen
afios. Gracias por hacerme reflexionar y ver las cosas importantes de la vida. A Maria que iba a
estar de paso pero se quedd para siempre. Gracias por tu forma de ser, por esa alegria que
desprendes, por ese odio gracioso a todo y por tu capacidad de superacion. A Marta,
SantaMarta, porque siempre estds ahi, porque eres una de las personas mds comprometidas
con su trabajo que conozco. Por ser tan profesional, por todo lo que nos ayudas. Por esas risas
dentro y fuera del laboratorio. Muchas gracias de verdad, por aguantarme a mi y a mi musica
aunque en el fondo sé que me quereis y que os encanta lzal.

Al departamento de bioquimica y biologia molecular por la ayuda recibida durante estos afios
tanto en temas de docencia, en los seminarios realizados y en los tramites de doctorado.

A la gente del IATA, muchisimas gracias por todos estos afios compartidos de trabajo y risas.
Gracias a los jefazos de la tercera planta. Gracias por dejar que me acoplase a todos los
eventos como hija adoptiva. Gracias a José Manuel, Sergi, Mayte, Eladio, Paqui, Jose Antonio,
Marga, Andrew, Paloma, Rosa, Carmela y en especial a mi madre adoptiva, Amparo.



A mis vecinos de laboratorio, Carmen, Oscar y Jaime. Muchas gracias chicos por estos anos
compartiendo campana, por las risas, por las conversaciones. Gracias Oscar por estar ahi, por
el apoyo, por tus bromas, por todo.

A mi secta querida. No me imagino unos compafieros y amigos mejores que vosotros. Mil
gracias por todo lo vivido, por las risas, los enfados, los llantos, las conversaciones, las fiestas.
A Fani, muchicimas gracias por esos viajes juntas, por las risas dentro y fuera del laboratorio,
por tener una respuesta para todo y ganarte el apodo de Fanipedia mas que merecido. A Ying
por tu simpatia y tu bondad. A N-Ric por tu serenidad, por el gusto esquisito a la cerveza, por
las risas jugando a juegos de mesa. A Sara (Sandri para los amiguis) por esa bondad que te
caracteriza, por decir las cosas tal y como las piensas, por estar siempre ahi y por preocuparte
de todo y de todos. A Lucia por tu caracter, por los piques, por la cuqui-llamada, por el
superviaje a Haro, por las conversaciones en el tranvia. A las primas, porque sois Unicas,
porque os quiero y os odio a la vez. A Anto, por estar siempre ahi, por aguantar mis paranoias
una y otra vez, por tu amistad, tu templanza, tu manera de escuchar y de opinar, por las clases
de spinning, por las no clases de aerogap sustituidas por cerveza. A Adri, por ser la reinay la
segunda macha alfa (la primera soy yo ©), por tus consejos sinceros, por nuestro caracter
parecido, gracias de todo corazdn por toda la ayuda y apoyo durante estos anos. A Javi, por ser
el fundador de la secta, por estar siempre ahi, por las risas, por los viajes en coche al trabajo. A
Jirito, muchisimas gracias por tu apoyo, por tus piques, por las risas, los bailes y las
confesiones. A Aurora, gracias por los inicios, por tu forma de ser, por ser tan directa, por tus
gritos de JEFEEE y de ERES EL PUTO AMOO, porque sin ti no seria lo mismo. Al italiani Walter,
gracias porque a pesar de que eres “nuevo” en la secta has sabido integrarte y llegar a
nuestros corazones. A Miguel, por las conversaciones en Haro, por las risas y las salidas a
fumar. A las nuevas incorporaciones, la secta va creciendo!!, a Maria, a Roberto y a Laura.

Gracias a Mikael Molin y Thomas Nystrom de la Universidad de Goteborg por interesarse en
nuestra investigacidn,por ponerlo todo tan facil. Gracias por estos 4 intensos meses en la
univerdad en la que he aprendido muchisimas cosas.Gracias en especial a Ken Peeters porque
sin él no hubiese sido lo mismo. Gracias por tu forma de ser y por tu ayuda.

Gracias a mi familia de Goéteborg porque no he podido tener mds suerte. Gracias a todos, a los
espanolitos: Elisa, Ana, Jose, Pablo, Mario y en especial a Elena Garre. Gracias Elena por ser tan
buena conmigo, por acogerme en tu grupo, por ayudarme tanto en lo experimental como en
los problemas de la vida. Eres una grandisima persona. A mis chicos de Vega, porque desde el
primer dia me hicisteis sentir en casa, por las fiestas en la residencia, por las pelis, los viajes, las
risas, los bailes, por todo. Gracias Nachiket, Musard, Jib, Steven, Luca y en especial a mi trio
VEGA. Gracias Javi por haber hecho de los 4 meses en Goteborg una experiencia inolvidable.
Gracias Lore! Porque aun no habia dejado la maleta en la habitacidn y ya éramos amigas! Por
tu amabilidad, por nuestra convivencia 24 horas, las charlas, las cerves, las duchas, los llantos,
los viajes, las confesiones... En fin... Muchas gracias por todo.

Al laboratorio de Tofio Barcena de la Universidad de Cérdoba. Gracias porque desde el primer
momento lo hiciste todo muy facil, por esa gran acogida, por hacerme sentir agustisimo, por
las risas, las comilonas. Gracias a Emilia, Alicia, Pepe, Tina, Raul, M2 Carmen, Jose y en general



a todos los que me ayudaron e hicieron de mis estancias en la universidad de Cérdoba algo
maravilloso. En especial a M2José por ayudarme a utilizar los programas de analisis y por su
comprensidon. Seguro que te va a ir geniall A Brian, por su apoyo y ayuda, por sus
explicaciones, por todo. Y a Toflo, muchisimas gracias por tu interés por la investigacion, por
las estancias en Cérdoba, por tu apoyo, por escucharme, por explicarme las cosas, por la
estancia en Nueva York. Gracias porque en tu laboratorio me siento como en casa.

A mis amigos que han hecho de Valencia un hogar para mi. Gracias a mis amigas de la carrera
que, aunque ya muy al final, nos encontramos en el camino y todavia seguimos en él. Gracias
Susana por ser tan terremoto, por tu ambicién por hacer cosas, por tu alegria, comprension,
por tu carisma. A Sandra por ser tan auténtica, por tus silbidos y tus “ai su mare”, por tu
apoyo.

A mis amigas del camping (aunque yo no sea del camping) porque gracias a vosotras he estado
y estoy muy agusto en Valencia. A Carla, Zaira, Patri, Carla, la pequefia Adriana y en especial a
Sandra y a Andrea. Gracias Sandra por tu gran apoyo, por las risas y las conversaciones. Gracias
por ese pequefiajo tan guapo y que quiero tanto. Gracias Sergio por que cada vez que estoy
contigo es una renovacién. Gracias Andrea, muchas muchas gracias, por estos mas de 12 afios
juntas, porque siempre has estado y estaras ahi, por nuestros viajes, nuestras risas, nuestras
conversaciones filosoficas, los enfados y nuestras tonterias. Gracias por esa preciosidad que
me inunda de felicidad cada vez que la veo o hablo de ella. Gracias Amaia.

A mis compis de piso durante estos afios, a Virginia, a Cristina y en especial a Rocio. Gracias
Rocio por todo tu apoyo, por estar ahi.

A Bubi-Jackson y Marian, por vuestro apoyo y los momentos vividos en Valencia. A Duti y
Marga, gracias por ser tan geniales y por todos los momentos vividos juntos!

A mis pajaritos, ya sean golondrias o tordachas de cola gris! Gracias a ese master que nos unio.
En menos de dos afios nos hicimos inseparables y seguimos asi. Por seguir juntdandonos ya sea
en Valencia, Madrid, Albacete, Londres, Gotemburgo, lItalia...Porque sois Unicas. Laurich
muchas gracias por estar siempre ahi, por tu optimismo, por ser tan parecida a mi, por tus
mondlogos a las tantas de la mafiana. A Albis, muchisimas gracias por tu apoyo, por todas las
conversaciones, por nuestras rifias, por nuestro viaje a Argentina, por tu bondad, en definitiva
gracias por ser como eres. No me imaginaria la vida sin vosotras.

A los de siempre, a mi gente, a mis raices. Gracias a mis amigas de Albacete-Chinchilla que,
aunque no estemos toda la vida juntas, lo parece. Gracias por vuestro carisma y vuestro apoyo
porque con vosotras el tiempo nunca pasa. A la artista Mery, gracias por tu confianza, por tu
apoyo, por controlar mis histerias, por ser tan divertida, por tus consejos. A Rocio, porque te lo
he dicho mil veces, eres un ejemplo a seguir, por ser una luchadora, por estar siempre ahi
cuando se te necesita y cuando no, por ser tan brillante y por tus momentos cémicos que
recordamos siempre que tenemos ocasién. A Ester, por ser Unica, por tus consejos y
reflexiones filosoficas, gracias por captar y reflejar en la portada de esta tesis el trabajo de
estos afios. A Marian, con la que me puedo pasar horas y horas y mas horas hablando, gracias
por ser un apoyo vital, por escucharme, por aconsejarme. A Marta, porque San Julidn nos unio
en matrimonio entre espuma, gracias por todos estos afos de amistad. Porque a pesar de la



distancia seguimos, cuando nos volvemos a juntar, teniendo esa conexion. A mi amiga M2
Cruz, a la que siempre ha estado ahi desde los inicios, Unica e irrepetible, siempre apoyando
siempre escuchando siempre aconsejando. Muchas gracias por todo.

A los de toda la vida, a ellos, a mis chicos. Gracias por aguantarme durante tantos tantos afos.
Gracias por comprenderme y por apoyarme. A Miguel, concejaldimisidén, por sus bromas. A
Juanjo por estar ahi. A Adolfo por todo lo que hemos vivido. Por estar ahi desde los dos afos,
porque hemos tenido épocas de todo pero siempre intentando comprendernos y ayudarnos.
Por presentarme a la persona mas importante de mi vida. A Tana, qué decirte! Muchas gracias
porque eres y seras uno de mis apoyos vitales. Has estado en todos los momentos de mi vida,
tanto buenos como malos, siempre escuchando y apoyandome. A Valle, mil gracias por cuidar
y querer a Tana, no imagino una persona mejor que tu. Gracias por ser tan Unica, con caracter,
sensible y fuerte. Eres genial.

A ellas, al aquelarre, porque la familia no se elige pero si tuviese que hacerlo os eligiria una y
cien mil veces a vosotras. Porque juntas somos una y nos complementamos. Caroline, gracias
por tu sabiduria, por tus consejos. Isa, muchas gracias por ser tan genial, por aguantarme
durante la escritura de la tesis todos los dias, por darme a mi Dacoti, por ser mi gemelier. A
Maria, mi otro yo, mi hermana. Porque sélo contigo tienen sentido ciertas conversaciones, por
ayudarme y apoyarme tanto, por ensefarme tantas cosas de la vida. A todas ellas, | follow
you.

Gracias a mi familia. A mis tios, tias, primos y primas. En especial a Merce y Borja por aguantar
mis mondlogos sobre la tesis y por darle a esta familia una personita que nos alegra la vida.
Gracias Cloe. A mis abuelos y a mis abuelas. Gracias por todo el apoyo recibido durante toda
mi vida. En especial a mi abuela Esperanza, porque es un ejemplo a seguir. Gracias por darnos
tantas lecciones de la vida y por transmitirnos el sentido de la familia, de la unién.

Gracias a Emi y a Pepe, mis suegris. Gracias por acogerme como si fuera una hija. Gracias por
todos estos afos, por vuestro apoyo.

Gracias a mis padres, y es que todo se lo debo a ellos. Gracias por darme la oportunidad de
conseguir mis metas y de ayudarme a vivir la vida que he elegido. Gracias por todos estos afios
de ayuda tanto econdmica como apoyo moral. Sin vosotros nada de esto hubiese pasado. Esta
tesis, en parte, es vuestra también.

Gracias a él. Gracias Carlos. Si te tuviese que dar las gracias por todo lo que me has ensefiado,
ayudado y apoyado tendria que escribir otra tesis aparte. Muchas gracias por ser fundamental
en mi vida. Por tu generosidad, por tu pasién por las cosas que haces, por cuidarme, por saber
lo que es una levadura, la ruta TOR y las tiorredoxinas. Por quererme y aguantarme tal como
soy (que es dificil). Si de algo me siento orgullosa es dehaber tomado, hace 14 afios, la decisién
mas importante de mi vida. Gracias a mi tarica que también ha sufrido la escritura de esta
tesis, gracias por dejarme achucharte, besarte y sacarte loca mientras canto.

Os quiero, no me imagino una vida sin vosotros.



INDICE







INTRODUCCION

....................................................................................................................................... 1
1. Papel de [as [evaduras €N €l ViNO.......cci ittt sttt ev st sr st sesbesbese st e nsaesseranees 3
1.2, ProdUCCION 0B VINO....cieeiriieee sttt ettt tetestesesteste st st s teve st st st assase st se see e sas s sesansassaseans st s 3
1.2. CaracteristiCas GENETICAS......ciuviir ittt st e et sae st st e e e s s e bt 4
0 TR o] (o I o= [ T OO OO RO 6
1.4. Etapas de 13 VINIfiCACION.....c.cuvirireitcece sttt st e e s s s e e eaeseesaesanean 6
1.4.1. Caracteristicas del MOSTO A& UVa.......ccviriririieie ettt s st enee 6
1.4.2. Factores fiSiCO-qUIMICOS.....coviiiiiiirire it sttt st st st e b e e e e 7
1.4.3. Produccidn del inéculo, crecimiento celular y cinética de la
=10 g V=T 0l =Tl o o PO OO RRRRTR 8
2. Respuesta al Strés €N [EVAAUIa...........cccoueveiriiece ettt et st st e e e n et e anes 10
2.1. ReSPUESTA ENEIAl @ ESIIES......cice ettt st et b et st ss s testesae st s s benserens 10
2.1.1. Respuesta al @Strés OXidatiVOo.......cccce i veeeececeieteriet et st r et st e 12
2.1.2. Otros tipoSs & ESEIES.....ccecieueeieeietietire et ete e st st e et ss s seebestestesee s s sesaesassansans 14
2.2. Defensa antioXidantes €N S. CEIEVISIAC. ... cereceeceee ettt et st s et et nanas 19
2.2.1. Sistemas de detoxificacion celular de [as ROS..........ccoeveeeiveevecie s 19
2.2.2. Componentes de proteccion y/0 reparaCion..........ocueeeeeeeeereeeeereiesvereeeeeesseseneenes 25
2.2.2.1. Sistema tiorr@AOXINA.....ccvereeiereee e ceste st ettt et st st st e et r b s e ens 26
2.2.2.2. Sistema glutarredoXiNa.......coveceeeeeie ettt st 27
2.3. Regulacién transcripcional de la respuesta a estrés oxidativo........cccceeevvceeveevrenevecnenennen. 28
3. LoNgeVidad €N [eVAAUIAS......cccci ettt e sttt ettt st e e e et b et ans 30
2 B T o To T e [ [T o T=L=1V/ o F= Yo OO OO OO O OPRORRRRT N 31
3.2, COMPIEJO SAGA......o ettt sttt ettt e s te st st st e es b eb et ass et ase st steseesasbenbaneesaebeeane s 35
3.3. Papel de la respuesta @ estrés OXidatiVo.......cccceveiereereceeierinc et e r e 37
3.4. Sefalizacion de NULTIENTES.....cooiieree ettt sttt e b e st et st s ebenes 38
3L4. 0. RULA SNTLP ittt st et s et sttt bt et st et st s et eae s 38
3.4.2. RULA RAS/CAIMP/PKA. ...ttt ettt et e ste st s st saesaeenesevessesssessensesstestsssessesreenees 39
3.4.3. RULA TOR/SCNOP...cee ittt ettt ettt ettt e et en et et sa s s et s s bebens et seaterensetes 40
3.4.4. ReSPUESTA rELIrOZrada......cccceceeeeeieiieeietieeee et ettt et st eas s ebe et stese s sessesaesaes 42
3.4.5. Control General de AmMin0Acidos (GAAC).......cccueirerierece ettt 43
T T Y01 o) =14 - TS OO OO USROS 45
OBJETIVOS... o ettt ettt st estte e cteste et e e saeeeate st e sae eesten seesaeeessasstesneees e seesrseensestesnsannnes srnerseesnssrnens 47
MATERIALES Y METODOS. ...ttt eetes e steste s sts st e saesssasseeste st aesaes seeaessessnesseeesssssessnesssensees 51
L IVIAERIIAIES .. ettt ettt ettt et ae e be st ste e e e be s e b et e b e assasete et ebe e neabenben bt aebeetensaneanas 53
1.1. Cepas de MICrOOIZANISIMOS. ...cceuirerirrireirreeeesteste e e e esaesessessesesesrestesaesassessansessesesansansaseees 53
0 o = 1o 0 o (o 3OO TR PR 60
1.3, OliONUCIEOLIOS. ....ccvi ettt ettt saeste e e e e n s sebasananeaneeee 61
2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.......ccccceeeeeieinineirecce e et 69
2.0, BaCEOIIAS. e ittt sttt sttt sttt s sttt sttt sae et e e e et aea e sae e et et sae et et sesbenanes 69
2.2, LEVAUUIES..ccui ittt ettt etestesteste st e e bt et et et eassaeatesteseesesseatessebaetersesansate st stensensssensasans 70
2.2.1. Crecimiento en condiciones de laboratorio.........ccceeeeveeie e seseecesceceeeee e 70

2.2.2. Crecimiento en condiciones de microvinificacion..........ccceeeveevvveveeeeeveese e, 70



2.2.3. Condiciones de envejecimiento cronolOZiCo........cccecererieveeeeccece e 71

2.2.4 Condiciones de autOfagia.......cocuceieiriniireicece et et raer e 72
2.2.5. Medida de 1a resistencia @ eStrés.......uuv i iivecneeircre e 72
2.2.5.1. FOrmas de CreCimientO.. ..o cccecereieirt ettt e es s s saesees 72
2.2.5.1.1. GOtEOS €N PlaC...uiirririieicieierie ettt et erene 72
2.2.5.1.2. Halos de inhibiCiON.......c.ccovveeiinirie e 72
2.2.5.1.3. CUltiVO lIqUIdO....ceeieieiecee ettt et 73
2.2.5.2. Agentes causantes de @Strés........ovvvvecnininineinece et 73
2.2.5.2.1. EStrés oXidatiVO.....ceeeiieie sttt st st e 73
2.2.5.2.2. EStrés por temMpPeratura.......coeeeeeeceeieseeseeceseieseresseseese e eresaeenes 73
2.2.5.2.3. EStrés por €tanol......cccccecueieiniinieece e e 73
2.2.5.2.4. Estrés por parada en la traduccCiOn..........cccceeeveeeceineneeereceee e, 73
2.2.5.2.5. Estrés por ayuno de NitrdgeN0.......coeeeceecececeereeceeceiereereseeseee e 73
3. Métodos de manipulacidn y analisis de 4cidos NUCIEICOS.......ccueevverreceee et 74
3.1, ODBLENCION 8 DNA..... ottt ettt ettt st se et st b e srese et e reebesensenannase sersesereans 74
3.1.1. DNA PlasmidiCO...ccccoiceciecieeee ettt ettt v st se e e st st st e e s et e s et enn s 74
3.1.2. DNA g2enOmicO de I8VATUIa....c..ceiuieeeecece ettt ettt et st st e e bt e e 74
3.2. Reaccion en cadena de 1a polimerasa (PCR) ..ot r e 74
3.3. Obtencidon de RNA total de 1eVadura........uccece et st 75
3.4. Transcripcion reversa-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en dos pasos............ 76
3.5. ANAIISIS dE POIISOMAS....cuiiiririiie ittt ettt ettt et ste st e e es s besessersaseaseeteseessenean 76
4. Métodos de obtencidn y andlisis de Proteinas.......cceueirireereeiesiene s et se e s sees 76
4.1, EXracCion de ProteiNas. ... eceiieie e ettt ee e sre e st st e et es s aes s asestesteseessenennan 76
4.1.1. Preparacion de extractos para cuantificacién de proteina mediante Western
o] o SO OO RO P O PTRSR 77
4.1.2. Preparacion de extractos proteicos para el estudio del proteoma redox
Lo [T oo T OO O TSP 77
4.2. Co-Inmunoprecipitacion de ProteiNas.........cccceeeeeieeereeieeesee e e eerees s e e eresresae e nans 78
e T o o] =Y g = T d o I =T Lo TSP TSRT 79
B =Yl g 1o [ =Y [Tt o] { o) = [ 13RO 80
4.4.1. Electroforésis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE).........cccceceeeinrereererieeeenenns 80
4.4.2. Electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones no
ESNALUIAlIZANTES. ..ceeeeeeree ettt ettt s ettt s s e sese s an e eees 80
4.4.3. Transferencia del gel (Western blot) e inmunodeteccion de proteinas................ 81
4.4.4. Revelado Y cuantifiCaCion.........ccceeeeeceieetee sttt v et et st st s 83
4.5. Determinacion de actividades eNziMAtiCas......ccooveuvirereeeeee s n 83
4.5.0. Catalasa...cccceseeeireee sttt et st et sttt ee et et n e e e s 83
A.5.2. ZIMOBIAMAS..cctirterrirereiererstesesseetestessessesssessesessessseseesssessassessssssessessesssessessessessessesssesses 83
4.5.2.1. Superdxido dismutasa (SOD) ......cceeeereeeerireeeessetieree et s eaaereae st 83
5. Medidas de pardmetros bioqQUIMICOS. .......ccceieerieieintirecce ettt ettt err e teste st st e sasersenes 83
5.1. Analisis de 10s pardmetros €NOIOGICOS. .....cccuiiriiveeceeece et e st eaens 83
5.1.1. Determinacion de azlcares reduCtores. .......coccceveeeereececeecese st ee s 83
5.1.2. Determinacion de etanol. ........ccciiireece et s 84
5.1.3. Determinacion de acido acético, acetaldehido y glicerol. .......ccccooverevececeiennnnee. 84
5.2. Determinacidn de la capacidad fermentativa. .......cococeecieininineccece e 84
5.3. Analisis del Metaboloma. ...t s 84
5.4. Andlisis de 105 Pardmetros rEUOX. .....cieiceeceececteetecee ettt ste st st s b er s ene 85
5.4.1. Cuantificacion del glUtation........ccooeeuiiicieeeee ettt et st s 85

5.4.2. Cuantificacion de trehalosa. ... ieeeeieeececeeee ettt s eee et e esraesee e 86



5.4.3. Medidas de las especies reactivas del OXiZeNO0. .......cccevveveeririeecieccee e 86

6. Métodos de manipulacidon de MiCroorganiSMOS. .......cccccecueirinineereeresie st eerese e sees 87
6.1. Transformacion de ESCREIICHRIO COIii ....uuueeeeiveeieeieieriieie ettt ettt sereene b ans 87
6.2. Construccion de mutantes de Saccharomyces Cerevisiae ..........ineveevenieniesrennans 87
6.3. Transformacion de I@VAAUIA........eocuvicee ettt e sae e e saeeeraan 88
7. TECNICAS MICTOSCOPICAS. wvereireeereerrertrieristestesiesertestessssstestestesessassassesessessassassasesseseesessessensansesessensanes 89
8. Tratamiento estadistico de [0S resultados. ..........cueveueeicieeeie et eae e 89
RESULTADOS Y DISCUSION ...t ee ettt vseseeesetaese s sessesessesesasenses st ssssesesssessasenssessenenees 90

1. Estudio del complejo transcripcional SAGA y su conexidn con las rutas de sefializacién

de nutrientes. Importancia de la mitocondria en logevidad cronoldgica.........cccceeeeeeceeuennnene 92
1.1. Papel del complejo SAGA en longevidad cronoldgica y autofagia........cccceeeeeveveveececeieviennns 93
1.1.1. Las proteinas Ubp8p y Spt20p regulan la longevidad cronolégica y
[0 o] 1= OO OO T OO TSRO 93
1.1.2. Papel de los componentes del complejo SAGA en la fermentacién en
(00102 (o TSP YPPRRURPTPPRROPR 96
1.1.2.1. Fermentacion en Mosto sintético MS300..........ccceeveverveeieniesienesieeeerese e 96

1.1.2.2. Fermentacion en Mosto natural de la variedad tempranillo.........................98
1.1.3. Papel de las proteinas del complejo SAGA en diferentes condiciones de

CIECIMIENTO . 1 euteii ettt sttt e et st st s ettt e sb st e s e e st et sbesuesue et et et sensensensensnnn 99
1.2. Interaccién entre Gen5p vy la ruta de respuesta a la disponibilidad de nutrientes
TORCL/SCROP ...ttt ettt et sttt st et eae st s s s ee st sessessssbe seeseseassas st sessessaesennsanans 101
1.2.1. Conexidén entre Gen5p y Sch9p vy su papel en la regulacidn de la extension de la
Toa=L=\ViTo - To I ol o) a o] Lo ={ ok TSSO TSROSO 102
1.2.2. Identificacién de RGM1 como un potencial vinculo entre GCN5 y SCH9................. 103
1.2.3. Estudio de la conexion de RGM1, SCH9 y GCN5 en mosto natural..........cccceeveeee. 107
1.3. Papel de la mitocondria en longevidad cronolOgica. ......cccccceveiveececcecee s 109
1.3.1. Estudio del impacto del genoma mitocondrial de S. uvarumy S. cerevisiae en
hibridos INTErESPECITICOS. ...cuiiieieictetiet ettt et ettt s e et b et e s s s eneaaene 109
1.3.2. Papel del equilibrio nutricional y de la mitocondria en el control de la
[0NZEVIAAA POF SCRIP ...ttt st st st e e b et e b e ae et eee 112
1.3.3. Papel de la respuesta retrégrada en longevidad cronolégica........ccccccoeeeveceenenenenens 115
1.3.3.1 Conexion de GCN5 y RTG2 y su papel en longevidad cronoldgica............... 121
1.3.3.2 Ruta de control general de aminoacidos y su relaciéon con Rtg2p en
[0 g T=2<AVa o F= Yo FO OO OO U RO 123
2. Analisis de la conexidn entre TSA1 y GCN2 en longevidad cronoldgica.......cccoeeveecevevevenne. 127
2.1. Conexiones entre la protein quinasa Gen2p y las peroxirredoxinas en longevidad
(ol oY aTo] [0} = [or- FOu TR 128
2.1.1. Estudio de la longevidad cronolégica en los mutantes de TSAly
GONZ..oeeieeeeeeee ettt ettt st st st et b st s st e b st sea et eae e enbeb et et e sen e b et et sebeteneeae 128
2.1.2. Estudio de la conexidn entre la peroxirredoxina citosdlica y Gen2.........cveveeeeneeee.. 131
2.1.3. Estudio de la conexidn entre la peroxirredoxina nuclear Dot5p y Gen2p................. 133
2.1.4. Estudio de la conexidn entre la sulfirredoxina Srx1p y GCN2P....ccccveveveevvrrecreverennens 135
2.1.5. Estudio del papel del factor trancripcional Gen4p en longevidad cronoldgica
durante 12 fErMENTACION. ..ottt er e eeas 136

2.1.6. Estudio de la conexidn entre Genlp, activador de Gen2p y Gen2p en
[0NZEVIAAd CrONOIOZICA. ...cuecve ettt ettt ettt er e e etesteste e s e benans 137



2.2. Sensibilidad a estrés del doble mutante gcn2AtSAIA...........vveveececve e 139
2.2.1. Sensibilidad @ estrés OXidatiVo........coccuveievircirerereere e st s e 139
2.2.2. Respuesta a la disponibilidad de NItrdgeno........cccevieevecececceer e e 141

2.2.2.1. Goteos en placa con diferentes suplementos de aminoacidos....................141
2.2.2.2. Goteos en placa con diferentes compuestos inhibidores de la

biosintesis de aminNOACIAOS........ccueceececeie s 142
2.2.2.3. Goteos en placa con rapamicina para la inhibicién de TORCL..................... 144
2.2.2.4. Efecto de las deleciones de TSA1 y GCN2 en autofagia......cccceeevevevrceeennns 145
2.2.2.5. Estudio de la expresidn de genes de respuesta a la disponibilidad de
[T o T=L=T oo T OO TSSOSO 146
2.3. Conexidon bioquimica eNntre GCON2 Y TSAL.. . eieieieeee e seseseser ettt ese e sre st steses s sessenes 152
2.3.1. Estudio de la fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion
(<11 2o OO PSPPSR PPP 152
2.3.1.1. Efecto de compuestos quimicos inductores de la actividad de
Gcen2p en la fosforilacion de elF20......oveveeceiceienecece e e 152
2.3.1.2. Fosforilacidn de elF2a durante la vinificacién en mosto
3] a1 <3 4 [ole T OO U ST U U 153
2.3.2. Estudio de la traduccidn global mediante perfil de polisomas........cccceeevevevevercennns 154
2.3.3. Estudio de la sulfinilacion de TSalp.....ccueieiveereecece ettt esr e ete st s eaes 157
2.3.4. Estudio del crecimiento en diferentes fuentes fermetables y/o
LT o1 1r=1 o] LT3R U USRS 160
2.3.4.1. Goteos en placa con diferentes fuentes de carbono..........ccccueveveerceenenne 160
2.3.4.2. Viabilidad y consumo de etanol en gcn2AtsalA.........ocveveveceecececnreneenennes 163
2.3.5 Estudio de mutantes puntuales en las cisteinas cataliticas de Tsalp y su
CONEXION CON GON2.....ooeveeeeeeectesteete e ete e estaeseesees e et sbe st e stessessaesesasassassassessessessesasans 164
2.3.5.1. Longevidad cronoldgica en medio SC........coecieievenereceseinrisreseee e se e 164
2.3.5.2. Goteos en placa con diferentes fuentes de carbono en cepas de
(=Y oToT =11 o Lo JOu OO U ST 165
2.4. Interaccién de la ruta de sefializacion de respuesta a nutrientes PKA con el
control general de aminoacidos y la respuesta @ @Strés.........omimereeceececieseseeseeeceressennens 167

3. Papel de la tiorredoxina reductasa en el envejecimiento y en la respuesta a nutrientes....177

3.1. Respuesta a estrés oxidativo del mutante trr1IA en cepas VINICas......ccocveveeeeveeecresesensvenenns 177
3.1.1. Crecimiento en placa en presencia de perdxido de hidrégeno..........ccceevvevevereneen. 177
3.1.2. Medida de las especies reactivas del oxigeno por citometria de flujo...................... 179
3.1.3. Niveles de GIULAtION........ccevece et ettt et s s e s e es e enes 180
3.1.4. Niveles de actividad catalasa.........cccuveverriiriininincine et st 182

3.2. Crecimiento y longevidad cronoldgica del mutante trr1A en cepas vinicas......ccooeeereenene 183

3.3. Interaccién entre TRR1y TOR1 y su papel en el envejecimiento cronolégico.........c........... 186
3.3.1. Crecimiento de los mutantes del sistema TRX en presencia de rapamicina............ 186
3.3.2. Crecimiento de los mutantes del sistema TRX y en TOR1 en presencia del

=L oL <l =To (U o1 o] ol D N OSSOSO 188
3.3.3. Medida de ROS en el mutante trr1A en presencia de rapamicina.......c..ccccevevevenennans 189
3.3.4. Influencia de la conexién TOR1-TRR1 en el crecimiento y en la longevidad............ 189
3.3.5. Respuesta a la inhibicidon de la sintesis de aminoacidos..........ccceeeveeeieicineenecceenenn, 192
3.3.6. Crecimiento en presencia de CafeiNa........cccuviveeeeiceeeceseceee e s 195
3.3.7. AULOTAGIA. ettt ettt st st b et ettt et et st st et n e sae s et 197
3.3.8. FOSTOrilacion d@ RPSOP.....c.cuerirrirrieiirieeeteeteete e e et este vt e e sreete st sbe s s e besbebasssenssnsens 198

3.4. INteracCion €Ntre GTRI-TRRI....cuireeeeeeeeesiestsss etse st ssassssesesssssssesssesssessasesessssssssssssssnsens 199
3.4.1. Interaccidn entre TRR1 y GTR1 y su impacto en la longevidad cronoldgica............. 200

3.4.2. Interaccidn entre TRR1 y GTR1 y crecimiento en rapamicina........cceceeeeevereeeeneeneane. 200



4. Estudio global del sistema tiorredoxina y de sus implicaciones en

ToaT=L=\ViTo Yo I ol o] a o] Lo ={ ot ISR PSSR 204
4.1. Respuesta al Strés OXIdatiVo......ccccccueieieirire ettt st st e e s b e 205
4.1.1. Crecimiento en medios con agentes oxidantes y reductores........cccoececeeveveiveneenene. 205
4.1.2. Niveles de glutation y catalasa........cceveceie v et 206
4.2. Estudios de crecimiento y longevidad y su relacion con en el sistema
LR oY £=To o) 4] o - RO OO TSRS 210
4.2.1. Envejecimiento cronoldgico en los mutantes TRX en medio de
[ oTe T2 o o To TOu OO OO TR UPTORRR TPt 210
4.2.2. Crecimiento y envejecimiento cronoldgico en los mutantes TRX en mosto
L] ] =1 oo T OO OO USRS 213
4.2.3. Envejecimiento cronoldgico en mosto natural. Variedad tempranillo...................... 213
4.3. Caracterizacion protedmica del doble mutante trxIAtrX2A........eeeeeeeeeeceeeeceeeerereereeene 215
4.3.1. Proteoma redoX tiOlICO.....cciviiieecice ettt st et e r et s et sresae s 216
4.3.1.1. Andlisis de las cisteinas oxidadas reversiblemente.........ccceeeeeeeeveveieecerennas 216
4.3.2. Actividad de las superdxidos dismutasas en el mutante de las tiorredoxinas.........220
4.3.3. Glutationilacion de SOULP.....ccccueieieirtireieeece ettt e e st st st e s e baer s s 221
4.4, Estudio del Proteoma Global.........cccucueuieieiiiieiece ettt ettt 225
4.4.1. Comparacién de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en las cuatro
coNdiciones de CreCiMIENTO....c..ciiiieeireee ettt vt e s st e s b e e e ens 225
4.4.2. Comparacion de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en fase
exponencial en medio Minimo completo SC........cciiiie e e 228
4.4.3. Comparaciéon de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en fase
estacionaria en medio miNiMo completo SC......cooveeiiirinireece e 232
4.4.4. Comparacion de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en condiciones
de envejecimiento CroNOIOZICO.......cvv vttt sr e st e 239
4.4.5. Comparacién de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en fase
exponencial en medios con 2% de glUCOSa........cccceveiriireireccecie e 242
4.4.6. Estudio del proteoma y del metaboloma comparados del mutante
trx1Atrx2A y de la cepa silvestre en mosto SiNtELiCo......cvvveveiiecieceececccceeee e 237
4.4.6.1. Metabolismo de 1as NEXO0SAS.....ccucivirieeeeece ettt te st st eaenes 254
4.4.6.2. CiClo dE KIEDS... ..ottt sttt ettt st st st st e et b et et ane e 263
4.4.6.3. Ruta de las pentosas fOSfato........cccueirerececece ettt et 266
4.4.6.4. Metabolismo de las bases nitrogenadas..........ccccoeveeeceececeerierineee e 267
4.4.6.4.1. BaSES PUIICAS..ceeeeueerereerireereeieeteetesteseesesestesaesaesasssssasasessestessessssssases 267
4.4.6.4.2. Bases PirimidimiCas.......ccccueieereeieeiecesieee e ereseee e seevesee s eanas 268
4.4.6.5. Metabolismo del NAD...........ciieieieece ettt ebe st sre e eanens 269
4.4.6.6. Metabolismo de HPidos.......ccceeiieeeeececece ettt et st st 271
4.4.6.7. Metabolismo de glutation..........ccceoeeeeeee e e 274
4.4.6.8. Metabolismo del @zufre........cvee it st 276
4.4. Comparacion entre el analisis del metaboloma del trxIAtrx2Ay trriA.........ceeeeenneee. 278
CONCLUSIONES......cotitttietint et sttt ettt ast et st s st eae st s st e st aes st st st ses et eae st sensesanesassensesarestenensssens 288
BIBLIOGRAFIA......oooeeeveeeeee e eeseseess s sssessess s sesss st s s ssens s s ssa s s sasssasesses e sesess s snssasesseees 292






ABREVIATURAS







3AT: 3-amino-1, 2,4-triazol

AC: Adenilato ciclasa

ADH: Aldehido deshidrogenasa

ALS: Acetolactato sintasa

ALS: Esclerdsis lateral amiotrofica

cAMP: Aminoacil monofosfato ciclico

ATP: Adenosina trifosfato

DO: Densidad 6ptica

DNA: Acido desoxirribonucleico

DNS: Acido 3,5- dinitrosalicilico

dNTPs: Desoxiribonucleétidos trifosfato

DTNB: Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico

DT: Desviacion tipica

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Sal sddica del acido etilen diamino tetraacético
ERCs: Extrachromosomal rDNA circles (circulos extracromosomales de DNA ribosomal)
GAAC: General aminoacids control (control general de aminoacidos)
GPX: Glutatidn peroxidasa

GR: Glutatién reductasa

GRX: Glutarredoxina

GSH: Glutatidn reducido

GSSG: Glutation oxidado

GSSP: Glutatidn unido a proteina

GST: Glutation transferasa

HOG: High osmolarity glicerol (Elevada osmoralidad por glicerol)



HSE: Heat shock element (Elemento de respuesta a choque térmico)
HSF: Heat shock factor (Factor de choque térmico)

HSP: Heat shock protein (Proteina de choque térmico)

LC: Longevidad cronoldgica

LR: Longevidad replicativa

LSA: Levadura seca activa

mA: miliamperio

MES: Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

MSX: Sulfoximin-L-metilamina

mRNA: RNA mensajero

mV: Milivoltios

NAD’: Nicotin adenin dinucleétido oxidado

NADH: Nicotin adenin dinucledtido reducido

NADPH: Nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido

NCR: Nitrogen Catabolite Represidn (Represion por catabolito del nitrégeno)
NES: Nuclear export signal (Sefial de exportacion nuclear)

NLS: Nuclear localization signal (Sefal de localizacién nuclear)

p/v: peso/volumen

PAGE: Polyacrylamide gel electrophoresis (Electroforesis en gel de poliacrilamida)
pb: Pares de bases

PCR: Polymerase chain reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)
PKA: Proteina quinasa dependiente de AMP ciclico

PMSF: Fluoruro de fenilmetil sulfonilo

PUFA: Polyunsaturated fatty acid (Acido graso poliinsaturado)

PRX: Peroxirredoxina

PVDF: Polifluoruro de vinilideno

RNS: Especies reactivas del nitrégeno



RT-qPCR: Real Time cuantitative polymerase chain reaction (PCR cuantitativa)
rRNA: RNA ribosémico

SDS: Dodecil sulfato sédico

SFA: Saturated fatty acid (Acido graso saturado)

SM: Sulfometurdén metil

SOD: Superéxido Dismutasa

STRE: Stress responsive element (Elemento de respuesta a estrés)
TCA: Acido tricloroacético

TFA: Acido trifluoroacético

TOR: Target of rapamycin (Diana de rapamicina)

Tris: Tris (hidroximetil) aminometano

TRX: Tiorredoxina

U: Unidad

v/v: Volumen/volumen

YAP: Yeast AP-1 (Proteina activadora 1 de levadura)

YRE: Yap response element (Elemento de respuesta a la proteina activadora 1 de levadura)






INTRODUCCION







Introduccion

1. PAPEL DE LAS LEVADURAS EN EL VINO

La produccién de vino es un proceso que se ha realizado desde la antigliedad. Las
primeras evidencias datan la existencia de bebidas producidas por fermentacién en el
neolitico, alrededor de 7000 a. C. al sur del Caucaso (McGovern et al., 2004), en base a la
deteccidn de acido tartarico en una tinaja en Mesopotamia y en Grecia, ambos restos fechados
alrededor del afio 5000 a. C. (Sicard and Legras, 2011). Desde ese momento se cree que la
tecnologia de la fermentacion se expandié desde Mesopotamia al resto del mundo. En el caso
de Espaiia fueron los romanos los que introdujeron la produccion de vino en la regién
mediterranea (Pretorius, 2000).

El ser humano ha utilizado de manera inconsciente la levadura para la produccién de vino.
En 1850 Louis Pasteur, padre de la microbiologia, empezé a trabajar en la fermentacién
alcohdlica ya que era un proceso sumido en confusiéon y controversia. Muchos cientificos
aseguraban que la fermentacion y la putrefaccidn no estaban causadas por microbios vivos.
Entre 1855 y 1875 Pasteur establecié tres conceptos: el primero, el papel de la levadura en la
fermentacién alcohdlica; el segundo, que la fermentacidon es un fendmeno fisiolégico y el
tercero, que hay diferencias entre el crecimiento aerdbico y anaerdbico de las levaduras. Fue
en 1860 cuando finalmente describié por primera vez el papel de las levaduras en la
fermentacién alcohdlica y en 1862 que las levaduras podrian encontrarse en diferentes frutos
de alta acidez donde también crecian bacterias (Barnett, 2000).

1.1 Produccion de vino

La fermentacién del mosto es un proceso microbiolégico muy complejo que implica
interacciones entre levaduras, bacterias y hongos filamentosos (Amerine, 1960; Henick-Kling,
1988). La levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido identificada como el principal
microorganismo responsable de la fermentacion de los azlicares del mosto de uva y la bacteria
Oenococcus oeni como la responsable de la fermentacion maloldctica, importante para
algunos tipos de vino (Borneman et al., 2013). Tradicionalmente, la produccién de vino se ha
llevado a cabo utilizando cepas de levadura procedente de la superficie de las uvas y del
ambiente de las bodegas. Las levaduras alcanzan las uvas por el efecto de diseminacién del
viento y de los insectos y estan presentes en las vifias desde el inicio de la maduracién del
fruto. Las especies predominantes (entre un 50%-75%) en la superficie de la uva corresponden
al género Hanseniaspora (anamorfo Kloeckera) y, en menor proporcién, a los géneros
Metschnikowia, Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Pichia, Kluyveromyces y Hanselula (Fleet,
1998).

También se pueden encontrar, aunque no siempre, especies de otros géneros como
Zygosaccharomyces, Saccharomycodes, Torulaspora, Dekkera y Schizosaccharomyces (Fleet,
2003). Las levaduras encontradas durante las primeras horas de llenado de los depdsitos
corresponden a los mismos géneros identificados en la uva, con un predominio de
Hanseniaspora.
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En estas condiciones de vinificacién espontdnea, levaduras del género Saccharomyces, y
principalmente de la especie S. cerevisisae, empiezan a desarrollarse tras las primeras 20
horas, coexistiendo con las levaduras procedentes de la uva, y llegando a predominar a partir
de los 3-4 dias de fermentacién, para acabar siendo las responsables ultimas de la
fermentacién alcohdlica (Ribéreau-Gayon et al.,, 2005). Este cambio poblacional esta
relacionado fundamentalmente con el aumento progresivo de concentracion de etanol asi
como con otros factores caracteristicos de la vinificacion, como las condiciones de
anaerobiosis, el sulfitado del mosto tras la vendimia, la cantidad de azlcar y la mayor
tolerancia a temperaturas mas altas que presenta S. cerevisiae frente a otras levaduras (Fleet,
1998). Estudios cuantitativos del crecimiento de levaduras durante la fermentacion revelaron
poblaciones de 10’ unidades formadoras de colonias (UFC) de especies no-Saccharomyces en
las primeras etapas del proceso, biomasa suficiente para influir en la composiciéon del vino.
Muchos estudios realizados en diferentes regiones vitivinicolas del mundo han confirmado la
importante contribucién de las especies no-Saccharomyces a la cinética global de crecimiento
durante la fermentacién del vino tanto espontanea como inoculada (Combina et al., 2005; Zott
et al.,, 2008). Actualmente se estan realizando estudios del uso de levaduras vinicas
Saccharomyces y no-Saccharomyces como iniciadores mixtos o multi-starters como una
herramienta muy util para mejorar el perfil aromatico, dar complejidad sensorial y estabilidad
colorimétrica al vino (Ciani et al., 2010; Comitini et al., 2011; Rojas et al., 2003; Romano et al.,
2003).

En la actualidad, la estrategia habitual para llevar a cabo la produccién del vino implica la
inoculacion en el mosto de levaduras seleccionadas en forma de levadura seca activa (LSA),
practica que empezd a desarrollarse en los afios sesenta del siglo pasado. Este método de
inoculacidon permite una disminucion de la fase de latencia, asegura una rapida y completa
fermentacién del mosto y conduce a un grado importante de reproducibilidad en el producto
final afio tras afo (Fleet and Heard, 1993; Pretorius, 2000). La seleccidon de levaduras vinicas
con marcadores especificos ha proporcionado un sistema para monitorizar de forma precisa el
crecimiento de cepas particulares durante la fermentaciéon y demostrar que las levaduras
inoculadas son las principales responsables del proceso aunque, en algunos casos, la levadura
seleccionada no se implanta al 100% (Esteve-Zarzoso et al., 2010). La levadura utilizada como
inéculo debe ser cuidadosamente seleccionada, debe conducir fermentaciones vigorosas y
reproducibles con cortas fases de latencia, no dejar azucares residuales, ser tolerantes a
condiciones de estrés como elevadas presiones, etanol, temperaturas no éptimas y producir -
glicosidasa y glicerol para conseguir un buen aroma. Otras caracteristicas deseables son: la
capacidad de fermentar a bajas temperaturas, la baja producién de espuma, el caracter killer,
la presencia de ciertas actividades enzimaticas, etc.

1.2 Caracteristicas genéticas

Debido a su importancia en distintas fermentaciones alimentarias, S. cerevisiae es la
levadura por excelencia. Desde el punto de vista taxonédmico, pertenece al reino Fungi, filum
Ascomycota, subfilum Saccharomicotina, clase Saccharomicetes, orden Saccharomycetales,
familia Saccharomiceteceae y, como ya se ha dicho, al género Saccharomyces.
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Dentro de este género Saccharomyces se clasifican otras 6 especies, S. kudriavzevii,
uvarum, paradoxus, mikatae, arboricolus y eubayanus (Borneman and Pretorius, 2015;
Hittinger, 2013). Ademas, se han descrito varios tipos de hibridos entre algunas de las especies
del género, S. cerevisiae-S. kudriavzevii (Gonzalez et al., 2008; Peris et al., 2012), S. cerevisiae-
S. uvarum (Rainieri et al., 2006) y S. pastorianus, hibrido interespecifico entre S. cerevisiae y S.
eubayanus (Libkind et al., 2011; Peris et al., 2016).

Las cepas industriales han ido evolucionando a partir de nichos y ambientes ecolégicos
proporcionados por las actividades humanas (Naumov et al., 2000). Este proceso de
domesticacion, similar al de plantas y animales en la agricultura y ganaderia tradicionales,
podria ser responsable de las caracteristicas especificas de las levaduras industriales que se
detallan a continuacién (Pretorius, 2000). La especializacion ha sido asociada con algunas de
sus caracteristicas gendmicas, como el genoma mayoritariamente diploide aunque con
presencia de aneuploidias o poliploidias, el alto grado de polimorfismo, el homotalismo
(Mortimer et al., 1994; Querol et al., 2003), etc. Ademads, las levaduras industriales se
caracterizan por la alteracién en el nimero de copias de una serie de genes (duplicaciones y
deleciones), que ha sido denominada la firma de la levadura industrial (Dunn et al., 2005).
Recientemente la secuenciacién de cepas vinicas de S. cerevisiae ha revelado la presencia de
transferencia horizontal de genes que podrian estar relacionados con la adaptacion al
ambiente industrial (Novo et al., 2009).

Las cepas de S. cerevisiae que son usadas normalmente en los laboratorios descienden de
aislados naturales. Contienen, de forma artificial, auxotrofias para algunos aminoacidos y/o
bases nitrogenadas mientras que las industriales son protdtrofas, es decir, no necesitan de
ningun requerimiento en forma de aminoacidos o nucledtidos para su crecimiento. Esto
plantea una importante diferencia en cuanto a las posibilidades de manipulacidon genética de
las cepas industriales. En el caso de las cepas de laboratorio, su transformacion es posible
utilizando marcadores de seleccidon que restauren la prototrofia para alguno de los
requerimientos, mientras que en el caso de las vinicas, es necesaria la introduccién de
auxotrofias previamente a su transformacién o ha de recurrirse al uso, como marcadores de
transformacion, de genes de resistencia a antibidticos, como la cicloheximida (del Pozo et al.,
1991) o la geneticina (Hadfield et al., 1990). Las cepas de laboratorio son haploides o diploides
y presentan longitudes cromosdmicas bien definidas. En cambio, las cepas vinicas son
mayoritariamente diploides, poliploides o incluso aneuploides (Bakalinsky and Snow, 1990;
Codén et al.,, 1994). Ademads, muestran un alto nivel de polimorfismo de la longitud
cromosomal (Bidenne et al., 1992; Rachidi et al., 1999), que determina una alta variabilidad en
su capacidad de esporulacién y también en la viabilidad de las esporas, que suele ser baja. Esta
diferencia también condiciona las posibilidades de manipulaciéon genética de las levaduras
vinicas, dado que para conseguir una delecidn génica es necesario eliminar secuencialmente
dos copias del gen, al menos.
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1.3 Ciclo celular

S. cerevisiae puede multiplicarse tanto asexualmente por multiplicacién vegetativa, como
sexualmente a través de ascosporas. Las levaduras vinicas son mayoritariamente homotdlicas
(HO), es decir, después de un proceso de esporulacion, las células derivadas de la divisién
celular puedan cambiar de sexo, conjugar con otra célula de tipo sexual opuesto y formar,
finalmente, una célula con doble contenido de DNA y homocigdtica para todos los genes
excepto para el locus MAT. Por el contrario, en cepas heterotdlicas (ho) el locus MAT es
estable y las células permanecen en estado haploide hasta encontrar otro tipo sexual distinto
con el que conjugar. Las cepas vinicas muestran una elevada tasa de heterocigosis (Coddn et
al.,, 1994), que incluye el locus HO. Presentan capacidad de reorganizar sus cromosomas
durante el crecimiento mitético (Puig et al., 2000), caracteristica no observada en cepas
haploides de laboratorio.

Bajo condiciones 6ptimas S. cerevisiae crece vegetativamente, que es el modo de
reproduccion tipico de levaduras ascomicetes. La divisidn celular en la reproduccién vegetativa
sigue un ciclo celular mitético estandar en el que, una vez completada la mitosis y el nucleo y
los organulos estan en la gema, comienza la citoquinesis y se forma el septum en el limite
entre la célula hija y la madre.

1.4 Etapas de la Vinificaciéon

1.4.1 Caracteristicas del mosto de uva

El mosto de uva es un medio complejo que contiene, en mayor o menor medida, todos los
nutrientes necesarios para el crecimiento de S. cerevisiae. La vinificacion es un proceso
discontinuo de tipo batch, donde todos los nutrientes se encuentran en el medio de cultivo
desde el principio y su concentracién disminuye conforme al consumo que haga la levadura de
cada uno de ellos. Los componentes mayoritarios del mosto de uva son los monosacaridos,
concretamente las hexosas, glucosa y fructosa, en una proporcién basicamente equimolecular,
aunque también existen otros azlcares en menor proporcidn. La concentracion total de
azlcares generalmente es de entre 170 y 220 g/L (Ribéreau-Gayon et al., 2005). Niveles
extremos de entre 250 y 300g/L pueden producir la inhibicién del crecimiento debido a la alta
presion osmodtica y la elevada concentracion de etanol que producen. Los segundos
compuestos en abundancia son los acidos organicos, entre 9 y 27 g/L (Ough, 1992), siendo el
tartdrico y el malico los mas abundantes (90%) y, en menor cantidad, citrico y ascérbico.

Uno de los factores mas importantes de la composicién del mosto es el contenido en
nitrégeno, ya que suele ser un nutriente limitante para el crecimiento de S.cerevisiae, y su
agotamiento es la principal causa de paradas en la fermentacion. La concentracion de
nitrégeno soluble varia entre 0.1 y 1g/L. El contenido de nitrégeno en el mosto se compone de:
amonio (3-10%), aminoacidos (25-30%), polipéptidos (25-40%) y proteinas (5-10%).
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Las especies de Saccharomyces son incapaces de asimilar nitrégeno inorganico en el
medio (como nitratos y nitritos), y tampoco puede utilizar proteinas y polipéptidos, ya que
carecen de sistemas de digestion extracelular de este tipo de compuestos, por lo que el
crecimiento depende, fundamentalmente de la cantidad de amonio y de aminodcidos, que son
las fuentes preferidas de nitrégeno. Los aminoacidos mas abundantes del mosto suelen ser la
prolina (que en condiciones de falta de oxigeno no es metabolizada por la levadura) y la
arginina, aunque la proporcién de cada uno varia mucho entre diferentes tipos de mostos. Una
concentracidon por debajo de 140mg/L de nitrégeno asimilable dificulta la fermentacion en
presencia de una cantidad normal de azucar y una concentracion de amonio por debajo de
25mg/L no es deseable. Para paliar esta deficiencia de nitrégeno se utiliza una sal de amonio,
generalmente sulfato o fosfato de diamonio que se debe afiadir al principio o en las primeras
fases de la fermentacién ya que si se aflade en la parada de la fermentacién, las células no
podria asimilarlo por deficiencia en el transporte debida a los efectos del etanol sobre la
fluidez de la membrana.

La biotina, vitamina que las levaduras no pueden sintetizar, también esta presente en
el mosto de uva y es importante para su crecimiento. Otros compuestos importantes son los
polifenoles (sobre todo las quinonas) de importancia organoléptica y con actividad
antioxidante (Carrascosa et al., 2005).

1.4.2 Factores fisico-quimicos

La temperatura es el factor mas importante desde el punto de vista del crecimiento de las
levaduras y del avance de la fermentacion. La temperatura dptima de crecimiento de la
levadura es 30°C, la cual no es la 6ptima para la fermentacion del mosto ya que al aumentar la
temperatura de la fermentacidon, aumenta la toxicidad del etanol y se evaporan compuestos
volatiles de importancia en el vino. La temperatura también es importante para la maduracion
de la uva tanto fendlica, madurez de los compuestos polifenoles (taninos y antocianos) que
influyen en el sabor, color y aroma del vino, como alcohdlica, madurez de los azucares de la
uva que determinard el grado alcohélico de los vinos. Con el aumento de temperaturas debido
al cambio climatico la maduracion alcohdlica de las uvas ocurre antes que la fendlica por lo
gue no se consigue el tipo de vino que se pretende comercializar. Para solventar el problema
se realizan una serie de modificaciones como determinar el mejor momento para recolectar la
uva y cada vez mas, se realizan fermentaciones a bajas temperaturas, 12-13 °C. Estas
fermentaciones a bajas temperaturas se realizan en los vinos blancos y rosados produciendo
una mayor cantidad de compuestos aromaticos (ésteres) y una menor produccién de
compuestos no deseados (alcoholes superiores y acido acético). No es el caso de los vinos
tintos ya que requieren temperaturas mas altas (22-28°C) para la extraccién de compuestos
fendlicos de la piel de la uva. Otro factor fisico quimico importante es la aireacidn. S. cerevisiae
es un organismo anaerobio facultativo y es capaz de consumir azlcares en ausencia de oxigeno
mejor que otras levaduras no-Saccharomyces en las que el oxigeno puede inhibir la
fermentacidn, efecto que se conoce como efecto Pasteur.
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No obstante, cierta cantidad de aire es beneficiosa para el crecimiento de las levaduras
vinicas por la necesidad de O, para la sintesis de acidos grasos insaturados y esteroles
(ergosterol) para las membranas. En la industria se lleva a cabo la aireacion del vino que se
denomina el remontado. Una aireacion excesiva puede llevar a la produccion de acetaldehido
y SH,, productos no deseables en el vino. El pH del mosto oscila entre 2.75 y 4.2. Este caracter
acido del mosto permite, por un lado, favorecer la hidrélisis de disacdridos, fundamentalmente
sacarosa en glucosa y fructosa, y por tanto la fermentacién, y por otro, prevenir la
proliferacién de microorganismos alterantes. Por ultimo el CO, que, junto con el etanol, es uno
de los productos de la fermentacién alcohdlica. La liberacidon de este gas sirve para disipar
parte del calor y para producir corrientes de conveccién en el mosto que permiten la difusién
de nutrientes (Carrascosa et al., 2005).

1.4.3 Produccion del inéculo, crecimiento celular y cinética de la fermentacion

En términos generales, el proceso de la vinificacion se inicia con un estrujado del grano de
uva, generando lo que se conoce como mosto o zumo de uva, que se deposita en grandes
tanques junto con el inéculo formado por levaduras iniciadoras, generalmente en forma de
LSA. La propagacion de levaduras se lleva a cabo sobre melazas procedentes del refinamiento
del azucar de remolacha o de la cafia, ya que tienen un elevado contenido en sacarosa y un
bajo coste econdmico por tratarse de un subproducto de desecho industrial. Sin embargo, al
carecer de ciertos requerimientos nutricionales (nitrégeno, sales, etc.) deben ser
suplementadas.

Para producir biomasa de levadura se realiza un crecimiento previo a escala de
laboratorio que es utilizado para inocular el primer fermentador y se va escalando en una
secuencia de fermentadores hasta obtener la cantidad deseada. La biomasa producida al final
del proceso sufre una etapa de maduracién que puede durar entre 1 y 5 dias, donde se
consumen completamente los nutrientes, existe una leve aireacion, se elimina la agitacion de
manera que, las células no se dividen, estan en una fase estacionaria y sedimentan.

Esta biomasa se deshidrata con el fin de producir la LSA donde la temperatura y la
velocidad de secado juegan un papel importante para la resistencia de la levadura a la
deshidratacién y posterior rehidratacion. Estudios previos de nuestro laboratorio se han
centrado en la caracterizacion a nivel molecular del comportamiento de las levaduras vinicas
durante los procesos de produccidon de biomasa (Gomez-Pastor et al., 2012a, 2010; Pérez-
Torrado et al., 2005, 2009) y de deshidrataciéon (Garre et al., 2010) en particular de la
respuesta al estrés oxidativo, y en el uso de otras levaduras no-Saccharomyces (Gamero-
Sandemetrio et al., 2014; 2015). Una vez rehidratada la LSA, el proceso fermentativo comienza
con la adicidn al mosto de uva del inéculo de levadura, aproximadamente 10° células/mL. En la
Figura 1.1 se muestra la curva de crecimiento tipica de S. cerevisiae en mosto de uva que
comienza con un corto periodo de latencia (Lafon-Lafourcade, 1982). En la primera fase se
produce un crecimiento limitado que dura entre 2 y 5 dias y conduce a un aumento de la
poblacién hasta 107-108 células/mL.
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En esta fase la velocidad de fermentacion es maxima y constante y suele consumirse
entre una tercera parte y la mitad de la cantidad total de azlcares en el mosto (Castor, 1953).
A continuacién, el crecimiento entra en una fase quasi-estacionaria que dura alrededor de 8
dias durante la cual no se produce un aumento del nimero de células de la poblacién y supone
alrededor del 80% del proceso total de la fermentacidn. A pesar de que no hay un aumento en
el numero de células, las células se encuentran metabdlicamente activas y la velocidad de
fermentacién sigue manteniéndose en su valor maximo. Finalmente el cultivo entra en una
fase de muerte de hasta varias semanas durante la cual el nimero de células viables decrece
progresivamente. La pérdida de la capacidad fermentativa durante esta fase estd relacionada
con una deplecién de ATP y la acumulacién de etanol y otros compuestos de dos carbonos que
producen efectos negativos sobre la capacidad de transporte de la membrana. Una vez
terminada la fermentacion, se eliminan las levaduras.

Crecimiento |
‘

. Fase estacionaria ' Fase de muerte celular
exponencial | '

4
-

-7 ¥ Etanol

Crecimiento
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Azicares

! ‘ t (dias)

Figura 1.1 Curva de crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae durante la fermentacion

alcohdlica del mosto de uva.

En la produccién de la mayoria de vinos tintos de calidad se lleva a cabo la fermentacion
malolactica, que la realiza principalmente la especie de bacteria lactica Oenococcus oeni
(Alexandre et al., 2001). La lisis celular que acompafia a la muerte de las levaduras al final de la
fermentacién alcohdlica favorece el crecimiento de estas bacterias. En la industria se utilizan,
para activar la fermentacién malolactica, nutrientes o activadores que estdn formados por
levaduras inactivas y sustancias como la caseina y la celulosa. En esta segunda fermentacion,
se produce la descarboxilacion del dcido malico a acido lactico. Esto permite la disminucion de
la acidez total del vino asi como un cambio en la calidad organoléptica ya que el sabor
astrigente del acido malico resulta remplazado por otro mas suave, el del lactico.

Como ya se ha mencionado, aproximadamente las dos terceras partes finales del proceso
de fermentacién vinica discurren sin division celular pero las levaduras siguen
metabdlicamente activas y produciendo muchos compuestos enolégicos deseables.
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El cese de la division celular es debido, fundamentalmente, al agotamiento de uno o mas
nutrientes, lo que provoca una serie de cambios fisioldgicos, bioquimicos y morfoldgicos que
marcan la entrada del cultivo en la llamada fase estacionaria. Dichos cambios incluyen la
acumulacién de glucdgeno, engrosamiento de la pared celular y mayor resistencia frente a
diferentes condiciones de estrés, que aseguran la supervivencia durante las épocas de
carencia.

En contraste con lo que ocurre en medios de laboratorio, la parada de la divisién celular
en la fermentacion vinica ocurre en presencia de grandes cantidades de azlcares (entre 100-
150g/L) ya que son otros nutrientes, como los compuestos nitrogenados, los primeros en
agotarse, provocando la parada de la division (Fleet and Heard, 1993). El efecto nocivo del
etanol sobre la membrana plasmatica es también un factor importante, ya que altera tanto la
fluidez como la permeabilidad de la misma (Herman, 2002). Este efecto produce una disipacién
del gradiente de protones a través de la membrana lo cual priva de fuerza motriz a numerosos
sistemas de transporte de la membrana, especialmente de compuestos nitrogenados,
exacerbando asi la carencia de estos nutrientes.

La entrada en la fase estacionaria se ha descrito a nivel molecular en condiciones de
laboratorio (Herman, 2002). Existen dos rutas de transduccién de la sefial que la controlan, las
denominadas rutas Ras/PKA y ruta TOR que se describiran en el siguiente apartado. Ambas
ejercen un control general de la proliferacién celular y responden coordinadamente a la
abundancia de nutrientes favoreciendo la divisidon celular y reprimiendo la respuesta a estrés.
Cuando los nutrientes escasean, estas rutas bloquean la proliferacién celular y permiten la
activacion de los mecanismos de respuesta a estrés.

2. RESPUESTA AL ESTRES EN LEVADURAS

En muchas circunstancias las levaduras estan sometidas a diferentes tipos de estrés. A
continuacién se describen los diferentes tipos de estrés presentes durante la fermentacion de
los azlcares para produccidén de vino, asi como en condiciones de envejecimiento en medios
de laboratorio.

2.1 Respuesta general a estrés

La supervivencia de las células depende de su capacidad para detectar y responder
adecuadamente a alteraciones en el ambiente. La levadura S. cerevisiae se adapta a estas
nuevas situaciones ambientales a través de mecanismos de respuesta a estrés que protegen a
la célula frente a los diferentes tipos de estrés y frente al posible dafio celular. Ademas, se ha
observado que las células pueden adquirir una proteccién cruzada que consiste en la
adquisicion de resistencia y tolerancia a un estrés diferente al que se ha sometido la célula. Un
ejemplo de esta proteccién cruzada son las proteinas de choque térmico, que se han
observado inducidas bajo condiciones de estrés por ayuno de nitréogeno o la induccién por
choque térmico del gen que codifica para la catalasa citosdlica CTT1 (Estruch, 2000).
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Estos mecanismos de respuesta interconectados permiten a la célula una disminucién del
gasto energético en presencia de estrés. Los genes que regulan su induccién en respuesta a
diferentes tipos de estrés, tienen en su promotor unas secuencias que se conocen como
Elementos de Respuesta a Estrés, o “Stress Response Elements”, STRE.

Las secuencias STRE permiten la induccién de una gran familia de genes en respuesta a
diferentes tipos de estrés ambiental o metabdlico, lo que se traduce en una activacion
transcripcional y esta, a su vez, en la adquisicion de tolerancia a cualquier estrés. La expresién
de muchos genes inducidos por estrés es inhibida a través la ruta PKA-AMPc, descrita en
muchos procesos celulares incluyendo la captacion de nutrientes, la regulacién de la
proliferacién celular, el almacenaje de carbono y la respuesta a estrés. La secuencia consenso
STRE tiene un nucleo con secuencia conservada AGGGG, que ha sido identificado en mas de
180 genes de respuesta a estrés, como por ejemplo, los genes de las enzimas de la biosintesis
de trehalosa (TPS1, TPS2, TPS3 y TLS1), es funcional en las dos orientaciones (CCCCT o AGGGG)
y responde a represion por la ruta PKA-AMPc. En los promotores de muchos genes de
respuesta a estrés, se han identificado también otras secuencias, como el denominado
Elemento de Choque Térmico o “Heat Shock Element”, HSE. Se ha escrito una relacidn entre
ambas secuencias de respuesta a estrés, STRE y HSE, que es dependiente de gen de manera
que, en algunos genes, ambas secuencias actlian de manera redundante mientras que, en
otros, lo hacen aditivamente.

Dos factores de transcripcién que estan relacionados con la expresion génica mediada por
los elementos STRE son Msn2p y Msn4p. Estos factores fueron identificados en respuesta a
diferentes tipos de estrés (Martinez-Pastor et al., 1996). MSN2 codifica para una proteina con
dedos de Zinc (C;H,) y se aislé como un supresor en multicopia del defecto en la utilizacién de
rafinosa de mutantes termosensibles en la protein quinasa SNF1. La sobreexpresion de MSN4
también suprime el defecto del dichos mutantes, y ambos factores de transcripcion se
consideran parcialmente redundantes. Msn2/4p reconocen y se unen a las secuencias STRE in
vivo e in vitro y son requeridos para la induccion del gen reportero STRE-LEU2-LacZ en
respuesta a estrés por choque térmico, bajo pH, acido sérbico y concentraciones altas de
etanol. Msn2/4p son activados por diferentes tipos de estrés e inducen la transcripcion de una
bateria de genes que contienen la secuencia STRE. En ausencia de estrés, Msn2/4p estan
distribuidos por el citoplasma y parcialmente excluidos del nicleo mientras que después de un
tratamiento de estrés, ambas proteinas se acumulan en el nicleo. Dos rutas estan regulando la
respuesta a estrés de estos factores. Por un lado, la activacion de la ruta PKA dirige la exclusiéon
de Msn2/4p del nicleo mientras que la localizacién nuclear se favorece cuando la ruta esta
inactivada (Gérner et al., 1997). Por otra parte, La ruta TOR, o “Target Of Rapamycin” también
ejerce regulacion sobre la localizacion subcelular de estos factores transcripcionales, de
manera que la inactivacidn de la ruta, por ejemplo por tratamiento con rapamicina, induce la
acumulacion de Msn2/4p en el nucleo. Existen otros elementos relacionados con la respuesta
a condiciones de estrés mas especificas, como son ARE/Yapl (relacionado con el estrés
oxidativo) que se comentaran a lo largo de esta Introduccidn. Estos elementos podrian conferir
proteccion frente a un estrés medio, siendo necesaria la expresion de los factores de
transcripcién Msn2/4p para responder a un estrés mas severo.
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2.1.1 Respuesta al estrés oxidativo

Todos los organismos eucariotas poseen un metabolismo dependiente del oxigeno ya
que, a lo largo de la evolucién, ésta molécula se ha seleccionado de forma mayoritaria como
aceptora final de electrones en la respiracion. La consecuencia es que todos los organismos
aerdbicos estan sometidos a la llamada paradoja del oxigeno (Davies, 1995) ya que dependen
de él para su supervivencia durante la respiracion celular pero, al mismo tiempo, su poder
oxidante da lugar a compuestos citotéxicos, denominadas especies reactivas del oxigeno
(ROS). El estrés oxidativo tiene lugar cuando la concentracién de estos oxidantes supera la
capacidad de tamponamiento redox de las células, es decir, cuando se pierde el equilibrio
entre la produccion de radicales libres y la accidon de los sistemas antioxidantes que los
contrarrestan. Las especies reactivas del oxigeno son una variedad de moléculas derivadas del
oxigeno molecular mientras que los radicales libres son especies con uno o mas electrones
desapareados (Halliwell, 2006). A pesar de que el oxigeno molecular contiene dos electrones
desapareados, no es muy reactivo ya que los dos electrones tienen el mismo espin. Cuando
uno de los electrones desapareados es excitado y cambia su espin, la especie resultante pasa a
ser un oxidante potente. Cuando el oxigeno es reducido por ganancia de un electrén se
produce el anién superdxido (0,7), relativamente estable, precursor de la mayoria de las ROS y
mediador de reacciones oxidantes. La dismutacidn del ién superéxido (espontdnea o catalizada
por las superdxido dismutasas) produce perdxido de hidrégeno (H,0,) que puede ser reducido
a H,0 por las peroxidasas.

En presencia de un metal de transicidn, la reduccidn parcial del perdxido de hidrégeno
genera el radical hidroperdxido (‘OH), uno de los oxidantes mas potentes de la naturaleza.
Cuando el hierro es el metal implicado en la reaccién, el proceso se denomina reaccion de
Fenton y transcurre como se muestra en la Figura 2.

Reaccion de Fenton

Fe2* Fe3*
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0, >0 > H,O; \ X

2
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catalasas
Fe2+ peroxidasas
e

H.O

Reaccion de Haber-Weiss

Figura 1.2. Reaccion de Haber-Weiss y reaccion de Fenton. Respuesta bioquimica al estrés oxidativo.
Figura adaptada de (Morano et al., 2012)
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La mayor fuente intracelular de ROS es la fosforilacién oxidativa a través de la cadena de
transporte electrénico en la mitocondria (Murphy, 2009). Para generar ATP, los electrones son
transportados a través de los complejos proteicos que constituyen la cadena de transporte
electrénico hasta el aceptor final, el oxigeno molecular, dando lugar a una molécula de agua.
En eucariotas superiores, los complejos respiratorios | (NADH:ubiquinona oxidorreductasa) y llI
(ubiquinol:citocromo c reductasa o complejo citocromo bcl) han sido identificadas como los
principales sitios de generacion de superdxidos de la mitocondria. Otros procesos metabdlicos
que pueden generar ROS enddégeno en levaduras, dependiendo de las condiciones de
crecimiento, son la degradacion de acidos grasos peroxisomales en la B-oxidacion (Hiltunen et
al., 2003) y la desaminacion de aminoacidos durante el crecimiento con D-aminoacidos como
fuente de carbono (Pollegioni et al., 2007).

El estudio de la respuesta a estrés oxidativo es importante ya que estd implicado en
numerosas patologias y enfermedades. Se ha descrito que una inhibicién del complejo bcl
podria estar relacionado con la enfermedad de Parkinson (Testa et al., 2005). Ademas el estrés
oxidativo estd implicado en la muerte celular y enfermedades asociadas a la edad. Tanto las
ROS como las especies reactivas del nitrogeno (RNS) pueden producir modificaciones en las
proteinas. Las RNS deriva del éxido nitrico (NO) y son capaz de promover la modificacidon de
grupos tiol por S-nitrosilaciéon (Giustarini et al., 2004). Muchos estudios de estrés oxidativo
utilizan el tratamiento con H,0, como modelo de agente oxidante pero existen numerosas
moléculas oxidantes que también desencadenan la respuesta a estrés oxidativo:

Hidroperdéxidos: El H,0, es una molécula ubicua formada como producto de la respiracién
aerdbica. Dana células promoviendo el estrés oxidativo pero también juega un papel
importante como molécula senalizadora en muchos procesos bioldgicos (Bodvard et al., 2017).
El H,0, puede ser eliminado de la célula mediante la reaccién de Fenton y Haber-Weiss (Figura
1.2), con formacién de radicales hidroxilo (OH). Distintos hidroperdxidos organicos pueden ser
usados para producir la oxidacion lipidica, como por ejemplo, el cumeno o isopropilbenceno
(Cs Hy; 0,), un hidroperdxido lipidico aromatico soluble que es usado ampliamente como
productor de ROS intracelulares (Thorpe et al., 2004).

Tertbutil hidroperdxido (CHs) ; COOH: es menos hidrofilico que el peréxido de hidrégeno'y

frecuentemente se usa como modelo de perdxidos de alquilo.

Anién superdxido: puede ser generado usando menadiona y paraquat y es la principal

ROS producida en la cadena de transporte de electrones. No es muy reactivo pero actia como
precursor de otras ROS via dismutacion del H,0,.

Compuestos tidlicos reactivos: debido a la importancia de la homeostasis redox durante

condiciones de estrés oxidativo, los compuestos reactivos tidlicos son frecuentemente usados
para inducir estrés oxidativo, como por ejemplo el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno que es un
sustrato de las glutatidén transferasas. La diamida es un oxidante especifico de grupos tiol,
capaz de atravesar membranas, que promueve la formacidn de puentes disulfuro (Kosower et
al., 1969).

Estrés por metales pesados: los metales como el cobre y el hierro tienen una profunda

influencia en la generacién de ROS (Liochev and Fridovich, 1999).
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2.1.2 Otros tipos de estrés

A continuacién, se describen otros tipos de estrés que ocurren en el proceso tanto de
fermentacién alcohdlica como en fase estacionaria. Como se ha comentado en el apartado 1
de esta Introduccidn, en el proceso fermentativo tanto el estrés por pH como por temperatura
son muy importantes. La temperatura de crecimiento éptimo de la levaduraes de 30 °Cy en la
fermentacién pueden producirse variaciones de temperatura, de manera que se produce una
disminucién de la tasa de crecimiento y puede producir paradas en la fermentacién (Salvadé et
al., 2011). Estudiar los mecanismos por los cuales la levadura responde a la temperatura y su
conexién con otros tipos de estrés (como el oxidativo) es importante para entender qué ocurre
durante el proceso fermentativo.

Estrés por choque térmico: Cuando las células cambian a temperaturas mas altas, se

induce la sintesis de una familia de proteinas llamadas Proteinas de Choque Térmico, o Heat
Shock Proteins, HSPs. Muchas de estas proteinas se expresan a temperaturas de crecimiento
normal y juegan un papel esencial en el plegamiento y ensamblaje de proteinas. En la Figura
1.3 se muestra un resumen de la respuesta por choque térmico en la levadura S. cerevisiae. En
S. cerevisiae hay al menos 56 HSPs diferentes y dos elementos de secuencia diferentes que
regulan los genes de estas proteinas: el elemento STRE y el también mencionado Elemento de
Choque Térmico, HSE. Los HSEs son secuencias de unién para el Factor de Choque Térmico, o
Heat Shock Factor, HSF, y estdn compuestos por al menos 3 copias de una secuencia repetida
NGAAnN. En S. cerevisiae el HSF esta codificado por una Unica copia del gen esencial HSF1. El
dominio del extremo amino terminal media la respuesta a altas temperaturas mientras que el
dominio del extremo carboxilo terminal (CTA) es requerido para regular respuesta frente a
altas temperaturas y frente al estrés oxidativo, por ejemplo, el extremo CTA es requerido para
la expresidn del gen CUP1 que codifica la metalotioneina 1 responsable de la respuesta a
estrés oxidativo y térmico. Se ha demostrado la necesidad de algunas HSPs en ausencia de
estrés lo que explica que HSFI sea un gen esencial incluso en condiciones dptimas de
crecimiento. Se ha observado que las HSPs (HSP104) producen termotolerancia y que uno de
los mecanismos de termotolerancia es a través de la acumulacién de trehalosa (Elliott et al.,
1996). Ademas, se han descrito que algunas HSPs también tienen funcién como chaperonas
(Morimoto, 2008; Verghese et al., 2012), tanto bajo condiciones normales de crecimiento
como durante la respuesta a choque térmico.

Existen numerosas indicaciones de que la respuesta a choque térmico esta relacionada
también con otros tipos de estrés, como el oxidativo. La ausencia de las catalasas o las
superoxidos dismutasas producen una hipersensibilidad al choque térmico (Davidson et al.,
1996) y los niveles de glutation reducido disminuyen durante el choque térmico en
condiciones de aerobiosis pero no de anaerobiosis (Sugiyama et al., 2000) sugiriendo que el
estrés por choque térmico induce un estrés oxidativo desencadenando la induccién de algunos
genes antioxidantes, como los de la biosintesis del glutation (GSH1 y GSH2) bajo condiciones
aerdbicas.
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Otro ejemplo de esta relacion es el requerimiento de la superdxido dismutasa
mitocondrial (Sod2p) para la tolerancia al estrés oxidativo inducido por choque térmico. Se ha
demostrado que la coordinacién de estas dos rutas de respuesta (respuesta a estrés oxidativo
y térmico) son necesarias para hacer frente al compuesto celastrol que es un compuesto
aislado de plantas usado por sus capacidades antiinflamatorias y anti-neurodegenerativas a
través de la activacién de Hsflp. En S. cerevisiae se ha observado que este compuesto activa
Hsflp asi como la respuesta a estrés oxidativo demostrando un papel antioxidante (Trott et al.,
2008). Otros ejemplos de la conexion de la respuesta al estrés por choque térmico y por estrés
oxidativo se demuestra en diversos articulos en lo que se ha estudiado la expresién de HSF1
bajo condiciones de estrés oxidativo por H,0, (Ahn and Thiele, 2003; Lee et al., 2000; Liu and
Thiele, 1996).

Membrana plasmatica
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Msn2/4 Hsfl respue’sta.aeslres Genes de sintesis de trehalosa
termico
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| Proteasoma, metabolismo...

» TERMOTOLERANCIA

Membrana nuclear

Figura 1.3. Ruta de respuesta a estrés por choque térmico. Adaptado de (Verghese et al., 2012).

Durante la produccidon de levaduras o propagacion de la biomasa, las células estan
sometidas a numeros cambios metabdlicos y situaciones de estrés como ya se ha ido
describiendo. Al inocular las células en la melaza se produce un estrés hiperosmético debido a
la alta concentracion de azlcares y posteriormente, durante el crecimiento en melaza, la
presencia de oxigeno y los cambios metabdlicos determinan la aparicion de un importante
estrés oxidativo ( Pérez-Torrado et al., 2005; Gomez-Pastor et al., 2012a).
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En el momento de finalizacién de la produccion de biomasa en el que se elimina la
agitacién, la aireacién y los nutrientes, hay un aumento del estrés por ayuno de nutrientes y
las células entran en una fase estacionaria de no divisidon. Le sigue, el proceso de
deshidratacion de la biomasa para producir levadura seca activa (LSA) y, como se ha
comentado anteriormente, las condiciones clave son la temperatura y la velocidad de secado,
gue es un punto critico para su estabilidad tecnoldgica. El déficit de agua aumenta la
formacién de especies reactivas del oxigeno que contribuyen al dafio celular actuando sobre
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. En la fermentaciéon en mosto de uva, las células sufren un
choque osmdtico al inicio ya que el mosto de uva contiene unos 200g/L de monosacaridos.
Con estos antecedentes es importante el estudio de la respuesta de las levaduras al estrés
osmotico.

Estrés osmético: La ruta que regula la respuesta al estrés osmatico es la ruta denominada
HOG, por “High Osmolarity Glycerol Response” El control del contenido de agua es esencial
para todos los tipos de células, de manera que cuando las células estan expuestas a un choque
hiperosmatico que provoca la pérdida de agua citoplasmatica se activan diversos mecanismos
para contrarrestar la deshidratacion y proteger las estructuras celulares. La ruta HOG1 estd
implicada en la transduccion de la sefal generada por un incremento en la osmolaridad (Toone
et al., 1998). Tal como se muestra en la Figura 1.4, la ruta HOG estd constituida por un mddulo
MAPK que consiste en una cascada de quinasas que cuando son activadas, culminan en la
fosforilacién y activacion de la protein quinasa Hoglp. En esta cascada la treonina-serina
MAPKK que fosforila a Hoglp es Pbs2p. El sensor de osmolaridad externo de la membrana es
la protein quinasa SInlp, que conecta la membrana con el médulo MAPK usando un sistema de
dos componentes (Ssk1p+Ypdlp) similar al de dos componentes en bacterias. Hay un segundo
sensor de membrana, Sholp, que transmite una sefial a Pbs2p a través de la MAPKKK Ssk2p
(Toone et al., 1998). La fosforilacion de Hoglp por Pbs2p induce la acumulacién en el nucleo
de Hoglp (Ferrigno et al., 1998). Esta acumulacidn es transitoria y coincide con la induccion
osmotica de una variedad de genes, por lo que Hoglp activa la expresién génica bajo
condiciones de estrés osmatico. Se ha observado la implicacion de los factores de transcripcion
Msn2/4p en la expresion de genes en respuesta a estrés osmatico a través de secuencias STRE
presentes en sus promotores. Los genes inducidos por estrés osmético se puede clasificar en
varias categorias en funciéon del proceso bioquimico que regulan (Posas et al., 2000). El
metabolismo de carbohidratos estd muy representado, incluyendo enzimas que son requeridas
para la sintesis de glicerol y transportadores de azlcares asi como genes que codifican enzimas
para la produccion de trehalosa y glucégeno. HOG controla la induccidn por estrés osmdtico de
los genes que codifican para las enzimas de produccién del glicerol, GPD1 y GPD2. La
acumulacidn de glicerol en respuesta a cambios hiperosméticos incluye tanto la regulacion de
su produccion como su eflujo. El glicerol es un producto de la reduccién de dihidroxiacetona
fosfato a glicerol-3- fosfato que finalmente es desfosforilado a glicerol. La primera reaccion es
catalizada por las glicerol-3-fosfato deshidrogenasas dependientes de NAD®, codificadas por
GPD1 y GPD2, y la segunda por las glicerol-3-fosfato fosfatasas, codificadas por GPP1 y GPP2.
GPD1 resulta inducido en condiciones de estrés osmético mientras que GPD2 incrementa su
expresion en ausencia de oxigeno (Ansell et al., 1997). Respecto de las fosfatasas, solo GPP2 es
inducido bajo estrés osmatico.
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Ademas de la biosintesis, también la exportacion de glicerol a través de la membrana
plasmatica, mediante la proteina Fpslp, participa en el control de la acumulacién de glicerol en
la célula, fundamental en condiciones de choque hiperosmotico.

Membrana nuclear

/ @ OSMOTOLERANCIA
Factores de transcripcién @ T
@ @ _l_ Genes del metabolismo del glicerol (GPD1/2,GPP1/2)
Genes de biosintesis de osmolitos

l Genes de HSP

Genesde Genes de antioxidantes
respuesta a estrés
osmético

PAEAN

Figura 1.4. Ruta de respuesta a estrés por choque osmaético. Adaptado de (Verghese et al.,
2012)

Estrés por etanol: En la fermentacién vinica, el estrés mas caracteristico de las etapas
finales es el causado por la elevada concentracidn de etanol (11-14%). El etanol es altamente
téxico y afecta al metabolismo y crecimiento de las levaduras, asi como otros compuestos

producidos durante la fermentacion de los azucares, como son el acido acético y el
acetaldehido. La acumulaciéon de acetaldehido y acido acético por encima de ciertos limites no
es deseable durante la fermentacion vinica, mientras que la cantidad de etanol es uno de los
pardmetros fundamentales que definen el éxito de una fermentacién (Ribéreau-Gayon et al.,
2005). El equilibrio entre estos tres compuestos y las enzimas que lo producen es de especial
importancia en enologia.

En la Figura 1.5 se resume los mecanismos de respuesta al etanol. La toxicidad del etanol
incluye la inhibicion de la captacién de la glucosa y de aminodacidos, la reduccion de la actividad
de las enzimas glicoliticas y la disrupcion de la integridad de la membrana. El etanol se
intercala en el interior hidrofébico de la bicapa lipidica resultando en una pérdida de la
integridad de la membrana y un incremento de la permeabilidad (Charoenbhakdi et al., 2016;
Ribéreau-Gayon et al., 2005).
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Esto hace que aumente el influjo pasivo de iones, particularmente de protones a través de
la membrana produciendo una acidificacion citosdlica.

La ATPasa vacuolar y la de la membrana plasmatica tienen un papel muy importante, ya
gue son las encargadas de la regulacion del flujo de protones tanto en el citosol como en la
vacuola.

H+
H+
Membrana plasmética
oleico
palmitoleico
H+
H+
H* H* Olel

Permeabilizacién de la membrana

Acidificacion del citosol
Desnaturalizacion de proteinas

Generacion de ROS

+
H Amino acidos, prolina
Vacuola

Membrana nuclear

genes HSP
Genes de 3 Antioxidantes
respuesta a estrés .
por etanol Genes del metabolismo de la trehalosa

Figura I.5. Mecanismos de respuesta a estrés por etanol. Adaptado de (Verghese et al., 2012)

Bajo estrés por etanol se produce un aumento de la expresidn de genes codificantes de la
ATPasa vacuolar y de las bombas de protones de la membrana plasmatica (PMA1y PMA2), que
son requeridas para la tolerancia al etanol (Fernandes et al., 2003). En respuesta al efecto que
produce el etanol en la membrana, se induce la expresién de genes relacionados con la sintesis
de 4cidos grasos insaturados (UFAs) y ergosterol para incrementar la integridad de la
membrana y modificar o contrarrestar la fluidez. Entre los UFAs, los principales son el acido
oleico y el acido palmitoleico que ve incrementada su sintesis a través de la desaturasa Olelp
en presencia de etanol (Heird and Lapillonne, 2005).

El etanol, también afecta a la estructura de las proteinas pudiendo desnaturalizarlas, por
ello, se activa la expresidon de genes de proteinas de choque térmico, HSP, asi como genes de
biosintesis de la trehalosa (Alexandre et al., 2001). Otros estudios han demostrado que la
acumulacidn de prolina confiere tolerancia al estrés por etanol, y se ha demostrado el papel de
la prolina en la estabilizacidn de proteinas y membranas, inhibiendo la agregacién de proteinas
durante el plegamiento.
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2.2 Defensa antioxidante en S. cerevisiae

Hay una cierta controversia en la clasificacion de los diferentes sistemas antioxidantes
celulares, ya que éstos engloban numerosas moléculas y proteinas que participan en la
proteccion mediante muy diversos mecanismos. Clasificar los sistemas antioxidantes en
aquellos implicados en la detoxificacién celular de las ROS y aquellos que previenen y/o
reparan los dafios celulares ocasionados por las ROS (Draculic et al., 2000; Herrero et al., 2008)
permite ofrecer una visidn general de la interconexién entre diferentes moléculas
antioxidantes de bajo peso molecular, proteinas de proteccién celular y enzimas antioxidantes.
En la Figura 1.6 se muestra un cuadro resumen con los sistemas de detoxificacidon y los de
proteccion en S. cerevisiae.

Glutamato
Cisteina
Glutation " Glicina

/ \ ATP

/ xidos d m Glutation \
Superéxidos dismutasas io
¥ ity Glutarredoxinas reductasa

Sod1, Sod2 peroxidasas

Grx1, Grx2, Grx3, Glrl
Vitamina E pré’ )((Espxz, Grx4, Grx5, Grx6,
P Grx7, Grx8

Metionina sulfoxido
reductasa
Mxrl, Mxr2

Glutation tfansferasas
Gtt2, Gtt2, Gtdl, Gto2, Gto3

<::> Control
REDOX Trehalosa

Cttl, Ctal Peroxidasas <«———— Tiorredoxinas <— Tiorredoxinas
Tsal, Tsa2, Ahpl, Trx1, Trx2, Trx3 reductasas

Prx1, Dot5 Trrd, Trr2
\ DETOXIFICACION /\ PROTECCION /

Acido ascérbico

Catalasas

Figura 1.6. Respuesta al estrés oxidativo. Sistemas de detoxificaciéon y de proteccion en S. cerevisiae.
Adaptado de (Herrero et al., 2008).

2.2.1 Sistemas de detoxificacion celular de las ROS

Entre estos sistemas de detoxificacion celular de las especies reactivas del oxigeno
destacan enzimas y moléculas protectoras. La molécula mas abundante y con mayor relevancia
para la detoxificacién no enzimatica de ROS es el glutation (Penninckx, 2002), aunque hay
otras moléculas que también participan de manera minoritaria como la trehalosa y el acido
ascérbico.
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Glutation:

El tripéptido L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, o glutatidn, es el tiol celular mds abundante
(con concentraciones en el rango nM) y tiene funciones directas e indirectas en muchos
fendmenos biolégicos importantes, como son la sintesis de proteinas, la sintesis de DNA, la
modulacién de la actividad enzimatica, la proteccion celular, el metabolismo de carcinégenos,
de xenobidticos y de ROS (Schafer and Buettner, 2001). El glutation es un metabolito esencial
en levaduras, requerido como reductor incluso en condiciones Optimas de crecimiento
(Schafer and Buettner, 2001). El estrés oxidativo convierte el glutatiéon reducido (GSH) en su
forma oxidada (GSSG). Sin embargo, la forma mayoritaria en las células es la reducida gracias a
la accidn constitutiva de la glutatién reductasa, Glrlp. GLR1 codifica para una oxidorreductasa
dependiente de NADPH que convierte el GSSG a GSH usando el poder reductor en forma de
NADPH generado en la ruta de las pentosas fosfato.

EL glutation es sintetizado mediante dos pasos dependientes de ATP. La y-glutamilcisteina
sintetasa (Gsh1lp) cataliza el primer paso, donde se forma el dipéptido y-Glu-Cis a partir de
glutamato y cisteina (Meister and Anderson, 1983). El segundo paso es catalizado por la
glutatidn sintetasa (Gsh2p), que une la glicina al dipéptido y-Glu-Cis, dando lugar al tripéptido
glutatidon (Grant et al., 1997). La biosintesis del glutatién esta estrechamente controlada a
través de dos mecanismos de regulacidn de la enzima Gshlp, feedback negativo mediado por
el glutation (Meister and Anderson, 1983) y expresién del gen GSH1 controlada por los
factores transcripcionales que también regulan la biosintesis de aminoacidos con grupos
sulfuro (Wheeler et al., 2003). El glutation es importante durante condiciones de estrés como
cofactor de las enzimas de defensa a estrés, entre las que se incluyen las glutation transferasas
(GSTs) vy las glutation peroxidasas (GPXs). El mutante en el gen GSH1 tiene un defecto en la
conjugacion de xenobidticos, en la sintesis de DNA y de proteinas demostrando asi, la
importancia del glutatién en la célula.

La eliminacién del glutatién causa una parada en la fase G1 del ciclo celular y su funcidn
esta relacionada con la regulacidn de la ribonucleétido reductasa, que podria explicar el
defecto en el mutante de las tiorredoxinas citosélicas (ver mas adelante) en la fase S del ciclo
celular (Xiong et al., 2011). También se ha demostrado el papel del glutation en el transporte
electrénico mitocondrial, en procesos de ubiquitina/proteasoma, en regulacidn
transcripcional, en transporte idnico asi como en el mantenimiento de la integridad celular
(Perrone et al., 2005).

Uno de los papeles mas importantes que realiza el glutation en la célula es la proteccidn
de las proteinas frente a estrés oxidativo. Bajo condiciones de estrés oxidativo, los tioles de las
cisteinas son las dianas mas susceptibles de oxidacién y pueden sufrir varias alteraciones
redox, reversibles y/o irreversibles, en respuesta a este estrés. Todas las modificaciones en los
tioles de las proteinas pueden producir cambios en su actividad. Actualmente, tiene especial
interés la oxidacién de los grupos sulfidrilo de las cisteinas ya que éstas estan presentes en el
sitio activo de muchas proteinas de funciones diversas (trafico, sefializacién celular, rutas
metabdlicas, expresion génica, etc.) (Biswas et al., 2006; Jacob et al., 2006). En las alteraciones
de los grupos tiol de las cisteinas de las proteinas estan implicados el GSH y los sistemas
tiorredoxina y glutarredoxina.
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La exposicidn de las cisteinas en la superficie de la proteina es una funcidn necesaria para
prevenir cambios redox. Normalmente estas cisteinas se encuentran reducidas y sirven como
sensores redox celulares. Los cambios en el estado redox celular asi como incremento de las
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno pueden inducir la formacidn de puentes
disulfuro mixtos entre el grupo sulfidrilo de la proteina y el glutatién, en un proceso reversible
gue se denomina S-glutationilacién. Este mecanismo postraduccional no sélo ocurre en
presencia de estrés oxidativo o reductivo, existiendo un nivel basal y regulado de
glutationilacién. El anidn tiolato de los residuos de cisteina susceptibles a modificaciones redox
puede ser reversiblemente oxidado a acido sulfénico, o irreversiblemente oxidado a sulfinico o
sulfénico lo cual produce la inactivacién de la proteina. Se ha observado que la sulfirredoxina
codificada por el gen SRX1 es capaz de reducir el 4cido sulfinico en las peroxirredoxinas
(Biteau et al., 2003). Debido a que las cisteinas libres y el GSH son las moléculas tiélicas de bajo
peso molecular mas abundantes en la célula, las modificaciones S-glutationilacién y S-
cistenilacion son muy importantes para la regulacién redox celular.

La S-glutationilacién de las proteinas puede surgir por diferentes razones:

- Interaccidn directa entre los sulfidrilos de las proteinas parcialmente oxidadas

- Reaccidn de intercambio tiol/disulfuro entre los tioles de las proteinas y el GSH.

- Reaccidén entre tioles de las proteinas e intermediarios S-nitrositiol y S-nitrosoglutation

(GSNO)

- Directamente entre un residuo libre de cisteina y el glutatién.

A pesar de que el enlace entre el glutation y la proteina es reversible bajo condiciones
reductoras, en condiciones oxidativas la S-glutationilacién se puede mantener indefinidamente
(Beer et al., 2004; Gilbert, 1995). En muchas situaciones la S-glutationilacion es transitoria por
lo que hay dos tipos de glutationilacién, transitoria y aquella glutationalizacién permanente.

La glutationilacién es una modificacidon postraduccional reversible. El pequefio porcentaje
del total celular de glutation (GSH+GSSG+GSSP) que esta presente de forma constitutiva como
PSSG en condiciones basales, puede incrementar entre el 20 y el 50% en condiciones de estrés,
lo que se correlaciona con la disminucién de los niveles de glutation libre en la célula (Gilbert,
1995). Ademas, la S-glutationilacion sirve como almacenaje del GSH dentro de la célula ya que,
una vez el GSH se ha oxidado (GSSG) es rapidamente extruido de la célula (Reynolds, 1979). Sin
embargo, el papel fundamental de la S-glutationilacion es la proteccion de las proteinas de la
modificacion irreversible por oxidacidén. Bajo condiciones de estrés oxidativo un grupo tiol de
una cisteina de una proteina es glutationilado, impidiendo la unidn del oxigeno a este radical y
por tanto, impidiendo la oxidacidn irreversible y la inactivacién de la proteina. La S-
glutationilacién puede regular la respuesta antioxidante ya que tanto la superdxido dismutasa
1 (Sod1p), como tiorredoxinas, glutarredoxinas y Prx1p son susceptibles a S-glutationilacién en
eucariotas superiores (Manevich et al., 2004; Starke et al., 2003; Tao and English, 2004) asi
como el control de muchas proteinas implicadas en el metabolismo como con proteinas de
enfermedades relacionadas con la edad (Brasil et al., 2013; Mannarino, 2011; Martins and
English, 2014; McDonagh et al., 2005, 2011a, 2013).
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La reversibilidad de la S-glutationilacién es un requisito para la sefializacidn celular. La
deglutationilacion consiste en la eliminacién del glutatidn del residuo tidlico de la cisteina. Esta
eliminacion, tras el estrés oxidativo, permite que se recupere la actividad de la proteina y no se
vea afectada por una oxidacidn irrevesible. Se han descrito una serie de proteinas y factores
implicados tanto en glutationilacion como en desglutationilacién que se recogen en la figura
I.7 (Dalle-Donne et al., 2007; Greetham et al., 2010; Mieyal and Chock, 2012), destacando la
importacia de tiorredoxinas y glutarredoxinas como las principales enzimas implicadas en
desglutationilacidn.

Deglutationilacién

* GSH/GSSG ratio hacia GSSG )
* Intercambio tiol disulfuro con GSH/GSSG_ ha_Cla G_SH
GSSG/PSSG * Intercambio tiol disulfuro por GSH
S—H :
+ Interaccién directa entre el tiol G_Iutarred.oxmas
de la proteinay el GSH TIOl'_rEdelr!as
*  S-nitrosiltioles (GSNO) * Sulfirredoxinas
* Glutarredoxinas
|
CH,
|
S—s6

Figura 1.7. Sistema de glutationilacion de proteinas en S. cerevisiae. Enzimas y moléculas implicadas.
Adaptado de (Dalle-Donne et al., 2007).

Superoxido dismutasas (SOD):

Las superdxido dismutasas son enzimas que convierten el anién superdxido en perdxido
de hidrégeno que puede ser, a su vez, reducido a H,O por las catalasas o peroxidasas. Son
actividades antioxidantes ubicuas que se clasifican en funcién de su requerimiento iones
metalicos. Hay dos tipos de SODs: la Cu-Zn -SOD, o Sod1p, que es citoplasmatica y la Mn-SOD,
o Sod2p, que es mitocondrial; ademas de la diferente localizacidon subcelular y el diferente
requerimiento de cofactores, tienen diferentes papeles durante condiciones de estrés
oxidativo (Culotta et al., 2006).

La maduracién de Sodlp y su compartimentacién requiere la accidon de la chaperona
Ccslp. Ademas se requiere un enlace disulfuro entre dos cisteinas de Sod1p (C57 y C176) para
evitar la agregacion de la proteina y, por tanto, la pérdida de actividad. Se ha descrito que la
agregacion y pérdida de actividad del homdlogo de Sod1p en humanos podria ser la causa del
dafio en las neuronas de personas con esclerosis lateral amiotrofica (ALS) (Higgins et al., 2003;
Roberts et al., 2007). Sod2p es particularmente requerida durante la fase estacionaria, lo que
se podria relacionar con la generacién de radicales superdxido a partir de la respiracion
mitocondrial (Longo et al., 1996).
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Catalasas:

S. cerevisiae tiene dos catalasas, Ctalp localizada en los peroxisomas y Cttlp que es
citosdlica. Ambas actividades enzimaticas reducen peréxido de hidrégeno. Ctalp estd
relacionada con la detoxificacién del peréxido de hidrogeno generado por la B-oxidacién de los
acidos grasos en los peroxisomas (Hiltunen et al., 2003). A pesar de que la expresion de CTA1
estd inducida en células de levadura crecidas con acidos grasos como Unica fuente de carbono
(Filipits et al., 1993), un mutante en CTA1 puede crecer en estas condiciones por lo que la
actividad catalasa peroxisomal es dispensable. La expresién de CTT1 estd inducida por varias
condiciones de estrés, incluyendo choque térmico, osmdtico, ayuno y peréxido de hidrégeno
(Martinez-Pastor et al., 1996).

Peroxidasas:

Las peroxidasas reducen perodxidos inorgdnicos y orgdnicos en los correspondientes
alcoholes usando la cisteina de su sitio activo. La actividad peroxidasa requiere un donador de
electrones, lo que permite clasificarlas en dos clases, las glutation peroxidasas (GPXs), que
utilizan el glutation como reductor, y las tiorredoxina peroxidasas, también Ilamadas
peroxirredoxinas, que utilizan a las tiorredoxinas como reductoras. Existen dos tipos de GPXs
(Wheeler et al.,, 2003), las c
hidroperdxidos inorganicos/organicos y por otro lado, las que reducen hidroperdxido

asicas GPXs son multiméricas, solubles y actian como

fosfolipidos (PHGPXs) que normalmente son monomeéricas y asociadas a membrana,
permitiendo su mantenimiento en condiciones de estrés oxidativo (Sies, 1986).

A lo largo de la tesis tienen especial importancia las peroxirredoxinas que reducen
peréxidos y peroxinitrilos utilizando a las tiorredoxinas como donadores de electrones y tienen
multiples papeles en la proteccion frente a estrés, actuando como antioxidantes, chaperonas
moleculares y en la regulacidn de la transduccién de la sefial (Wood et al., 2003). Se dividen en
dos clases, 1-cys y 2-cys en base al numero de residuos de cisteina que estén directamente
implicados en la catalisis. Durante la catalisis, el residuo cisteinico peroxiddtico de una
subunidad es oxidado a acido sulfénico (-OH), se une a la cisteina resolutiva de otra subunidad
para formar un enlace disulfuro que es reducido por tiorredoxinas. En levaduras se han escrito
tres peroxirredoxinas citoplasmaticas de tipo2-cys: Tsalp, Tsa2p y Ahplp (revision de Herrero
et al., 2008), con similar actividad pero implicadas en distintas funciones. También se conoce
una peroxirredoxina nuclear, Dot5p, que también es de tipo 2-cys y, finalmente una
mitocondrial, Prx1p, que es la GUnica monotidlica (1-cys).

Tsalp es la peroxirredoxina mas abundante y con una mayor actividad, ademas actua
como chaperona que promueve la resistencia a estrés (Jang et al., 2004; Weids and Grant,
2014). Tiene una alta homologia con Tsa2p, que posee actividades peroxidasa y chaperona
similares, pero se expresa muchisimo menos (Jang et al., 2004). Ambas tienen actividad
peroxinitrito reductasa, lo que se relaciona con su papel en la defensa frente a estrés
nitrosativo. Durante un crecimiento normal, Tsalp esta presente como una mezcla de formas
oligoméricas y pequeiias que poseen dos actividades, peroxidasa y chaperona.
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En respuesta a estrés por perdxidos, cambia de esa forma a otra de mayor peso
molecular, denominada superchaperona. La funcién peroxidasa predomina en la forma de
Tsalp de bajo peso molecular mientras que la forma de mayor peso molecular, chaperona,
predomina cuando hay un estrés oxidativo constante. Se ha observado, que Tsalp puede
suprimir, in vitro, la agregacién de proteinas mal plegadas, uniéndose a ellas. Los niveles de
agregacion se incrementan en respuesta al estrés oxidativo por H,0, y reductor por DTT. Esta
agregacion de los ribosomas se correlaciona con una inhibiciéon de la traduccién, sugiriendo
gue mediante esta inhibicién Tsalp produce proteccion celular y siendo, por tanto, la primera
peroxirredoxina implicada en la maquinaria traduccional (Trotter et al., 2008). El estado redox
de Tsalp es mantenido por el sistema tioredoxina (TRX) citoplasmatico (Trx1p, Trx2p y Trrlp),
sistema que es requerido para el cambio de la forma de bajo peso molecular, con funcidn
principalmente peroxidasa, a la forma de alto peso molecular, con funcién predominante de
chaperona, como se representa en la Figura 1.8.

ROOH ®
D -

ROH + H,0

® —
’

Complejos de
alto peso
molecular

CHAPERONA

ROS enddgeno Proteinas dafiadas
ANTIOXIDANTE 2 — CHAPERONA
Estrés oxidativo

Figura 1.8 Papel de la peroxirredoxina reductasa Tsalp en la proteccidn frente al estrés oxidativo.
Adaptado de (Trotter et al., 2008)
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Como ya se ha comentado, las peroxirredoxinas 2-cys, tienen dos cisteinas necesarias
para su ciclo catalitico. Emplean el atomo de azufre (S) de una cisteina conservada
evolutivamente, llamada cisteina peroxidatica (CysP) para la ruptura de la unién peroxilo con la
consiguiente formacién de un grupo sulfénico:

-CysP-SH+ H,0, == -CysP-SOH + H,0

La cisteina resolutiva, CysR, permite resolver el estado de la peroxirredoxina conservando la
cisteina activa con su funcién catalitica. Para ello forma transitoriamente sulfonato en el
centro activo y finalmente un puente disulfuro entre las dos cisteinas liberando H,0:

-Cys-SOH-HS-CysR = -CysP-S-S-CysR + H,0

En Tsalp, la cisteina peroxidatica ocupa la posicidn 48 en la secuencia aminoacidica (C48)
y la resolutiva, la posicion 171, C171. Se ha descrito el papel de ambas cisteinas en la
regulaciéon de la agregacion y proteccién de proteinas ribosomales. Recientemente, se ha
observado el papel de Tsalp en la respuesta a estrés y su conexion con la restriccidn caldrica,
la ruta PKA y la protein quinasa Gen2p en la longevidad replicativa (Molin et al., 2011; Nystrém
et al. 2012, Andersson et al., 2013; Molin and Demir, 2014).

Dot5p es la peroxirredoxina 2-cys nuclear en levaduras, mas activa frente los
hidroperdxidos de alquilo (Doi et al., 2003). Se ha observado que, mas que actuar como
antioxidante, funciona regulando el silenciamiento telomérico (Izawa et al., 2004).

La dltima de esta familia de peroxidasas de levadura es Prxlp, de localizacién
mitocondrial, y la Unica de tipo 1-cys (Pedrajas et al., 2000), pues posee un residuo de Cys con
actividad peroxidativa pero no el que aporta en las otras peroxirredoxinas la actividad
resolutiva. La cisteina peroxidatica de Prx1p es oxidada a acido sulfénico por hidroperdxidos
(Greetham and Grant, 2009). El glutatién es capaz de unirse eficientemente al acido sulfénico
dando lugar a una Prx1p glutationilada, protegida asi de la oxidacion irreversible. Al no poseer
cisteina resolutiva, Prxlp,se regenera a través de la actuacion de la tiorredoxina reductasa
mitocondrial, Trr2p, o alternativamente de la glutarredoxina Grx2p (Pedrajas et al., 2010),
indicando que existe un solapamiento entre ambos sistemas de reparacién antioxidante de
proteinas.

2.2.2 Componentes de proteccién y/o reparacién

Como ya se ha comentado, los residuos de aminoacidos azufrados son las principales
dianas de modificacidon por oxidacidén en las proteinas, dafio para el que se han descrito dos
mecanismos enzimaticos distintos que permiten su reparacion: los sistemas tiorredoxina y
glutarredoxina (Holmgren, 1989), que actlan en compartimentos subcelulares diferentes
(Figura 1.9).
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Figura 1.9 Localizaciéon celular del sistema tiorredoxina y glutarredoxina en S. cerevisiae. Adaptado de
(Herrero et al., 2008)

2.2.2.1 Sistema tiorredoxina

Las tiorredoxinas son pequefias oxidorreductasas que contienen, en su sitio activo, dos
residuos de cisteina conservados implicados en la reduccidn de grupos tiol. El sistema
tiorredoxina (TRX) citoplasmatico se compone de dos tiorredoxinas, Trxlp y Trx2p, y una
tiorredoxina reductasa, Trrlp (Gan, 1991). Una cepa de levadura mutante en ambas
tiorredoxinas es auxdtrofa para aminodcidos azufrados ya que las tiorredoxinas
citoplasmaticas son las donadoras (a través de Trrlp) del hidréogeno a la enzima PAPS
reductasa que convierte 3'-fosfoadenosina-5"-fosfosulfato (PAPS) en sulfito. Estudios recientes
han demostrado que esta auxotrofia para la metionina es dependiente de metabolismo
aerdébico (Draculic et al., 2000). La delecién de estas dos tiorredoxinas también afecta al ciclo
celular provocando una fase S mas prolongada (Muller, 1991) debido a que las tiorredoxinas
también son las encargadas de reducir a la ribonucledtido reductasa (RNR) durante dicha fase
del ciclo (Koc and Merrill, 2007).

La mayor parte de la funcidn antioxidante de las tiorredoxinas es mediada por las
peroxirredoxinas, regulando el ciclo de oxidacion/reduccién gracias al poder reductor de Trrip.
El sistema tiorredoxina citosdlico también es importante para la defensa frente a
hidroperéxidos afadidos externamente, aunque se ha visto que Trx2p tiene un papel mas
importante que Trx1p en esta funcidn, lo que indica que no hay un solapamiento total de las
funciones de ambas tiorredoxinas. El papel del sistema tiorredoxina frente a condiciones
reductivas opera a través de la actividad chaperona de Tsalp, sugiriendo que podria prevenir

la agregacion de proteinas ribosomales mal plegadas producidas en condiciones de estrés
reductivo (Rand and Grant, 2006a).
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La tiorredoxina reductasa Trrlp es una flavoproteina que reduce el NADPH a NADP’,
donando el H* a las tiorredoxinas para reducirlas y que vuelvan a recuperar su actividad. Se ha
observado diferencias entre el doble mutante de las tiorredoxinas citosélicas comparado con
el mutante de la tiorredoxina reductasa 1 en respuesta a diferentes situaciones que se iran
discutiendo a lo largo de esta tesis, concluyendo que la tiorredoxina reductasa 1 podria tener
otras funciones o sustratos hasta ahora desconocidos. Las levaduras también poseen un
sistema tiorredoxina (TRX) mitocondrial, constituido por una tiorredoxina, Trx3p, y una
tiorredoxina reductasa, Trr2p (Pedrajas et al., 1999). El sistema TRX mitocondrial esta
implicado en la proteccion frente al estrés oxidativo generado durante el metabolismo
respiratorio y no frente a agentes oxidantes exégenos. Ademas, se ha demostrado que la Trr2p
tiene funciones independientes de Trx3p (Pedrajas et al., 2000; Trotter and Grant, 2005).

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la importancia del sistema
tiorredoxina citoplasmatico en la proteccién y respuesta frente el estrés oxidativo durante
procesos industriales como la propagacién de biomasa y la fermentacidn vinica, al mostrar que
el dafio oxidativo por carbonilacién sobre la proteina de la via fermentativa Adhlp esta
implicado en la pérdida de capacidad fermentativa de la levadura en condiciones industriales y
que este dafio es paliado por la sobreexpresién de TRX2 (Gémez-Pastor et al., 2012a, 2012b).

2.2.2.2 Sistema glutarredoxina

Las glutarredoxinas son proteinas pequefias que actuan como tiol oxidorreductasas
responsables de la reduccién de enlaces disulfuro de proteinas o entre proteina y glutation.
Esta reacciéon también implica los residuos de cisteina del sitio activo del enzima, con TRX o
GSH como donadores de hidrégeno (Fernandes et al., 2003; Holmgren, 1989; Toledano et al.,
2007). Las glutarredoxinas celulares cldsicas contienen un ditiol conservado en el sitio activo
(Cys-Pro-Tyr-Cys) y forma parte del sistema glutarredoxina, en el cual la glutation reductasa
transfiere electrones desde el NADPH a las glutarredoxinas via glutatién. La accién de estas
enzimas se ha descrito como implicada en diferentes funciones celulares: plegamiento de
proteinas y regulacion, reduccion de hidroxiascorbato, proteccidn frente a ROS y metabolismo
del azufre.

Las levaduras tienen dos glutarredoxina ditidlicas Grx1p y Grx2p (Luikenhuis et al., 1998)
presentes en el citoplasma, aunque una parte de Grx2p se encuentra en la mitocondria (Porras
et al., 2006). Grx1lp confiere proteccidn frente a anion superédxido y frente a hidroperdxido
mientras que Grx2p esta especializado en la proteccion frente a hidroperéxidos de manera que
sus funciones son sélo parcialmente solapantes y se han descrito distintos papeles tanto en
condiciones normales de crecimiento como en condiciones de estrés (Grant et al., 2000). Sus
genes codificantes, GRX1 y GRX2, estan regulados en respuesta al estrés oxidativo a través de
elementos STRE, aunque la induccién del segundo es mucho mas rapida que la del primero.
Grxlp y Grx2p activan in vitro a las glutatiéon transferasas, que conjugan el glutatién a
compuestos electrofilicos endégenos y exdgenos, incluyendo xenobidticos, drogas, metales
pesados y productos del estrés oxidativo, resultando en una excrecion y detoxificacion de las
moléculas conjugadas (Hayes et al., 2005).
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S. cerevisiae tiene dos glutatidn transferasas estandar, Gttlp y Gtt2p. Grx1/2p cooperan
con éstas en la proteccidn frente a hidroperdxidos y compuestos xenobidticos.

Hay hasta ocho glutation peroxidasas que estan en diferentes compartimentos celulares.
Grx3p y Grx4p estan localizadas en el nucleo (Molina et al., 2004) y tienen funcién de
reguladoras de la localizacién nuclear del factor de transcripciéon Atflp (Pujol-Carrion et al.,
2006), de manera que la delecion de GRX3 y GRX4 causa una localizacidon nuclear constitutiva
del factor Atflp. Grx5p se encuentra en la matriz mitocondrial, donde participa en la
biosintesis de los clusters Fe/S (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002). Grx6p se encuentra en el
reticulo endoplasmatico y Grx7p en el Aparato de Golgi. Son todas ellas monotidlicas y regulan
las rutas secretoras en respuesta al estrés. Grx8p es una glutarredoxina ditiélica para la que no
se ha descrito funcién en la respuesta al estrés oxidativo (Eckers et al., 2009).

Sulfirredoxina, Srx1p, reduce el acido sulfinico (-SO,) de los residuos de cisteina oxidados
de ciertas peroxirredoxinas en una reaccidén que requiere Mg, ATP y la participacién de un
residuo de cisteina localizado en el centro activo de la peroxirredoxina (Tsalp) (Biteau et al.,
2003). Se ha demostrado que los niveles de mRNA del gen SRX1 estan regulados a nivel de
traduccién por la protein quinasa Gen2p en condiciones de restriccidon dietaria y bajo estrés
oxidativo por H,0, (Molin et al., 2011).

Metionina sulféxido reductasa: Los residuos de metionina de las proteinas son

especialmente susceptibles a la oxidacién por las ROS. Esta oxidacidon puede ser reversible,
gracias a la accidn de las metionina sulféxido reductasas Mxrlp y Mxr2p (Moskovitz and Qien,
2010), en una reaccion catalizada por las tiorredoxinas citosdlicas.

Por ultimo, la ruta de las pentosas fosfato, ya que tanto la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (Zwflp), como la transcetolasa (Tlklp) y la ribulosa -5-fosfato epimerasa
(Rpelp) son enzimas cruciales para la generacién de poder reductor intracelular en forma de
NADPH, poder reductor que es absolutamente necesario para la funcién, en la proteccién
antioxidante, de glutarredoxinas, tiorredoxinas y glutatién (Holmgren, 1989).

2.3 Regulacidn transcripcional de la respuesta a estrés oxidativo

Bajo condiciones de estrés por peréxido de hidrégeno las levaduras activan los sistemas
dependientes de TRX y de glutatidn, asi como la ruta de las pentosas fosfato (Godon et al.,
1998). A nivel transcripcional son dos factores especificos los que estan implicados, Yaplp y
Skn7p, ademas de los factores generales Msn2/4p (figura 1.10).

Yaplp y Skn7p participan cooperativamente en la respuesta. Skn7p es requerida para la
activacion de un grupo de proteinas participantes en el sistema TRX, pero no en los
mecanismos de defensa dependientes de glutation ni por la ruta de las pentosas fosfato,
mientras que Yaplp es requerido en todos los casos. La proteina Skn7p tiene un dominio de
unién al DNA con homologia al factor de choque térmico Hsflp y se ha observado una accién
cooperativa entre ambas respuestas de estrés después del choque térmico (Raitt et al., 2000).
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Skn7p estd implicado en el control de la sintesis de la pared celular, en ciclo celulary en la
respuesta a estrés hipoosmético. Otras proteinas que regulan conjuntamente estos factores de
transcripcién son las superéxidos dismutasas Sod1p y Sod2p y las peroxidasas Tsalp y Ahplp.

Yap1p es un factor de transcripcién de respuesta al estrés oxidativo con estructura de tipo
cremallera de leucina, segundo miembro de la familia bZip después de Gcndp, cuya
sobreexpresidon confiere resistencia a multiples drogas (Leppert et al., 1990). En células no
estresadas, Yaplp esta localizado en el citoplasma mediante el transporte desde el nucleo
llevado a cabo por la exportina Crm1p (Kuge et al., 2001; Yan et al., 1998). Tanto la diamida
como los hidroperéxidos inhiben la salida de Yaplp del nicleo a través de su interaccién con
Crm1p produciéndo su acumulacion. Yaplp contiene dos cisteinas susceptibles de oxidacidn,
siendo su estado redox crucial para su regulacidon bajo estrés oxidativo (Gulshan et al., 2005).
Yaplp puede ser activada por dos mecanismos: mediante ROS (hidroperdxidos y anién
superdxido) y mediante reactivos quimicos tidlicos (electrofilos y metales pesados en forma
catidnica divalente). En respuesta a la activaciéon por ROS, Yaplp estd sujeto a cambios
conformacionales causados por un modificacién de su estado redox al formarse enlace
disulfuro intramolecular entre la cisteina 303 y la cisteina 598. Como consecuencia de este
cambio estructural la interaccion entre Yaplp-Crmlp es evitada, lo que conduce a la
acumulacidn de Yaplp en el nucleo y a la activacién de su funcién como factor transcripcional
(Delaunay et al., 2002). Se ha descrito también una posible interaccién entre las cisteinas 310y
629 de Yaplp. La oxidacion de Yaplp no es directa sino que la glutatién peroxidasa Gpx3p
actua como sensor del nivel de H,0, y forma un intermediario disulfuro a través de su cisteina
36 y la cisteina 598 de Yaplp. Sin embargo, el mecanismo de respuesta de Yaplp a la diamida,
a electrofilos y a metales pesados divalentes es independiente de Gpx3p.
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Figura 1.10 Regulacidn de la respuesta a estrés oxidativo. Adaptado de (Temple et al., 2005)
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Daios celulares provocados por el estrés oxidativo:

A pesar de los mecanismos de respuesta a estrés, la exposicion severa a ROS y su
acumulacién provocan danos en el DNA, RNA, proteinas y lipidos de membrana. Los dafios
provocados en el DNA estan mediados principalmente por la accién del radical hidroxilo (OH’)
asi como por los radicales derivados de la peroxidacién de lipidos y proteinas. Este dafio en el
DNA puede ser por roturas de doble cadena, por modificaciones directas de las bases
nitrogenadas, por formacion de huecos y entrecruzamiento, asi como por modificaciones a
nivel del esqueleto carbonado de la hélice que eliminan los atomos de hidrégeno,
desestabilizando la estructura de la molécula (Cadet et al., 2003).

A nivel de lipidos, el radical hidroxilo, OH’, provoca una reaccidon de peroxidacién de que
comienza con la oxidacién de las cadenas de lipidos insaturados formando un primer radical
lipidico. En presencia de O,, los radicales lipidicos se convierten en radicales perdxido (LOO') y
alcohoxilo (LO’) que son los que producen la peroxidacién lipidica y la desestabilizacion de las
membranas celulares (B and JM, 1986). Durante la peroxidacion lipidica se generan, ademas,
otros compuestos que pueden reaccionar con proteinas y con las bases nitrogenadas del DNA,
extendiendo asi la gravedad del daio celular.

En cuanto al dafo oxidativo a nivel de proteinas, como se ha mencionado anteriormente,
es el dafio celular mds comun por la acumulacion de ROS o por los subproductos generados a
partir de otros dafios celulares, como la peroxidacion de lipidos, y se manifiesta
principalemente en la carbonilacién de ciertos residuos. La célula presenta mecanismos de
proteccién, como la S-glutationilacidn la cual tiene un papel importante en esta tesis y ya se ha
explicado anteriormente.

3. LONGEVIDAD EN LEVADURAS

La levadura S. cerevisiae es considerada, desde hace mucho tiempo, una célula eucariota
prototipo, ideal para el estudio y el descubrimiento de los fendmenos basicos que regulan la
vida. En comparacion con otros sistemas, la facilidad y la rapidez con la que se puede estudiar
el envejecimiento en levaduras ha permitido definir los mecanismos moleculares implicados
asi como, la identificacion de docenas de factores que modifican esta longevidad. El
envejecimiento bioldgico, o senescencia, se puede definir como la degradacion de las
funciones bioldgicas con el paso del tiempo que termina provocando la muerte de la célula o
del individuo. El estudio de los procesos de envejecimiento y longevidad en levaduras ha
permitido identificar y analizar factores y rutas que lo regulan, asi como descubrir ciertas
drogas anti-edad y comprobar que muchas de las rutas implicadas estan conservadas desde
levaduras hasta mamiferos (Kaeberlein, 2010). En la regulacién de la longevidad en levaduras
intervienen diferentes mecanismos que se detallaran a continuacion.
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3.1 Tipos de longevidad

El envejecimiento como se ha comentado anteriormente, es el conjunto de
modificaciones tanto morfoldgicas como fisioldgicas irreversibles que aparecen como
consecuencia de la accidn del tiempo. En S. cerevisiae existen dos modelos de envejecimiento,
longevidad replicativa (LR) y longevidad cronoldgica (LC) (Figura I.11).

La longevidad replicativa (LR) es el modelo de envejecimiento de las células
mitéticamente activas en las cuales la longevidad de la célula madre es definida por el nimero
de células hijas producidas antes de la senescencia. Cada célula individual de levadura puede
producir un ndmero limitado de células hijas a lo largo de toda su vida, entre 20 y 30
generaciones (Mortimer and Johnston, 1959). Este proceso puede durar entre 2 y 3 dias en un
medio completo a 28°C, siendo uno de los procesos de envejecimiento mas rapidos. La vida
media de las células se mide en generaciones, en gemas o células hijas producidas, y es una
medida atemporal. Durante este proceso, la célula madre se vuelve mas grande con cada
divisién y acumula cicatrices de las gemas en su pared celular.

Las células madre cambian gradualmente durante el ciclo celular (Egilmez and Jazwinski,
1989) y muchos parametros bioquimicos también cambian durante el envejecimiento
replicativo, como el contenido en ROS (Laun et al., 2001) y la carbonilacién de proteinas
(Aguilaniu et al., 2003), antes de llegar a la fase final de senescencia caracterizada por la
pérdida del control del ciclo celular (Nestelbacher et al., 2000), pérdida de heterocigosidad en
células diploides y apoptosis (Laun et al., 2001). En la longevidad replicativa, la disminucién de
la probabilidad de supervivencia es exponencial con el incremento del nimero de divisiones
celulares, o generaciones. Las células hijas provenientes de la célula madre envejecida nacen
jévenes, difieren de ella en tamano y resetean a cero su reloj biolégico previniendo el
envejecimiento prematuro, en un fendmeno que se denomina rejuvenecimiento (Egilmez and
Jazwinski, 1989; Klinger et al., 2010). Sélo algunas células hijas provenientes de células madre
envejecidas que han sido cultivadas en medio con glucosa, presentan factores de muerte
celular o material dafiado que hace que estas células tengan una longevidad menor.

Esta actualmente bien establecido que la morfologia asimétrica de las células madre e hija
tras la gemacidn va acompaiada de la segregacién asimétrica de los componentes celulares,
en particular de proteinas y orgdnulos dafados lo que permite este rejuvenecimiento de la
célula hija (Aguilaniu et al., 2003; Erjavec and Nystrom, 2007; Klinger et al., 2010). El material
dafiado se retiene en la célula madre mientras que los componentes totalmente funcionales
son transmitidos a la célula hija asegurandose su rejuvenecimiento. Esta asimetria morfoldgica
y/o funcional es la base de la teoria del envejecimiento (Erjavec et al., 2008). Dado que la
eliminacion de los componentes dafiados tras la segregacidn asimétrica es importante para la
longevidad de las células hijas, cobran especial importancia los mecanismos de degradacion
como la autofagia y el proteasoma, que son procesos esenciales que no siempre funcionan con
total eficacia, lo que acaba causando finalmente, la muerte celular.
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La acumulacién de circulos extracromosomales de DNA ribosomal, o ERCs, es el tipo de
dafio asociado a la longevidad replicativa mejor caracterizado. Los ERCs se forman por
recombinacién homodloga dentro del DNA ribosémico, resultando en la formacidon de una
molécula de DNA circular autoreplicativa que es asimétricamente retenida en la célula madre
durante la divisidn. Proteinas que regulan la formacién de ERCs regulan a su vez la longevidad
replicativa, como por ejemplo las sirtuinas. La sirtuina Sir2p es una histona desacetilasa que
reprime la formacién de los ERCs bloqueando la recombinacion del DNA ribosomal (Steinkraus
et al., 2008). También es requerida para la segregaciéon de las proteinas citoplasmaticas
dafiadas mediada por el citoesqueleto de actina (Aguilaniu et al., 2003). Se han descrito otros
dafios importantes en el envejecimiento replicativo, como son el dafio oxidativo de las
proteinas y la acumulacién de mitocondrias no funcionales, que también son segregados
asimétricamente en la célula madre resultando en su pérdida de capacidad de respuesta a
estrés oxidativo (Lai et al., 2002). En cuanto al dafio mitocondrial, las células madre tienen
unas 100 veces mas frecuencia de pérdida de heterocigosidad que las células hijas lo cual es
una medida de la inestabilidad gendmica que causa, sobre todo, defectos en la biogénesis de
los clusters hierro/azufre (Fe/S) (Veatch et al., 2009).

Longevidad Longevidad
Cronoladgica Replicativa
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Célula madre

Célula hija

Mitocondrias Proteinas @

oxidadas
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> / A
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Figura 1.11 Mecanismos de envejecimiento en levaduras. Longevidad cronoldgica (LC) y longevidad
replicativa (LR). Adaptado de (Kaeberlein, 2010).
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La longevidad cronolégica (LC) es el segundo modelo de envejecimiento, caracteristico de
células post-mitéticas que no se dividen, como por ejemplo las neuronas del sistema nervioso
central, en las cuales la longevidad hace referencia a la capacidad que tienen dichas células de
permanecer viables con el paso del tiempo siendo, por tanto, una medida temporal. En
organismos superiores, y en mamiferos en particular, no es muy comun el envejecimiento
cronolégico, con ausencia de nutrientes, entendido a nivel de individuo. Algunas especies que
hibernan, como el oso negro y el hamster turco, alternan entre estados de actividad
metabdlica alta y baja, y los nutrientes almacenados durante la fase activa son utilizados para
sobrevivir durante la hibernacién. Se ha escrito que la longevidad del hamster turco es tanto
mayor cuanto mayor es el tiempo de hibernacion.

Sin embargo, tanto las levaduras como otros microorganismos estan destinados a
sobrevivir bajo condiciones adversas comiUnmente encontradas en la naturaleza, como es el
ayuno y/o inanicidon. La mayoria de microorganismos estan en ambientes hostiles donde
tienen que sobrevivir en una fase estacionaria de metabolismo bajo y escasos nutrientes
(Werner-Washburne et al., 1996). De manera equiparable a lo observado en mamiferos que
hibernan, las levaduras que experimentan una fase estacionaria en medios que soportan muy
baja actividad metabdlica, como agua, son mas longevas que en medio rico, razén por la cual,
los ensayos de envejecimiento cronoldgico se realizan en medios pobres en nutrientes. En
levadura se estudia la longevidad cronolégica manteniendo las células en estado estacionario
cultivadas en un medio minimo completo, a 30°C, durante varias semanas y midiendo la
capacidad del cultivo de formar colonias en placa de medio rico con el transcurso el tiempo.
Algunas mutaciones en genes de las rutas de sefalizacion de nutrientes pueden extender la
longevidad cronolégica como por ejemplo, la mutacion en SCH9, que codifica para una
proteina quinasa de la ruta de sefalizacién de nutrientes TOR/Sch9p (Fabrizio and Longo,
2003b). Cuando se compara el envejecimiento de células postmitéticas humanas y células de
levadura en estado estacionario se observan muchas similitudes pero también muchas
diferencias. En los ensayos de envejecimiento cronoldgico en levaduras, las células se
encuentran en condiciones de ayuno y su supervivencia depende de la respuesta génica a
estas condiciones de ayuno, asi como de la reserva nutricional (glucégeno) resultando en un
conjunto de cambios morfolégicos y fisioldgicos. Estos cambios son esenciales durante la
supervivencia de las especies en la naturaleza, ya que la mayor parte de su vida, las levaduras
se encuentran en fase de no divisién (ayuno de nutrientes).

Uno de los descubrimientos mas interesantes en el campo de envejecimiento cronolégico
en levadura es que existen dos poblaciones celulares en los cultivos estacionarios (Allen et al.,
2006). Por un lado, hay células hijas jovenes con capacidad replicativa, que son
morfoldgicamente diferenciadas, con baja actividad metabdlica y mas longevas, y por otro
lado, células viejas apoptoticas, que pueden sufrir lisis y producir un crecimiento readaptativo
de las células vivas por la liberacion de sus componentes celulares al medio (Fabrizio and
Longo, 2008). Como ya se ha comentado, un experimento estandar de LC consiste en cultivar
las levaduras en un medio minimo completo hasta que se produzca el consumo de todos los
nutrientes y se pare la division celular.

33



Introduccion

La mayoria de las células paran la divisién tras 2-3 dias de crecimiento y su viabilidad
normalmente es estudiada mediante el recuento de unidades formadoras de colonia a lo largo
del tiempo, tomando los datos del dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad (Fabrizio and
Longo, 2003b). En analogia con los cultivos en fase post-diduxica, las poblaciones celulares
durante el envejecimiento cronoldgico se caracterizan por la presencia constante de una
pequefia fraccion (3-8%) de células en gemacion, algunas de las cuales podrian completar su
division. Sin embargo, se piensa que estas células podrian tener el ciclo celular parado en S/G2
y el pH 3.5 caracteristico de este medio minimiza la probabilidad de progresién el mismo, por
lo que no afectan significativamente a las medidas de longevidad cronoldgica (Fabrizio et al.,
2004b). Si hay una divisidon celular, ésta es facilmente detectable ya que el tamafio de la
poblacién aumentaria como 100 veces (Fabrizio et al., 2004a). Es interesante destacar que este
fenédmeno de crecimiento adaptativo a expensas de los nutrientes liberados por muerte vy lisis
celular tiene su importancia en la fermentacién vinica para el crecimiento de bacterias lacticas
gue, en ciertos vinos, producen la fermentacién malolactica.

Tras el consumo fermentativo de la glucosa presente en el medio SC, se produce una
transicién metabdlica que permite la respiracién del etanol. Muchos estudios indican que el
dafio oxidativo producido por las ROS generadas en la mitocondria durante la respiracion
contribuye al envejecimiento cronoldgico. Ademas, se ha observado que la acumulacién de
proteinas oxidadas y otros dafios en la mitocondria podrian incrementar la longevidad
cronolédgica y promover resistencia al estrés oxidativo (Fabrizio, 2001; Rockenfeller and
Madeo, 2008). El metabolismo fermentativo de los azlcares y respiratorio del etanol en la
levadura produce acido acético, que es secretado al medio extracelular produciendo su
acidificacion. Ademds, el acido acético es suficiente para causar envejecimiento cronoldgico
(Figura 1.11) y se ha observado que las células de levadura inducen procesos de apoptosis en su
presencia (Fabrizio and Longo, 2008; Rockenfeller and Madeo, 2008). Por este motivo, el
estudio de la longevidad cronoldgica no sélo contribuye al entendimiento de las bases
moleculares del envejecimiento si no a elucidar las modificaciones clave ocurridas en las
células senescentes que podrian ser relevantes en genes relacionados con enfermedades
neurodegenerativas o cancer.

Entre la longevidad cronoldgica y la longevidad replicativa existe una cierta interaccién.
Una respuesta compartida entre levaduras, humanos y otros muchos organismos, vy
compartida también entre LC y LR, es el incremento de la longevidad mediante la inhibicién de
la ruta de sefializacion por nutrientes TOR (Harrison et al., 2010; Kaeberlein, 2010; Powers et
al., 2006). Las rutas pro-envejecimiento en levaduras, TORC1/Sch9p y Ras/Adenilato
ciclasa/PKA promueven el envejecimiento y la muerte celular tanto en LC como en LR. Sin
embargo, también existen efectos contrapuestos, como la extension de la LC inducida por una
baja actividad de la protein quinasa Rim15p y de los factores transcripcionales de resistencia a
estrés Msn2/4p (Fabrizio, 2001; Fabrizio and Longo, 2003a; Wei et al., 2008), mientras que
esta misma circunstancia limita la extension de la LR. Otro ejemplo es el requerimiento de la
superdxido dismutasa mitocondrial Sod2p para la extensién de la LC, mientras que su
sobreexpresidn acorta la LR. Estos datos sugieren que la relacién entre LR y LC es compleja y
que en funcién de las condiciones, las diferentes rutas reguladoras podrian tener papeles
opuestos en estas rutas.
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3.2 Complejo SAGA

Una de las modificaciones postraduccionales mds comunes es la adicion de residuos
acetilo a los grupos amino de las lisinas de las proteinas, proceso llamado acetilacién. El
ejemplo mejor caracterizado es la modificaciéon de los residuos de lisina presente en las
histonas (Shahbazian and Grunstein, 2007). Dicha maodificacion, conlleva un cambio en la
condensacidn de la cromatina de manera que la actividad acetiltransferasa genera un estado
de menor condensacién de la cromatina y, por ello, una activacion transcripcional, mientras
que las desacetilasas promueven el efecto contrario, la compactacién de la cromatina y la
represidn transcripcional.

Estudios anteriores de nuestro grupo han demostrado el papel de la acetiltransferasa
Gen5p en autofagia y longevidad cronoldgica (Orozco et al., 2012c). Gen5p es una proteina
perteneciente a varios complejos multiproteicos, entre ellos el complejo transcripcional SAGA
(Spt-Ada-Gen5-Acetiltransferasas), implicado en la transicion de un estado de cromatina
inactivo y compacto a uno activo y abierto, prerrequisito para la transcripcién (Suganuma and
Workman, 2008). La familia de complejos encargados de realizar estas modificaciones, que
tienen como subunidad catalitica a la acetiltransferasa Gcn5p, se denomina GNAT. En
levaduras, la familia GNAT incluye Rtt109p, que es una desacetilasa, SAGA, SLIK (Saga-LIKe),
ADA y HAT. En humanos se encuentra el complejo STAGA que finalmente se simplificd a SAGA
por su similitud.

El complejo SAGA esta compuesto por 21 proteinas conservadas que estan organizados en
diferentes submaoddulos. Algunas de estas subunidades estan bien descritas, como Ada, Spt y
Tafs (Daniel and Grant, 2007). SAGA también comprende el producto del gen TRAI que se ha
observado que interactia con varios factores de transcripcidon, como Gcndp (Brown, 2001).
Ademas hay muchas mas subunidades en este complejo como Ubp8p (Henry et al., 2003),
Sgfllp, SGf29p, Sgf73p y Suslp (Rodriguez-Navarro, 2009). La primera evidencia de que SAGA
contenia una actividad desubiquitinasa procedié del laboratorio de Grant y Berger (2003).
Mostraron que Ubp8p es una desubiquitinasa asociada al complejo SAGA. El médulo de
desubiquitinizacion, DUB, estd compuesto ademads por otras proteinas como Sgfllp, que junto
con Ubp8p, es necesaria para desubiquitinar la histona H2B.

Los genes de las proteinas del médulo SPT (Supressor Of Ty) han sido clasificados en
diferentes grupos en funcidn del fenotipo de su mutacién. Por ejemplo, mutaciones en SPT3, 7,
8 y 15 causan un defecto en la esporulacién (Yamaguchi et al., 2001). La delecion del nucleo de
componentes SPT20 y ADA1 altera la composicidon del complejo, demostrando la importancia
de estas dos proteinas en la estructura de SAGA. El mutante spt20A presenta desensamblaje
del complejo SAGA, ya que Spt20p es una proteina estructural esencial para el correcto
ensamblaje del mismo pero se ha visto que algunos mddulos si que estan formados lo que
demuestra que el ensamblaje del complejo SAGA no ocurre proteina a proteina, sino que se
ensamblan las proteinas de los diferentes médulos y luego los mddulos entre si. El andlisis
protedmico de los componentes que copurifican con Ada2p y con Ubp8p en el mutante spt20A
revela que el médulo HAT y el médulo DUB estan intactos (Han et al., 2014; Lee et al., 2011;
Samara and Wolberger, 2011).
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La ausencia de subunidades que no son esenciales para la integridad del complejo, como
Spt3p y Gen5p, no afectan a la asociacidén de otras proteinas con el complejo SAGA (Wu et al.,
1997).

Madulo HAT
Acetilacion de

histonas
Mddulo DUB (

Desubiquitinizacion de la Méadulo TAF
H2B-ubiquitinada Activadores
SAGA -
Tat6 Taf5
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Ensamblaje

Figura 1.12 Componentes del complejo SAGA. Mddulos en los que se divide el complejo SAGA y
proteinas que lo componen. Adaptado a (Samara and Wolberger, 2011).

El complejo SAGA también actua durante la elongaciéon de la transcripcidn, favoreciendo
la eliminaciéon de la barrera fisica impuesta por los nucleosomas a la maquinaria de
transcripcién (Fuchs et al., 2009). Algunos autores proponen que la ubiquitinizacion de H2B
ocurre a la vez que la transcripcidn y podria estimular la elongacién de la transcripcién (Laribee
et al., 2007). La asociacion estable entre los factores activadores de la transcripcion (TAFs) y la
cromatina en transcripcion depende de la capacidad de desubiquitinar H2B. SAGA también
favorece la elongacién mediante la acetilacion de histonas a través de Gen5p, promoviendo el
desensamblaje de nucleosomas vy, por tanto, la accesibilidad de RNA polimerasa Il durante el
proceso (Govind et al., 2007). En las regiones codificantes, diferentes subunidades de SAGA
pueden modular el proceso de elongacién a través de la acetilacion por Gcn5p,
desubiquitinizacidon por Ubp8p vy la interaccidn con los factores de exportacion del mRNA a
través de Suslp. El transporte del mRNA fuera del nucleo es un paso esencial que es necesario
para la expresion génica. Durante su sintesis, el mRNA es empaquetado en mRNPs y exportado
a través del complejo de poro nuclear (NPC). Se han descrito conexiones entre los factores
relacionados con la transcripcidén y los relacionados con la exportacion del mRNA, como la
proteina Suslp que forma parte del complejo SAGA y también interacciona con la proteina
Trex2p, asociada con el complejo de poro nuclear, de manera que Suslp conecta los procesos
de exportacion de mRNAs y de elongacion de la transcripcién (Pascual-Garcia and Rodriguez-
Navarro, 2009).
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Se ha demostrado el papel del complejo SAGA en la longevidad. Estudios recientes han
mostrado que el médulo DUB del complejo SAGA regula la longevidad replicativa a través de la
interaccion con la sirtuina Sir2p, y que los mutantes en UBP8, SGF73 Y SGF11 (componentes
del médulo DUB del complejo SAGA y el complejo SLIK) presentan una extension de la
longevidad replicativa (McCormick et al., 2014).

3.3 Papel de la respuesta a estrés oxidativo

Los microorganismos han jugado un papel muy importante en la caracterizacién de
enzimas antioxidantes y la identificacion de fuentes y de dianas de ROS. S. cerevisiae contiene,
como se ha detallado en el apartado 2 de esta Introduccién, dos superdxido dismutasas: Sod1p
o Cu-Zn-SOD citosdlica y Sod2p o Mn-SOD mitocondrial. Ambas son necesarias para la
extensién de la longevidad (Longo et al., 1996), siendo Sod2p requerida tanto en condiciones
de normoxia como en condiciones de bajo oxigenacién y Sodlp sélo en condiciones de
normoxia. Ademas, la sobreexpresion de los genes SOD1 y SOD2 incrementa la longevidad
cronoldgica en un 30% (Fabrizio et al., 2003). Desde que la teoria del envejecimiento por los
radicales libres fue propuesta (Harman, 1956), se han realizado muchos estudios sobre el
efecto de las ROS en el envejecimiento ya que, de acuerdo, con ella, tanto la produccién de
ROS por la mitocondria, como el nivel de distintos marcadores bioquimicos de dafio oxidativo
aumentan con la edad (Aguilaniu et al., 2003; Laun et al., 2001).

Un incremento en el estrés oxidativo intracelular y en las ROS es detectado tanto en la LC
como en la LR en ausencia de cualquier factor externo (Fabrizio et al., 2004b). Durante la
gemacion, la célula madre retiene las proteinas dafiadas causadas por el estrés oxidativo
(segregacion asimétrica) y el reloj bioldgico de la célula hija se vuelve cero (Aguilaniu et al.,
2003) Los niveles de carbonilacion de proteinas y de otras formas de dafo oxidativo a
proteinas son mayores en las células madre que en las hijas. Proteinas de respuesta a estrés
(Hsp60/70) y enzimas del metabolismo de la glucosa son carboniladas en células envejecidas.
En las células envejecidas cronoldgicamente han acumulado factores de muerte los cuales
pueden limitar en potencial replicativo de estas células, otro ejemplo de la conexién entre LCy
LR.

La mitocondria es la mayor fuente de ROS. La produccién incrementada de ROS por parte
de las mitocondrias podria explicarse por una respiracion ineficiente o por defectos en su
actividad en células envejecidas. Si se elimina la funcién del DNA mitocondrial mediante la
construccion de mutantes petite se sigue observando la formacion de ROS y una LC mas corta.
Sin embargo, en levaduras, se ha observado que ciertos mutantes son mucho mas longevos
por el incremento de las ROS intracelulares (Kharade et al.,, 2005) y en Drosophila
melanoganster se ha visto que la inhibicion de la produccién de ROS no extiende la vida media
(Miwa et al., 2004). También se ha estudiado que algunos compuestos descritos como
antioxidantes producen dafo oxidativo en la célula, peroxidacion de lipidos, y un acortamiento
de la longevidad. En este sentido, la expresion de genes de respuesta a estrés podria resultar
en un mecanismo de adaptacion y un fenotipo mas resistente que aumentaria la capacidad de
sobrevivir en condiciones desfavorables (Wei et al., 2008)
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3.4 Seiializacion de nutrientes

El envejecimiento no es meramente un proceso accidental, sino que estd regulado por las
condiciones externas. El principal factor de extension de la longevidad es la restriccidon dietaria
o calérica, disminucién del aporte de nutrientes sin inducir la malnutricion. En eucariotas esta
disminucién del aporte de nutrientes extiende tanto la longevidad replicativa como la
cronolégica (Kaeberlein, 2010). En levadura la restriccion caldérica hace referencia a la
disminucién del aporte de glucosa (reduccion al 0.5-0.05%). La denominada restriccién dietaria
hace referencia a la disminuciéon del aporte de cualquier nutriente sin inducir la malnutricion.
La mayoria de organismos, desde baterias hasta mamiferos, responden a la restriccion caldrica
elevando la resistencia a los oxidantes. Por ello las rutas de sefializacién de nutrientes son
clave en la modulacién de la longevidad celular. Los nutrientes no sélo proveen energia a las
células y organismos, también son reguladores cruciales de su funcionamiento a través de esas
rutas que sefalizan su disponibilidad y que estan conservadas desde levaduras hasta humanos.
La levadura S. cerevisiae utiliza preferentemente la glucosa como fuente de carbono y energia,
a través del metabolismo fermentativo, por lo que la ruta de represion por glucosa ha tenido
un especial interés ya que esta relacionada con el control de la fermentacién alcohdlica, la
caracteristica metabdlica mads distintiva de esta especie, que ademas tiene enorme relevancia
industrial (Carlson, 1999).

3.4.1 RutaSnflp

En presencia de azlcares fermentables en el medio, la levadura S. cerevisiae activa un
mecanismo regulador que controla transcripcionalmente el nivel de actividad de un conjunto
de enzimas y otras proteinas relacionadas con el transporte y metabolismo de fuentes de
carbono alternativas, asi como con el metabolismo respiratorio (revisado en (Broach, 2012)),
denominado ruta de represién por glucosa. Este mecanismo regulador es dependiente de
Snflp, una protein quinasa perteneciente a la familia de quinasas AMPK altamente
conservadas en eucariotas y requerida para la homeostasis energética (Hedbacker and Carlson,
2006), ya que tiene un papel central en la deteccidn y respuesta a condiciones de bajo nivel
energético celular. En S. cerevisiae, Snflp responde principalmente a una disminucién en los
niveles de glucosa, que la activan, y promueve, en esas condiciones, un metabolismo
respiratorio, la acumulaciéon de glucégeno, la gluconeogénesis, el proceso de autofagia, la
activacion del ciclo del glioxilato y el envejecimiento, entre otros procesos (Lin et al., 2003;
Usaite et al., 2009). La activacion de Snflp reprime los procesos anabélicos, como la biosintesis
de aminodcidos y acidos grasos a través de la inactivacidon de la acetil-CoA carboxilasa y
algunos factores de transcripcién, como Gcndp (Chumnanpuen et al.,, 2012). Snflp activa
también la transcripcion de factores como Cat8p, Sip4p y Rsd2p responsables de la induccién
de genes de la gluconeogénesis, genes relacionados con la B-oxidacion de los acidos grasos y
genes del metabolismo del etanol. La sobreexpresién del gen SNF1 disminuye la vida media.

Snflp controla también, la expresidn de genes a través del remodelamiento de la
cromatina.
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Durante el ayuno de glucosa, Snflp media la acetilacion de la histona H3 y el
reclutamiento de la RNA polimerasa Il a los promotores de genes como HXT2, HXT4 e INO1,
qgue codifican para dos transportadores de hexosas y una inositol-3-fosfato sintasa
respectivamente. Recientemente, se ha observado el papel de Snflp en la fosforilacién del
factor de transcripcion Hcm1p que estd implicado en la adaptacidn a las condiciones de estrés
inducidas por nutrientes cuando se cambia de metabolismo fermentativo de la glucosa a
respiratorio (Rodriguez-Colman et al., 2013). Ademas, se ha observado que Snflp fosforila y
activa a Gen2p, la quinasa de la ruta del control general de aminodacidos, en células tratadas
con 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT), que provoca un ayuno de histidina, lo que promueve la
fosforilacién del factor de iniciacidn de la traducciéon elF2a (Hong and Carlson, 2007).

3.4.2 Ruta Ras/cAMP/PKA

En levadura, una parte de la deteccién y sefalizacién de la glucosa extracelular es
mediada por la ruta PKA, que en presencia de glucosa reprime mecanismos de tolerancia a
estrés y adaptativos, estimulando la fermentacidn y la proliferacién celular (Smets et al., 2010;
Thevelein et al., 2000). La actividad de PKA estd fuertemente influenciada por todos los
nutrientes esenciales para el crecimiento de la levadura. Tal como se muestra en la Figura 1.14,
esta ruta es un sistema de deteccién dual. Por un lado, la glucosa extracelular es detectada a
través del sistema GPR, compuesto por Gprlp y Gpr2p, y por otro lado, la glucosa intracelular
es detectada por un sistema dependiente de su fosforilacion mediada por las hexoquinasas,
que activan las proteinas Ras (Rolland et al., 2000).
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Figura 1.14 Rutas reguladas por la disponibilidad de glucosa. Ruta PKA-cAMP. Adaptado de (Conrad et
al., 2014).

39



Introduccion

La adenilato ciclasa (AC) es controlada por dos proteinas G que median cada una un brazo
de la sefializacion por glucosa. Ambos procesos de captacidn de glucosa, producen la
activacion de la adenilato ciclasa, codificada por el gen CYR1 (Kataoka et al., 1985), lo que
incrementa el nivel de cAMP. La protein quinasa A es una proteina heterotetramérica que
tiene dos subunidades cataliticas y dos reguladoras (Tpk1-3p y Bcylp). La unién del cAMP a las
subunidades reguladoras causa su disociacién de las subunidades cataliticas, activando PKA. El
cAMP, a su vez, es degradado por las fosfodiesterasas de baja y alta afinidad, Pdelp y Pde2p
respectivamente.El primer mutante con longevidad cronoldgica incrementada descrito en
levadura fue el mutante ras2A (Longo, 1999). RAS2 codifica para una de las dos proteinas G
conservadas que activan a PKA via adenilato ciclasa, Cyrlp. Esta delecién produce una
extensién a cerca del doble de longevidad cronolégica y promueve un incremento de la
resistencia al estrés oxidativo y térmico (Fabrizio and Longo, 2003b; Gourlay and Ayscough,
2006). En presencia de glucosa, la ruta Ras/PKA media la activacién de un programa
transcripcional promotor del crecimiento que depende, en parte, de la inhibicién de los
factores de resistencia a estrés Msn2/4p (Zaman et al., 2009). La funcion de estos factores es
clave para la extensidn de la LC en los mutantes ras2A y cyr1A (Fabrizio, 2001; Fabrizio et al.,
2005). El factor de transcripcion Gislp contribuye a la disminucién de la actividad PKA en la LC
y resistencia al estrés (Smets et al., 2010; Wei et al., 2008). La ruta PKA también esta regulando
enzimas importantes de la glucdlisis fosforilando directamente algunas enzimas citosodlicas y
modulando la actividad, por ejemplo de la fosfofructoquinasa 2 (Dihazi et al., 2003) . Un
importante intermediario es la regulacion de la expresidn génica es la proteina quinasa Rim15p
(Cameroni et al., 2004). PKA fosforila a la protein quinasa Rim15p, inhibiéndola. A su vez
Rim15p es un activador de 3 factores de transcripcidn participantes en el cambio postdiauxico,
regulacion que realiza a través de Msn2/4p y las secuencias STRE, por lo que en condiciones de
activacion de la ruta, cuando hay glucosa en el medio, estos genes estaran reprimidos.

3.4.3 Ruta TOR/Sch9p

La ruta TOR, de “Target Of Rapamycin”, también actla regulando la disponibilidad de
nutrientes y el crecimiento celular. Desde levaduras a mamiferos, la inactivacién de TOR afecta
a muchos mecanismos relacionados con el metabolismo, el crecimiento y la longevidad
celulares. A diferencia de otros eucariotas S. cerevisiae poseen 2 genes TOR (Helliwell et al.,
1994) y, por tanto, 2 proteinas Tor. Torlp y Tor2p son proteinas de 282 kDa que tienen
alrededor de un 67% de homologia con la proteina TOR humana. Forman parte de la familia de
las fosfatidilinositol protein quinasas. El complejo TORC1 contiene principalmente Torlp,
mientras queTor2p puede suplirla, ademas de las proteinas Koglp, Lst8p y Tco89p. TORC1 es
sensible a la rapamicina, su activacién afecta a la sintesis de proteinas, la biogénesis de
ribosomas, la transcripcidn, el ciclo celular, la meiosis, la captacién de nutrientes y la autofagia.
El complejo TORC2 contiene sdlo Tor2p asociada con las proteinas Avol-3p, Bit61p y Lst8p
(Reinke et al., 2004), no es sensible a rapamicina y afecta a la organizacidn del citoesqueleto de
actina, la endocitosis, la sintesis de lipidos y la supervivencia celular.

La rapamicina se une a la proteina Frplp, o inmunofilina, una cis-trans peptidil-propil
isomerasa que al interaccionar con Torlp en ese estado provoca su inactivacion. TORC2 no es
sensible a inhibicion por rapamicina porque el dominio de interaccidn con Frplp estd
protegido por interaccion con Avolp.
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Compuestos naturales como la cafeina, a concentraciones bajas (milimolar), producen la
inhibicion de TORC1 (Reinke et al., 2006; Wanke et al., 2008) asi como la curcumina (Beevers
et al.,, 2009; Zhou et al., 2010). Otros compuestos quimicos, como son algunos herbicidas,
también son usados para el estudio de la ruta por su capacidad de inhibicién indirecta de TOR
(Jia et al., 2000).La inhibicidn farmacolégica de TORC2 en levaduras se observé recientemente
con la caracterizacién de una imidazoquinolina, denominada NVP-BHS345 (BHS), que es un
inhibidor competitivo de TOR, inhibiendo ambos complejos (Rispal et al., 2015).

En presencia de nitrégeno Torlp fosforila a la protein quinasa Rim15p, inactivandola, lo
qgue impide la induccion de genes implicados en rutas de respuesta a estrés via Msn2/4p,
genes implicados en la fase estacionaria via Gsplp, genes implicados en el metabolismo del
nitrégeno dependiente de la ruta NCR o GIn3p, y genes de la respuesta retrégrada. También
fosforila varios residuos de aminoacidos del extremo C-terminal de la protein quinasa Sch9p, lo
que promueve la biogénesis de ribosomas y la traduccién (Urban et al., 2007).

Las protein quinasas S6K y Sch9p son los sustratos de fosforilacion de TOR mejor
caracterizados. Ambas pertenecen a la familia de protein quinasas AGC. La proteina ribosomal
S6 (Rps6p) ha sido encontrada como una de las primeras proteinas ribosomales susceptibles
de fosforilacion (Trauch et al., 1973). Esta conservada desde levaduras hasta mamiferos. En
levaduras, Rps6p tiene dos sitios de fosforilacion, las serinas 232 y la 233 que estan
conservadas en mamiferos (235 y 236) (Figura 1.15). La fosforilacion de Rps6p es sensible a
nutrientes, hormonas, factores de crecimiento y diferentes condiciones de estrés.
Recientemente se ha observado que la fosforilacion de Rps6p dependiente del complejo
TORC1 ocurre a través de la protein quinasa Ypk3p y la dependiente del complejo TORC2 a
través de Ypklp e Ypk2p (Yerlikaya et al., 2015).
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Figura 1.15 Regulacion del complejo TOR a la fosforilacion de la Serina 232 y 233 de Rps6p. Adaptado
de (Yerlikaya et al., 2015)
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En 2001 se demostré que el papel de la ruta TOR se encuentra conservado desde
levaduras hasta mamiferos. Por un lado, se describié que la disminucidn de la actividad de
Sch9p extiende la longevidad cronolégica mas de 3 veces respecto de la cepa silvestre
(Fabrizio, 2001). Esta extensién de la longevidad obtenida mediante la inactivacion de la ruta
de seiializacién y rutas promotoras de crecimiento produce una activacion del programa de
supervivencia celular caracterizado por un incremento en la proteccidn celular y por la
acumulacién de carbohidratos de reserva (Longo and Finch, 2003) . S. cerevisiae extiende la
longevidad cuando los nutrientes son limitados, parando su metabolismo celular y su divisién.
Esto ocurre, tanto si entra en una fase estacionaria como si se entra en esporulacién. Muchos
de los fenotipos de los mutantes con mayor longevidad cronoldgica son comunes a los
observados en la fase estacionaria, como la alta resistencia al estrés, y son las mismas rutas las
que controlan tanto la LC como la entrada en fase estacionaria (Fabrizio and Longo, 2003b).
Muy recientemente, se ha demostrado el papel del complejo TOR de mamiferos en la
regulacién de la traduccidn, tanto en su inicio, fosforilando al factor de iniciacién 4E-BP y a la
proteina S6K, como en la elongacién, fosforilando e inactivando a la protein quinasa del factor
de elongacidn elF2 Gen2p (Gonskikh and Polacek, 2017).

3.4.4 Respuesta retrograda

Otra ruta que regula la disponibilidad de nitrégeno es la represiéon por catabolito de
nitrégeno, o NCR (“Nitrogen Catabolite Repression”). S. cerevisiae puede utilizar un amplio
rango de fuentes de nitrédgeno siendo sus preferencias metabdlicas (de mayor a menor):
glutamina, serina, amonio, glutamato y prolina. En ausencia de fuentes de nitrégeno
preferentes o ayuno de nitrégeno, se activa la ruta NCR por inhibicién de TORC1, activandose
un conjunto de genes necesarios para la asimilaciéon de compuestos nitrégenados, como GAT1
y GLN3, codificantes de factores de transcripcién, GDHI1, codificante de la glutamato
deshidrogenasa dependiente de NADP®, y GCN1, codificante de un regulador positivo de la
protein quinasa del GAAC, Gen2p. Los factores de transcripcién GIn3p y Gatlp estimulan la
expresion de un conjunto de genes de respuesta a la disponibilidad de nitrégeno y se ha
observado que la delecion de ambos genes extiende la LC (Chen and Powers, 2006).

En relacién con la repuesta a estrés y a nutrientes, la ruta retrégrada tiene un papel
importante, ya que coordina la comunicacién entre el nucleo y la mitocondria (Liu and Butow,
2006). Una de las principales funciones de la ruta de respuesta retrograda es regular el flujo de
carbono a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos, regulacion que es ejercida a través de
los factores de transcripcion de la ruta Rtgl/3p que controlan la expresion de los genes de
cuatro enzimas de dicha ruta. En condiciones de dafio mitocondrial o disminucién del potencial
de membrana mitocondrial, el sensor de este dafio, Rtg2, permite, a través de la
defosforilacion de Rtg3p, el traslado de los factores de transcripcidn Rtgl1/3p al nucleo donde
forman un complejo transcripcional muy similar a SAGA llamado SLIK (Saga-LIKe) y activan
genes de respuesta a estrés y de respiracion. Un elemento clave en la regulacidon de la
respuesta retrégrada es la interaccidn entre el inhibidor Msklp y Rtg2p. Msklp promueve la
fosforilacién de Rtg3p evitando su translocacién al nucleo. Ademas, parece hay una conexién
entre Rtg2p, la ruta TORC1 y el complejo transcripcional SAGA (Jazwinski, 2005; Pray-Grant et
al., 2002; Torelli et al., 2015). La delecién de RTG2 o de MKS1 extiende la LC.
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3.4.5 Control General de Aminoacidos (GAAC)

Cuando las células estan en ayuno de uno o mas aminodcidos, la ruta GAAC es activada,
resultando en la inhibicién global de la traduccidn y la expresidon preferente de los alrededor
de 57 genes regulados por el factor de transcripcidon Gendp, relacionados con la biosintesis de
aminodcidos, la utilizacion del nitrégeno, la sefalizacion y la expresion génica (Hinnebusch,
1986; Natarajan et al., 2001; Staschke et al., 2010). La rdpida inhibicién de la sintesis de
proteinas por la activacidon de la ruta GAAC también ocurre en respuesta a otros tipos de
estrés, como el oxidativo, en limitacidn de glucosa y de nitrégeno, en presencia de fuentes de
nitrégeno no preferentes, en presencia de sal, de metales, etc, en general, cuando la célula
tiene que readaptar la traduccidn hacia la sintesis de factores especificos relacionados con la
preservacion de la energia y la proteccidon frente a estrés. La reduccion de la tasa de
crecimiento debida a la respuesta a condiciones de estrés puede ser la causa de la activacion
de la ruta GAAC en estas condiciones (Simpson and Ashe, 2012). En cuanto a su mecanismo de
accion (figura 1.16), bajo condiciones dptimas, el factor de iniciacion de la traduccion eucariota
elF2a estd unido a GTP iniciando la formacién del complejo ternario (CT), que esta constituido
por el mencionado factor de iniciacion elF2a, GTP y el metionil-tRNA iniciador. Una vez
formado el CT, se recluta la subunidad 40 del ribosoma para formar el complejo de
preiniciacién. Este complejo se une al coddén de inicio AUG y después se une la subunidad 60S,
empezando la traduccién (Jackson et al., 2010). Bajo ayuno de amindacidos, los niveles de
tRNAs no cargados aumentan, lo que activa la fosforilacién de la serina 51 de la subunidad o
del factor de iniciacién de la traduccidn elF2a por la protein quinasa Gecn2p (Dever, 2002;
Gomez et al., 2002).

Gcn2p tiene un dominio quinasa que es activado alostéricamente por la unién de un tRNA
no cargado. La fosforilacién de elF2a reduce la formacion del complejo ternario y una parada
en la traduccidn global, a la vez que aumenta selectivamente la traducciéon de Gen4p, un factor
de transcripcién que activa genes de respuesta a GAAC mediante su unidn a la secuencia
(GA(C/G)TCA) presente en sus promotores. Estudios recientes han demostrado la conexion de
la ruta GAAC con otras rutas de sefializacién en respuesta a nutrientes, como la ruta TORC1
(Cherkasova and Hinnebusch, 2003; Staschke et al., 2010). Se ha observado que la activacion
de Gcn2p esta influenciada por TORC1, ademads se ha observado la interaccion de Gen4p con
TORC1 asi como con los factores de transcripcidon de tipo GATA de la ruta de represién por
nitrégeno, o NCR, en concreto con GIn3p. La combinacién de la delecion de GCN4 y GLN3
produce una alta resistencia a la rapamicina reflejando que funciones importantes de TORC1
ocurren a través de su efecto sobre estos factores de transcripcion (Staschke et al., 2010).
También Snflp regula la ruta GAAC, esta vez en respuesta a los niveles de glucosa (Shirra et al.,
2008). El agotamiento de glucosa causa una rapida inhibicion de la traduccion, en particular de
los genes de la biogénesis de ribosomas (Simpson and Ashe, 2012). Bajo estas condiciones,
Snflp inhibe a Gcndp ya que se ha observado que la inactivacion de Snflp produce la
induccion de genes dependientes de este factor de transcripcién (Shirra et al., 2008). Ademas,
bajo ayuno de aminoacidos Snflp colabora para activar a la proteina quinasa clave del GAAC,
Gen2p.
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Figura I.16 Rutas reguladas por la disponibilidad de aminoacidos, GAAC. Adaptado de (Conrad et al.,
2014). En presencia de aminodcidos se contindia con una traduccién global (A) mientras que en ausencia
de aminodcidos se fosforila el factor de iniciacion elF2a, activando al factor de transcripciéon Gendp que,
a su vez, activa los genes de respuesta a la ausencia de aminodcidos (B).

Se ha observado también la conexidn de la respuesta a estrés con la ruta GAAC, esta vez
en levaduras de fisién. En Schizosaccharomyces pombe se ha detectado fosforilacion de elF2a
dependiente del H,0, (Krohn et al., 2008), lo que no ocurre en levaduras de gemacién como S.
cerevisige (Knutsen et al., 2015). Es posible que en S. cerevisiae la conexion entre respuesta a
estrés y GAAC sea indirecta ya que si que se ha observado influencia mudtua entre el estrés
oxidativo, la restriccion caldrica y la ruta GAAC (Molin et al., 2011), concretamente se describid
una conexién entre la restriccidn caldrica, la ruta PKA, la peroxirredoxina Tsalp y la quinasa
Gcn2p, ésta ultima necesaria para el aumento de los niveles de la sulfirredoxina Srxlp y
resistencia al estrés bajo presencia de H,0,.En condiciones de crecimiento en glucosa la ruta
PKA esta activa e inhibiendo a la quinasa Gen2p por lo que incluso en presencia de un oxidante
como el H,0, no hay un aumento de los niveles de la proteina Srxlp y Tsalp se encontraria
oxidada.
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En condiciones de restriccidn caldrica y presencia del agente oxidante, la ruta PKA esta
inactivada, la protein quinasa Gcn2p aumenta los niveles de la sulfirredoxina Srxlp y esta
permite que Tsalp podria volver a su estado reducido, promoviendo la longevidad replicativa.

La respuesta a la disponibilidad de fuente de nitrégeno es muy diversa y recientemente se
ha observado la activacién diferencial de las rutas en funcién del tipo de fuente de nitrégeno
(Airoldi et al., 2016). Ademas, no todos los aminodacidos actian de la misma manera para
promover la LC (Alvers et al., 2009). La limitacion de aminoacidos, es un inductor importante
de la autofagia (ver mas adelante), ya que los aminoacidos son los nutrientes mas importantes
a reciclar por autofagia para la supervivencia celular (Onodera and Ohsumi, 2005).

3.5 Autofagia

La autofagia es el proceso que permite el reciclaje de componentes intracelulares a través
de la vacuola o de los lisosomas (McCormick et al., 2014) y, en realidad, incluye diferentes
procesos. Una autofagia no selectiva seria la macroautofagia que consiste en la degradacién en
la vacuola o en los lisosomas (en eucariotas superiores) de componentes citoplasmaticos de
manera no selectiva, como es la degradacion del marcador aldehido deshidrogenasa Ald6p en
condiciones de ayuno de nitrégeno (Onodera and Ohsumi, 2004). Este proceso es esencial para
la supervivencia celular cuando los nutrientes comienzan a escasear. Ademas, en algunos
eucariotas, la macroautofagia es esencial también durante la diferenciaciéon. Cuando se induce
la macroautofagia, una doble membrana se forma alrededor de una parte del citoplasma
dando lugar a un autofagosoma. Una vez formado el autofagosoma, su membrana se fusiona
con la membrana de la vacuola dando lugar a una estructura llamada cuerpo autolitico que
entra en el lumen vacuolar donde es reciclado por las hidrolasas a componentes reutilizables.
Las proteinas estructurales y reguladoras encargadas de todo el proceso autofagocitico estan
codificadas por la familia de genes ATG (Klionsky et al., 2003). Recientemente, se ha descrito el
papel de las tiorredoxinas citosdlicas en la regulacion de la autofagia a través de la proteina
Atgdp (Perez-Perez et al., 2014). Ademdas de la macroautofagia, la degradacion de
componentes celulares puede ocurrir via microfagia, un proceso que se caracteriza por
invaginacidn directa del componente citoplasmatico a degradar en la membrana vacuolar
(Kunzt et al., 2004). Este proceso no es dependiente de las proteinas codificadas por los genes
ATG.

La protein quinasa Torlp regula el crecimiento celular en respuesta a la disponibilidad de
nutrientes y al estrés celular, incluyendo también el control de la autofagia. Durante
condiciones de disponibilidad de nutrientes, el complejo en el que se encuentra Torlp, TORCI,
inhibe la macroautofagia pero permite la ruta selectiva Cvt “Cytoplasm-to-Vacuole-Targeting”.
Por debajo de TORCI se encuentran unas fosfatasas del tipo 2A, las cuales regulan la
fosforilacién del complejo Atglp (Cebollero and Reggiori, 2009). Este complejo es esencial para
todas las formas de autofagia y su nicleo estd compuesto por las serina-treonina protein
quinasas Atglp y Atgl3p. Bajo condiciones de disponibilidad de nutrientes, TORC1 bloquea la
autofagia por hiperfosforilaciéon de Atgl13p afectando asi la formacién del complejo Atglp por
la disminucion de la afinidad entre estas dos proteinas (Figura 1.13).
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En limitacién de nutrientes, TORC1 se inactiva y ocurre la defosforilacion parcial de
Atgl13p lo cual permite su unién a Atglp y la activacidn la macroautofagia. La disminucidn de la
capacidad celular de macroautofagia (a partir de ahora, simplemente autofagia) con la edad se
ha descrito en diversos organismos. Estudios de los factores implicados en la longevidad
cronoldgica en levaduras identificaron muchos mutantes de vida media corta que presentaban
defectos en la autofagia (Matecic et al., 2010). Ademas, con la edad, también disminuyen los
mecanismos de control de calidad de los procesos celulares lo que, junto con la autofagia,
produce la acumulaciéon de orgdnulos no funcionales, moléculas dafiadas, situaciéon todavia
mas critica en células post-mitdticas. La inhibicién genética y/o farmacoldgica de la autofagia
esta correlacionada con una disminucién de la longevidad. En levaduras, la inhibicion de la ruta
conservada TOR, la ruta Ras/cAMP-PKA y la proteina Sch9p, las cuales integran las rutas de
sefalizacion de nutrientes, promueven la longevidad. Ademads, estas rutas son inhibidores de
la autofagia reforzando que tanto la autofagia como el envejecimiento estan coordinados por
diferentes rutas celulares (Sampaio-Marques et al., 2011).

[ Ayuno de nutrientes ..
Rapamicina

1 AUTOFAGIA

Figura 1.13 Cuadro resumen de la regulacion de la autofagia. Adaptado de (Sampaio-Marques et al.,
2011)

A pesar de que la autofagia es un proceso necesario y citoprotector y que promueve la
supervivencia de las células, puede llegar a ser un proceso autodestructivo si sobrepasa unos
limites, por su contribucién y participacién en la muerte celular. Estudios realizados con una
proteina autoagregante generadora de un estrés proteotdxico, la a-sinucleina, han indicado
gue una excesiva y persistente activacion de la autofagia puede causar muerte celular
(Sampaio-Marques et al., 2011).
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Objetivos

En el marco de la complejidad de las rutas de sefializacién por nutrientes y de los
diferentes mecanismos que regulan la longevidad cronoldgica en levaduras y del interés de la
misma para el uso biotecnolégico de las cepas vinicas en los procesos de elaboracién del vino,
en esta tesis doctoral se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la relevancia de diferentes componentes del complejo SAGA en la
longevidad cronoldgica e identificar las conexiones de dicho complejo con la ruta
TOR1/Sch9p, y con la respuesta retrograda vy la actividad mitocondrial.

2. Analizar las conexiones entre las rutas de sefializacién de nutrientes y otros
mecanismos implicados en la longevidad cronoldgica que gobiernan el
envejecimiento celular en la vinificacion.

3. Evaluar el impacto del sistema tiorredoxina en el crecimiento y en la longevidad
cronolégica en condiciones de laboratorio y de vinificacion mediante analisis
protedmico y/o metaboldmico de mutantes en las tiorredoxinas y en la
tiorredoxina reductasa citosdlicas.
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MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES

1.1 Cepas de microorganismos

Materiales y Métodos

Las cepas vinicas industriales y no vinicas (de laboratorio) de Saccharomyces cerevisiae

utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla M.1.

Tabla M.1. Cepas vinicas industriales y cepas de laboratorio de S. cerevisiae.

Cepa

Genotipo

Procedencia

C9 Mat a, ho::loxP JM Walker?
C9 gen5 C9 gen5::KanMX Helena Orozco
C9 gens C9 gcn5:: loxP Este trabajo

C9 gen5ald4

C9 gcn5::loxP, ald4::KanMX

Helena Orozco

C9 spt20 C9 spt20::KanMX Este trabajo
C9 spt20 C9 spt20::loxP “ “
C9 spt20ald4 C9 spt20::loxP, ald4::KanMX “ “
C9 ubp8 C9 ubp8::KanMX “ “
C9 ubp8 C9 ubp8::loxP “ “

C9 ubp8ald4

C9 ubp8::loxP, ald4::KanMX

C9 tori C9 torl:: KanMX Helena Orozco
C9 torl C9 torl::loxP Este trabajo
C9 sch9 C9 sch9:: KanMX “ “

C9 sch9 C9 sch9::loxP “ “
C9rgmi C9 rgm1::KanMX “ “

C9 ald4 C9 ald4::KanMX Helena Orozco
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Materiales y Métodos

Tabla M.1. Continuacion.

Cepa

Genotipo

Procedencia

CO spt7

C9 spt7::KanMX

Este trabajo

CO spt7

C9 spt7::loxP

“u

“«

C9 torlgcn5

C9 torl::loxP, gcn5::KanMX

“u

C9 sch9gcn5

C9 sch9::loxP, gcn5::KanMX

“u

C9 gcn5rgm1

C9 gcn5::loxP, rgm1::KanMX

“"

C9 sch9rgm1 C9 sch9::loxP, rgm1::KanMX “ “
C9 rtg2 C9 rtg2::KanMX “ “
C9 rtg2 C9 rtg2:: loxP “ “

C9 gcnbrtg2

C9 gcnb5::loxP, rtg2::KanMX

C9 rtg2sch9 C9 rtg2:: loxP, sch9::KanMX “ “
C9 rtg2torl C9 rtg2:: loxP, torl::KanMX “ “
C9 rpd3 C9 rpd3::KanMX “
C9 rpd3 C9 rpd3::loxP “ “
C9 hem1 C9 hem1:KanMX “
C9 hem1 C9 hcm1::loxP “ “
C9 mks1 C9 mks1:KanMX u “
C9 mks1 C9 mks1::loxP “ “
C9 ahp1 C9 ahp1::KanMX “ “
C9 ahp1 C9 ahp1::loxP “ z
C9 tsal C9 tsal::KanMX “ “
C9 tsal C9 tsal::loxP “ “
C9 tsa2 C9 tsa2::loxP “ “
C9 tsa2 C9 tsa2::KanMX “ “
C9 dot5 C9 dot5::KanMX “ “
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Tabla M.1. Continuacion.

Materiales y Métodos

Cepa Genotipo Procedencia
C9 dot5 C9 dot5::loxP Este trabajo
C9 gen2 C9 gen2:KanMX “
C9 gen4 C9 gen4::KanMX “
C9 gen4 C9 gcn4::loxP “ “

C9 gcn2rtg2

C9 gcn2::loxP, rtg2::KanMX

“"

C9 gcn2mks1

C9 gcn2:.loxP, mks1::KanMX

“"

C9 gcn2hcm1

C9 gcn2::loxP, hcm1::KanMX

C9 P meri7— TSA2

C9 P merir— TSA2::KanMX

C9 gcn2tsal

C9 gcn2:loxP tsal::KanMX

C9 gcn2ahp1

C9 gcn2::loxP ahpl::KanMX

C9 gcn2tsal P weri7— TSA2

C9 gcn2::loxP, tsal:.loxP, P meriz— TSA::KanMX

“«

C9 Pumeri-GCN4

C9 Pumeriz-GCNA4::KanMX

“«

C9 Pseii-GCN4

C9 Pspii- GCN4::KanMX

“«

C9 gcn2dot5

C9 gcn2::loxP, dot5::KanMX

“«

C9 snf1 C9 snfl::KanMX w“ o«
C9 srx1 C9 srx1::KanMX “ “
C9 srx1 C9 srx1::loxP “ “
C9 srxlgcn2 C9 srx1::loxP, gcn2::KanMX “ “

C9 gcn2gcnl1

C9 gcn2::loxP, gcnl::KanMX

C9 tsalgcn4

C9 tsal::loxP gcnd::KanMX

C9 tsaltorl

C9 tsal::loxP, torl::KanMX

C9 tsalsch9

C9 tsal::loxP, sch9::KanMX

“"

C9 hsp104

C9 hsp104::KanMX

“"

C9 hsp104

C9 hsp104::loxP

“"
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Materiales y Métodos

Tabla M.1. Continuacion.

Cepa Genotipo Procedencia
C9 pde2 C9 pde2::KanMX Este trabajo
C9 pde2 C9 pde2::loxP “ “
C9 ubr2 C9 ubr2::KanMX “ “
CS rpn4 C9 rpn4::KanMX “ “
C9 rpn4 C9 rpn4::loxP “ “
C9 pde2tsal C9 pde2::loxP, tsal::KanMX “ “
C9 rpndtsal C9 rpn4::loxP, tsal::KanMX “ “

C9 ubr2tsal

C9 ubr2::loxP, tsal::KanMX

C9 pde2gcn2

C9 pde2:.loxP, gcn2::KanMX

C9 rpnd4gcn2

C9 rpn4::LoxP, gcn2::KanMX

C9 ubr2gcn2

C9 ubr2::loxP, gcn2::KanMX

“«

C9 Pgk1-GFP

C9 PGK1-GFP::KanMX

“«

C9 tsal Pgkl1l-GFP

C9 tsal::loxP PGK1-GFP::KanMX

“«

C9 gcn2 Pgkl-GFP

C9 gcn2::loxP, PGK1-GFP::KanMX

“«

C9 tsalgcn2 Pgkl-GFP

C9 tsal::loxP, gcn2::loxP, PGK1-GFP::KanMX

“«

C9 Tsal-GFP

C9 TSA1-GFP::KanMX

C9 Hsp104-GFP

C9 HSP104-GFP::KanMX

C9 Pub1-GFP

C9 PUB1-GFP::KanMX

C9 Pab1- GFP

C9 PAB1- GFP::KanMX

C9 tsal Hsp104-GFP

C9 tsal::loxP, HSP104-GFP::KanMX

Este trabajo

C9 hsp104 Tsal-GFP

C9 hsp104::loxP, TSA1-GFP::KanMX

“"

“

C9 gcn2 Tsal-GFP

C9 gcn2::loxP, TSA1-GFP::KanMX

“"

C9 gcn2 Hspl104-GFP

C9 gcn2::loxP, HSP104-GFP::KanMX

“"

C9 srx1 Tsal-GFP

C9 srx1 ::loxP, TSA1-GFP::KanMX

“"
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Tabla M.1. Continuacion.

Materiales y Métodos

Cepa

Genotipo

Procedencia

C9 srx1 Hspl104-GFP

C9 srx1::loxP, HSP104-GFP::KanMX

Este trabajo

C9 pde2 Tsal-GFP

C9 pde2:.loxP, TSA1-GFP::KanMX

“u “«

C9 ubr2 Tsal-GFP

C9 ubr2::loxP, TSA1-GFP::KanMX

“u “«

C9 rpn4 Tsal-GFP

C9 rpn4 ::loxP, TSA1-GFP::KanMX

“u “«

C9 sod1 C9 sod1::KanMX “ “
C9 trx1 C9 trx1::KanMX “ “
C9 trx1 CO trx1::loxP “ “
C9 trx2 C9 trx2::KanMX “ “
C9 trx2 C9 trx2::loxP “ “
CO trx1trx2 C9 trx1::loxP, trx2::KanMX “ “
C9 trri1 C9 trri::KanMX “ “
CO trr1 CO trri::loxP “ “
C9 trx1trx2 Sod1-MYC C9 trx1::loxP, trx2::loxP, SOD1-MYC::KanMX “ “
C9 trx1trx2 Tsal-GFP CO trx1::loxP, trx2::loxP, TSA1-GFP::KanMX “ “
C9 trx1trx2 Hsp104-GFP C9 trx1::loxP, trx2::loxP, HSP104-GFP::KanMX “ “
C9 trx1trx2 Pabl-GFP C9 trx1::loxP, trx2::loxP, PAB1-GFP::KanMX “ “
C9 trx1trx2 Pub1-GFP C9 trx1::loxP, trx2::loxP, PUB1-GFP::KanMX “ “
C9 trritsal C9 trri::loxP, tsal::KanMX “ “
C9 trrisch9 C9 trri::loxP, sch9::KanMX “ “
C9 trritorl C9 trri:.loxP, torl::KanMX “ “
C9 trr1 Pgk1-GFP C9 trr1 ::loxP, PGK1-GFP::KanMX “ “

C9 trrisod1 C9 trri:.loxP, sod1::KanMX “ “
C9 gtrl C9 gtrl::KanMX “ “
Co trrl C9 trri::loxP, gtrl::KanMX “ “
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Materiales y Métodos

Tabla M.1. Continuacion.

Cepa Genotipo Procedencia
C9 tor1-MYC C9 TOR1-MYC::KanMX Este trabajo
L2056 Cepa Vinica Lallemand
L2056 gcn5 L2056 gcn5::loxP, gcn5::KanMX Este trabajo
L2056 ubp8 L2056 ubp8::loxP, ubp8::KanMX “ “
L2056 spt20 L2056 spt20::loxP, spt20::KanMX “ “
L2056 spt7 L2056 spt7::loxP, spt7::KanMX “ “
L2056 rtg2 L2056 rtg2:: loxP, rtg2::KanMX “ “
L2056 gcn5rtg2 L2056 gcn5::loxP, gcn5::loxP “ “
L2056 gcn5rtg2 L2056 gcn5::loxP, gcn5::loxP, rtg2:: KanMX “ “
L2056 gcn5rtg2 L2056 gcn5::loxP, gcn5::loxP, rtg2:: loxP “ “
L2056 gcn5rtg2 L2056 gcn5:loxP, gcnb5:loxP, rtg2::  loxP, “ “

rtg2::KanMX

L2056 rgm1 L2056 rgm1::KanMX “ “
L2056 rgm1 L2056 rgm1::loxP “ “
L2056 rgm1 L2056 rgm1::loxP, rgm1::KanMX “ “
L2056 rpd3 L2056 rpd3::KanMX “ “
L2056 rpd3 L2056 rpd3::loxP “ “
L2056 rpd3 L2056 rpd3::loxP, rpd3::KanMX “ “
L2056 gcn2 L2056 gcn2::loxP(x3), gcn2::KanMX “ “
L2056 gcn4 L2056 gcn4::loxP, gcn4::KanMX “ “
BY4742 BY4742 Mata his341leu2Alys2Aura34 Brachnany col

BY4742 dal5

BY4742 dal5::KanMX4

Giaever Gy col

BY4742 mep2

BY4742 mep2::KanMX4

Giaever Gy col

BY4742 gsh2

BY4742 gsh2::KanMX4

Giaever Gy col
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Tabla M.1. Continuacion.

Materiales y Métodos

Cepas

Genotipo

Procedencia

BY4742 tsal

BY4742 tsal::NAT1

Giaever Gy col

BY4742 gcn2

BY4742 gcn2::KanMX4

Giaever Gy col

BY4742 srx1 BY4742 srx1::KanMX4 Giaever Gy col
BY4742 C48S tsal BY4742 tsalC48S Mikael Molin
BY4742 C171S tsal BY4742 tsalC171 Mikael Molin
BYA742 DYF tsal BY4742 tsalDYF Mikael Molin

BY4742 tsalgcn2

BY4742 tsal::Natl, gcn2::HIS3

Este trabajo

BY4742 tsal C48S gcn2

BY4742 tsalC48S, gen2::HIS3

BY4742 tsalC171S tgcn2

BY4742 tsa1C171 gcn2::HIS3

BY4742 tsalDYF gcn2

BY4742 tsalDYF gcn2::HIS3

BQS252

MAT a, ura3-52 Fondo genético FY1679

J. Enrique Perez-
Ortin

BQS252 tsal

BQS252 tsal:KanMX

Este trabajo

BQS252 gcn2

BQS252 gcn2::KanMX

BQS252 tsalgcn2

BQS252 tsal::loxP, gcn2::KanMX

BQS252 trr1

BQS252 trr1::KanMX

1 Walker, M. E., Gardner, J. M., Vystavelova, A., McBryde, C., de Barros Lopes, M., and Jiranek, V. (2003 FEMS Yeast Res 4, 339-347

La cepa de Escherichia coli DH5a (VSOd, lac ZAM15 endA1 secAl, hsdR17 supE44 thi-1, Z-,
gyr A relAl, F-) ha sido empleada para la construccién de los plasmidos necesarios.
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Materiales y Métodos

1.2 Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla M.2.

Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido

Descripcion

Procedencia

pUG6

Plasmido que contiene el gen
marcador de  resistencia a
geneticina KanMX4 flanquedado
por sitios LoxP

Guldener y col, 1996

pKanMX-SPI1p

Plasmido pUG6 en el que se ha
clonado el promotor del gen SPI1

Cardona y col, 2007

pKanMX-MET17p

Plasmido pUG6 en el que se ha
clonado el promotor del gen MET17

Helena Orozco y col, 2012

pFA6a-13Myc-KanMX6

Plasmido que  contiene 13
repeticiones en tdndem de Ila
secuencia que codifica para el
epitopo Myc

Longtine y col, 1998

pYEp351-cre-cyh

Plasmido que contiene el gen de la
recombinasa Cre del fago P1, bajo
el control del promotor GALI1, vy
marcador de  resistencia a
cicloheximida.

Delneriy col, 2000

pFA6a-GFP(S65T)-KanMX6

Plasmido que contiene el gen de la
proteina fluorescente GFP para el
etiquetado de proteinas en el
extremo C terminal. Presenta el
marcador  de resistencia a
geneticina KanMXé.

Bahler y col, 1998

pRS313

Plasmido centromérico que
contiene el gen HIS3 como
marcador de seleccion.

R. Sikorski y Philip Hieter.

pFA6a-His3MX6

Plasmido para obtencion de
cassettes de integracion con el gen
HIS3 como marcador de seleccidn

Longtine y col, 1998
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Materiales y Métodos

1.3 Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos utilizados como cebadores en las reacciones de PCR con distintos

fines (construccion de diferentes cepas de levaduras vinicas industriales y levaduras de

laboratorio, etiquetado de proteinas para marcaje fluorescente (GFP) o para marcaje con el

epitopo Myc) fueron disefiados con el programa Gene Runner y fueron sintetizados por las

casas comerciales Isogen, Roche e Integrate DNA tecnologies, segln el caso.

Las secuencias, escritas en orientacidon 5°-3, y su uso se describen en la Tabla M.3. Como

norma general los oligonucleétidos marcados como a y b se utilizaron para amplificar el

cassette de disrupcidn, c se situa en el promotor, d en la ORFy e en la 3’-UTR.

Tabla M.3. Secuencias de oligonucleétidos usados en este trabajo.

Oligonucleédtidos Secuencia (5°-3) Uso

GCN5 a AAAAGTCTTCAGTTAACTCAGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
GCN5b CTTCGAAAGGAATAGTAGCGGATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
GCN5c AGGATTGGTAAGGGAAGACC Comprobacién
GCN5d TTATTGGTCTCAGCCTGCTC Comprobacién
GCN5e ATTGATCACATCGTCTCGCC Comprobacién
ALD4a AACCAACCAAGAAAACTACAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
ALD4b GTATGTAAGCATCGATTGGACATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
ALDA4c TGAAAATGGAAGTTCGGCG Comprobacién
ALD4d TAGGCACTGTCATAGGAAG Comprobacién
ALD4e GCCATCTTTGGTCAAAGGTG Comprobacién
SPT20a AGGAATAGTTACGGTTAATTTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
SPT20b TATATATATATATAAGGAATGAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
SPT20c TTAGTTCTGTTACCCGCTCG Comprobacién
SPT20d TTACATTTGCTACCGCTGGG Comprobacién
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Materiales y Métodos

Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos

Secuencia (5°-3°)

Uso

SPT20e TTGAGCACAGAGGTGAGATG Comprobacién
UBP8a CTACTTGAAACCCTGCTTTTTTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
UBP8b CTTTTTTGTTTTATTATTATTTGTATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
UBP8c GCTGTCGTAATAGCAAAGGG Comprobacién
uBP8d GCAGGTTTTTAGAACCCCATC Comprobacion
UBP8e CCAGCCTTTGCTCTTTTGTTC Comprobacion
TOR1a AGTGAAACATACATCAACCGGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecidn
TOR1b AAATAGTAAACAAAGCACGAAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecidn
TOR1c GGTTCTCGCCATTTTGAAGC Comprobacién
TOR1d ACCTACTAGAAGTCAGACCG Comprobacion
TOR1e AGATGAGGACCTCAGTAAGG Comprobacién
TOR1-R1 AAATAGTAAACAAAGCACGAAATGAAAAATGACACCGCAGGAATTCGA | Etiquetado
GCTCGTTTA
TOR1-F2 AAGGTTATGTCAACATTATATTGGATGGTGCCCATTCTGGCGGATCCCCG | Etiquetado
GGTTAAT

SCH9a ATACTCGTATAAGCAAGAAATTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
SCH9b AAGGAAAAGAAGAGGAAGGGCATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
SCH9c CCCACTCTCACATAATCACC Comprobacion
SCH9d ATGGGTATCCGTTGTCGTTG Comprobacion
SCH9e GCGAAGCGTTACTTAAGCC Comprobacion
RGM1a CGTCTATAGTCCAGGACAATTAGCATGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecion
RGM1b TGATGCGGCTTGTGAAATGGAGGAGTATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
RGM1c TTCATTCCTCAGCGGATCCC Comprobacién
RGM1d CATTGGAATGGTTTCTCCCC Comprobacién
RGM1le GCATTTCCCAACAGAAGCGG Comprobacién

62




Materiales y Métodos

Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos Secuencia (5°-3°) Uso

SPT7a TCTTTAAACTGTAACACTACAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
SPT7b TTTAATTAAAGATAAAATATTCATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
SPT7c CTTGTTGGGACTAACTCCAG Comprobacién
SPT7d TTAGTGACGCTACGCTTGTG Comprobacién
SPT7e CACTTGAAATCGACAGCAGG Comprobacion
RTG2a ATGTCAACACTTAGCGATAGTGATACCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
RTG2b TCACATACATAATCGTACCAATATACTATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
RTG2c AGTCACATGACCGCGATAAG Comprobacién
RTG2d TTCTTGCATGATGTGCAGCC Comprobacién
RTG2e TAAACTGGTCTCCACCTCAC Comprobacién
RPD3a CATACAAAACATTCGTGGCTACAACTCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
RPD3b TCACATTATTTATATTCGTATATACTTCATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
RPD3c TATTTACTTACCCTCCCCGG Comprobacién
RPD3d GACCTGCTCCATATGCATAG Comprobacién
RPD3e GTTGATGTATGAACGGAACGC Comprobacién
HCM1a AGCAAAAAAAAAAAAAATCAACAAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
HCM1b AGATTAAGAATAATTAGTTTTCGGTGAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
HCM1c AAGCACCGTGCTATTAACCC Comprobacién
HCM1d TTTCTCACAGTTGAGCTCGG Comprobacién
HCM1le ACCATAGAAGAGCGGGAAAAG Comprobacién
MSK1a TTCCTAATTATTCTCTAATCCTAATAAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
MKS1b AGAACTTTAAATACTGTATCTGATTTA Delecién
MKS1c GCAGTAGGGATCTTTAACCC Comprobacion
MKS1d TGCTCGACACATTTGGATGC Comprobacion
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Materiales y Métodos

Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos

Secuencia (5°-3°)

Uso

MKS1e TCATCTCATCGCATTTCCGG Comprobacién

AHP1la ACCAGAACAACACAAGTACTACCAATAATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecion

AHP1b TTTTTATATAAACATGGTTTTATTGTCTATATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecion

AHP1c TTTCCACACCCCTTCCGGAC Comprobacién

AHP1d GAGCACCGGTAATGATAACC Comprobacién

AHPle TATACGCAGTGCCTCTTAGC Comprobacién

TSAla TGCTCACAACCAACCACAACTACATACACATACATACACATTCGTACGCT | Delecion
GCAGGTCGAC

TSAlb ATTTTAAATAAGTAGTCATTTAGACAACTCTGCAAGCGTCATAGGCCACT | Delecion
AGTGGATCTG

TSAlc AAAGTCGGCTGGCAACAAAC Comprobacién

TSAld GGCTAGGACAACGTACTTAC Comprobacién

TSAle TGGCAGTGAATGGTTTACGC Comprobacién

TSA1-R1 TGAGCTAGTGTGAATAGCTTCTTAGACGGTAGTGTATCGCGTTAGTATCG | Etiquetado
AATCGACAGC

TSA1-F2 TGCTCACAACCAACCACAACTACATACACATACATACACACGGATCCCCG | Etiquetado
GGTTAAT

TSA2a CAAGAATATATTAGCCTTACAAGAACGTAAAAAACCAATCTTCGTACGCT | Delecidn
GCAGGTCGAC

TSA2b TTTTAATTATTTAATAGGGCCTAGCGTTATCGTGCGAAGAATAGGCCACT | Delecién
AGTCGATCTG

TSA2c GCTAAGGTGTTTGTTACCCG Comprobacién

TSA2d CGCAACAATCTCAGTTGGAC Comprobacién

TSA2e CGAAAACAAACCTGCATGGG Comprobacién

TSA2f GTTAGTAAGCGCTACGACGACTAGAACCATCTCTTGAATTTTCGTACGCT | Sobreexpresion
GCAGGTCGAC con MET17

TSA2g TCTTAAATGGTGGGGCTTGTTTTTGAACTTCTGCTACCATTGTATGGATG Sobreexpresion

GGGGTAATAG

con MET17
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Materiales y Métodos

Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos Secuencia (5°-3°) Uso
DOT5a TACGAGCTTTATACAGGTAATATTAAAGTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
DOT5b AAGTACTCCTCTAGAGAAACAAAAAGGGATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
DOT5c AGGAATGTTCGAGCAAGAGC Comprobacién
DOT5d ACTTCCGGTGTCGAAATAGG Comprobacién
DOT5e TTATGACCTTCTGCAGGCTC Comprobacion
GCN2a TCAATAATTTTCCGTTCCCCTTAACACTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecion
GCN2b TTAACTGATGCGTTATAGCGCCGCACAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecidn
GCN2c TTACATTGTTGGAAAGCCTCG Comprobacién
GCN2d GCTGCTTATCCCAGCTAGAC Comprobacién
GCN2e TAAGAAAGGTGACCTACCCC Comprobacién
GCN4a CAATTTGTCTGCTCAAGAAAATAAATTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
GCN4b GAGAATGAAATAAAAAATATAAAATAAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
GCN4c CCAATTGCTATCATGTACCCG Comprobacién
GCN4d TGGTTTGGCAGTAGAAGTGG Comprobacion
GCN4e CGGCAGATTATAAATGCGTGG Comprobacion
GCN4f GGCTCGCTGTCTTACCTTTTAAAATCTTCTACTTCTTGACTTCGTACGCTGCAGGT Sobreexpresion
CGAC con MET17
GCN4g TTGGATTTAAAGCAAATAAACTTGGCTGATATTCGGACATTGTATGGATGGGGG Sobreexpresion
TAATAG con MET17
MET17c CCTTGTCCAATTGAACACGC Comprobacién
SNF1la TTTGTAACAAGTTTTGCTACACTCCCTTATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
SNF1b AAAAAAGGGAACTTCCATATCATTCTTTTATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
SNF1lc TCTTACTGCGCATTCGTGTC Comprobacién
SNF1d CTTGGGATTGTTTAGCGTCG Comprobacién
SNFle GCCACTAGTAGTACTCATCTC Comprobacién
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Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos Secuencia (5°-3°) Uso

SRX1a TGAAAAAAAAAACTACAAAACCAAGTTTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién

SRX1b ATTTATCTATGTTTCTTATGTAGTGTTAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién

SRX1c AATATGCCGTTACCCGTTGC Comprobacién

SRX1d TCTTGCTAGCGGTGGGAATG Comprobacién

SRX1le CACAAACTGCTAGTGCCTAC Comprobacion

HSP104a AAAAGAAATCAACTACACGTACCATAAAATATACAGAATATTCGTACGCT | Delecién
GCAGGTCGAC

HSP104b TGATTCTTGTTCGAAAGTTTTTAAAAATCACACTATATTAATAGGCCACTA | Delecidn
GTGGATCTG

HSP104c CAGTAAAAGGCAAAGGGGCG Comprobacién

HSP104d GATGTTGATGATCCGAAGCC Comprobacion

HSP104e TTTGCTCGGGTGTCAAGTTC Comprobacién

HSP104-R1 ATTCTTGTTCGAAAGTTTTTAAAAATCAC Etiquetado

HSP104-F2 CGATAATGAGGACAGTATGGAAATTGAT Etiquetado

PDE2a GATCACTACTACTTAATTGAAGAAAACATAACCTAT Delecién
TGATTTCGTACGCTGCAGGTCGAC

PDE2b GTTTATACAATGAATGGTACAAGAAATTTTGATATTCTTGATAGGCCACT | Delecidn
AGTGGATCTG

PDE2c GTCACTGTGAGAGATTGGAC Comprobacién

PDE2d GAAAAGGCGAAACTCTGTCC Comprobacién

PDE2e CAATAGCCATAATCAACTGGG Comprobacién

UBR2a TAACTGGACTCCAGGTGCTGCTACCATCAAGCCAACCGTTTTCGTACGCT | Delecidn
GCAGGTC

UBR2b ATCTGTTTTAATTGGCGTGGGGAAGTGGGGTAGGGTCGAGATAGGCCAC | Delecién
TAGTGGAT

UBR2c CAATGTACAGCTGTGGGGAG Comprobacién

UBR2d ATTTCGCGAGTTTGGGGAGC Comprobacion
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Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos

Secuencia (5°-3°)

Uso

UBR2e CCGTCCCTGTCCCTTCCCAC Comprobacién
RPN4a TTGTATCTTTTCAAAAGTTTTCTAGAATTTTCAAGCAATCTTCGTACGCTG | Delecion
CAGGTCGAC
RPN4b GGTTTTCTTCTTTTATCTCCTATATAATTTGTAACCTTAAATAGGCCACTAG | Delecidn
TGGATCTG
RPN4c CTTTTTTCTTCTTGGCGTGG Comprobacién
RPN4d GTAAACTGACTGTGACCTGG Comprobacién
RPN4e AATGGTATCCCCTTAGTCGT Comprobacién
PGK1-R1 AAAGAAAAAAATTGATCTATCGATTTCAATTCAATTCAATGAATTCGAGC | Etiquetado
TCGTTTAA
PGK1-F2 TAAGGAATTGCCAGGTGTTGCTTTCTTATCCGAAAAGAAACGGATCCCCG | Etiquetado
GGTTAAT
PGKle CTGCATAAAGGCATTAAAAG Comprobacién
PAB1-R1 TAAGTTTGTTGAGTAGGGAAGTAGGTG Etiquetado
PAB1-F2 GTCTTTCAAAAAGGAGCAAGAACAAC Etiquetado
PABle TGCGGTGATGAATAGCAAGG Comprobacién
PUB1-R1 GTCGTTCTTTTTTTATTITATCT Etiquetado
PUB1-F2 TGAGCAACAACAGCAACAGCA Etiquetado
PUB1le CATGTCTCCATAACGCTAGG Comprobacién
SOD1a ATGCGAAATTGGACGTAAGTATCTCTGAAGTGCAGCCGA Delecién
SOD1b CGAGACGGGCCAGCGTTGCGAAATATTCGAATTGAAAGGCCACTAGTGG | Delecién
ATCTG
SOD1c CGTTTTCGTTAAGCAATCTC Comprobacién
sobid GATTCGGAAGCCTGTTCGAA Comprobacion
SOD1e CATCGTCATCGCTATGAGAT Comprobacién
SOD1-R1 ACTTACATACGGTTTTTATTCAAGTATATTATCATTAAC Etiquetado
SOD1-F2 CGGTCCAAGACCAGCCTGTGGTGTCATTGGTCTAACCAA Etiquetado
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Tabla M.3. Continuacion

Oligonucleétidos Secuencia (5°-3°) Uso

TRX1a GAAGACTAGACACCTCGATACAAATAATGGTTACTC Delecién
TRX1b GGCTTAAGTCTGGGTCCGCTTCTTTACAAATTTGGA Delecién
TRX1c AATGGCTTAAGTCTGGGTCC Comprobacién
TRX1d AAGCAAAGTTGGCATAGCGG Comprobacién
TRX1e TTCTCCACCTCCTTTGTGTG Comprobacion
TRX2a ATGGTCACTCAATTAAAATCCGCTTCTGAATACGAC Delecion
TRX2b ACTGGTAAACATGATGTACTTTACGTAGCGTTAATA Delecidn
TRX2c ATAAGAAAGCCATTCGGGGG Comprobacién
TRX2d AAATCCGCTTCTGAATAC Comprobacién
TRX2e CAAGCCAAAGGTGCAGAAAG Comprobacion
TRR1a AATAGCGAACAGTACGAAAGTAAACATTCGTACGCTGCAGGTCGAC Delecién
TRR1b CAAAAATTTGAGTGTATCTATTTTATAATAGGCCACTAGTGGATCTG Delecién
TRR1c ATAAGAGTGGACCCAACTGC Comprobacién
TRR1d AGATTATAGCGTCAGTCGTC Comprobacién
TRR1le GATGGCCTATGTCATGTGTC Comprobacién
GTR1a AAGGCCATCAAAATCACGTTTATCAATCGACAATTTAGTATTCGTACGCT | Delecion

GCAGGTCGAC
GTR1b CAAACACTCAATTGCCGAATGTTTCGTCTACTCACCTCAGATAGGCCACT | Delecién
AGTGGATCTG

GTR1c CACTCTCGCATTCTGTCTAC Comprobacién
GTR1d AAATTTTGGCGTCGGGAGAG Comprobacién
GTR1e AACCCCGACAAGATTGGTTG Comprobacién
K2 GGGACAATTCAACGCGTCTG Comprobacién
K3 CCTCGACATCATCTGCCCAG Comprobacién
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Tabla M.4 Secuencias de oligonucledtidos utilizados en las reacciones de QRT-PCR. Se
muestran dos pares de oligos para cada gen de estudio. Como Fw “Forward” y Rev “Reverse”
para los oligonucledtidos de amplificacion del gen.

Oligonucleétido Secuencia( 5°-3) Gen
DAL5_Fw1l GTCTTGGCTCCATCCTGATCA DAL5
DAL5_Revl CGTCAGGGATCCACAGGAAT DAL5
DAL5_Fw2 CTTACCTGTGGTACATCTCGC DAL5
DAL5_Rev2 TAAGGTTTGTGGTCCTGCC DAL5
MEP2_Fw1l CGAGGGTTGGTTGGTCAAAT MEP2
MEP2_Revl GGTTTGTACTTGGGCATCCC MEP2
MEP2_Fw?2 GTTCAGGTATCATCGCTGGC MEP2
MEP2_Rev2 CTAGACCATCATCGATGCGC MEP2
GDH2_Fw1l AAGGAACTGCTGGTTTCGTG GDH?2
GDH 2_Revl AAGCACGAACACCCAGAGAA GDH?2
GDH 2_Fw2 ACTGCTGGTTTCGTGGATTG GDH?2
GDH 2_Rev2 AACATAAGCACGAACACCCA GDH2

2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

2.1 Bacterias

Los cultivos de Escherichia coli se realizaron en medio LB (extracto de levadura 0.5% (p/v),
bactotriptona 1.0 % (p/v), NaCl 1.0% (p/v)). Para el cultivo de cepas con plasmido se afiadi6
ampicilina (50mg/mL) al medio, como factor de seleccidn. El crecimiento se realizé a 37 °C en
agitaciéon (200 rpm). Para los cultivos en placa el medio fue suplementado con agar
bacterioldgico 2% (p/v).
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2.2 Levaduras

2.2.1 Crecimiento en condiciones de laboratorio

Los medios y las condiciones de cultivo utilizados para el crecimiento de S. cerevisiae se
describen en Adams y Kaiser (Adams and Kaiser, 1998). Las levaduras crecieron a 30°C en un
agitador orbital a 200 rpm en el caso de los medios liquidos, o en una estufa en los medios
sélidos, afiadiéndoles a estos Ultimos agar bacterioldgico al 2% (p/v).

El medio rico (YP) se compone de extracto de levadura 1% (p/v), peptona bacteriolédgica
2% (p/v) y una fuente de carbono al 2% (p/v) dependiendo del caso: glucosa en YPD, galactosa
en YPGal, glicerol en YPG, etanol en YPE o glucosa 10% (p/v) mas fructosa 10% (p/v) en YPGF
para los ensayos de capacidad fermentativa. Para la seleccion de transformantes en
transformaciones de levaduras con marcador de seleccién Kan®, el medio YPD se suplementd
con geneticina 200mg/L.

El medio minimo completo (SC) contiene base nitrogenada para levadura sin aminoacidos
(YNB) 0.17% (p/v), sulfato amdnico 0.5% (p/v), glucosa 2% (p/v) y 0.2% (p/v) de drop out
(mezcla de todos los aminoacidos y bases nitrogenadas), segin describe (Adams and Kaiser,
1998). SC N 1/25 es como el SC con 25 veces menos de fuente de nitrégeno (sulfato de amonio
y aminoacidos).

El medio minimo (SD) es una variante del medio SC, pero sin drop out. El medio SD sin
nitrégeno (SD-N) contiene solamente base nitrogenada para levadura sin aminoacidos (YNB)
0.17% (p/v) y glucosa 2% (p/v), y no contiene sulfato amdnico. El SD sin glucosa (SD-G)
contiene solamente base nitrogenada para la levadura sin aminoacidos (YNB) 0.17% (p/v) y
sulfato amdnico 0.5% (p/v), y no contiene glucosa.

En los casos en los que la cepa albergaba auxotrofias, los requerimientos necesarios
fueron afiadidos a una concentracion final de 20mg/L para histidina, metionina y uracilo,
100mg/L para leucina y 30mg/L para lisina. Para la seleccion de transformantes en
transformaciones de levaduras con marcador de seleccion cyh, el medio SD se suplementé con
cicloheximida 1mg/mL.

2.2.2 Crecimiento en condiciones de microvinificacion

El crecimiento en condiciones de microvinificacion se llevé a cabo en dos tipos de mosto,
natural y sintético. El mosto natural fue tinto de la variedad Tempranillo, cedido por bodegas J.
Belda (Fontanars dels Alforins, Espafia), suplementado con 10g/HL de metabisulfito potasico y
parcialmente clarificado por sedimentacidn durante 1-2 dias a 10 °C. Este mosto fue congelado
inmediatamente hasta su utilizacion.
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Tras su descongelacién a 4°C y con el fin de prevenir el crecimiento de otros
microorganismos, el mosto se desinfectd con dimetil dicarbonato (DMDC) 500ug/L, dejando
actuar durante 24 horas. Previamente al indculo de las levaduras se realizd una siembra
directa de unos 10 pL de mosto en una placa de YPD, asegurando de esta manera que no
existiera ningln microorganismo presente y por ello no se estudié la imposicién de la cepa
inoculada durante la vinificacion. Se midieron los azlicares y, en ocasiones, el nitrégeno
asimilable en el mosto antes de inocular la levadura.

El mosto sintético MS300 (Riou et al.,, 1997) se compone de glucosa 100g/L, fructosa
100g/L, acido madlico 6g/L, acido citrico 6g/L, KH,PO, 0.75g/L, K;SO, 0.5g/L, MgS0,.7H,0
0.25g/L, CaCl,.2H,0 0.155g/L, NaCl 0.2g/L. Como fuente de nitrégeno se afiade NH,Cl 0.46g/Ly
una mezcla que contiene los 20 aminodcidos. Dichas cantidades de fuentes de nitrégeno se
dividieron a la cuarta parte para obtener el mosto con menor cantidad de nitrégeno, MS75.

También contiene oligoelementos 1mL/L (de una solucién formada por MnSQO,4.H,0 4g/L,
ZnS04.7H,0 4g/L, CuS04.5H,0 1g/L, CoCl,.6H,0 0.4g/L, H3BOs 1g/L v (NHa4)sM0;024 1g/L),
vitaminas 10mL/L (de una solucién formada por mioinositol 2g/L, pantotenato de calcio
0.15g/L, hidrocloruro de tiamina 0.025g/L, acido nicotinico 0.79mg/L, piridoxina 0.025g/L y
biotina 0.3mg/L) y factores anaerobios 1mL/L (de una soluciéon formada por ergosterol
1.5mL/100mL de etanol puro y Tween 20 (1:1) y acido oleico 0.5mL/100mL de la misma
mezcla). El pH del mosto se ajustd a 3.3 con NaOH y se autoclavé tras su preparacion.

Los experimentos en los dos tipos de mosto se realizaron a partir de precultivos liquidos
en YPD procedentes de colonias aisladas y crecidos durante 48 horas, de manera que el estado
metabdlico de las células sea lo mas parecido posible al que se encuentra en los inéculos que
se realizan en las bodegas. Las vinificaciones se llevaron a cabo a 24 °C en agitacion muy suave
(50 rpm) en tubos cénicos de centrifuga desechables de 30 o de 50 mL, dependiendo del
volumen necesario para cada experimento. El crecimiento del cultivo se siguid mediante el
recuento de células viables en placas de YPD, tras efectuar la correspondiente dilucion en agua
con el fin de sembrar entre 200 y 500 colonias por placa.

2.2.3 Condiciones de envejecimiento cronolégico

Los estudios de envejecimiento cronoldgico de las distintas cepas de levadura se
realizaron segun lo descrito por (Fabrizio and Longo, 2003b). Para ello se inocularon, a una
D.Ogoo de 0.1, 30mL de medio SC con células procedentes de un precultivo en medio YPD
crecidas hasta saturacién durante 24 horas. Las cinéticas de envejecimiento se realizaron en un
agitador orbital a 200 rpm a 30°C. Esto cultivos se dejaron crecer durante 3 dias tomando la
viabilidad de este punto como el 100% de viabilidad (t0). En el caso de envejecimiento en SC N
1/25 los cultivos se dejaron crecer durante 7 dias tomando la viabilidad de ese punto como el
100% de viabilidad (t0).
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La viabilidad se midié6 mediante recuento de unidades formadoras de colonia en placa de
YPD, tras efectuar la correspondiente dilucion en agua. Posteriormente se fueron tomando
muestras a distintos tiempos, procediendo de la misma manera, tomando el t0 como el 100%
de viabilidad y representando la supervivencia en escala logaritmica, ajustando el valor minimo
de acuerdo a los valores obtenidos.

2.2.4 Condiciones de autofagia

Los experimentos de induccidon de la macroautofagia recogidos en el Capitulo 1 se
realizaron segun lo descrito para detectar la degradacidn de la aldehido deshidrogenasa Ald6p,
como marcador de dicho proceso (Onodera and Ohsumi, 2004). Para ello se inocularon células
procedentes de un precultivo de toda la noche en medio YPD en 200mL de YPD fresco a D.Oggo
de 0.1 y se dejaron crecer hasta una D.Ogy de 1. Entonces, las células se recogieron por
centrifugacién, se realizd un lavado en NaCl 0.9% y se resuspendieron en 20 mL de SD-N.
Posteriormente se tomaron alicuotas de 3 mL a distintos tiempos, se recogieron las células por
centrifugacién, se lavaron en NaCl 0.9% y se guardaron a -80°C hasta su uso.

Los experimentos de macroautofagia recogidos en los Capitulos 2 y 3 se realizaron seguln
lo descrito para seguir la autofagia de la proteina de fusion fosfoglicerato quinasa-GFP (Pgk1-
GFP), como marcador de dicho proceso (Welter et al., 2015). Para ello se inocularon células
procedentes de un precultivo de toda la noche en medio YPD en 100 mL de medio minimo SD
a D.Ogqy de 0.1 y se dejaron crecer hasta una D.Ogy de 1. Se repartid el cultivo en dos tubos
conicos de 50mL, se recogieron las células por centrifugacion, se realizé un lavado en NaCl
0.9% y una mitad de las células se guardd a -80°C para su posterior uso, mientras que la otra
mitad se resuspendié en 50 mL de medio SD-N, se incubd durante 4h a 30 °C y se recogid por
centrifugacién. Se Is células lavaron en NaCl 0.9% y se guardaron a -80°C hasta su uso.

2.2.5 Medida de la resistencia a estrés

El estudio de la respuesta a estrés de las diferentes cepas se llevé a cabo en diversas
condiciones de crecimiento y con diferentes agentes causantes de estrés, que se detallan a
continuacién.

2.2.5.1 Formas de crecimiento

2.2.5.1.1 Goteos en placa
Para analizar la viabilidad de cada una de las cepas estudiadas se tomé una alicuota del

cultivo procedente de un precultivo de toda la noche en medio YPD y se ajustd su volumen con
agua destilada estéril hasta una D.Ogy de 1. A partir de ésta, se realizaron diluciones 10,
102, 10° 10" y 10™. Sobre las placas de medio rico YPD o de medio minimo SD, con los
diferentes agentes causantes de estrés, se depositaron gotas de 5uL de cada una de las
diluciones y se incubaron a 30°C durante 2 dias.

2.2.5.1.2 Halos de inhibicion
Para todas las cepas analizadas, se midié el halo de inhibicién de crecimiento de cultivos

de 12h de crecimiento en medio YPD liquido, producido por la aplicacion de 10 pL del agente
causante de estrés sobre un disco de 0.5 cm de diametro de papel de filtro colocado en el
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centro de una placa Petri sembrada en césped con el cultivo.

2.2.5.1.3 Cultivo liquido
Para estudiar la respuesta a estrés en fase de crecimiento exponencial, las diferentes

cepas se precultivaron durante toda la noche en medio YPD y se inocularon en el medio de
crecimiento de interés (YPD, SC o SD) a una D.Oggy de 0.1 y se dejaron crecer hasta una D.Oggy
de 0.6-0.7. Se anadio el agente de estrés de estudio y se dejaron crecer el tiempo necesario
para observar la respuesta de cada agente de estrés, en agitacién a 30 °C. Se recogieron las
células por centrifugacién, se lavaron con 0.9% de NaCl y se guardaron a -80°C para su
posterior utilizacidn.

2.2.5.2 Agentes causantes de estrés

2.2.5.2.1  Estrés oxidativo
Por goteo en placa de YPD con perdxido de hidrégeno H,0, (de 1 a 4 mM), hidroperdxido
de terc-butilo 1ImM, diamida 1mM, 1,4 Ditriotitol (DTT) 1mM.

Mediante halo de inhibicién de crecimiento producido por la aplicacién de 10uL
menadiona al 0.5M, 10uL de diamida al 2M o de 10uL de H,0; al 30%.

Mediante cultivo en liquido de YPD con 0.5-0.6 mM de perdxido de hidrégeno H,0,.

2.2.5.2.2  Estrés por temperatura

Por goteo en placa de YPD e incubadas a 42 °C durante 2 dias para estudiar la resistencia
al estrés térmico y a 12°C durante 6 dias para estudiar el estrés por frio.

2.2.5.2.3  Estrés por Etanol
Por goteo en placa de YPD con EtOH 5 (v/v), 10% (v/v) y 12 % (v/v) e incubadas a 30°C
durante 2-3 dias.

2.2.5.2.4  Estrés por parada en la traduccidn

Crecimiento en liquido, 2h tras la adicion de 5mM de AZC (acetidina-2-acido carboxilico),
compuesto andlogo de la prolina que promueve agregacion de proteinas, en fase exponencial .

Mediante halo de inhibicién de crecimiento producido por la aplicacién de 10 pL de
cicloheximida 1pg/uL (concentracidn final 1ImM).

2.2.5.2.5 Estrés por ayuno de nitrégeno

Por goteos en placa de medio SD y/o YPD con Rapamicina 100mM, L-metionina-S-
sulfoximina (MSX) 100mM y Sulfumeturén metil (SM) 1pg/uL.

Por goteos en placa de medio SD con 3-amino-1, 2,4-triazol (3AT) 10mM.

Mediante cultivo en liquido en medio SD con Rapamicina 200 ng/mL, con MSX 2 mM vy
con 10mM de 3AT durante 30 minutos.
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3. METODOS DE MANIPULACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.

3.1 Obtencion de DNA

3.1.1 DNA plasmidico

Para la obtencién de plasmidos de E.coli se utilizé un kit comercial (GenelJET Plasmid
MidiPrep Kit de Thermo Scientific) basado en la lisis alcalina (Sambrook, J. and Russell, 2001) y
se siguieron las instrucciones del fabricante.

3.1.2 DNA gendmico de levadura

Se utilizé el método de aislamiento de DNA gendmico de levadura para el analisis por PCR
(Hoffman and Winston, 1987), con ligeras modificaciones. Se llevdo a cabo a partir de
precultivos de 5 mL cultivados a saturacién en medio YPD. Las células se rompieron en tampdn
de lisis (Triton X-100 2% (p/v), SDS 1% (p/v), NaCl 100mM, Tris-HCI 10mM pH 8.0, EDTA 1 mM)
con un volumen de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y un volumen de
perlas de vidrio. La rotura se realizé por agitacién en un aparato FastPrep®-24 a 5.5 de
intensidad, durante 30 segundos con 3 repeticiones. Tras centrifugar, los dcidos nucleicos se
precipitaron con etanol, y posteriormente se resuspendieron en tampdn TE (Tris-HCI 10 mM,
EDTA 1 mM) y se realizd un tratamiento con RNasa A.

3.2 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se utilizd la PCR para la construccién y comprobacion de las diferentes modificaciones
genéticas realizadas en las cepas de levadura. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 25uL 0 100 pL, segln fuera la PCR analitica o preparativa, con 3.0 ng/ uL de DNA molde
gendmico o0 0.4 ng/ uL de DNA plasmidico,1.0 pmol/ uL de cada cebador, dNTPs 0.25mM, 1.0 U
de polimerasa BioTaq (Bio-21040, Bioline) o Tag-DNA polimerasa (Clean-up) de UVAT-Bio,
Tampdn suministrado por la casa comercial con MgCl, (Tween-20 0.01% (p/v), (NH),SO,4 16
mM, Tris-Hcl 67 mM pH 8.8) y (500mM KCI, 100mM Tris-Cl (pH 8.5 a 25°C), 1% Tritén X-100,
15mM MgCl,). Las condiciones de reaccion fueron: 1 ciclo de 3 min a 94°C, 25-40 ciclos
compuestos de 30 s a 94°C, 30 s a temperatura 6ptima de hibridaciéon para cada par de
oligonucledtidos y un tiempo variable (1 min por cada kb) a 72°C y finalmente un ciclo de 10
min a 72°C.

Para la comprobacién de transformantes de levadura, se realizaron PCRs analiticas
utilizando como molde una colonia de levadura resuspendida en 3 uL de NaOH 0.01M,
previamente congelada a -80°C durante unos segundos y calentada a 95°C durante 10 min
para provocar la lisis celular.
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3.3 Obtencion de RNA total de levadura

Las células fueron recogidas por centrifugacion, lavadas en agua y congeladas a -80°C, se
resuspendieron en 0.5 mL de tampdn TES (Tris-HCL 10mM pH 7.5, EDTA 1 mM, SDS 0.5% (p/V))
y se procedid a la extraccién de RNA mediante la adicion de 0.5 mL de fenol acido y un
volumen de perlas de vidrio. La rotura se llevo a cabo por agitacidon en un aparato FastPrep®-
24 a 5.5 de intensidad durante 30 segundos con 3 repeticiones. Tras centrifugar a 13000 rpm
durante 5 min se repitid la extraccién con una mezcla de fenol:cloroformo (5:1) y se volvié a
centrifugar. Se realizé una ultima extraccidn con una mecla de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1) y tras centrifugar, el RNA se precipité con 0.1 v de LiCI 5 M y 2.5 v de etanol absoluto -
80°C toda la noche. El precipitado se lavd con etanol al 70% (v/v) y se resuspendié en agua
libore de RNAasas. La concentracion de RNA se determind mediante el aparato
espectrofotométrico NanoDrop (Thermo Scientific).

3.4 Transcripcidn reversa-PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en dos pasos

Este protocolo se realizd6 en el laboratorio de Thomas Nystrom y Mikael Molin en
Gotemburgo en una estancia de 4 meses. En la estrategia en dos pasos, se obtuvo primero el
cDNA con el kit comercial QuantiTect®Reverse Transcription (Qiagen) por retrotranscripcion al
azar a partir de 1 pg de RNA total, siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracién
de cDNA se valoré mediante NanoDrop.

En segundo lugar se realizé la PCR en tiempo real utilizando u aparato LightCycler® 2.0 de
Roche y usando como sonda fluorescente SYBR Green. Para la obtenciéon y marcaje de los
amplificados se utilizd el kit comercial LightCycler® FastStartDNA Master’"*SYBR Green |
(Roche) siguiendo las recomendaciones del fabricante con algunas modificaciones. Las
caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados se resumen en la tabla M.4.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20 pL. El protocolo de amplificacion
utilizado se diseiid siguiendo las indicaciones del kit de marcaje y del fabricante del aparato: 10
min de desnaturalizacién previa a 95°C; 40 ciclos de 10 s de desnaturalizacion a 95°C, 5 s de
apareamiento a 55°Cy 6 s de extension a 72°C; 1 ciclo para obtener curvas de fusién, 10 s a 95
°C, 15 s a 65°Cy 0 s a 95°C con una rampa de 0.5°C/s: finalmente, una etapa de enfriamiento
de 30 s a 40°C. Para la cuantificacion y comprobacion de la eficiencia de la amplificacion, se
realizaron rectas de calibrado para cada gen analizado a partir de diluciones seriadas de una
mezcla de 6 muestras de cDNA representativas del proceso estudiado con mutantes de cada
uno de los genes (DAL5, MEP2 y GDH2) y con las condiciones de crecimiento de estudio (ayuno
de nitrégeno). Para la normalizacién se utilizé el transcrito del gen de la actina, ACT1, ya que
presentaba una expresion estable durante el proceso estudiado.
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3.5 Analisis de Polisomas

El analisis de polisomas se realizd6 durante una estancia de 4 meses en la Universidad de
Gotemburgo bajo la direccion de Mikael Molin y Thomas Nystrom. Se recogieron 80 mL de
cultivo a una D.Ogy entre 0.4-1 (depende del experimento a realizar) en 2 tubos cdnicos de
50mL repartiendo 40mL en cada uno de estos tubos previamente enfriados en hielo y con
400uL de cicloheximida (10g/mL). Se centrifugaron a unas 4400 rpm (segun la centrifuga
usada) 4 min a 4°C. Se resuspendio el sedimento en 2 mL de tampdn de lisis (20mM Tris-HCl
pH8, 140mM KCl, 5mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 0.1 mg/mL cicloheximida, 0.5 mg/mL heparina, 1%
Triton X-100) ,1 mL por tubo combinandose los dos en el mismo tubo. Se realizaron al menos
dos lavados con tampén de lisis, centrifugando a 4400rpm. Se resuspendié el sedimento final
en 700uL de tampdn de lisis y se rompieron las células en un tubo con perlas de vidrio a 4°C en
un aparato FastPrep®-24, 8 veces de 30 s, con 30 s de incubacién en hielo entre periodos de
rotura. Se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un
nuevo tubo eppendorf que se centrifugd de nuevo a 8000 rpm durante 5 min a 4°C,
transfiriendo el sobrenadante a un nuevo tubo. Se midid la A,g v 1a Aygo (el ratio debe ser 2:1).
Se le afiadid glicerol hasta una concentracidn final de 5%, se congeld en nitrégeno liquido y se
guardd a -80°C. Para la preparacién de 6 gradientes se utilizan 50mL de sacarosa 10% (solucion
A) y 50mL de sacarosa 50% (solucidn B). La composicidn de los gradientes es: 20mM Tris-HCI
pH8, 140mM KCl, 5mM MgCl,, 0.5mM DTT, 0.1 mg/mL CHX, 10% sacarosa en la soluciéon Ay
50% en la B. Se ponen la solucién A y la solucién B en el fraccionador de polisomas y se
obtienen los 6 gradientes en tubos de centrifuga que se guardan a 4°C hasta su uso.

Se afade la muestra a los tubos con los gradientes de sacarosa (mL= 10/A,) v se
equilibra la ultracentrifuga (maximo 0.02g de diferencia entre muestras). Se centrifugan las
muestras a 35000rpm durante 2h 40 min a 4°C. Las muestras se mantienen en hielo hasta que
son escaneadas por el fraccionador. Se utiliza una disolucidén de sacarosa 60% como solucidn
de bombeo o (“pump solution”) para obtener el perfil de polisomas.

4. METODOS DE OBTENCION Y ANALISIS DE PROTEINAS

4.1 Extraccidon de proteinas

Los extractos proteicos se prepararon siguiendo diversos protocolos en funcién de la
utilizacidn posterior de las muestras. En todos los casos se procedié a la rotura de las células
de manera mecdnica por agitacion en un aparato FastPrep®-24 y afiadiendo 1 volumen de
tampon de lisis (de diferente composicion dependiendo del caso) y 1 volumen de perlas de
vidrio. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm a 4 °C durante 10 min y se recogio el
sobrenadante. La cuantificacion de proteina de los extractos se realizé utilizando el método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando el reactivo comercializado por Bio-Rad y una recta patron
con seroalbimina bovina (BSA)
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4.1.1 Preparacion de extractos para cuantificacién de proteina mediante Western blot

Tanto para estudiar el nivel de fosforilacion (pS52-elF2-a, pS232/5233-Rps6p) como para
estudiar el nivel de expresién de proteinas (autofagia Ald6p, autofagia Pgklp-GFP, elF2-q,
Rps6p) se recogieron células a distintos tiempos por centrifugacion, se lavaron con NaCl 0.9% y
se congelaron a -80°C hasta su utilizacidn. Las proteinas se extrajeron en 500 pL de tampdn de
lisis (Tris-HCI 1M pH 7.5, NaCl 5 M, MgCl, 1 M, NP40 10% (v/v), PMSF 0.1M y una tableta por
cada 10mL de una mezcla comercial de inhibidorees de proteasas (complete Mini, EDTA-free
de Roche). Si estudiamos niveles de fosforilacion de una proteina, se utilizan tres inhibidores
de fosfatasas, B glicerolfosfato 1M, NaOrtovanadato 0.5 M y NaF 1,5 M. Tras centrifugar las
muestras y cuantificar la concentracidn de proteina se afiadié tampdn de carga de proteinas 4X
(Tris-HCI 240mM pH 6.8, SDS 8% (p/v), glicerol 40% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), azul de
bromofenol 0.08 % (p/v)). Las muestras se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min y se
guardaron a -20°C hasta su utilizacion.

Para estudiar el nivel de sulfinilacién de la proteina Tsalp (Prx-SOs), asi como el nivel de
proteina Tsalp, las células obtenidas a distintos tiempos se recogieron por centrifugacion, se
lavaron con agua y se congelaron a -80°C hasta su uso. Las proteinas se extrajeron con 100puL
de tampdn de lisis (v/2 4M NaOH, B-mercaptoetanol 10% (v/v), agua), se incubd 2 min a
temperatura ambiente, se anadié 100uL de 50% TCA, se rompieron las células por agitacion en
vortex y se centrifugaron a 4°C durante 4 min. El sedimento se lavé con 1M de Tris-HCl pH 7.5.
Se centrifugd y se afiadié tampon de lisis (10% SDS, 0.5M EDTA, 1M Tris-HCl pH 8, DTT 1M,
mezcla comercial de inhibidores de proteasas (complete Mini, EDTA-free de Roche)), se le
afiadié el tampdn de carga de proteinas 4X y se desnaturalizaron las muestras a 100°C durante
5 min. Se guardaron las muestras a -20°C hasta su utilizacion.

4.1.2 Preparacion de extractos proteicos para el estudio del proteoma redox tidlico

Se inocularon las cepas C9y C9 trx1Atrx2A en el medio de cultivo de interés a partir de un
precultivo de toda la noche en medio YPD. Se inocularon en diferentes medios de crecimiento,
YPD, SC y MS300. Se recogieron las células en fase exponencial en el caso del crecimiento en
medios YPD y SC, y en fase estacionaria en medio SC midiendo la DOgy de los cultivos, y a dia 3
de crecimiento en medio MS300 para la cepa silvestre y a dia 6 para la cepa doble mutante. Se
recogieron por centrifugacién a 6000xg a 4 °C durante 5 min. Se lavaron las células dos veces
con tampdn bicarbonato 50mM conteniendo 50 mM deN-etilmaleimida, d(O)NEM, para
alquilar las Cys con su grupo sulfidrilo reducido, y finalmente se resuspendié el sedimento en la
misma disolucién con 0.1% de CHAPS. Se rompieron las células con un aparato por
homogenizacién criogénica con nitrégeno liquido.

Se midid la concentracién de proteina mediante Bradford (BioRad) usando una recta
patrén de BSA, se ajustd en la columna una concentracion de alrededor 15 pg/ul y se pasé un
volumen final de 130 pL. Se pasé por la columna Zeba (Thermo- Fisher Scientific) para eliminar
el exceso de NEM, previo lavado de la columna con tampdn bicarbonato. Se centrifugd 2 min a
1500xg y se recogio el sobrenadante.
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Se tomaron unos 100 pg de proteina en un volumen final de 160 L, se afiadié 10 uL de
RapiGest al 1% en 25 mM de bicarbonato amdnico, se calenté a 80 °C durante 10 min y se
agitd durante 5 min. Se aifadié 10 pL de una solucién 100mM de Tris-2-carboxietilfosfina
(TCEP) para reducir los grupos tiol que estuvieran revesiblemente oxidados, se incubé durante
10 min a 60 °C y se centrifugd a 12000 g durante 2 min. A continuacion se afadié 10 uL de
200mM N-Etil-d5-maleimida, d(5)NEM, 10 mM concentracion final) para alquilar estas
cisteinas con una version del reactivo NEM marcada con 5 dtomos de deuterio y se incubd 30
min a temperatura ambiente y oscuridad. De este paso se reservd 10 plL para el control de
calidad mediante SDS-PAGE (McDonagh et al., 2014).

La digestion se llevd a cabo por adicion de 10 uL de tripsina a 12.5 ng/uL en 25mM
bicarbonato amodnico (relacién final 50:1 proteina: tripsina) y se incubd toda la noche
(alrededor de 14h) a 37 °C. Se tomd una alicuota para el control de calidad y seguidamente se
detuvo la digestidon por adicién de 3uL de acido trifluoroacético (TFA, 1.5 % concentracion
final) y se incubd durante 30- 45 min a 35 °C. Se eliminé la parte insoluble por centrifugacion a
13000xg 15 min. Se recogid el sobrenadante reservando 10 puL de éste para el control de
calidad.

4.2 Co-Inmunoprecipitacion de proteinas

Se inocularon las células en el medio de cultivo de interés a partir de un precultivo de
toda la noche en medio YPD, a una D.Ogy de 0.2. Se recogieron las células en el estado de
crecimiento de interés (exponencial o estacionario) por centrifugacion a 4200 rpm durante 2
min. Las células se lavaron con agua destilada estéril fria y se volvieron a lavar con el tampdn
de lisis (50mM Tris Hcl pH 8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 10% glicerol, 5mM MgCl,, inhibidores
de proteasas). Se resuspendié en 500 pL de tampdn de lisis y se pasaron a tubos con perlas de
vidrio. Se rompieron las células con un aparato FastPrep®-24 realizando 3 pulsos de 30 s a una
velocidad de 5 m/s, dejando en reposo en frio entre pulsos. Se centrifugaron las células a
12000 rpm durante 15 min a 4°C para clarificar el extracto. Se tomd una alicuota del extracto
total (INPUT) y se afiadié tampdn de carga 4X (sin B-mercaptoetanol) se hirvié a 100 °C durante
5 min y se congeld a -20°C hasta su uso. Se elimind el resto de sobrenadante. Se tomaron unos
400uL del extracto total y se afiadieron 30 uL de las perlas anti-c-myc agarose affinity gel
antibody (SIGMA) lavadas varias veces previamente con tampdn de lisis. Se incubaron las
muestras toda la noche a 4°C en el agitador orbital.

Se centrifugaron las muestras a 1000xg durante 1 min. Se recogid una alicuota del
sobrenadante (FRACCION NO RETENIDA) y se le afiadié loading buffer 4X (sin B-
mercaptoetanol) se hirvié a 100 °C durante 5 min y se congeld a -20°C hasta su uso. Se eliminé
el resto de sobrenadante.

Se lavaron 3 veces las perlas con 200 pL de tampdn de lisis y se centrifugaron a 5000xg
por 30 s, retirando el sobrenadante. Se le afiadié tampdn de carga 4X (sin B-mercaptoetanol)
se hirvi6 a 100 °C durante 5 min y se congeld a -20°C hasta su uso (FRACCION
INMUNOPRECIPITADA).
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4.3 Proteoma tiol redox

Las muestras se analizaron mediante cromatografia liquida y espectroscopia de masas
masas. LC-MS/MS: Los andlisis protedmicos se llevaron a cabo en colaboracion con el Dr J A
Barcena, en la Unidad de Protedmica (SCAI) de la Universidad de Cdérdoba usando un
espectrometro de masas LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) equipado con un
cromatégrafo nano-UHPLC Ultimate 3000 (Dionex-Thermo Scientific). Las condiciones
cromatograficas fueron: fase mévil A: 0.1% acido férmico en agua ultrapura; fase mévil B: 80%
acetonitrilo, 0.1% acido féormico. Se realizé un gradiente cromatografico en una columna C18
nano-capilar (Acclaim PepMap C18, diametro interno 75 pum, tamafo de particula 3 pum,
Dionex-Thermo Scientifics) de la siguiente forma: 5 min, 4% B; 185 min, 4-35% B; 10 min 35-
80% B; 10 min 80% B; 10 min 4% B. El voltaje del nano-spray se ajusté a 1300 V y el voltaje del
capilara 50 Vy 190 °C.

El LTQ Orbitrap operé en modo paralelo, permitiendo una medida precisa de los ions
parentales (400-1500 m/z) con una resolucién de 30000 de anchura a mitad de altura (full
width at half maximum, fwhm) para picos de relacién m/z 400, y un analisis en tdndem de los
mismos en la trampa idnica lineal (LIT), con adquisicion de los 5 scans principales de secuencias
de péptidos, trabajando en modo DDA (“data-dependent acquisition mode”) que permite la
seleccion de los iones petidicos mas abundantes del espectro completo para su posterior
fragmentacidn y analisis de secuencia. Los tiempos de inyeccion maximos para MS y MS/MS
fueron 500 ms y 50 ms, respectivamente. La anchura para aislamiento de precursor fue de 3
uma y la anchura de exclusién de masa se ajustd a 5 ppm. Se asumid la seleccion de
precursores monoisotdpicos excluyendo las especies con carga +1 y se usaron unas energias de
colision normalizadas de 35% para CID (“collision induced dissociation”). EI umbral de
intensidad minimo para MS/MS fue 1000 cuentas. Los espectros MS/MS se analizaron con el
motor de busqueda SEQUEST frente a la base de datos Uniprot de S. cerevisiae
(www.uniprot.org). Los péptidos para el analisis MS se generaron por digestidon triptica

estandarizada para no permitir digestiones incompletas con mas de un punto de corte no
realizado, e incluyendo tratamientos con NEM y d(5)NEM y de oxidacion de Met, como
modificaciones variables. Los cdlculos estadisticos se realizaron con el algoritmo Percolator
para la discrimicacién de identificaciones correctas e incorrectas de espectros en base al uso
de una base de datos que sirve de sefiuelo (“decoy database”) para cuantificar la probabilidad
de falsas identificaciones, y fijando un FDR (“False Discovery Rate”) del 1% como umbral para
significacion.

Cuantificacion “label-free” MS:

Se utilizé el software para cuantificacion “label-free” Progenesis Ql or Proteomics (Non-
Linear Dynamics, Waters) a partir de archivos digitales de imagen que contiene la totalidad de
los datos de la imagen captada por el sensor (RAW). Se usaron 3 archivos RAW por cada
muestra , procedentes de 3 experimentos separados. Las sefiales peptidicas representadas en
tiempo de retencidon frente a relacion m/z se alinearon y se cuantificaron a partir del “area
bajo la curva” (AUC) para producir una lista de picos que se agruparon e identificaron con el
buscador Proteome Discoverer (v 1.4) frente a la base de datos UniProt.
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Anadlisis “dirigido” de Cys marcadas diferencialmente

Se utilizé el método de marcaje diferencial de Cys con d(0)NEM y d(5)NEM (McDonagh et
al., 2014) para la seleccion de péptidos susceptibles de oxidacién de grupos tiol. Los péptidos
gue contiene Cys se detectaron independientemente con la misma secuencia de aminodcidos
tanto con la modificaciéon con d(0) NEM como con la d(5)NEM, con un score equivalente a p-
value de 0.01 fueron considerados “péptidos redox”. Con todos estos péptidos redox se
elabord una lista para un andlisis dirigido utilizando datos de m/z, de tiempos de retencién y
espectros de fragmentacién con el software abierto Skyline (Maclean et al., 2010). Este analisis
permitié calcular la ratio “reducido/oxidado” (d(0)/d(5) NEM) de cada Cys a partir de la
intensidades de cada ion parental individual.

Se usaron programas informaticos gratuitos como STRING
(http://stringdb.org/cgi/network.pl), para ver los enriquecimientos en grupos funcionales de
cada uno de los experimentos, y VENNY (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) para la

obtencidn de diagramas de Venn.

4.4 Técnicas electroforéticas

4.4.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizaron para el analisis de
proteinas. La electroforesis se realizd en el sistema de mini geles X-Cell de Invitrogen. Los geles
contienen 0.375 nM Tris-Hcl pH 8, SDS 0.1% y cantidades variables de acrilamida a partir de un
stock de acrilamida/bisacrilamida (19:1) del 40% de BioRad, segun el tamafio de la proteina a
analizar. El gel concentrador (pregel) contiene Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 0.1% y
acrilamida/bisacrilamida (19:1) al 5%. La polimerizacidon se indujo afiadiendo persulfato de
amonio 0.08% como iniciador y 5 puL de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilendiamina) como
catalizador. Las electroforesis se desarrollaron a 100V/20mA durante un tiempo variable,
dependiendo también de la proteina a analizar, en tampdn de electroforesis (Tris-HCl 25 nM
pH 8.8 y glicina 192mM).

4.4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizante

La realizacidn de geles de poliacrilamida nativos permite realizar estudios de
funcionalidad de las proteinas separadas mediante ensayos de actividad enzimatica. Para la
realizacion de dichos geles se siguid el mismo protocolo descrito en el apartado 4.3.1 pero
excluyendo la adicién de SDS tanto en la elaboracion de los geles, como en la preparacion de
las muestras y en el tampdn de electroforesis. Ademas, las electroforesis se realizan a 4°C para
minimizar la desnaturalizacidn de las proteinas por el calentamiento de la muestra.
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Se afiadié una solucidn SSX4 (Sacarosa 20% (p/v), azul de bromofenol 0.05% (p/v)) como
tampon de carga de las muestras en el gel. Para la realizacion del gel se utilizé una
concentracidon de acrilamida 10% (v/v) y la electroforesis se desarrollé en un tampdn de
electroforesis (Tris 3.03 g, glicina 14.41g en 1L de H,0 mili-Q) a 4°C durante 1h a 15 mA.

Para la deteccién de la actividad de las Superéxidos Dismutasas (SODs). El gel se incubd en
una solucién de tincion (80mL de tampdn Tris-HCl 0.05M ph 8.5, MTT 3-(4-5(dimetiltiazol-2)2-5
difeniltetrazolio bromuro) 10 mg, PMS (Metosulfato de fenazina) 6 mg y MgCl, 15 mg) en luz
hasta observar la aparicién de las bandas en el gel. Para parar la reaccién se elimina la solucién
de tincién y se afiade H,O mili-Q. Finalizada la reaccién se lavé el gel con H,O destilada y se
capturd la imagen con la cdmara LAS-1000 de Fujifilm. Para la cuantificacién de intensidad de
las bandas se utilizé el programa Imagen, ImagelJ-Fiji.

4.4.3 Transferencia del gel (Western blot) e inmunodeteccion de proteinas

Para el analisis de la sulfinilacion de la proteina Tsalp (SOs-Tsalp) y para la determinacion
de la cantidad de la misma se transfirieron los geles de SDS-PAGE a membranas de
polivinildenedifluoruro (PVDF) de Amersan Biosciences, mediante el sistema de transferencia
himeda X-Cell de Invitrogen, durante toda la noche a 20 V y 125 mA, en tampdn de
transferencia (Tris-HCl 48 mM pH 8.0, glicina 39 mM, metanol 10% y SDS 0.0375%). Las
membranas se equilibraron previamente en metanol 10% durante 1 min y posteriormente se
hidrataron en agua durante 10 min. Para la transferencia en el resto de experimentos de
Western blot se transfirieron los geles a membranas dePVDF mediante transferencia semiseca
con un aparato Novex® Semi-Dry Blotter (Life sequencing), durante 50 minutos a 20V y 125mA.

Para la inmunodeteccion, las membranas se incubaron en solucién de bloqueo PBS-T (PBS
con 0.1%, Tween 20 (v/v)), con 5% (p/v) de agente bloqueante (leche en polvo), durante 1 hora
a temperatura ambiente. A continuacion la membrana se incubd con el anticuerpo primario
diluido convenientemente en solucidn bloqueo durante toda la noche. Se realizaron 5 lavados
de 5 min en PBS-T y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa de
rabano (HRP) diluido en PBS-T. Por ultimo se realizaron 5 lavados de 5 min en PBS-T y se
procedid al revelado de la membrana. Los diferentes anticuerpos utilizados en este trabajo se
detallan en la tabla M5.
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Tabla M.5 Anticuerpos utilizados en este trabajo

Ac1®™ Procencia Dilucién | Ac2™™ Procedencia Dilucién
Anti-Ald Rockland 1/500 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-Adh Acris R1049 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-myc Santa Cruz 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/20000
Biotechnology Biotechnology
Anti-GFP Santa Cruz 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
Biotechnology Biotechnology
Anti-elF2aP Invitrogen 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
(551/552) Biotechnology
Anti-elF2a. John M. 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
Zaborske Biotechnology
Anti- Rps6 Abcam 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
(pS232/S233) Biotechnology
Anti-Rps6 Abcam 1/1000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-GSH Virogen 1/1000 Anti-raton Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-Sod1 Chemicon 1/3000 Anti-conejo Santa Cruz 1/5000
AB5482 Biotechnology
Anti-Prx Abcam 1/1000 Anti-raton Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-SO5-Prx Abcam 1/3000 Anti-ratén Santa Cruz 1/5000
Biotechnology
Anti-Pgk1 Invitrogen 1/10000 | Anti-conejo Santa Cruz 1/5000

Biotechnology
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4.4.4 Revelado y cuantificacion

La deteccidn de proteinas se llevd a cabo mediante luminiscencia, utilizando el kit de
revelado ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare), con una dilucién
1:1 de soluciones A y B. Para la captacién de las imdgenes se utilizé una camara y software
LAS-1000 de Fuijifilm. Para la cuantificacidn de los niveles de proteina se utilizo el programa de
imagen ImageGauge de Fuji.

4.5 Determinacion de actividades enzimaticas
4.5.1 Catalasa

La actividad catalasa se midié siguiendo el método descrito por Jakuboswki y col.
(Jakuboswski et al., 2000). Se realizaron los extractos celulares en tampdn fosfato sédico 50
mM pH 7.0 con inhibidor de proteasas 1X (complete Mini, EDTA-free de Roche). Se utilizaron
de 10-50 pg de proteina en una solucidn extemporanea de H,0, 35 mM. A los 5 s se determind
la velocidad de disminuciéon de la absorbancia a 240 nm durante 1 min 30 s.

Se definié una unidad de actividad enzimatica como la cantidad de enzima necesaria para
catalizar la descomposicidn de 1 umol de H,0, por minuto (actividad especifica).

4.5.2 Zimogramas

La determinacién de actividades enzimaticas de las Superéxido Dismutasas vy la actividad
catalasa en gel se lleva a cabo mediante electroforesis en condiciones no desnaturalizantes
segun se describe en el apartado 4.3.2.

4.5.2.1 Superéxido dismutasa (SOD)
El ensayo de actividad en gel se realizé siguiendo el método descrito por Luk y Culotta

(Luk and Culotta, 2001). Se realizaron los extractos celulares en tampdn Tris-HCI pH 8.0 con
inhibidor de proteasas. Tras la rotura en FastPrep®-24 durante 2 ciclos de 30 s a velocidad 5.0,
se centrifugaron las muestras a 3000rpm durante 3 min. Se recogid el sobrenadante y se
determind la concentracién de proteina mediante el método de Bradford (como de describe
en el apartado 4.1).

5. MEDIDA DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

5.1 Anadlisis de los parametros enolégicos

5.1.1 Determinacion de azucares reductores

Este método es una adaptacién del protocolo de Robyt y Whelan (Robyt and Whelan,
1972). Las diluciones correspondientes de los sobrenadantes de las vinificaciones se mezclaron
con un volumen del reactivo (DNS) (4cido dinitro-3,5-salicilico 0.1g/mL, NaOH 16 mg/mL,
tartrato doble Na-K 3g/L) vy se hirvid 5 min a 100°C.
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Se midid la Asionm Y Se interterpolaron las medidas de absorbancia en una curva patrén
preparada a partir de una disolucion stock de glucosa 2 g/L.

5.1.2 Determinacion de etanol

La cuantificacion enzimatica de etanol se realizé en tampdn glicina-KOH (pH 9.7) 0.2 My
0.3 M respectivamente, con NAD" 2 mM vy alcohol deshidrogenasa de levadura 20 U/mL en un
volumen final de 1mL al cual se afiaden 200 pL de muestra (generalmente una dilucién 1:5000
si medimos el final de una vinificacién) o de una disolucién patrén de etanol 1.2 mM. Se midié
la Az4 tras 15 min de incubacién y se interpolé en la recta patrén.

5.1.3 Determinacion de acido acético, acetaldehido y glicerol
Estos metabolitos se determinaron utilizando kits de r-biopharm (Roche) segun las
instrucciones del fabricante.

5.2 Determinacion de la capacidad fermentativa

La capacidad fermentativa se determiné en medio YPGF, por su mayor similitud al mosto
en cuanto al contenido de azlcares asi como en mosto sintético MS300. Se inocularon 100 mL
del medio (YPGF o MS300) en botellas de 250 mL con aproximadamente 1x10’ células/mL y se
comprobd la cantidad real de células mediante recuento en cdmara cuentaglébulos Neubauer.
Los cultivos se colocaron en un bafio de agua a 30 °C con una agitacién de 65 rpm y se
determind el gas producido durante la fermentacion con un aparato FermoGraph (ATTO
Corporation, Japdn). El seguimiento de la produccion de CO, se realizé cada 10 min durante 6
h. La capacidad fermentativa se puede expresar como volumen de CO, producido por unidad
de tiempo y por niumero de células (Hoek et al., 1998).

5.3 Analisis del Metaboloma

Los analisis metabdlicos globales se llevaron a cabo a través de la empresa METABOLON®
(Durham, Nueva York). Se recogieron pellets de cultivos de células en mosto sintético MS300.
Se congelaron a -80 °C hasta su uso. Las muestras se prepararon usando un sistema
automatico Microlab STAR® de la compafiia Hamilton. Las proteinas se precipitaron con
metanol bajo una rotura vigorosa durante 2 min (Glen Mills GenoGrinder 2000) y se
centrifugaron. El extracto resultante se dividio en 5 fracciones: 2 para el andlisis por
(RP)/UPLC-MS/MS con un electrospray ionizante en modo idnico positivo (ESI), otra para el
analisis por (RP)/UPLC-MS/MS con modo idnico negativo (ESI), una para el anélisis por
HILIC/UPLC-MS/MS con modo idnico negativo y otramuestra reservada como control. Se
eliminaron los solventes organicos con TurboVap® (Zymark). Se utilizé cromatografia liquida de
ultra afinidad (UPLC) ACQUITY de Waters junto con un espectrometro de masas Orbitrap
(Thermo Fisher).
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Los extractos se deshidrataron y se reconstituyeron con diferentes solventes orgdnicos.
Una alicuota fue analizada usando condiciones idnicas acidas, cromatograficamente
optimizado para compuestos hidrofilicos. Se utilizé para la elucién una columna C18 (Waters
UPLC BEH C18-2.1x100mm, 1.7um) usando agua, metanol y conteniendo 0.05% de &cido
perfluoropentanoico (PFPA) y 0.1 de acido férmico (FA). Otra alicuota se analizd usando
condiciones idn positivo dcidas, sin embargo ésta fue optimizada cromatograficamente para
compuestos mas hidrofdbicos. Se usé la columna C18 usando metanol, acetonitrilo, agua,
0.05% PFPA y 0.01% FA. Otra alicuota fue analizada en condiciones idnicas negativas. El
extracto se eluyd con la columna C18 usando metanol, agua y bicarbonato de amonio 6.5 mM
pH 8.0. La cuarta alicuota fue analizada utilizando una columna HILIC (Waters UPLC BEH Amida
2.1x150 mm, 1.7 um) usando un gradiente constante de agua y acetonitrilo con 10 mM de
formato de amonio pH 10.8. Las muestras se analizaron en MS/MS Orbitrap y se recogieron los
datos Raw identificando cada uno de los metabolitos usando hardware y software de la
empresa METABOLON®. Este sistema fue construido en una plataforma web utilizando
Microsoft’s.NET technologies. Se identificaron los metabolitos por comparacion con las
librerias conteniendo tiempo de retencion, relacion masa (carga (m/z) y el cromatograma de
todas las moléculas presentes en la libreria.

La concentracién de proteinas se normalizé utilizando el método Bradford. Para cada
metabolito se realizé dos analisis t-student con el fin de asegurarse que las diferencias eran
significativas.

5.4 Andlisis de los parametros redox
5.4.1 Cuantificacién de glutation

Para la determinacion de glutation se utilizé un método colorimétrico basado en la
reaccion de esta molécula con el acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). El protocolo
realizado es una modificacion de los descritos originalmente (Tietze, 1969; Griffith, 1980).

Se recogieron células en diferentes medios y en diferentes etapas de crecimiento y se
resuspendieron en 1 mL de HCl 8mM vy acido 5-sulfosalicilico 1.3% (p/v) a 4 °C. Las células se
rompieron con 0.6g de perlas de vidrio y alternando 3 ciclos de 30 seg a velocidad 5.0 m/s con
un aparato FastPrep®-24. Tras la rotura se mantuvieron en hielo 15 min mas y finalmente se
recuperd el sobrenadante tras centrifugacién a 13000 rpm, 15 min (4°C).

La valoracidn del glutation total se realizé mezclando 200 uL de muestra con 120 plL de
céctel enzimatico preparado en el momento que contenia NADP 0.4 mg/mL (Sigma), glucosa-6-
fosfato 0.16 mg/mL (Sigma), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 3 pg/mL (Sigma), glutatién
reductasa 1 muU (Sigma), MES 0.2 M y EDTA 2mM disueltos en un tampdn fosfato sédico 0.1 M
pH 6.0. Se afadieron 480 plL de ditiotris-nitrobenzoico (DTNB) 200uM, se incubd 20 min
exactos en agitacion y oscuridad y se midid la Agygnm.
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Para la valoracidon del glutatiéon oxidado (GSSG), los 200 puL de muestra se incubaron
previamente 1h con 40 plL de una solucién de 2-vinilpiridina 1 M (Sigma) que acompleja el
glutatidn en su forma reducida impidiendo su reaccién con el DTNB.

Para medir el glutatiéon unido a la proteina (PSSG) se siguid el protocolo de (Bukowski et
al., 2015) y (Grant et al., 1998) adaptado a nuestras condiciones. Se recogieron células y una
vez realizada la extracciéon de proteinas como se indica al inicio de este apartado, se
resuspendio el sedimento en tampodn fosfato 0.01M pH 7.4 con urea 6M (sigma) y N-
etilmaleimida (NEM) 10 mM (sigma). Se incubaron 15 min a temperatura ambiente y se
hicieron 3 lavados con acetonitrilo (Sigma) para eliminar los restos de NEM. Se resuspendid el
pellet en 1% de borohidrido sddico (Sigma), se agitd en el aparato FastPrep®-24 y se
centrifugd durante 1 h a 10000 rpm a temperatura ambiente. Se neutralizé el sobrenadante
con tampdn borato 100mM pH 9.0 (Sigma). Se valord el glutatidn unido a la proteina con el
mismo procedimiento que el glutatién reducido y el oxidado. En todos casos, se realizaron
rectas patrén de 0 a 16 uM de GSSG (Sigma) que fueron sometidas a los mismos tratamientos
que las muestras. La cantidad de glutatién reducido (GSH) se calculd por la diferencia entre el
glutation total y el glutation oxidado. Los resultados se expresaron en nmoles de glutation por
mg de células.

5.4.2 Cuantificacion de trehalosa

Los extractos celulares para la cuantificacién de trehalosa se obtuvieron siguiendo el
protocolo descrito por Parrou y Francois (Parrou and Francois, 1997) adaptado a placas de 96
pocillos. 100 mg de células fueron resuspendidas en 0.75 mL de Na,CO; 250 mM vy se
incubaron a 95 °C durante 4 horas. La determinacidn se realizé utilizando 75 pL de extracto por
muestra, al que se le afiadié 225 uL de una mezcla de acido acético 1 M y tampdn acetato
sodico 0.2 M pH 5.2 (1:4) y posteriormente se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante
30 s. Se incubaron 150 pl del sobrenadante con 8.4 mU de trehalasa comercial (Sigma) a 37 °C
durante 12-16 horas con agitacidn, incluyéndose en el ensayo blancos con extracto pero vsin
trehalasa. Para cada ensayo, se realizd una recta patrén de trehalosa entre 0 y 20 ug que fue
procesada de la misma forma que los sobrenadantes obtenidos.

Seguidamente, se hirvieron las muestras para detener la reaccion, se centrifugaron y se
valoré la glucosa liberada mediante ensayo enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa. La
cantidad de trehalosa intracelular se expresd en ug de trehalosa por mg de células.

5.4.3 Medida de las especies reactivas del oxigeno
Para el estudios de la produccidon de especies reactivas del oxigeno (ROS) se siguiod el

protocolo descrito en Ballester-Tomdas y colaboradores (Ballester-Tomdas et al., 2015). Se
inocularon las células en YPD a una ODgy, de 0.25 a partir de precultivos de toda la noche.
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Se dejo crecer hasta una ODgyo de 0.5 a 30°C y se tomd una alicuota control. Se tratd con
rapaminicina 100 nM durante 1h de crecimiento a 30°C y se recogié una segunda alicuota
correspondiente a estrés en fase exponencial y, finalmente se dejé el cultivo un dia, tomando
una tercera alicuota en fase estacionaria.

Las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron dos veces con PBS 10mM (pH 7.2)
y se resuspendieron en el mismo tampdn. A continuacidn, se afiadié dihidrorodamina 123
(DHR 123, Sigma) a concentracidn final de 5 pg/mL a partir de un stock 2.5 mg/mL disuelto en
etanol. Las células se incubaron durante 90 minutos a 28 °C y oscuridad. Se recogieron las
células, se lavaron en PBS y se analizaron usando el canal anexina V y muerte celular de un
citometro de flujo Muse Cell Analyzer (Millipore). Se incluyé un control negativo (con DHR-123
y células sin tratar) y uno positivo (con DHR-123 y células estresadas con 4 mM de H,0,
durante 60 min). Los datos se expresan en porcentaje de células que contienen DHR-123.

6. METODOS DE MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

6.1 Transformacion de Escherichia coli

Las transformaciones de E. coli se realizaron segun el protocolo del RbCl (Hanahan, 1983).
Se partio de células competentes obtenidas previamente, conservadas a -80 °C (Sambrook, J.
and Russell, 2001) y descongeladas en hielo. Se afiadié entre 1 y 20 ng de DNA en un volumen
no superior al 5% (v/v) del volumen de células competentes, se mezclé suavemente y se
incubo durante 30 min en hielo. Seguidamente se dio un choque térmico a 42 °C durante 90 s y
se dejo de nuevo en hielo 5 min. Las células fueron recuperadas después afiadiendo 4
volumenes de medio LB e incubando durante 1 h a 37°C. Finalmente se plaguearon en medio
selectivo LB con ampicilina.

6.2 Construccion de mutantes de S. cerevisiae

La manipulacién genética de levaduras se realizé mediante la estrategia de recombinacion
homdloga de secuncias cortas, presentes en oligonucleétidos con los cuales se amplifican
genes de seleccién. En el caso de las disrupciones se utilizé el marcador reciclable loxP-KanMX-
loxP presente en el plasmido pUG6 (Guldener et al., 1996).

Como norma general se amplificéd el cassette de disrupcidn utilizando 100 pmoles de los
oligos de 60 nucledtidos, llamados a y b en la tabla M.3, y 50 ng del pldsmido en un volumen
de 100 pL. Se purificaron los fragmentos con un kit de purificacion de fragmentos de PCR (Ultra
clean®PCR clean-ip kit (MoBio)) y se transformé directamente segun el protocolo que se
describird en el apartado siguiente. Las colonias capaces de crecer en medio selectivo se
aislaron, y se analizaron por PCR utilizando el oligonucledtido llamado c (situado en el
promotor del gen a disrumpir) y el oligonucledtido K2 que ceba en el gen KanMX. Para
detectar la presencia de copias adicionales intactas del gen en proceso de delecidn se utilizé el
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par de oligos c¢/d, donde d corresponde a una zona de ORF del gen que se ha eliminado
durante la disrupcion. El gen marcador esta flanqueado por sitios loxP, reconocibles por la
recombinasa Cre del fago P1. Para eliminar el marcador con el fin de disrumpir las copias
adicionales del gen, se transformd con el plasmido YEp-cre-cyh (Delneri et al., 2000). Este
pldasmido posee el gen Cre bajo el control del promotor GAL1, y utiliza un sistema de seleccion
por un antibidtico diferente, la cicloheximida.

Los transformantes seleccionados en cicloheximida se crecieron en YPD con 1 pL de
cicloheximida durante toda la noche y se lavaron con YPGalactosa, incubandose durante 3
horas para permitir la expresion de la recombinasa, se diluyd en cultivo sembrandose en placas
de YPD. Se seleccionaron aquellas colonias incapaces de crecer en placas conteniendo
geneticina, y se comprobd la eliminacién del gen reportero mediante un par de oligos c/e,
donde e es un oligo que hibrida con la region 3°-UTR del gen en cuestidon, de manera que la
PCR da una banda de tamario reducido cuando el gen reportero es eliminado.

Para la construccién de mutantes de sobreexpresantes con los promotores de SPI1 y de
MET17, se utilizaron como molde para la PCR los plasmidos pKanMX-SPI1p y pKanMX-MET17p,
respectivamente (Tabla M.2), con los oligos pertinentes capaces de amplificar estos moldes y
de integrarse en la regidn promotora de los genes de interés (Cardona et al., 2007). Para el
etiquetado con Myc-13 y con GFP se utilizron los plasmidos PFA6a-13Myc-KanMX6 y pFA6-
GFP-KanMXB6, rspectivamente (Longtine et al., 1998) y se procedié de manera similar.

Para la construccién de células petite rho ° se siguié el protocolo descrito en (Carter,
1986). Se inoculd en medio minimo SD a partir de un precultivo en medio rico YPD de toda la
noche. Se le afiadié bromuro de etidio a una concentracién final de 10ug/mL. Se dejé crecer el
cultivo y se sembrd utilizando las diluciones oportunas en placas de YPEG (3% glicerol, 0.1% de
glucosa, 2% peptona y 1% de extracto de levadura) y se analizaron las colonias segun el
crecimiento en YPGlicerol para comprobar la respiracién deficiente.

6.3 Transformacion de levadura

Las transformaciones de S. cerevisiae se realizaron siguiendo el método del acetato de
litio (Ito et al., 1983), con las modificaciones introducidas por Gietz (Hammond, 2003). A partir
de cultivos de una noche en YPD, las células se diluyeron en 50 mL de este mismo medio de
cultivo hasta una D.O g de 0.2. Cuando se alcanzé una D.O ¢ entre 1 y 2 se recogieron las
células por centrifugacién y se lavaron con 25 mL de agua destilada estéril y otra vez con 1 mL.
Seguidamente se resuspendieron en 1 mL de agua y se separaron alicuotas de 100 pL por
transformacion.

Se centrifugaron y se resuspendieron en una mezcla de 240 pL de una solucion 50% (p/v)
de polietilenglicol (peso molecular 3350), 36 pL de LiAc (1M), 50 pL de DNA carrier (2mg/mL) y
34 ulL del DNA transformante, completando el volumen con agua. El tubo se agité de forma
vigorosa con vortex durante 1 min, se incubé a 30 °C durante 20 min y seguidamente se realizé
un choque térmico de 20 min a 42°C. Se plaqued en YPD y se incubd a 30 °C durante la noche
para replicar a la mafana siguiente en placas selectivas, YPD+geneticina o SD+cicloheximida.
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7. TECNICAS MICROSCOPICAS

En todos los experimentos de fluorescencia se utilizd el microscopio de fluorescencia
Nikon Eclipe 90i.

Para el estudio de agregados de las proteinas Tsalp y de Hsp104p se inoculd un cultivo de
medio minimo SD a partir de un precultivo de toda la noche en YPD a una D.O ¢y de 0.2. Se
recogieron células cuando el cultivo alcanzé fase exponencial en este medio y se incubd con
H,0, 0.6 mM durante 30 min y con acetidina-2-acido carboxilico (AZC) 5 mM durante 2 h en
agitacion y 30 °C. Posteriormente se recogié una alicuota de cada uno de los cultivos y se
visualizd.

Para el estudio de los granulos de estrés se inoculdé un cultivo de medio minimo SD o de
mosto sintético a partir de un precultivo crecido durante toda la noche en YPD a una D.O 4y de
0.2. Se cogieron alicuotas de diferentes dias en el medio de mosto sintético, se centrifugarony
se lavaron con agua destilada estéril y se visualizé en el microscopio. Para el cultivo en medio
minimo SD se dejaron crecer las células hasta estado exponencial y se incubaron entre 30 min-
1 h en medio SD sin nitrégeno (SD-N) y en medio SD sin glucosa (SD-G) en agitacion y a 30°C.
Posteriormente se recogidé una alicuota, se centrifugd y lavd y se visualizd en el microscopio
con un filtro FITC.

8. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

En todos los resultados de cardcter cuantitativo en los que se muestra un analisis
estadistico de los datos, la significatividad estadistica se obtuvo mediante un test t de student
de una cola con 2 grados de libertad, que compara las medias de dos categorias
independientes a través de la desviacion tipica (DT). Se ha considerado significativo aquellos
valores con un valor de p (p-value) menor o igual a 0.05, que corresponde con un intervalo de
confianza del 95%.
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CAPITULO 1. ESTUDIO DEL COMPLEJO TRANSCRIPCIONAL SAGA Y SU
CONEXION CON LAS RUTAS DE SENALIZACION POR NUTRIENTES.
IMPORTANCIA DE LA MITOCONDRIA EN LONGEVIDAD CRONOLOGICA

En este capitulo se aborda el estudio de varios de los mecanismos que estan implicados
en la regulacién de la longevidad cronoldgica en levaduras vinicas industriales. Como se ha
comentado en la Introduccién, la longevidad cronoldgica es la capacidad que tienen las células
de mantenerse viables con el paso del tiempo en un estado de no divisidn. En este estado, es
importante la activacién de los mecanismos de supervivencia en el que cobran especial
relevancia las rutas de sefalizacién de nutrientes, la maquinaria de acetilacién vy
desacetilacién, la autofagia y la respuesta a estrés. En S. cerevisiae hay dos rutas principales de
respuesta a la disponibilidad de nutrientes con implicaciéon contrastada en la longevidad: la
ruta TORC1/Sch9p, que responde a la disponibilidad de nitrégeno, y la ruta PKA que responde
a la disponibilidad de fuente de carbono fermentable en el medio. En condiciones de fase
estacionaria en la cual se han agotado los nutrientes, la desactivacién de estas rutas es la
responsable de activar genes de respuesta al ayuno y permitir la supervivencia, como se vera
adelante.

La autofagia es un proceso catabdlico muy conservado en eucariotas que permite el
reciclaje de componentes celulares mediante su degradacidon en compartimentos liticos. Como
ya se ha descrito, en S. cerevisiae hay varias tipos de autofagia, siendo la macroautofagia la
gue se induce por ayuno de nitrégeno permitiendo el reciclaje de moléculas para obtener
energia y mantener el pool celular de aminodcidos. Por otro lado, estd la maquinaria de
acetilacidon/ desacetilacién que es un conjunto de proteinas encargadas de producir un cambio
en la condensacidn de la cromatina y activar o inhibir la transcripcién, proceso fundamental
para todo tipo de respuestas adaptativas. El complejo multiproteico SAGA estd implicado no
solo en la regulacién del inicio de la transcripcion, sino también en fases posteriores del ciclo
de los mRNAs, incluyendo su exportacion del nicleo.

Se ha descrito en numerosos trabajos la importancia del estrés oxidativo y de la
maquinaria implicada en la respuesta antioxidante en la regulacién de la longevidad a través
de la produccién de ROS, no solo frente a estrés ambiental sino también frente a estrés
oxidativo endégeno casuado por el metabolismo, sobretodo por la respiracion mitocondrial.
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1.1 Papel del complejo SAGA en longevidad cronoldgica y autofagia

1.1.1 Las proteinas Ubp8p y Spt20p regulan la longevidad cronolégica y la autofagia

Estudios previos en nuestro laboratorio han descrito el papel de la acetiltransferasa
Gen5p, perteneciente al médulo histona acetiltransferasa (HAT) del complejo transcripcional
SAGA, en la longevidad cronoldgica en fermentacién vinica asi como su relacidon con la
autofagia en condiciones de ayuno de nitrégeno. La proteina Gecn5p controla la degradacion
por autofagia de la aldehido deshidrogenasa Ald6p en condiciones de ayuno de nitrégeno
(Orozco et al., 2012c) por lo que resulta interesante investigar la implicacidon de otras proteinas
pertenecientes al complejo SAGA en la longevidad cronoldgica y en la autofagia en dichas
condiciones.

Para abordar dicho objetivo se construyeron mutantes de delecidon en las cepa vinica
industrial haploide C9 de los genes SPT20, perteneciente al médulo estructural SPT (Saga-
associated supPressor of Ty) y UBPS8, perteneciente al modulo de desubiquitinizacion (DUB). Se
eligieron estos genes por su papel en distintas funcionalidades del complejo SAGA. Por una
parte Ubp8p es una deubiquitinasa, la segunda actividad enzimdtica de SAGA, junto a Gcn5p,
mientras que Spt20p es una proteina esencial para el ensamblaje del complejo (Gurskiy et al.,
2013; Lee et al., 2011). Se estudid el comportamiento de los mutantes ubp8A y spt20A en
medios de envejecimiento (SC y SC 1/25), como se ha descrito en Materiales y Métodos
(apartados 2.2.2 y 2.2.3), analizando el nimero de células viables con el paso del tiempo
mediante contaje de unidades formadoras de colonia por mL de cultivo. La Figura 1.1A
muestra los resultados obtenidos en medio minimo completo (SC).

En condiciones de envejecimiento en medio de laboratorio el mutante en la ubiquitin
ligasa Ubp8p parece no tener efecto sobre la longevidad cronoldgica. Por el contrario el
mutante de delecién del gen que codifica para la proteina estructural del complejo SAGA,
SPT20, si que presenta una longevidad cronolégica menor, lo cual podria ser debido a que la
ausencia de esta proteina afecta a la formacién y funcién del complejo SAGA. La delecion de
GCN5 causa una reduccién similar, lo que confirma que esta actividad es la relevante para LC
(Figura 1.1).
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Figura 1.1 Papel del complejo SAGA en envejecimiento cronoldgico. Experimentos de longevidad
cronoldgica (LC) en la cepa haploide vinica industrial C9 y en los mutantes del complejo SAGA, gcn5A,
ubp8A y spt20A en medio minimo completo (SC) (A) y medio minimo completo con bajo nitrégeno (SC
1/25N) (B). Se determind el nimero de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos
tiempos del experimento de envejecimiento, representandose la supervivencia en escala logaritmica.
Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

Para estudiar la relevancia de estos genes en condiciones de restriccion dietaria causada
por la disminucién (o ayuno) de nitrégeno en el medio, se realizaron experimentos de
envejecimiento cronoldgico en medio minimo completo con 1/25 de fuentes de nitrégeno
asimilables. Este medio simula las condiciones de bajo nitrégeno que ocurre en el mosto de
uva durante la fermentacién ya que simula su ratio carbono/nitrégeno, como se ha descrito en
Materiales y Métodos (apartados 2.2.3) (Orozco et al., 2012b). En este medio las levaduras
crecen mucho mas lento debido a la limitacidn de fuentes asimilables de nitrégeno, por ello se
toma el dia 7 de crecimiento como el 100% de viabilidad. Como se puede observar en la Figura
1.1 B, la longevidad cronoldgica de la cepa silvestre en condiciones de ayuno de nitrégeno es
mayor que en el medio minimo completo, como cabe esperar en estas condiciones de
restriccion dietaria. Muchos autores han demostrado el papel de la disminucién del aporte de
nutrientes, sin inducir la malnutricidén, en la extension de la longevidad (Cummings and
Lamming, 2016; Fontana et al., 2013; Kapabhi et al., 2016). Una vez mas, el mutante en UBP8
presenta unas curvas de supervivencia similares al silvestre, lo cual refuerza la conclusién de
que esta actividad del complejo SAGA no juega un papel importante en la longevidad en
condiciones tanto de alto como de bajo contenido en nitrégeno. La mutacién de SPT20
provoca una caida de la longevidad, lo que indica que la integridad del complejo SAGA es
determinante para la longevidad, independientemente de las condiciones nutricionales de la
célula. De manera similar, la delecion de GCN5 provoca también una disminucién de la LC
incluso con bajo nitrégeno.Por ello, la integridad del complejo SAGA y su actividad HAT,
aportada por Gcn5p, juegan un papel importante en la longevidad cronologica
independientemente del contenido de nitrégeno.
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A continuacién se realizaron experimentos encaminados a detectar la autofagia de la
proteina Ald6p en condiciones de ayuno de nitrégeno, tal como se describe en Materiales y
Métodos (apartado 2.2.4) de los mutantes ubp8A y spt20A en la cepa vinica haploide C9
mediante deteccion por western blot (apartado 4.1, 4.4.1 y 4.4.3 de Materiales y Métodos).
Previamente se deleciond el gen mitocondrial que codifica para la aldehido deshidrogenasa 4,
Ald4p, en las cepas de interés ya que al tener una masa molecular similar a Ald6p interfiere en
su deteccién. Como control de carga se utilizd la alcohol deshidrogenasa (Adh1l), que no se
degrada por autofagia.

Como se puede observar en la Figura 1.2, en la cepa silvestre a 15 h de crecimiento en
medio minimo sin nitrogeno, comienza a disminuir los niveles de Ald6p que termina
desapareciendo a las 25 h de ayuno de nitrégeno. El mutante ubp8A presenta un cierto
bloqueo de la autofagia que es mucho mas acentuado en el mutante spt20A, donde el nivel de
Ald6p se mantiene intacto tras 25 h sin nitrégeno.

wt ubp8A spt20A
0 15 25 0 15 25 0 15 25 Horas en SD-N
o M- -—— Aldép

Figura 1.2 Papel del complejo SAGA en autofagia por ayuno de nitrégeno. Determinacién del nivel de
Ald6p mediante Western Blot y deteccion con el anticuerpo anti-Ald, en el wt y en los mutantes ubp8A'y
spt20A en la cepa C9 ald4A en condiciones de autofagia.

Estos resultados indican que la integridad del complejo SAGA, ademas de la actividad de
Gen5p, pero no la actividad desubiquitinasa de Ubp8p, es importante para la autofagia en
condiciones de ayuno de nitrégeno y que ésta pérdida de la capacidad autofagocitica podria
explicar la menor longevidad cronolédgica observada en los correspondientes mutantes en
medios de laboratorio.
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1.1.2 Papel de los componentes del complejo SAGA en la fermentacién en mosto

1.1.2.1 Fermentacidon en mosto Sintético MS300

Con el fin de estudiar el papel de estas proteinas en el proceso de fermentacion vinica, se
realizaron experimentos de microfermentacidon en mosto sintético MS300 (Figura 1.3) como se
describe en el apartado 2.2.2 de Materiales y Métodos, un medio estandarizado que permite
comparar con resultados anteriores de nuestro grupo (Orozco et al.,, 2012c) y de otros
(Rossignol et al., 2003) utilizando la cepa vinica haploide C9 (Figura 1.3). En la Figura 1.3 se
muestra el crecimiento en mosto sintético MS300 de los mutantes ubp8A y spt20A en la cepa
haploide C9. Se analizaron las unidades formadoras de colonia por mL mediante siembra en
placa durante la fermentacidn (A). Como se puede observar, el mutante ubp8A presenta un
crecimiento similar al de la cepa control, con viabilidades en las Ultimas etapas de la
vinificacion ligeramente menores que la cepa parental. Tomando como el 100% de viabilidad el
crecimiento donde ubp8A alcanza una mayor densidad celular (dia 3), podemos representar la
cinética de muerte celular o de viabilidad en porcentaje y escala logaritmica (B), observando
una caida en la longevidad cronolégica maxima en mosto sintético del mutante ubp8A con
respecto a la cepa parental.

El mutante spt20A tiene un comportamiento diferente al mutante ubp8A, alcanza un
numero notablemente menor de células, lo que supone un defecto grave en el crecimiento. La
longevidad cronoldégica cae al final del proceso fermentativo. Estos resultados nos vuelven a
indicar que Spt20p juega un papel muy importante en el crecimiento celular y en el correcto
ensamblaje del complejo SAGA que es importante para la longevidad en medios muy
diferentes.

Para seguir la evoluciéon de la fermentacidon vinica y determinar el impacto de las
deleciones realizadas en la capacidad de los mutantes de completar la fermentacién, se
tomaron muestras a distintos tiempos de la fermentacién y se midid los azucares reductores
(glucosa y fructosa) tal como se describe en el apartado 5.1.1 de Materiales y Métodos. Como
se muestra en la Figura 1.3 C, el mutante ubp8A es capaz de fermentar por completo la
concentracion de 200g/L de azucares presentes en el MS300 y por ello, terminar la
fermentacidn, incluso mas rdpidamente que la cepa silvestre, terminando el consumo de los
azucares mucho antes, a dia 5, lo que sugiere que tiene un metabolismo mas acelerado. La
velocidad de consumo de los azlicares en el mutante spt20A es notablemente inferior a la
cepa silvestre, permanenciendo una cantidad de azucar residual aun cuando el silvestre ha
terminado la fermentacién, posiblemente este efecto en el mutante es debido al nimero muy
inferior de células viables, causando una parada de fermentacion al final de la misma.
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Figura 1.3 Efecto de las mutaciones en ubp8A y spt20A en la fermentacion alcohdlica en mosto
sintético MS300. Curva de crecimiento de los mutantes ubp8A y spt20A. Se representa las unidades
formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempo de fermentacion (A). Curva de
longevidad cronoldgica, el dia 3 de la grafica A es tomado como 100% de viabilidad (B). Determinacidon
de azucares reductores durante el proceso fermentativo (C). Las medidas se realizaron por triplicado y
se muestra las medias y la DT.

Posteriormente, se analizd la concentracion de etanol, glicerol, acido acético vy
acetaldehido al final de cada una de las fermentaciones vinicas realizadas con los mutantes,
tanto por su importancia para el producto final de la fermentacién, el vino, como por su
importancia en la longevidad cronoldgica. En la Figura 1.4 se muestra la concentracion de los
diferentes metabolitos al final de la fermentacidn. Como se puede observar, no hay diferencias
significativas en la produccidn de etanol, acido acético y glicerol, lo que indica que, a pesar de
haber diferencias en el consumo de azucar y en el crecimiento en los mutantes, son capaces de
finalizar la fermentacién vinica y generar un producto final muy similar a como lo hace la cepa
silvestre.

Sélo es de destacar las diferencias en concentracidn de acetaldehido en el mutante ubp8A
(Figura 1.4 C), que no explican la caida de longevidad de ese mutante, considerando el
potencial efecto negativo del acetaldehido en longevidad cronoldgica (Orozco et al., 2012b).
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Figura 1.4 Produccion de metabolitos de interés al final de la fermentacion alcohdlica en mosto
sintético MS300. Determinacion de etanol (A), glicerol (B), acetaldehido (C) y acetato (D) al final de la
fermentacion en los mutantes ubp8A y spt20A. Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las
medias y la DT.

1.1.2.2 Fermentacidon en mosto natural de la variedad tempranillo

Para corroborar si el efecto estudiado ocurre también en mosto natural y en una cepa
diploide industrial L2056, se delecionaron las dos copias del gen SPT20 y de UBPS8 con el fin de
estudiar el comportamiento de estas cepas en condiciones de fermentacidn en este tipo de
mosto (variedad tempranillo). En la Figura 1.5 A se representa el crecimiento en unidades
formadoras de colonia por mL de los mutantes y la cepa silvestre en mosto natural. Como se
puede observar, los dos mutantes presentan un fenotipo de crecimiento similar al de mosto
sintético. El mutante ubp8A presenta un perfil de crecimiento similar al silvestre (Fig 1.5 A). Si
tomamos el dia 3 de crecimiento como el 100% de viabilidad, Fig 1.5 B, observamos que el
mutante de delecién de UBP8 presenta una ligera caida en la longevidad cronoldgica, no tan
acusada como en mosto sintético (Figura 1.3B).

En cuanto al mutante spt20A presenta, al igual que en el mosto sintético, (Figura 1.3 A),
una disminucion dramatica del crecimiento (Figural.5 A) lo que viene acompafiado con una
disminucién de la viabilidad, Figura 1.5 B.

Como podemos observar, la diferencia de crecimiento y de viabilidad en el mutante
spt20A es independiente del medio, confirmando la importancia de la proteina Spt20p en
estas caracteristicas fisioldgicas. Como en los experimentos anteriores en mosto sintético, se
midié la capacidad de estas cepas de completar el consumo de los 232.7 g/L de azucares
presentes en el mosto natural utilizado.
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Como se observa en la Figura 1.5 C, al igual que en el mosto sintético, Fig. 1.3 C, el
mutante spt20A presenta un metabolismo mas ralentizado que se traduce en un consumo mas
lento de los azucares del mosto y un tiempo final de fermentacién mas largo. A pesar de este
metabolismo mds lento, el mutante spt20A es capaz de terminar la fermentaciéon y produce en
el vino la misma cantidad de etanol que la cepa silvestre (Figura 1.5D).
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Figura 1.5 Efecto de las mutaciones en ubp8A y spt20A en la cepa industrial diploide L2056 en la
fermentacion alcohdlica en mosto natural de la variedad tempranillo. Curva de crecimiento de los
mutantes ubp8A y spt20A. Se representa las unidades formadoras de colonia por mL por recuento en
placa a distintos tiempo de fermentacidn (A). Curva de longevidad cronolégica tomando el dia 3 de
crecimiento de la grafica A como 100% de viabilidad (B). Determinacion de azlcares reductores durante
el proceso fermentativo (C). Determinacion de etanol al final del proceso de fermentacién (D). Las
medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

En el caso del mutante ubp8A no hay diferencias significativas ni en el consumo de los
azucares ni en la produccion de etanol al final de la fermentacion.

1.1.3 Papel de las proteinas del complejo SAGA en diferentes condiciones de
crecimiento
Debido a las deficiencias de crecimiento del mutante spt20A en las distintas condiciones
ensayadas, se realizaron ensayos adicionales por goteo en placa con diferentes tipos de
condiciones de crecimiento como fuentes de carbono distintas o inhibidores de la sintesis de
aminoacidos, detallados en Materiales y métodos (apartado 2.2.5).
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En la Figura 1.6 A se muestra los resultados de estos experimentos. Como se puede
observar, el mutante spt20A presenta un claro defecto de crecimiento en condiciones de
respiracion (Panel A, medio YPG, con glicerol). Esta deficiencia podria explicar el
envejecimiento acelerado observado en medios minimos con y sin nitréogeno, Figura 1.1, ya
que en, medios con 2% glucosa, a partir de las 10-12 h de crecimiento se produce el cambio
diaxico, la transicién de metabolismo fermentativo hacia metabolismo respiratorio, y en esas
circunstancias Spt20p parece determinante.
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Figura 1.6 Papel de las proteinas del complejo SAGA en respiracion y ayuno de nitrégeno. Goteos en
placa de YPD y de YP con glicerol como fuente de energia (YPG) (A) Goteos en placa de medio minimo
SD y en el mismo medio con el compuesto inhibidor de la sintesis de aminodcidos ramificados,
sulfometurdn metil (SM) 10 mg/L (B). Goteos en placa de medio minimo sin la mezcla de aminoacidos o
drop-out (SD) y en el mismo medio con el compuesto inhibidor de la sintesis de histidina, 3-amino-1,
2,4-triazol (3AT) 10mM (C).

Se realizaron también goteos en placa en medio minimo con dos compuestos que inhiben
la sintesis de aminodacidos causando un ayuno interno, los herbicidas sulfometurén metil (SM)
a una concentracién de 10mg/mL y 3- aminotriazol (3AT) 10mM. Como se puede observar, el
mutante gcn5A presenta una disminucién clara del crecimiento en presencia de este herbicida,
disminucién que resulta muchisimo mds acusada en el caso del mutante spt20A, que no puede
crecer en presencia del SM.

El crecimiento del mutante ubp8A apenas se ve afectado por la adicion de SM lo que
indica que la actividad de desubiquitinacion no es relevante en estas condiciones.Respecto del
efecto del 3AT, los resultados recogidos en la Figura 1.6 C muestran un defecto total de
crecimiento del mutante gcn5A mientras que el crecimiento del mutante spt20A se ve
efectado de forma mucho menos acusada.
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Estos datos indican la implicacién de la proteina estructural Spt20p del complejo SAGA en
la respuesta al ayuno de nitrégeno como se ha observado en la Figura 1.1 en la que el mutante
en SPT20 tiene una menor longevidad cronolégica independientemente del contenido de
nitrégeno lo que conecta con el bloqueo de la autofagia de la Aldép en condiciones de ayuno
de nitrégeno. Este efecto de supervivencia en estado estacionario del mutante spt20A (Figura
1.1) podria explicarse por el defecto de crecimiento en fuentes de carbono respirables. Como
se ve en las placas con glicerol (Figura 1.6). La proteina Spt20p por lo tanto, es necesaria para
la extension de la longevidad en condiciones estacionarias, para la autofagia en ayuno de
nitrégeno, para la respiracion y tiene un papel en la respuesta a la disminucién de aminodcidos
de la familia de la leucina (leucina, isoleucina y valina) y no tanto por el ayuno de histidina.
Como se ha comentado en varias ocasiones a lo largo de la tesis, el crecimiento de las
levaduras en el mosto de uva esta limitado por el bajo contenido de nitrégeno que presenta.
Debido a la deficiencia del mutante spt20A para crecer en respuesta al ayuno de nitrégeno y el
defecto de crecimiento en presencia del herbicida SM que produce un ayuno de aminoacidos
de cadena ramificada, se produce una ralentizacién en el crecimiento del mutante spt20A en
mosto sintético tanto en la cepa haploide C9 como en la cepa diploide L2056 (Figura 1.3A 'y
1.5A respectivamente).

Por otro lado, la acetiltransferasa Gen5p es necesaria para la extension de la longevidad
cronoldgica en medio SC y SC con 1/25 de nitrégeno asimiliable (Figura 1.1) asi como para la
autofagia de la Ald6p en ayuno de nitrégeno (Orozco et al., 2012c). Se ha observado que GCN5
es necesaria para la respuesta al ayuno de nitrégeno relacionadon con la sintesis de histidina y
no tanto a través de otros aminodacidos como los de la superfamilia de la leucina (Figura 1.6).
Debido a estas diferencias, se procedid a estudiar la interaccién de Gcn5p con las rutas
relevantes en la sefializacion por ayuno de nutrientes.

1.2 Interaccidn entre Gcn5p y la ruta de respuesta a la disponibilidad de nutrientes
TORC1/Sch9p

Como ya se ha comentado, la delecién de GCN5 bloquea la extension de la longevidad
cronoldgica por la inhibicién quimica de TORC1 durante la vinificacidn en mosto natural
(Orozco et al., 2012c). Sch9p es una quinasa en la que convergen varias rutas implicadas en la
regulacién de la longevidad, entre ellas la ruta TORC1, la ruta Snflp y la que controla la sintesis
de esfingolipidos. A su vez influye en una plétora de procesos como la biogénesis de ribosomas
y la produccién de glicerol, entre otros (Huang et al., 2012; Huber et al., 2011; Johnson, 2010;
Kos-Braun et al., 2017).
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1.2.1 Conexion entre Gen5p y Sch9p y su papel en la regulacidon de la extension de la
longevidad cronoldgica

Debido al papel de Sch9p en longevidad y a la conexidn que, en estudios anteriores, se ha
descrito de la acetiltransferasa Gen5p con la ruta de sefializacion de nutrientes TORC1
respecto a por ejemplo su relacién con la respuesta retrégrada, se decidid estudiar la conexién
gue hay entre Gen5p y TORC1/Sch9p en condiciones de envejecimiento cronolégico en medio
minimo completo (SC).

Como se observa en la Figura 1.7 A, el mutante gcn5A presenta una caida en la
longevidad cronolégica en condiciones de envejecimiento en este medio, igual que se habia
observado previamente (Figura 1.1 A). Sin embargo, el mutante sch9A presenta una notable
extensién de la longevidad cronolégica, siendo sensiblemente mayor que la de la cepa
silvestre, como ha sido descrito en otros trabajos (Fabrizio and Longo, 2003a). Con el fin de
estudiar interacciones entre las proteinas de interés se obtuvieron los correspondientes dobles
mutantes en la cepa haploide vinica C9. El doble mutante gcn5Asch9A muestra un longevidad
cronolégica reducida respecto de la del mutante sch9A, aunque aun mas alta que la de la cepa
silvestre y mayor que la del mutante simple gcn5A . Esto sugiere, que al menos una parte de
los mecanismos que promueven la longevidad de sch9A requieren la actividad de GCN5. A su
vez, la adicién de la delecién de SCH9 al mutante gcn5A extiende la longevidad con respecto al
mutante simple gcn5A pero no como el mutante sch9A.

La combinacion de las mutaciones en GCN5 y TOR1 produce unos efectos
cualitativamente equivalentes a la combinacién gcn5Asch9A (Figural.7 B), pero
cuantitativamente menos llamativos. El mutante tor1A también presenta una extensién de su
longevidad cronoldgica, que ha sido descrita en muchos trabajos, pero no es tan pronunciada
como en el mutante sch9A. Al igual que en la combinacion de sch9A con gcn5A, al disrumpir
GCN5 en el mutante torlA, se observa el bloqueo de la extensién de la longevidad del mutante
tor1A. En este caso la supresidon es mas intensa, teniendo el doble mutante un fenotipo similar
a la delecidn simple de GCN5. Esto demuestra, una vez mds, que hay una conexion entre la
ruta de sefializacidn de respuesta a nitrégeno TORC1/Sch9p y la actividad acetiltransferasa de
Gcn5p, conexidn que estd implicada en la modulacién de la longevidad cronoldgica.
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Figura 1.7 Efecto de la delecion de GCN5 en la ruta de respuesta a nutrientes TOR1/sch9p.
Supervivencia de los mutantes gcn5A, sch9A y el doble mutante gcn5Asch9A .Se representa las
unidades formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempo de envejecimiento en
medio minimo completo (SC) (A). Curva de longevidad cronoldgica de los mutantes gcn5A, torlA y el

doble mutante gcn5AtorlA (B). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

1.2.2 Identificacion de RGM1 como un potencial vinculo entre GCN5 y SCH9

Debido a la importancia de Sch9p en la longevidad cronoldgica y su conexién con la
acetiltransferasa Gen5p, se decidid investigar la existencia de algun gen que interactuase fisica
o genéticamente con GCN5 y SCH9 y los relacionase. Para ello se busco en diferentes bases de
datos incluidas en el Saccharomyces Genome Database (SGD), como en el buscador de
interacciones GENEMANIA (http://genemania.org/).

En la Figura 1.8 se observan las interacciones, tanto genéticas en verde, como fisicas en
rosa, entre los genes SCH9 y GCN5. SCH9 interacciona fisicamente y genéticamente con el
factor de transcripciéon RGM1. Este factor de transcripcidn ha sido relacionado con la funcién
subtelomérica (Jorgensen et al., 2004) y con la represion por glucosa (Estruch, 1991). Ademas,
RGM1 también interacciona genéticamente con GCN5 (Costanzo et al., 2010).
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Figura 1.8 Red de interacciones genéticas y fisicas entre los genes SCH9 y GCN5. Grafico obtenido de la
pagina web gratuita genemania.org junto con la base de datos de Saccharomyces Genome Database
(SGD). Se muestran las interacciones entre los genes GCN5 y SCH9, fisicas en color rosa y genéticas en
verde.

Debido al nexo de unién que establece RGM1, se analizé el comportamiento del mutante
rgm1A en longevidad cronoldgica. Para ello, se realizé la delecidn de las dos copias del gen
RGM1 en la cepa diploide vinica L2056, con el fin de ensayar tanto el crecimiento en mosto
natural como el envejecimiento en dicho medio y en medio minimo completo (SC). En la Figura
1.9 A se representa el crecimiento en mosto a lo largo del proceso de vinificacion,
observandose que, no hay diferencias significativas entre el mutante rgm1A y la cepa silvestre.
Tomando el dia de maximo crecimiento (dia 10) como 100% de viabilidad, se representd la
viabilidad en porcentaje y escala logaritmica a lo largo del proceso fermentativo, para obtener
las curvas de supervivencia que se representan en la Figura 1.9 B. Se puede ver que el mutante
rgmlA tiene una ligera extension de la longevidad cronoldgica al final del proceso
fermentativo. En cuanto al consumo de los azucares, Figura 1.9 C, no hay diferencias
significativas a lo largo del proceso fermentativo asi como tampoco las hay en la produccién de
etanol y de glicerol al final de la fermentacidn (Figural.9 D).
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Figura 1.9 Comportamiento de la vinificacion en mosto natural del mutante rgm1. Crecimiento, en
unidades formadoras de colonia por mL, de la cepa silvestre diploide vinica L2056 y su derivada mutante
en RGM1 en funcidn del tiempo de fermentacion (A). Curva de supervivencia tomando el dia 10 como
100% de viabilidad, representada en porcentaje y en escala logaritmica (B). Representacion del consumo
de los azucares reductores en g/ L a lo largo del proceso fermentativo (C). Produccion de etanol en
g/100mL y de glicerol en g/L, al final de la fermentacién (D). Las medidas se realizaron por triplicado y se
muestra las medias y la DT.

Se realizaron también curvas de viabilidad del mutante rgmIA en medio minimo
completo SC, y como se puede observar en la Figura 1.9 B, no hay diferencias significativas con
respecto a la cepa silvestre. Para completar la caracterizacion fenotipica del mutante rgm1A,
se decidié medir la cantidad de trehalosa, ya que se ha descrito que es uno de los factores de
transcripcidn que regulan la expresion de genes relacionados con la sintesis de trehalosa (Mak
et al., 2009; Smith et al., 2011). La trehalosa es un disacarido que confiere proteccién frente a
diferentes tipos de estrés durante el crecimiento de las levaduras asi como una mayor
longevidad. Como se muestra en la Figura 1.10 A, aunque podria haber una cantidad de
trehalosa ligeramente superior en la cepa en el mutante rgm1A que en la cepa silvestre, no
hay diferencias significativas en la acumulacién de este metabolito.
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Figura 1.10 Produccion de trehalosa y viabilidad en el mutante rgm1A. Produccidn de trehalosa en
g/célula (A). Curva de supervivencia tomando el dia 3 de crecimiento en medio completo SC como 100%
de viabilidad (B). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

Una vez estudiado el efecto de la delecion de RGMI1 en longevidad, se combind la
mutacién RGM1 con la de los genes SCH9 y GCN5 para detectar posibles interacciones
genéticas. Por simplicidad, estos experimentos se realizaron en la cepa haploide C9. En la
Figura 1.11, se representa la grafica de supervivencia en medio completo SC. Como ocurre con
el mutante en la cepa diploide (Fig. 1.9), el mutante rgmIA en la cepa C9 no presenta
diferencias significativas de longevidad cronoldgica respecto de la cepa silvestre.
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Figura 1.11 Longevidad cronolégica de mutantes simples y dobles en los genes RGM1, SCH9 y GCN5 en
medio completo SC. Se representa la viabilidad en porcentaje tomando el dia 3 de crecimiento en
medio SC como 100% de viabilidad frente al tiempo. Las medidas se realizaron por triplicado y se
muestra las medias y la DT.
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Cuando se combina con la delecién de GCN5, el doble mutante rgmI1Agcn5A tiene un
fenotipo de LC practicamente indistinguible del mutante gcn5A simple, lo que sugiere que
RGM1 no tiene un papel adicional a Gen5p y podria ser controlado por este complejo de
regulacién trasncripcional. Sin embargo, cuando la mutacion en RGM1 se combina con la
sch9A, se observa una pérdida parcial de la extensién de longevidad caracteristica del mutante
simple sch9A, lo que sugiere que Rgm1p tendria un papel, aunque limitado, en la regulacion de
la longevidad cronoldgica dependiente de Sch9p.

1.2.3 Estudio de la conexion de RGM1, SCH9 y GCN5 en mosto natural

A continuacién se estudié el papel de RGM1 en el control de la longevidad vy el
crecimiento de los mutantes sch9A y gcn5A en la cepa C9 en condiciones de fermentacion en
mosto natural de la variedad tempranillo.En la Figura 1.12 A podemos observar el crecimiento
de los mutantes simples y dobles a lo largo de la fermentacion. Al igual que en trabajos previos
de nuestro laboratorio, en estas condiciones de crecimiento se observan mas diferencias
significativas entre las cepas. El mutante sch9A tiene un gran defecto en el crecimiento
comparado con la cepa silvestre indicando la importancia de la ruta en la que participa esta
proteina en condiciones de fermentacidn en mosto natural, como cabe esperar de una ruta
gue promueve la sintesis de proteinas. Como ya se ha mencionado, el mosto es un medio muy
complejo en el que hay alrededor de un 20% de azlcares reductores y el crecimiento de la
levadura en este medio es diferente al de un medio de laboratorio que es mucho mds simple y
gue contiene sdélo un 2% de glucosa de manera que la levadura sélo tiene un metabolismo
fermentativo durante las primeras horas. En el mosto de uva la levadura se encuentra con
diferentes tipos de estrés que tiene que eliminar o activar mecanismos de respuesta a estos.
Con estos antecedentes cabe esperar que un mutante en SCH9, que interviene en procesos de
sefializacion por nutrientes asi como en la biogénesis de ribosomas, tenga un defecto en la
longevidad cronolégica en este medio.

Este fenotipo es mucho mads acusado cuando se combina la mutaciéon de sch9A con
rgmlA vy especialmente con gcn5A, donde el nimero de células es muy pequefio. Los
mutantes simples de gcn5A y rgm1A presentan perfiles de crecimiento similares al de la cepa
silvestre, que se ven muy reducido en combinacién con sch9A.

En estos experimentos se tomd el dia 7 de crecimiento como 100% y se representd la
viabilidad en porcentaje frente al tiempo, Figura 1.12B. La delecion de RGM1 no produce
ningun cambio en la longevidad cronoldgica al igual que ocurria en el medio SC. Por el
contrario, la delecidn de GCN5 extiende ligeramente la longevidad cronolégica en mosto, tal
como se ha descrito previamente en este trabajo y en trabajos anteriores del laboratorio
(Orozco et al., 2012c). Sorprendentemente, la delecidn de SCH9 en mosto natural produce una
caida de la longevidad cronoldgica. Este fenotipo es totalmente opuesto a la extension de la
longevidad de la delecién de SCH9 en medio SC lo cual indica que SCH9 es necesario para la
extensién de la longevidad especificamente en condiciones de fermentacidon en mosto.
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Figura 1.12 Conexion SCH9 con GCN5 y RGM1. Curva de crecimiento de los mutantes simples gcn5A,
sch9A, rgm1A y dobles combinados. Se representa las unidades formadoras de colonia por mL por
recuento en placa a distintos tiempo de fermentacion (A). Curva de longevidad cronoldgica, el dia 5 de
crecimiento de la grafica A es tomado como 100% de viabilidad (B). Determinacion de azucares
reductores durante el proceso fermentativo (C). Determinacién de etanol al final del proceso de
fermentacién (D). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

En las curvas de supervivencia de los dobles mutantes se puede observar que el doble
mutante sch9Agcn5A presenta una longevidad cronolégica muy corta que podria estar
relacionado con el crecimiento defectuoso de la cepa, Figura 1.12A. Este resultado demuestra
qgue SCHI es el principal determinante de la longevidad en condiciones de vinificacidon y que su
delecion suprime cualquier efecto positivo de la delecion de GCN5.

En el caso de la combinacién con RGM1 con GCN5 la longevidad cronoldgica se ve
extendida en el doble mutante mientras que con SCH9 se ve reducida. De manera que RGM1
tiene un papel negativo en la extensién de la longevidad por vias en apariencia diferentes en
las que estan involucrados GCN5 y SCH9. Se midieron los azucares reductores a lo largo de la
vinificacion, Figura 1.12C, se observa una correlacién entre el crecimiento, Figura 1.12A, y la
velocidad de consumo de azlcares. Asi, aquellos mutantes que presentan un crecimiento
menor o mas lento, tienen una velocidad menor de consumo de los azlcares. Este es el caso
de sch9Agcn5A y sch9Argm1A que al tener un crecimiento menor, tiene un consumo de los
azucares mucho mds ralentizado.

Es decir, existe una relacidén entre la disminucién del crecimiento de los dobles mutantes
entre SCH9 y GCN5 asi como SCH9 y RGM1 que se traduce en un menor consumo de los
azlcares y un defecto en la extensidn de la longevidad cronoldgica que no es tan drastico si
observamos otros mutantes cuyo crecimiento en mucho mayor que estas cepas (rgm1A).
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La combinacién de la delecién de estos genes establece una conexidn entre ellos que
ralentiza el metabolismo pero, a pesar de esta deficiencia en el crecimiento y esta
ralentizacion del consumo de los azucares, todos los mutantes ensayados terminan de
consumir todos los azucares presentes en el mosto y son capaces de producir etanol al final de
la fermentacion, sin diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre, como se observa
en la Figura 1.12D.

1.3 Papel de la mitocondria en longevidad cronoldgica

La mitocondria es la fuente de energia de la célula en condiciones de metabolismo
respiratorio asi como, también, de especies reactivas del oxigeno que producen distintos tipos
de dafio celular, tal y como se ha descrito en la Introduccién. En condiciones de crecimiento en
mosto, S.cerevisiae presenta un metabolismo fermentativo debido al alto contenido en
azUcares pero en procesos como la produccion de biomasa y su deshidratacion, el
metabolismo es respiratorio lo que produce especies reactivas del oxigeno y por lo tanto, hace
interesante el estudio de los mecanismos de proteccidon frente el estrés oxidativo y su relacién
con la LC en diferentes condiciones que puedan producir dafio oxidativo. En la Introduccion se
ha comentado que existe un complejo transcripcional parecido a SAGA que se denomina Saga-
LIKe el cual contiene practicamente todas las proteinas que contiene el complejo SAGA y
también, la proteina Rtg2p que es una proteina de la ruta de respuesta retrégrada. De manera
gue en este capitulo, se analiza la importancia de la mitocondria en la longevidad cronolégica
y respuesta a estrés mediante tres aproximaciones diferentes: mediante el estudio del efecto
del genoma mitocondrial de dos cepas del género Saccharomyces, mediante el estudio de la
longevidad en funcién de la actividad mitocondrial y mediante el estudio del papel de la ruta
de respuesta retrégrada en longevidad cronoldgica.

1.3.1 Estudio del impacto del genoma mitocondrial de S. uvarum y S. cerevisiae en
hibridos interespecificos

Se analizé el impacto de genoma mitocondrial en la respuesta al estrés oxidativo y en la
longevidad usando hibridos interespecificos sintéticos entre S. cerevisiae y S. uvarum aislados
por el laboratorio del Dr Phillippe Marullo (Da Silva et al., 2015). La naturaleza isogénica del
DNA nuclear de ambos hibridos nos permite analizar el papel del origen del DNA mitocondrial
en la fermentacidn, estrés oxidativo y longevidad.

A pesar de ser S. cerevisiae la que se implante generalmente en la fermentacién vinica, se
ha visto a S. uvarum en fermentaciones espontaneas generalmente a bajas temperaturas y
cada vez hay un mayor interés por los cultivos iniciadores mixtos para mejorar la calidad del
vino. S. uvarum es una de las mdas prometedoras en este aspecto ya que tiene alta tolerancia al
etanol, baja produccién de acido acético y capacidad de fermentar el mosto de uva a baja
temperatura (Masneuf-Pomarede et al., 2010) lo cual ayuda a mejor los perfiles aromaticos del
vino.
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Se utilizaron las cepas de S. uvarum U2 y S. cerevisioe W1,asi como dos hibridos
interespecificos WU12 distintos, en funcién del origen de su genoma mitocondrial, el que lleva
el DNA mitocondrial de S. uvarum WU12-1 y el que lo lleva de S. cerevisiae WU12-8 (Albertin
et al., 2013). Como se puede observar en la Figura 1.13 A, se analizé la respuesta a estrés de
las cepas parentales y los hibridos mediante goteo en placa de YPD sin y con perdxido de
hidrégeno 4 mM (H,0,). Las cepas parentales U2 y W1 tienen diferente sensibilidad al H,0,,
siendo muchisimo mas susceptible la cepa S. uvarum. En cuanto a los hibridos interespecificos,
WU12-1 (mt- S.u) tiene un crecimiento mucho menor que WU12-8 (mt S.c) lo cual apoya la
hipotesis de que el legado mitocondrial podria tener un impacto en la resistencia frente al
estrés oxidativo.

w1241
U2

)
o
=

. W12-1
o
T ‘ W12-8

3
‘ =
»
<

—a—U2
100
--0--W1
N Wu12-1

\ --o--WU12-8

10 +

Supervivencia (%)

Dias

Figura 1.13 Papel del origen de la mitocondria en longevidad cronoldgica y tolerancia a estrés en
hibridos conteniendo el DNA mitocondrial de S.uvarum (WU12-1) o el de S. cerevisiae (Wu12-8), en
comparacion junto con las cepas parentales de S. uvarum (U2) y de S. cerevisiae (W1). Goteos en placa
de YPD y de YPD con 4 mM de peréxido de hidrégeno (H0;) (A) Curva de viabilidad en medio minimo
completo (SC) tomando el dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad (B). Las medidas se realizaron
por triplicado. Se muestran la media y la desviacidn tipica (DT).
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En la Figura 1.13 B se muestra la longevidad cronoldgica de estas cepas, analizada como
se describe en el apartado 2.2.3 de Materiales y Métodos, para ver el papel potencial del
origen de la mitocondria en el envejecimiento. En estas condiciones, U2 y W1 muestran una
longevidad cronoldgica similar sin embargo, el hibrido que contiene la mitocondria de S.
uvarum (WU12-1) presenta una longevidad cronoldgica significativamente menor. Dado que
esta cepa presenta también una menor tolerancia al estrés oxidativo, los resultados sugieren
que el genoma mitocondrial de S. cerevisiae aporta una funcién mitocondrial que permite
mejor respuesta frente al estrés oxidativo, y que esto podria extender la longevidad
cronoldgica. Con el fin de obtener mas informacion del papel del genoma mitocondrial en la
longevidad, se realizaron microfermentaciones en mosto natural y se analizaron distintos
pardmetros que se recogen en la Figura 1.14. Como se observa en el panel A, S. uvarum
consigue llegar a una mayor densidad celular que S. cerevisiae, aunque esta decae mas
rapidamente al final de la fermentacion. No hay diferencias significativas en el crecimiento de
los hibridos, que en este caso, se asemejan mucho mas a la cepa parental de S. cerevisiae.

Se tomé el maximo de densidad celular de crecimiento en mosto (dia 5) como 100% de
viabilidad y se realizaron las curvas de viabilidad representadas en porcentaje y en escala
logaritmica en el panel B. observandose de nuevo una LC de los hibridos mucho mas parecida
a la del parental S. cerevisiae, mayor que la del parental S. uvarum, que en este caso presenta
una la LC m3s baja.

Se midié también el consumo de azlcares como indicador de la evoluciéon de la
fermentacién. En la Figura 1.14 C se representa el consumo de los 187.5 g/L de azlcares
presentes en el mosto frente al tiempo de fermentacidn. No hay diferencias significativas entre
las cepas, incluyendo los hibridos, lo que sugiere que los efectos contrapuestos de diferente
crecimiento y longevidad en las cepas analizadas se contrarrestan en las condiciones de
fermentacién en mosto natural ensayadas. Ademas, también se puede concluir que el origen
del genoma mitocondrial no es tan relevante como el genoma nuclear durante la fermentacion
vinica, aunque no se pueda descartar que tenga un papel mas determinante en ambientes
naturales o industriales donde se favorezca un metabolismo respiratorio.
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Figura 1.14 Papel de la mitocondria en fermentacion en mosto natural en hibridos conteniendo el
DNA mitocondrial de S. uvarum (WU12-1) y el de S. cerevisiae (WU12-8) junto con las cepas control de
S. uvarum (U2) y de S. cerevisiae (W1). Crecimiento en mosto natural. Se representa las unidades
formadoras de colonia por mL frente a lo largo de vinificacion.(A) Curva de viabilidad tomando el dia 5
de crecimiento como 100% de viabilidad (B). Consumo de azlcares reductores durante el proceso
fermentativo (C). Las medidas se realizaron por triplicado. Se muestran la media y la desviacion tipica.

1.3.2 Papel del equilibrio nutricional y de la mitoncondria en el control de la
longevidad por Sch9p

Debido a la reduccion significativa de la longevidad cronoldgica durante la fermentacion
en mosto natural causada por la delecion de SCH9, se investigaron distintos factores que
podrian estar mediando este comportamiento. Como se ha comentado en la Introduccion, la
fermentacién en mosto natural difiere del crecimiento en medio minimo en varios aspectos,
entre ellos, y de forma particularmente relevante, en el bajo contenido en nitrégeno (113.2
mg/L de nitrégeno asimilable en MS300 y 76.4 mg/L en el mosto natural tempranillo empelado
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en este trabajo) y alto contenido de azucares en el medio, asi como una baja cantidad de
oxigeno que favorece la fermentacion frente a la respiracién, lo que sugeria que era
interesante ver el papel de la mitocondria en estas condiciones.

Para analizar la relevancia del nitrégeno en la longevidad del mutante sch9A se analizo su
envejecimiento en un medio minimo SC con 1/25 veces menos de nitrégeno en el medio,
condicidn que emula la limitacidon de nitrégeno en el mosto natural. En la Figura 1.15 A se
puede observar que el mutante sch9A tiene una longevidad cronoldgica menor que la cepa
silvestre, lo que contrasta con lo que se habia observado en el medio minimo completo SC (Fig
1.7A). Este resultado apunta a que Sch9p es necesaria para la extensién de la longevidad
cronolégica en medios bajos en nitrégeno, ya sea medio minimo o mosto de uva natural o
sintético. Debido a esto, se podria explicar la caida en la longevidad cronolégica del mutante
sch9A en mosto y medio minimo con 1/25 en nitrégeno (Figural.12 B y 1.15 A), asi como la
espectacular extension de longevidad en medio minimo completo (Figura 1.7A, 1.11Ay 1.15B).

Se ha descrito que la inhibicion de TORC1/Sch9p produce la extension de la longevidad
cronolégica promoviendo la respiracion en medio de laboratorio SC (Fabrizio et al., 2003;
Lavoie and Whiteway, 2008; Pan et al., 2011). Para poder explicar el papel de la respiracion en
la extensién de la longevidad del mutante sch9A, se construyeron mutantes petite, rho, de la
cepa vinica haploide C9 y de varios mutantes de interés, tal como se explica en el apartado 6.2
de Materiales y Métodos, que son incapaces de crecer en una fuente de carbono no
fermentable, como es el glicerol. Estas cepas se cultivaron en medio minimo completo SCy se
obtuvieron las graficas de viabilidad o supervivencia que se representa en la Figura 1.15 B. Las
condiciones habituales con aireacion favorecen el metabolismo respiratorio del etanol una vez
fermentada toda la glucosa. La cepa C9 petite rho tiene una longevidad cronolégica reducida,
indicando que en estas condiciones, la funcién mitocondrial es necesaria para la longevidad. El
mutante sch9A presentd la ya descrita longevidad cronolégica incrementada, pero su versiéon
petite rho mostrd la misma longevidad cronolégica que la cepa silvestre petite, resultado que
confirma que la funcidn mitocondrial es esencial para el papel de Sch9p en envejecimiento
cronoldgico en condiciones estandar de laboratorio.
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Figura 1.15 Curvas de supervivencia. Curvas de viabilidad de la cepa silvestre y del mutante sch9A asi
como de los mutantes rho en estas cepas en medio completo SC con 1/25 de nitrogeno. Se tomd el dia
7 como 100% de viabilidad (A). Curva de longevidad cronoldgica en medio minimo completo (SC) de
cepas rho derivadas de las mismas cepas, donde se tomd el dia 3 como 100% de viabilidad (B). Las
medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

A continuacidn, se realizaron fermentaciones de las cepas petite en mosto natural,
cuyos parametros se muestran en la Figura 1.16. En estas condiciones, la cepa C9 rho también
tiene una muy ligera disminucién en las unidades formadoras de colonia por mL. En el caso del
mutante sch9A, la adicién de la mutacidn petite rho supone un mayor efecto de descenso del
crecimiento (panel A). En el panel B, se muestran las curvas de viabilidad tomando el dia 3
como 100% de viabilidad, donde se observa que la cepa C9 petite rho tiene también reducida
la longevidad cronoldgica. Por lo que, incluso en condiciones de metabolismo fermentativo,
con gran concentracidn de azlcares, la mitocondria tiene un papel esencial en longevidad que
podria ir mas alld de su funcién estrictamente respiratoria.

La combinacion de las mutaciones petite y SCH9 no afecta aditivamente a la
longevidad cronoldgica, lo que sugiere que ambas producen efectos sobre mecanismos
relacionados y, por tanto, una relacidon funcional entre ellas. Aunque la velocidad en el
consumo de azucares de la cepa mutante sch9A petite rho es menor, es capaz de terminar de
consumir los azucares presentes en el mosto y de producir etanol de manera similar al
silvestre, Figura 1.16 C y D. Asi pues la mitocondria tiene cierto impacto en la proliferacion
celular pero solo ralentiza los procesos biotecnoldgicos de consumo de azucares y produccion
de etanol, no los bloquea.
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Figura 1.16 Curvas de crecimiento en mosto natural tempranillo de las cepas silvestre, mutante sch9A
y de ambas con la mutacion rho. Se representa las unidades formadoras de colonia por mL por recuento
en placa a distintos tiempo de fermentacidn (A). Curva de longevidad cronolégica tomando, el dia 3 de
crecimiento como 100% de viabilidad (B). Determinacidén de azlcares reductores durante el proceso
fermentativo (C). Determinacién de etanol al final del proceso de fermentacidon (D). Las medidas se
realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

1.3.3 Papel de la respuesta retrégrada en longevidad cronoldgica

Como se ha comentado en la Introduccidn, existe una comunicacion entre la mitocondria
y el ndcleo que permite la rapida activacion de genes de respuesta a estrés cuando se produce
un dafo en la mitocondria. Esta ruta se denomina Ruta de Respuesta Retrdgrada e implica a
bastantes proteinas, siendo Rtg2p el sensor de dafio que permite el traslado de los factores de
transcripcidén Rtgl/3p al nucleo, donde forman un complejo transcripcional, muy similar a
SAGA, llamado SLIK (Saga- LIKe) que provoca la activacién transcripcional de genes de
respuesta a estrés. Ademas, parece que hay una conexion entre Rtg2p, la ruta TORC1/Sch9p y
el complejo transcripcional SAGA (Jazwinski, 2005; Pray-Grant et al., 2002; Torelli et al.,
2015).Como se ha comprobado en los experimentos anteriormente mostrados, la funcion
mitocondrial juega un papel en la extension de la longevidad observada en el mutante sch9A
en medio minimo completo. Para investigar la posible implicacidon de la respuesta retrégrada
en dicho papel, se construyeron los mutantes simple rtg2A y el doble rtg2Asch9A.
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En la Figura 1.17 se representa la viabilidad de las cepas en medio SC tomando como
100% de viabilidad el dia 3 de crecimiento. Como en todos los experimentos en estas
condiciones, se observa una gran de la extensiéon de longevidad cronolégica del mutante
sch9A. La LC del mutante rtg2A es mucho mas corta que la de la cepa silvestre, mientras que el
doble mutante rtg2Asch9A presenta longevidad extendida, casi tanto como la del mutante
simple sch9A. Estos resultados sugieren que la respuesta retrégrada esta implicada en la
longevidad y que sus efectos requieren la funcién de Sch9p, que parece estar downstream de
la misma.
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Figura 1.17 Conexidon Ruta de Respuesta Retrégrada y SCH9.Curva de longevidad cronoldgica del
silvestre, sch9A, rtg2A y rtg2A sch9A en medio SC, tomando el dia 3 de crecimiento es como 100% de
viabilidad. Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

Para estudiar si este comportamiento también ocurre en condiciones de fermentacién
vinica, se realizaron crecimientos de estas cepas en mosto natural de la variedad tempranillo y
se determinaron los parametros de interés de la fermentacion, tal como se representa en la
Figura 1.18. El mutante rtg2A presenta crecimiento (panel A), consumo de azlcares (panel B)
y LC (panel C) muy similares a los de la cepa silvestre, sugiriendo que la respuesta retrégrada
no es relevante en estas condiciones, fundamentalmente fermentativas. En cuanto a la LC,
(panel C), se observa que el mutante rtg2A tiene una pequefia extension de la longevidad con
respecto a la cepa silvestre, sobre todo a tiempos mas avanzados de vinificacion, efecto que
aunque muy ligero, es contrario de lo que ocurre en el medio SC donde este mutante presenta
una evidente reduccién de su LC (Fig 1.17). En cuanto al doble mutante, rtg2Asch9A, se
observa una disminucion de todos los fenotipos caracteristicos de la delecién de SCH9, tanto
en crecimiento, como en LC y en perfil de consumo de azucares, aunque sigue predominando
la tendencia impuesta por dicha mutacién.
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El andlisis conjunto del comportamiento en los dos medios ensayados,medio minimo
completo SC y mosto natural, muestra que existe interaccidon genética entre los mutantes
sch9A vy rtg2A, interaccién que genera fenotipos intermedios entre los de ambos mutantes
simples, tanto en el crecimiento como en el consumo de azUcares en mosto. Sin embargo en el
caso del fenotipo de envejecimiento, tanto en la fermentacién en mosto natural como en el
cultivo en SC, la LC del doble mutante cae practicamene igual que en el mutante simple sch9A,
lo que lleva a concluir que los efectos de Sch9p operan a través de otros mecanismos
independientes de la respuesta retrégrada o que se encuentra downstream de la misma.
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Figura 1.18 Curvas de crecimiento y viabilidad durante la fermentacion en mosto natural entre la
conexion SCH9 y RTG2. Curva de crecimiento en mosto natural tempranillo. Se representa las unidades
formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempo de fermentacion (A).
Determinacion de azlcares reductores durante el proceso fermentativo (B).Curva de longevidad
cronoldgica donde el dia 5 de crecimiento de la grafica A es tomado como 100% de viabilidad (C). Las
medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

Debido al papel de la funcidon mitocondrial en la extensién de la LC observada en medio
minimo completo SC en el mutante sch9A (Fig 1.15) se construyeron mutantes simples petite
rho y rtg2A y el doble mutante en la cepa C9 y se estudid la relacién entre estos dos
mecanismos distintos implicados en la funcién mitocondrial.
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En la Figural.19 A se observa el crecimiento del mutante rtg2A en un fondo genético
silvestre y en un fondo genético con pérdida de funcién mitocondrial, rtg2A rho. Hay
diferencias en el crecimiento ya que se aprecia un mayor crecimiento de la cepa mutante
rtg2A y no de rtg2A rho pero estas diferencias no son significativas. Tomando el dia 3 de
crecimiento como 100% de viabilidad, se obtuvieron las curvas de supervivencia que se
muestran en el panel B, en las que se puede observar que la delecién de RTG2 extiende muy
ligeramente la longevidad cronoldgica en condiciones de fermentacion en mosto natural vy,
esta extension se ve bloqueada como consecuencia de la inactivacidon de la mitocondria. Los
paneles C y D muestran el consumo de azlcares y la produccién de etanol al final de la
fermentacién en mosto natural, pardmetros que no se ven significativamente afectados por las
mutaciones analizadas.
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Figura 1.19 Estudio del comportamiento de mutantes rho y rtg2A y fermentaciéon en mosto natural.
Curvas de crecimiento de las cepas silvestre, mutante rtg2A vy las cepas combinadas con la mutacion
rho. Se representa las unidades formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempos
de fermentacion (A). Curva de longevidad cronoldgica tomando el dia 3 de crecimiento de la grafica A
es tomado como 100% de viabilidad (B). Determinacién de azlcares reductores durante el proceso
fermentativo (C). Determinacién de etanol al final del proceso de fermentacién (D). Las medidas se
realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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En los analisis en conjunto de todos los experimentos con los mutantes rtg2A y rho se
puede concluir que efectivamente la funcidn mitocondrial tiene un papel importante en la LC
poniendo ademds en evidencia importantes diferencias en el papel de ambos mecanismos
estudiados. En condiciones de vinificacién en mosto natural, es la actividad respiratoria, y no la
respuesta retrégada la que juega un papel relevante, aun cuando en esas condiciones el
metabolismo es, mayoritariamente, fermentativo. Esto puede deberse a la necesidad
permanente de una cierta tasa de respiracion para el funcionamiento de determinadas rutas
metabdlicas celulares esenciales. Sin embargo, ambos mutantes simples presentan LC reducida
en condiciones de envejecimiento en medio minimo completo SC con aireaciéon (Fig 1.15B y
1.17), donde las células estan en un estado metabdlico respiratorio, y donde probablemente
no solo la propia actividad respiratoria es necesaria, sino también la comunicacién
mitocondria-nicleo que permita inducir mecanismos protectores del dafo oxidativo
mitocondrial.

Se realizé un ensayo de envejecimiento cronolégico en medio SC con estas cepas para
poder estudiar el papel de la mitocondria en la respuesta retrégrada. Como se observa en la
Figura 1.20, el mutante rtg2A no altera de manera drastica la longevidad, sugiriendo que no
hay una activacién relevante o determinante de la respuesta retrégrada en estas condiciones.
Cuando la célula tiene una mitocondria no funcional, la disrupcion de RTG2
sorprendentemente no causa una caida adicional de longevidad, sugiriendo la actividad
compensadora de otras rutas.
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Figura 1.20 Curvas de crecimiento y muerte celular del mutante en RTG2 y las cepas rho en la cepa
silvestre C9 y en el mutante rtg2A. Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la
DT.

Como se ha comentado previamente, en nuestro laboratorio se ha descrito el papel de
GCN5 en la longevidad en fermentacidn en mosto bobal, que la extiende al ser mutada,
mientras que en condiciones de envejecimiento en medio minimo en el mutante de delecién
de GCN5 la longevidad se ve reducida. Debido a ello, decidimos estudiar el papel de la
mitocondria en la extensién de la longevidad en el mutante gcn5A en condiciones de
fermentacién en mosto natural de la variedad tempranillo.
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Como se puede observar en la grafica que representa el crecimiento en unidades
formadoras de colonia por mL en la Figura 1.21 A, tanto el mutante gcn5A como su version
rho, tienen un crecimiento menor siendo el de gcn5A rho ligeramente mayor que el mutante
con la mitocondria funcional. Como se muestra en la Figural.21 B, gcn5A presenta diferencias
en la longevidad cronoldgica en condiciones de fermentacion en el mismo sentido
independientemente del estado de la mitacondria, por lo que no hay interaccion entre ambos
factores.

Se midid el consumo de azlcares a lo largo de todo el proceso fermentativo asi como la
produccién de etanol al final de la fermentacion y como se puede observar en la Figura 1.21 C
y D respectivamente, no hay diferencias significativas en el consumo de azucares aunque se ve
una disminucion en la velocidad del consumo de los azucares en los mutantes con respecto al
silvestre/parental, pero ambas cepas, son capaces de producir, al final de la fermentacidn,
similar concentracidn de etanol que el silvestre.
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Figura 1.21 Curva de crecimiento del silvestre y del mutante gcn5A y las mismas cepas rho en mosto
natural. Se representa las unidades formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos
tiempo de fermentacion (A). Curva de longevidad cronoldgica, el dia 5 de crecimiento de la grafica A es
tomado como el 100% de viabilidad (B). Determinacion de azucares reductores durante el proceso
fermentativo (C). Determinacién de etanol al final del proceso de fermentacion (D). Las medidas se
realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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1.3.3.1 Conexidon de GCN5y RTG2 vy su papel en longevidad cronoldgica

El complejo SLIK (Saga-LIKe) contiene las proteinas Gen5p, Ubp8p y Spt20p comunes al
complejo SAGA pero se diferencia de este por la presencia de Rtg2p. Por esta razén, se decidid
estudiar la posible interaccién genética entre Gen5p y Rtg2p en relacién con la longevidad
cronolégica. Se deleciond el gen RTG2 en el mutante gcn5A y se realizaron experimentos de
longevidad cronolégica tanto en medio minimo completo SC como en mosto natural, cuyos
resultados se muestran en la Figural.23 donde muestran las curvas de supervivencia de las
cepas en estudio. Como se ha visto en experimentos anteriores con los mutantes simples
(Figura 1.1, 11.7 y 1.11 para gcn5A y Fig 1.17 para rtg24), la longevidad cronolégica de ambos
es menor que la longevidad de la cepa silvestre, siendo mas acusada la caida de LC en el
mutante rtg2A que en el mutante gcn5A. Cuando se combinan ambas deleciones se observa
un efecto aditivo, de manera que el doble mutante presenta una caida de LC mucho mas
pronunciada que los mutantes simples. Este efecto aditivo sugiere que estas dos proteinas,
ademas de ser constituyentes del complejo SLIK, a través del cual comparten funcion en
determinados mecanismos reguladores, participan también en rutas adicionales que afectan a
la longevidad cronoldgica.
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Figura 1.23 Efecto de la delecion de RTG2 y GCN5 en longevidad cronolégica. Experimentos de
longevidad cronolégica en la cepa haploide vinica industrial C9 y en los mutantes simples gcn5A, rtg2A
y doble gcn5Artg2A en medio minimo completo (SC). Se representd la supervivencia en escala
logaritmica. Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacion
tipica (DT).

Se realizaron a continuacién experimentos de fermentacién en mosto natural, con los
resultados que se muestran en la Figura 1.24 y que ratifican el efecto aditivo de las mutaciones
en los genes GCN5 y RTG2.
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Los perfiles de crecimiento del panel A indican que no hay diferencias significativas entre
los mutantes simples y la cepa silvestre, sin embargo si que se observa diferencias
significativas en el crecimiento del doble mutante, que presenta un menor crecimiento.
Tomando el dia 5 de crecimiento como 100%, obtenemos las graficas de viabilidad mostradas
en el panel B, donde los mutantes simples muestran una ligera pero significativa extension de
la longevidad cronoldgica, sobre todo al final del proceso fermentativo, y la extensién en el
doble mutante es mayor que la de los mutantes simples, concluyendo que, en estas
condiciones de metabolismo predominantemente fermentativo también hay un efecto aditivo
positivo en el efecto de las deleciones de RTG2 y GCN5 en la LC (Figura 1.24 B).
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Figura 1.22 Conexion de RTG2 y GCN5 en vinificacion en mosto natural. Curva de crecimiento de los
mutantes gcn5A, rtg2A y doble mutante gcn5Artg2A .Se representa las unidades formadoras de colonia
por mL por recuento en placa a distintos tiempo de fermentacién (A). Curva de longevidad cronoldgica,
tomando el dia 5 de crecimiento de la grafica A como 100% de viabilidad (B). Determinacion de
azucares reductores durante el proceso fermentativo (C). Determinacion de etanol al final del proceso
de fermentacion (D). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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En cuanto al estado metabdlico, y como también se observd en experimentos anteriores
con los mutantes simples, hay que destacar que a pesar de que las fermentaciones de los
mutantes gcn5A y doble presentan un consumo de azucares mads lento, explicable por su
menor densidad celular, son capaces de terminar de fermentarlos, Figura 1.24C, asi como
producir concentraciones de etanol al final de la fermentacion similares a la cepa silvestre,
Figura 1.24 D.

1.3.3.2 Ruta de control general de aminodcidos y su relacidon con Rtg2p en longevidad

Se ha descrito que los cambios observados en la expresidn génica durante la limitacién de
glucosa y durante la limitacién de aminoacidos no esenciales (limitacion de nitrégeno)
producen una induccidn del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) asi como de los genes de
respuesta retrégrada. Debido al papel que tiene la ruta GAAC en la activacidon de genes de
respuesta a condiciones de ayuno de nitrégeno asi como a su conexién con la ruta
TORC1/Sch9p y su papel en la LC (Vallejo et al., 2016), se analizé el posible papel de la ruta
retrograda a través de la ruta del control general de aminodcidos como consecuencia de ayuno
de nitrégeno. Para ello, se deleciond el gen GCN2 en la cepa haploide C9 asi como en el
mutante rtg2A.

En la Figura 1.23 se muestran las curvas de viabilidad de estas cepas en experimentos de
envejecimiento en medio minimo completo SC. En el mutante gcn2A tiene una extension de la
longevidad cronolégica media. La longevidad cronolégica de rtg2A es menor que la del
silvestre y sin embargo, el doble mutante presenta una recuperacion de la longevidad respecto
de la del mutante mas afectado rtg2A, dando lugar a un fenotipo intermedio. Esto nos indica
funciones contrapuesta en longevidad en un medio rico en aminodcidos, pero no se puede
asegurar de que ambos funciones a traves de la misma ruta.
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Figura 1.23 Conexion de la ruta de respuesta retrégrada y el control general de aminoacidos.
Experimentos de longevidad cronoldgica en medio minimo completo SC. Se tomo el dia 3 de crecimiento
en este medio como 100% de viabilidad y se representd la supervivencia en escala logaritmica. Los
experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

123



Resultados y discusion

Un elemento clave en la regulacién de la respuesta retrégrada es la interacciéon entre
Rtg2p y Mkslp, un inhibidor o regulador negativo de la misma, que actla a nivel de
fosforilacidn de Rtg3p, evitando su translocacién al nicleo. Mks1p se une de manera reversible
a Rtg2p. Por ello, se construyd el mutante mks1A en la cepa C9 asi como en el mutante gcn2A,
con el fin de investigar su interaccidon en las distintas condiciones de envejecimiento y
compararla con Rtg2p. En la Figura 1.24 se muestran las curvas de supervivencia en medio
minimo completo SC en estas cepas, donde se ve que, tanto los mutantes simples como el
doble mutante, presentan una extensidon de la longevidad cronolégica pero no de forma
aditiva, lo que indica, que en condiciones de metabolismo fundamentalemente respiratorio,
tanto Gecn2p como Mkslp estdn regulando la extensidon de la longevidad cronoldgica por
mecanismos similares.Si comparamos estos resultados con los obtenidos con la delecién de
RTG2 podemos sacar varias conclusiones, por un lado, al eliminar el inhibidor de la ruta de
respuesta retrégrada, Mkslp, Rtg2p estaria activo y podria fosforilar a Rtg3p e iniciar el
translado al ndcleo de los factores transcripcionales Rtgl/3p y esto produciria una extensién
de la LC. En el caso del mutante en RTG2 se observa lo contrario, hay una reduccion de la LC.
También se observa que en la combinacién con GCN2, en el caso de RTG2 hay una pequeiia
extensién de la LC con respecto a rtg2A o una disminucidn de la LC con respeto a gcn2A
(Figura 1.23), mientras que en combinacion con MKSI1 no se comporta mejor que con los
simples (Figura 1.24).
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Figura 1.24 Conexion de la ruta de respuesta retrégrada y el control general de aminoacidos.
Experimentos de longevidad cronoldgica en medio minimo completo SC. Se tomd el dia 3 de crecimiento
en este medio como 100% de viabilidad y se representd la supervivencia en escala logaritmica. Los
experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacién tipica (DT).
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Las condiciones ambientales durante la fase de crecimiento de S. cerevisiae determinan
el destino de las células en la fase de muerte. El ejemplo mas estudiado es que el crecimiento
en un medio con un contenido en nutrientes reducido que provoca un ayuno a las células,
extiende la longevidad.

Las levaduras vinicas industriales son protétrofas por lo que, son capaces de crecer con
amonio o con cualquiera de los veinte aminoacidos como Unica fuente de nitrégeno por lo
gue, podemos observar una extensién en la LC reduciendo tanto el amonio como los
aminodacidos como ocurre en condiciones de vinificacién. Los reguladores clave de la LC en
respuesta a los nutrientes son las rutas de sefializacion de nutrientes. En este capitulo se
describen componentes de rutas de sefializacion de nutrientes y otras rutas que participan en
la regulacion de la LC en funcién del medio. Otros factores afectan a la longevidad
independientemente de las condiciones ambientales. Por ejemplo, la delecion del gen SPT20
perteneciente al mddulo estructural del complejo SAGA bloquea la autofagia (Figura 1.2) pero
sin embargo, tiene una LC reducida tanto en medio SCy SC con 1/25 N (Figura 1.1) asi como
en mosto (Figuras 1.4 y 1.5) que podria explicarse por el defecto de este mutante en la
respiracion del glicerol y en la respuesta al ayuno de aminodacidos de la familia de la leucina
(Figura 1.6). El mutante en UBPS8 perteneciente al mddulo de desubiquitinizacién del complejo
SAGA tiene un bloqueo parcial de la autofagia (Figura 1.2) y una reduccién de su longevidad
cronolégica (Figuras 1.1, 1.4 y 1.5) aunque no muestra defecto claro en crecimiento en
condiciones respiratorias ni en ayuno de los aminoacidos ensayados (Figura 1.6).

Se ha visto que Gecn5p, acetiltransferasa del complejo SAGA y SLIK (entre otros), tiene una
relacién con la ruta de sefializacion TORC1/Sch9p. La mutacion de GCN5 impide, al menos
parcialmente, la extension de la LC en medio SC de los mutantes de delecion de los genes SCH9
y TOR1 (Figura 1.7). Esto sugiere que los cambios en la expresidon génica causados por la ruta
TOC1/Sch9p ocurren, al menos en parte, a través del complejo SAGA. Durante la fermentacidn
en mosto, el doble mutante gcn5Asch9A mostrd una LC reducida similar a la del mutante en
SCH9 lo que sugiere que el papel de SAGA en la expresién génica también depende de las
condiciones de crecimiento. Se ha estudiado la relacidon entre Gen5p y Sch9p a través de
Rgmlp. A pesar de que RGM1 parece no tener un impacto en la LC durante le crecimiento
normal, parece ser importante en la LC en condiciones de ayuno de nitrégeno, lo que es similar
a SCHI (Figura 1.12).

En este capitulo también se describe el papel de la mitocondria en la LC desde diferentes
frentes de estudio. Por un lado, se observd que la mitocondria de S. cerevisiae dotaba de una
mayor resistencia al estrés oxidativo y una mayor LC a la levadura que la porta, a través del
uso de hibridos interespecificos entre estas dos especies (Figuras 1.13 y 1.14), pero solo en
medios donde la respiracion es relevante para producir energia. Otras proteinas de rutas
relacionadas que se describen con papeles opuestos en la LC en funcién del medio de
crecimiento es la ruta de respuesta retrégrada que es un mecanismo de comunicacion entre la
mitocondria y el nucleo siendo Rtg2p el componente esencial de la ruta y su delecién en
levaduras vinicas produce una disminucién en la LC en el medio SC, lo que es comprensible por
la necesidad de respirar cuando se ha consumido la glucosa del medio (Figura 1.17) sin
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embargo, en condiciones de vinificacion el mutante rtg2A presenta un pequefio incremento en
la LC (Figura 1. 18) .

Esta version simplificada de la funcién mitocondrial no ofrece una explicaciéon de como las
cepas petite que son incapaces de respirar tienen un defecto en la LC tanto en medio SC como
en fermentacién en mosto.

Si se compara el comportamiento de los mutantes petite con la delecidn de RTG2 sugiere
que la integridad de la mitocondria y/o funciones metabdlicas a parte de la respiracion son
relevantes para la extensidn completa de la longevidad durante fermentacidon ya que no se
observa un defecto claro por la pérdida de la sefalizacién mitocondria-nucleo.

Por otro lado, el defecto en la LC del mutante de delecion en SCH9 en vinificacion es
llamativo (Figuras 1.12) y no se ajusta al papel aceptado de las rutas sensibles a nutrientes
durante el envejecimiento. En medio SC se ha visto la extension esperada de la longevidad del
mutante sch9A y se ha sugerido que esta extensién puede ser debido a un aumento en la
frecuencia de la respiracidon. Nuestros resultados mediante el uso de cepas petite en el
silvestre y en el mutante sch9A confirma este hecho (Figura 1.16). La composicidén especifica
de los medios, como el ratio: alta fuente de carbono/ pobre fuente de nitrégeno del mosto,
puede estar detras de estas discrepancias. La disminucién de longevidad del mutante sch9A en
medio con nitrégeno reducido avala esta hipdtesis. Asi pues se puede concluir que los
desequilibrios nutricionales pueden ser mas relevantes para la longevidad que la abundancia
absoluta de uno u otro nutriente. Otros autores han sugerido de forma similar que en un
mosto sintético con alto contenido en nitrégeno y bajo en lipidos la delecién de SCH9 extiende
la longevidad cronoldgica (Tesniere et al., 2013). En mosto o en medio SC con bajo nitrégeno,
los bajos niveles de aminoacidos pueden comprometer la sintesis proteica, promovida por
Sch9p. Esa disminucién de la traduccidon puede ser limitante cuando los azlcares son
abundantes y la respiracion es irrelevante. Esto podria explicar por qué el doble mutante
sch9Artg2A se parece mas al mutante sch9A (LC corta) que al mutante rtg2A (LC extendida)
en condiciones de vinifiacién.

En conclusion, la LC esta regulada por diferentes rutas de sefializacién de nutrientes asi
como por la funcion de la mitocondria y que esta regulacién, depende del medio de cultivo, es
decir, de la disponibilidad de nutrientes y del metabolismo que ocurra en cada uno de ellos.
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CAPITULO 2: ANALISIS DE LA CONEXION ENTRE TSA1 Y GCN2 EN LONGEVIDAD
CRONOLOGICA

Como ya se ha comentado en la Introduccidn, S. cerevisiae tiene cinco peroxirredoxinas
en diferentes localizaciones celulares: Tsalp, Tsa2p, Ahplp son citosélicas, una es
mitocondrial, Prxlp, y por ultimo hay una nuclear llamada Dot5p. La peroxirredoxina
mitocondrial es la Unica monotidlica, el resto son del tipo 2-Cys. Las cinco peroxirredoxinas
tienen actividad tiorredoxina reductasa, siendo Tsalp la peroxirredoxina mas abundante en la
célula y con mayor actividad. Tsalp y Tsa2p presentan actividad peroxinitrito reductasa, lo cual
se correlaciona con su posible papel en la defensa frente al estrés nitrosativo. Estd bastante
claro, que Tsalp y Tsa2p actlan cooperativamente, tanto frente al estrés oxidativo como
nitrosativo, y que esta cooperacién se puede extender a las otras tres peroxirredoxinas como
un mecanismo compensatorio en el que también habria que incluir los sistemas dependientes
de glutation. Ademas Tsalp posee un papel como chaperona (Jang et al., 2004). Este papel
podria proteger frente a la acumulacién de proteinas mal plegadas bajo condiciones de estrés
en una funcién chaperona que, en el caso de Tsalp, se ha demostrado que es independiente
de su actividad peroxidatica (Jang et al.,, 2004), aunque el estado de oxidacidon de Tsalp
condiciona su funcién de chaperona.

Gcn2p es una protein quinasa clave en la ruta general de control de aminoacidos (GAAC).
Cuando las células estan bajo estrés nutricional, se acumulan tRNAs no cargados que sirven de
sefal para la activacién de Gen2p, responsable de la fosforilacidn e inactivacion del factor de
iniciacion de la traduccidn eucariota elF2-a. La fosforilacion del elF2a también permite la
traduccién del mRNA de GCN4, que codifica para un activador transcripcional de un gran
numero de genes implicados en la biosintesis de aminodcidos (Dever, 2002). S. cerevisiae tiene
una Unica quinasa de elf2-a,que es Gcn2p, mientras que en células de mamifero se han
descrito quinasas adicionales que responden a diferentes ambientes estresantes (Conrad et al.,
2014; Lageix et al., 2014; Wek et al., 2006). Se ha estudiado la potente conexidn entre el GAAC
y otras rutas reguladoras de respuesta a nutrientes y de control de la divisién y crecimiento,
como la ruta TORC1 y PKA (Cherkasova and Hinnebusch, 2003; Conrad et al., 2014; Staschke et
al., 2010). Por un lado se ha descrito que la activacion de Gen2p estd influenciada por TOR1
(Wengrod et al., 2015) y que la inhibicion de mTORC1 permite la activacion de Gen2p vy la
fosforilacién de elF2-a en un mecanismo dependiente de la fosfatasa PP6C en eucariotas
superiores. En levaduras, se ha visto que TORC1 podria inhibir directamente a Gcn2p via
fosforilacién del residuo de serina Ser577. Recientemente se ha descrito que TORC1 es a su vez
una diana directa de la protein quinasa Gcn2p en respuesta al ayuno de aminoacidos a través
de la fosforilacion de Koglp (la Unica subunidad reguladora de TORC1) (Yuan et al., 2017b).

Entre los procesos controlados a través de la bajada general de traduccién que ocasiona la
fosforilacién de elF2-a mediada por la quinasa Gecn2p se encuentra también la regulacion a
nivel de traduccién de la sulfirredoxina Srxlp (Molin et al., 2011), que bajo condiciones de
estrés oxidativo contribuye a la resistencia celular reduciendo los grupos sulfinicos de la
cistéina peroxidatica C48 de la peroxirredoxina Tsalp, permitiéndole asi recuperar su
capacidad catalitica (Biteau et al., 2003).
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En condiciones de restriccion dietaria, la inactivacion de PKA alivia la inhibicién, mediada
por Gen2p, de la traduccidon del mRNA de SRX1 lo que provoca un aumento de los niveles de
Srx1p y, como consecuencia una mas eficiente recuperacién el estado reducido, activo de la
peroxiredoxina Tsalp, lo que tiene efectos de extensidon de la longevidad replicativa y de
mayor tolerancia a estrés oxidativo en esas condiciones.

2.1 Conexiones entre la protein quinasa Gcn2p y las peroxirredoxinas en longevidad
cronoldgica

2.1.1 Estudio de la longevidad cronoldgica en mutantes de TSA1y GCN2

Debido a la conexidn entre la restriccidon caldrica, los niveles de Srx1p controlados por
Gcn2p, la actividad de Tsalp y su implicacidn en la longevidad replicativa, se decidié estudiar la
relacidon entre TSA1 y GCN2 en cepas vinicas, analizando su interaccidn en varias condiciones
de crecimiento. Para ello se construyeron mutantes de delecién en la cepa C9 en TSA1 y GCN2
asi como el doble mutante gcn2AtsalA y se realizaron ensayos de envejecimiento cronoldgico.

En la Figura 2.1A se muestran las curvas de supervivencia de los mutantes tsalA, gcn2Ay
el doble mutante gcn2AtsalA en medio minimo completo SC. Como se observa, el mutante
tsalA presenta una menor longevidad cronolégica que la cepa silvestre. Se ha descrito que la
pérdida de Tsalp produce agregacion de proteinas que son sensibles al choque térmico y que
esta acumulacidon de agregados se incrementa en respuesta a estrés oxidativo por H,0,,
incrementandose también el dafio en el DNA vy la inestabilidad gendmica (Weids and Grant,
2014). Todas estas razones pueden contribuir a la menor LC del mutante tsalA. El mutante
gcn2A tiene una extension de la longevidad cronoldgica que solo se observa en el ulitmo punto
analizado, a dia 7 de envejecimiento y que podria ser explicada por una mejor adaptacién al
medio. Si se elimina Gcn2p, no se produce la fosforilacién de elF2a, ya que es la Unica quinasa
de este factor de iniciacion de la traduccidn en S. cerevisiae. En esas condiciones, no se podria
parar la traduccién, lo que pareceria otorgar cierta ventaja a tiempos largos. La longevidad
cronoldgica del doble mutante de gcn2AtsalA estd muy reducida comparada tanto con la cepa
silvestre como con los mutantes simples, reflejando una interaccién genética fuerte entre
GCN2y TSAL.

Para estudiar si esta conexion era dependiente de la disponibilidad de nitrégeno, se
realizé un ensayo de envejecimiento cronoldgico en un medio minimo completo SC con 1/25
de nitrégeno asimilable, lo que provoca una restriccidn de nitrégeno sin inducir malnutricidn,
llamado restriccion dietaria. En estas condiciones (Figura 2.1B) tsalA mantiene la menor
viabilidad ya observada en medio SC, en cambio, el mutante gcn2A tiene una longevidad
cronoldgica en este medio un poco menor que el silvestre y no se observa la extensidn en el
tiempo final del experimento.

La dramatica reduccién de la LC en el doble mutante gcn2AtsalA también se produce en
este medio con una importante limitacién de nitrégeno, que deberia activar mecanismos
alternativos frente a este tipo de ayuno. Esto sugiere que dicha interaccidon puede estar mas
vinculada al metabolismo del carbono, al metabolismo respiratorio que se produce en ese
medio o a las condiciones de quiescencia impuestas en fase estacionaria.
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Figura 2.1 Estudio de la interaccion genética entre TSA1 y GCN2 en experimentos de envejecimiento.
Curvas de supervivencia en medio minimo completo SC de los mutantes de delecidn tsalA, gcn2A 'y
doble tsa1Agcn2A. Se utilizé el dia 3 de crecimiento en este medio como 100% de viabilidad (A). Curvas
de supervivencia en condiciones de ayuno de nitrégeno en medio SC 1/25N. Se utilizo el dia 7 de
crecimiento en el medio SC 1/25 N como 100% de viabilidad (B). Los experimentos se realizaron por
triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

A continuacion se realizaron microvinificaciones en mosto natural de la variedad de uva
tempranillo para estudiar el fenotipo de crecimiento de estos mutantes en este medio mucho
mas complejo. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 2.2. En el panel A se muestra
el crecimiento de los mutantes y de la cepa silvestre, donde se observa que no hay diferencias
claras entre sus perfiles de crecimiento. Tomando el dia 8 de crecimiento, que delimita el final
del periodo de méaxima densidad celular, como 100% de viabilidad, se obtienen las curvas de
supervivencia que se muestran en la Figura 2.2B. El mutante gcn2A presenta una ligera
extensién en su longevidad cronoldgica (Figura 2.2B), rememorando lo observado en
envejecimiento en medio minimo completo SC (Figura 2.1 A). Sin embargo esto no se observa
en el medio SC con nitrégeno limitado (Figura 2.1 B) que en teoria simula mejor el ratio
carbono/nitrégeno del mosto. Este comportamiento del mutante gcn2A sugiere un limitado
papel individual de la protein quinasa del GAAC en LC nuestras condiciones, y sugiere que el
impacto de Gen2p debe ser mayor en condiciones de desequilibrio nutricional, y no solo por
limitacion del nitrédgeno total en un medio que sigue siendo rico en el sentido que contiene los
veinte aminodacidos y amonio.

Tanto el mutante tsalA como el doble mutante gcn2AtsalA tienen una longevidad
cronoldgica similar al silvestre, excepto al final del proceso fermentativo donde Ia
supervivencia del doble mutante y del mutante simple tsalA disminuyen, sin mostrar el doble
mutante los drdsticos efectos aditivos en LC observados en los experimentos de
envejecimiento en medio SC. En este caso el fenotipo parece estar totalmente subordinado a
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la mutacion de TSA1. Como en otros muchos mutantes analizados en este trabajo, en
condiciones que imponen un metabolismo predominantemente fermentativo, el mutante
tsalA y sobre todo el doble mutante, que presentaban una supervivencia muy inferior a la de
la cepa silvestre en condiciones predominantemente respiratorias, no muestran defectos
drasticos ni en el crecimiento ni en la viabilidad en mosto natural. Como ya se ha mencionado,
el mosto de uva es un medio muy complejo que se caracteriza por la gran cantidad de azucares
presentes (232g/L en este caso), que produce importante estrés osmoético, y por su bajo
contenido en nitrégeno, que es una de las primeras causas de las paradas en la fermentacién.
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Figura 2.2. Estudio de la interaccidon genética entre TSA1 y GCN2 en condiciones de vinificacion.
Perfiles de crecimiento en mosto natural, variedad tempranillo, de los mutantes tsalA, gcn2A y doble
mutante tsalAgcn2A, a lo largo del proceso fermentativo (A). Viabilidad en mosto natural tomando
como 100% de viabilidad el tiempo 8 de crecimiento. Se representa la supervivencia en escala
logaritmica y porcentaje con el paso del tiempo (B). Consumo de los azlcares reductores en g/L a lo
largo del proceso de la fermentacion alcohdlica (C). Produccidon de alcohol en g/100mL al final del
proceso fermentativo (D). Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la
desviacion tipica (DT).

De estos experimentos, se puede concluir que la funcién de la peroxirredoxina Tsalp no
juega un papel tan determinante en estas condiciones de metabolismo fermentativo y
limitacion de nitrédgeno respecto a una situacion de fase estacionaria estandar como la que se
produce en medio SC.
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Como en todos los experimentos de vinificacion en mosto natural, se midié también el
consumo de los azlcares (Figura 2.2C) y la produccidn de etanol al final de la fermentacién
(Figura 2.2D) como indicadores de la capacidad fermentativa y del progreso de la vinificacion.
Se puede observar que la cepa doble mutante tsalAgcn2A presenta un consumo mas lento de
los azucares presentes en el mosto (pese a tener un numero similar de células) pero es capaz
de completar su consumo, asi como producir una concentracion final de etanol similar a la
cepa silvestre. Los mutantes simples no presentan diferencias destacables en el metabolismo
fermentativo.

2.1.2 Estudio de la conexidn entre la peroxirredoxina citosélica Ahplp y Gen2p

El estudio de las interacciones entre las peroxirredoxinas y el GAAC se continué con
Ahplp, una peroxirredoxina citoplasmatica que protege frente a los hidroperéxidos alquilicos,
reduciéndolos. Para ello, se construyeron los correspondientes mutantes, el simple en AHP1y
doble con GCN2, en la cepa C9. La Figura 2.3 muestra los resultados de los experimentos de
envejecimiento en medio minimo completo SC y de microvinificacion en mosto natural,
variedad tempranillo. Como se observa en el Panel A, la delecién Unicamente del gen AHP1 no
presenta fenotipo, mientras el doble mutante gcn2AahplA presenta una extension de la
longevidad cronolégica moderada, que sitla su supervivencia entre la de la cepa silvestre y el
mutante ahpl1A y la mas incrementada del mutante gcn2A. En cualquier caso no se observa el
efecto aditivo en la delecién de esa peroxidasa. En el panel B, se observa el crecimiento en
mosto natural, donde ambos mutantes simples no presentan diferencias significativas de
crecimiento respecto de la cepa silvestre y el doble mutante gcn2AahplA presenta un
crecimiento ligeramente mayor. Utilizando el dia 3 como maximo de densidad celular y, por
tanto, como 100% de viabilidad, se obtienen las curvas de supervivencia que se muestran en el
Panel C, donde se observa una bajada en LC en el mutante sencillo AHP1. Eso refleja su
relevancia en fermentacién, quizds protegiendo a la celula de los peroxidos alquilicos que se
producen a partir de la oxidacion de lipidos, y que es algo que se da en la fermentacién vinica
(Auesukaree, 2017). La delecién de GCN2 no tiene un efecto significativo en LC y se observa la
extensiéon de la longevidad en el doble mutante gcn2AahplA, sugiriendo funciones
contrapuestas. Al delecionar AHP1, se podrian estar activando mecanismos de compensacion
por la presencia de otras peroxirredoxinas citoplasmaticas, entre las que Tsalp es la mas
abundante y tiene un papel mas importante. Como en todos los experimentos de vinificacion
en mosto natural, se midié el consumo de azucares reductores a lo largo del proceso (Figura
2.3D) y el etanol producido al final de la fermentacién (Figura 2.3E), no observandose
diferencias significativas en el primer caso pero si un significativo descenso de la concentracion
final de etanol en la fermentacién conducida por el doble mutante gcn2Aahpl1A, hecho que
puede justificar su mayor longevidad en las fases finales de la vinificacién.

En mosto, como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, se produce un ayuno de
nitrégeno que requiere la activacion de rutas de respuesta a este ayuno. En el mutante simple
ahplA hay una compensacién de la ausencia de esta peroxirredoxinas ya que se encuentran
las otras dos peroxirredoxinas citosdlicas, Tsalp y Tsa2p, que, ademas, son mas abundantes.
Esta activacién compensatoria podria explicar la menor LC del mutante ahplA en mosto.
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Podria explicarse por en exceso en la proteccidon. Cuando se combina la delecién de AHP1 con
la delecidn de GCN2 se produce una extension de la LC (Figura 2.3C).
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Figura 2.3. Estudio de la intreaccion entre AHP1 y GCN2 en condiciones de envejecimietno en medio
SC y en vinificacidn. Curvas de supervivencia de los mutantes ahplA, gcn2A y el doble gcn2Aahpl1A en
medio minimo completo SC, tomando el dia 3 de crecimiento en este medio como 100% de
viabilidad(A). Curvas de crecimiento de las mismas cepas en vinificaciones en mosto natural, variedad
tempranillo (B).Curvas de supervivencia en las vinificaciones en mosto natural tomando el tiempo 8 del
panel B como 100% de viabilidad. Se representa la supervivencia en escala logaritmica y porcentaje con
el paso del tiempo (C). Consumo de los azlcares reductores en g/L a lo largo del proceso de la
fermentacion alcohdlica (D). Produccién de alcohol en g/100mL al final del proceso fermentativo (E). Los
experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacién tipica (DT).

Al eliminar la quinasa GCN2 se elimina la activacién de la respuesta a un ayuno de
aminodcidos y por lo tanto la célula activa mecanismos de supervivencia a estas deficiencias,
similar a una restriccion caldrica, que hace, que se adapte y le permita una mayor
supervivencia con el paso del tiempo. Los resultados del estudio de la conexidn entre Ahplpy
Gen2p indican cierta interaccion de ambas mutaciones en la determinacion de la LC, en
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experimentos tanto de envejecimiento en medio completo SC como en vinificacién en mosto
natural, aunque muy lejos de la fuerte interaccion descrita entre TSA1y GCN2.

2.1.3 Estudio de la conexidn entre la peroxirredoxina nuclear Dot5p y Gcn2p

Dot5p (Disruptor Of Telomeric silencing) es la peroxirredoxina nuclear que funciona como
una alquil hidroperéxido reductasa durante la fase postdialxica (Cha et al., 2003). Para su
estudio, se deleciond el gen DOT5 en la cepa silvestre C9 y en el mutante gcn2A y se llevaron a
cabo experimentos de envejecimiento en medio minimo completo SC y en fermentacion en
mosto natural, variedad tempranillo, cuyos resultados se muestran en la Figura 2.4. En los
experimentos de envejecimiento en medio minimo completo SC, Figura 2.4A, se puede ver que
todos los mutantes analizados tienen una longevidad cronoldgica extendida respecto de la
cepa silvestre, y que no hay un efecto sinérgico entre ambas mutaciones, sino que la LC
extendida provocada por la mutaciéon dot5A no se ve adicionalmente extendida por la
combinaciéon con la delecion de GCN2. En el panel B se muestra el crecimiento de las
diferentes cepas en mosto natural, donde se observa que el mutante dot5A presenta un
crecimiento un poco menor que el resto de cepas. Si tomamos el dia 3 de crecimiento en este
medio como 100% de viabilidad, obtenemos las curvas de supervivencia, Figura 2.4C, en las el
mutante dot5A muestra una longevidad cronoldgica ligeramente menor que el resto de cepas,
observandose claramente la caida de su supervivencia en la fase final, lo que es consistente
con su funcién en fase de crecimiento post dialxica y con la previamente descrita disminucion
de la longevidad de este mutante en fase estacionaria (Cha et al., 2003). Sin embargo, cuando
se combina la delecién del gen DOT5 con la de GCN2, se observa una supresién del defecto de
supervivencia en fase estacionaria, de manera que la interaccién genética es similar a la de
Ahplp y de signo opuesto a la que ocurre con Tsalp, de manera que las alquilperoxidasas
tienen una relacidn similar con la GAAC durante vinificacion, que tendria un efecto negativo en
la superviviencia cuando las alquilperoxidasas estan ausentes, sugieriendo la existencia de
algin mecanismo de compensacién regulado por GAAC que requeriria experimentos
adicionales para dilucidarse.

En las Figuras 2.4D y 2.4 E se observa que no hay diferencias significativas en el consumo
de los azucares pero si una menor concentracién de etanol en la vinificacion conducida por el
doble mutante gcn2Adot5A. Lo que, como en el caso del doble mutante gcn2AahplA, puede
ser la causa de la ligera extensién de su longevidad cronoldgica.
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Figura 2.4. Estudio de la interaccidon entre DOT5 y GCN2 en condiciones de envejecimiento en medio
SC y de vinificacion en mosto natural. Curvas de supervivencia en medio minimo completo SC tomando
el dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad (A). Curvas de crecimiento en mosto natural, variedad
tempranillo, de los mutantes dot5A, gcn2A y el doble mutante dot5Agcn2A, a lo largo del proceso
fermentativo (B). Curvas de supervivencia en mosto natural tomando el tiempo 8 de crecimiento del
Panel A como 100% de viabilidad. Se representa la supervivencia en escala logaritmica y porcentaje con
el paso del tiempo (C). Consumo de los azucares reductores en g/L a lo largo del proceso de la
fermentacidn alcohdlica (D). Produccion de alcohol en g/100mL al final del proceso fermentativo (E). Los

experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desvacidn tipica (DT).
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2.1.4 Estudio de la conexidn entre la Sulfirredoxina Srx1p y Gcn2p

Puesto que Srxlp juega un papel relevante en la regulacion redox de la actividad de la
peroxiredoxina Tsalp, y dado que la regulacién traduccional de su expresidon depende de la
protein quinasa del GAAC, Gecn2p, se decidid estudiar también la conexidn fenotipica entre
GCN2 y SRX1. Para ello, se contruyeron los mutantes simple srx1A y doble srx1Agcn2A en la
cepa vinica C9 y se llevaron a cabo experimentos de envejecimiento en medio minimo
completo SC y con nitrégeno asimilable reducido SC 1/25 y en condiciones de vinificacion en
mosto natural, cuyos resultados se muestran en la Figura 2.5.

Como se observa en los paneles A, B y C, correspondientes a las condiciones de
vinificacidon en mosto natural, no existen diferencias significativas en el comportamiento de los
mutantes simple srx1A y del doble srx1Agcn2A en ninguno de los pardmetros analizados. Sin
embargo, si que se observan fenotipos de envejecimiento claros para ambos en los
experimentos en SC (Panel D) y SC 1/25N (Panel E). El mutante srx1A presenta una longevidad
cronolégica extendida en medio minimo completo SC (Panel D). Este resultado es
sorprentemente contrario a lo objervado en la deleciéon de TSA1. Esto podria indicar que la
funcién relevante de Tsalp para la longevidad cronolédgica es su actividad de carabina
molecular y no la de degradacidon del perdxido de hidrégeno, ya que la delecion de SRX1
desplazaria el equilibrio hacia la formacién de los agregados de Tsalp. Se observa también el
comportamiento ya descrito del mutante gcn2A, que ve extendida su longevidad respecto de
la cepa silvestre pero menos que el mutante srxIA. El doble mutante srxIAgcn2A tiene el
mismo fenotipo que el simple gcn2A, sugiriendo que en estas condiciones de envejecimiento
cronolégico en unas condiciones predominantemente respiratorias, la quinasa Gcn2p
promueve algin mecanismo que favorece la extensiéon de la longevidad mediada por la
supuesta agregacién de Tsalp. Sin embargo a dia de hoy no se ha encontrado la participacién
de Gen2p en la formacidn de dichos agregados (Trotter et al., 2008).

En cuanto a la supervivencia en condiciones también respiratorias pero, ademas, de
restriccion en la disponibilidad de nitrogeno (Panel E), Srxlp tiene la misma funcién. Sin
embargo se observa que el doble mutante gcn2Asrx1A pasa a comportarse como el mutante
simple srx1A, lo que sugiere que los mecanismos adicionales que podrian controlar la actividad
de Tsalp pueden ser dependientes de la abundancia de nitrégeno, y por tanto quizas
controlados por la ruta TORCL.
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Figura 2.5. Estudio de la interaccidn entre SRX1 y GCN2 en condiciones de envejecimiento en medio
minimo completo SC y en vinificacion. Curvas de crecimiento en mosto natural, variedad tempranillo,
en los mutantes srx1A, gcn2A y doble mutante srx1Agcn2A. (A). Curvas de supervivencia en mosto
natural tomando el tiempo 8 el Panel A como 100% de viabilidad. Se representa la supervivencia en
escala logaritmica y porcentaje con el paso del tiempo (B). Consumo de los azlcares reductores en g/L a
lo largo del proceso de la fermentacion alcohdlica (C). Curvas de supervivencia en medio minimo
completo SCn tomando el dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad (D). Curvas de supervivencia en
medio minimo completo con 1/25 de nitrégeno asimilable tomando el dia 7 de crecimiento como 100%

de viabilidad. (E). Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la
desviacion tipica (DT).

2.1.5 Estudio del papel del factor transcripcional Gecndp en la longevidad cronolégica
durante la fermentacién

Dado que ademas del control global de la traduccién, Gen2p estd implicado en la
activacion transcripcional de genes de biosintesis de aminodcidos en condiciones de limitacion
de nitrogeno a través del factor de transcripcion Gendp, se procedié a estudiar por separado
ambos procesos. Para ello se recurrio a la técnica de reemplazamiento de promotores
desarrollada en nuestro laboratorio (Cardona et al., 2007).
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Ya que el 5’-UTR de GCN4 contiene unas UORF que son sensibles a la accion de Gen2p, el
uso de un promotor heterologo eliminard esa funcién. Para ello se construyeron dos cepas
sobreexpresantes de GCN4, una con el promotor del gen SPI1, que se induce en fase
estacionaria (Cardona et al., 2007), y el promotor del gen MET17, regulable por metionina y
que ha demostrado su induccién en condiciones de vinificacion desde el inicio de la misma
(Orozco et al., 2013). Se realizaron ensayos de envejecimiento cronoldgico de estas cepas
sobreexpresantes de Gendp y del mutante gcn2A y se obtuvieron las curvas de supervivencia
que se muestran en la Figura 2.6. Se observa que ambas cepas sobreexpresentante de GCN4
presentan una extension de la longevidad cronoldgica, indicando que la activacién de las rutas
de biosintesis de aminodcidos favorece la extensidon de la LC en estas condiciones. Sin
embargo, el mutante gcn2A presenta una extension es similar de LC, resultado consistente con
los observados para este mutante en los experimentos anteriores pero aparentemente
contradictorio con lo obtenido para las cepas que sobreexpresan GCN4, ya que la delecion de
GCN2 bloquea la induccion de GCN4 . Asi pues lo efectos observados en la deleccién de GCN2
posiblemente estén asociados a su control de la traduccion.
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—gCn2

—B—-pMET17GCN4

pSPI GCN4
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Figura 2.6. Estudio de la interaccion genética entre la sobreexpresion de GCN4 y la delecion de GCN2.
Curvas de supervivencia en experimentos de envejecimiento en medio minimo completo SC de la cepa
mutante gcn2A y de cepas que sobreexpresan GCN4 en medio minimo completo SC. Se tom¢é el dia 3 de
crecimiento en este medio como 100% de viabilidad. Los experimentos se realizaron por triplicado y las
barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

2.1.6 Estudio de la conexidn entre Gcnlp, activador de Gen2p, y Gen2p en longevidad
cronolodgica

El complejo Genlp-Gen20p ha sido descrito como regulador positivo de la actividad de la
protein quinasa Gcn2p, a través de una interaccion fisica con su extremo N-terminal (Garcia-
barrio et al., 2000; Skvirsky et al., 1986). Por ello, se construyeron los mutantes simples gcnlA
y doble gcniAgcn2A y se llevaron a cabo experimentos de envejecimiento en medio minimo
completo SCy con limitacidén de nitrégeno SC 1/25 y en vinificacidon en mosto natural. La Figura
2.7 muestra los resultados de estos experimentos.
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Figura 2.7. Estudio de la interaccion genética entre los genes GCN1 y GCN2 en experimentos de
envejecimiento en medio SC y en vinificacién. Curvas de crecimiento de los mutantes gcnlA, gcn2A 'y
doble gcnl1Agcn2A en mosto natural variedad tempranillo (A). Curvas de supervivencia en mosto
natural tomando el tiempo 8 del Panel A como 100% de viabilidad. Se representa la supervivencia en
escala logaritmica y porcentaje con el paso del tiempo (B). Consumo de los azlcares reductores en g/L a
lo largo del proceso de la fermentacidén alcohdlica (C). Curvas de supervivencia en experimentos en
medio minimo completo SC tomando el dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad (D). Curvas de
supervivencia en experimentos en medio minimo completo con 1/25 de nitrégeno asimilable tomando
el dia 7 de crecimiento como 100% de viabilidad. (E). Los experimentos se realizaron por triplicado y las
barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

No se observa efecto aditivo de la delecién de GCN1 en ningun aspecto de la vinificiacion,
reforzando la idea de que ambas proteinas trabajan en la misma ruta. Como se puede
observar, no hay diferencias significativasen durante el envejecimiennto en medio SC (Panel D)
ni en medio limitante en nitrégeno (Panel E) entre los mutantes simples y el doble
gcnlAgcen2A, de manera que podriamos llegar a la misma conclusidn .
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2.2 Sensibilidad a estrés del doble mutante gcn2AtsalA

2.2.1 Sensibilidad a estrés oxidativo

Con el fin de profundizar en la interaccién genética entre GCN2 y TSA1 se estudiaron
diversos fenotipos, empezando con la respuesta a estrés oxidativo. Se utilizaron tres oxidantes
diferentes en ensayos de inhibicidn de crecimiento en placas de YPD y se midieron halos de
inhibicidn para la cepa silvestre, los mutantes simples, gcn2A y tsalA y en el doble mutante,
gcn2AtsalA. Los resultados se muestran en la Figura 2.8A. La menadiona es una quinona,
oxidante que genera ROS, principalemente el anién superoxido, afectando a la viabilidad
celular y a la morfologia celular. Como se observa en la Figura 2.9A en presencia de menadiona
0,5 M el mutante gcn2A presenta un didmetro de inhibicién similar a la cepa silvestre,
indicando que no posee per se un papel en el control del equilibrio redox, y el mutante tsalA
presenta un mayor didmetro de inhibicidn, lo cual significa que es mds sensible a la
menadiona, como corresponde a un gen implicado en la tolerancia a estrés oxidativo. En
cuanto al gcn2AtsalA se observa aun mayor sensibilidad que el resto de cepas. La diamida,
oxida fundamentalmente grupos tiol y de nuevo provoca el mayor halo de inhibicién sobre la
cepa mutante tsalA y el doble mutante gcn2AtsalA, no teniendo fenotipo el mutante
gcn2A. Por lo que frente a este oxidante solo es relevante la acciéon de Tsalp. Se utilizd
concentraciones del 33% de H,0, en las cuales el mutante gcn2A no estd afectado, tsalA
presenta una mayor sensibilidad a este compuesto que gcn2A y que la cepa silvestre, y la
sensibilidad del doble mutante gcn2AtsalA es aun mayor. Estos experimentos de resistencia a
estrés por ROS reproducen las interacciones genéticas que han sido previamente descritas
respecto del fenotipo de longevidad cronoldgica de los mutantes simples y doble y permiten
sugerir que la falta de resistencia a estrés oxidativo del doble mutante puede contribuir a su
reducida longevidad cronolégica.

Se confirm¢d esta sensibilidad en otro tipo de ensayo, que analiza el crecimiento en
presencia de estrés y no tanto su supervivencia a un nivel letal de estrés. Para ello se
realizaron goteos en placa de YPD en presencia del oxidante H,O, a una concentracién de
3mM (Figura 2.8 B). Se observa un fenotipo similar al que se obtiene con el ensayo de los halos
de inhibicién con perdxido de hidrégeno (Figura 2.8A), el mutante gcn2A no presenta defecto
en el crecimiento en presencia del oxidante, tsalA tiene un defecto importante en su
crecimiento y el doble mutante gcn2AtsalA es incapaz de crecer en presencia de H,0, 3mM.
Al delecionar TSA1 las células tienen un defecto de crecimiento en presencia de oxidantes, ya
gue esta cepa mutante tiene mermada la capacidad de eliminar los ROS producidos por estos
compuestos. A pesar de que existen otras peroxirredoxinas, la detoxificacidn y sefializacion del
H,0; es principalmente a través de Tsalp. De esta forma, cuando se deleciona este gen, no hay
un mecanismo compensatorio por parte de las otras peroxirredoxinas y por ello el mutante
tsalA tiene una sensibilidad aumentada.
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De manera similar ocurre en el doble mutante, gcn2AtsalA, que tanto en el ensayo de
halos de inhibicién (A) como en el de goteos en placa (B) el defecto de crecimiento es mayor
que en el mutante simple tsalA, observando una conexidon entre Gcn2p y Tsalp en la
respuesta a estrés oxidativo.
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Figura 2.8. Respuesta a estrés oxidativo. Halo de inhibicion de crecimiento de las cepas mutantes
gcn2A, tsalA y gen2AtsalA en placas de YPD bajo condiciones de estrés oxidativo por la presencia de
menadiona 0.5M, diamida 2M y H,0, 33% (A). Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras
de error muestran la desvacion tipica (DT). Crecimiento en goteo en placas de medio rico YPD con H,0;
3 mM (B).

Como ya se ha comentado, Gen2p es una protein quinasa de respuesta a la disponibilidad
de aminodacidos en el medio, que estd conecta con la ruta TOR, que regula la autofagia y la
respuesta a estrés. Tsalp ademads se asocia con el ribosoma, tiene un papel en la proteccién de
la oxidacidn de proteinas ribosomales.
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Debido a la implicacién de Gen2p en traduccidn, potencialmente podria actuar en ciertos
mecanismos que controlen la traduccidon en presencia de un estrés oxidante, de manera
general o de proteinas protectoras especificas. Debido a esto, una mayor sensibilidad en el
doble mutante al estrés oxidativo por H,O, podria explicarse por una convergencia de
procesos de proteccién en los que estdn ambas proteinas implicadas. Para discernir el
mecanismo que da lugar a dicho fenotipo se han realizado varias aproximaciones que se
detallaran a lo largo del capitulo.

2.2.2 Respuesta a la disponibilidad de nitrégeno

2.2.2.1 Goteos en placa con diferentes suplementos de aminodacidos

Como se menciona en la Introduccion, el doble mutante de las tiorredoxinas
citoplasmaticas trx1Atrx2A es auxétrofo para la metionina debido al requerimiento de dichas
proteinas en la asimilacion de sulfato. Se observé que el mutante tsalAgcn2A presentaba un
menor crecimiento en medio minimo SD (Figura 2.9) y se procedid a estudiar este fenotipo. Se
incluyeron los mutantes en GCN4, gcn4A y tsalAgcn4A, en medio medio minimo completo SC
con los veinte aminoacidos y en placas con medio minimo SD sin aminoacidos o con adicién de
un aminodacido concreto. En las placas SD se observd el defecto de crecimiento del mutante
tsalAgcn2A mencionado, mientras que en el doble mutante tsalAgcn2A el efecto existia,
pero era menor. Como se observa en la Figura 2.9 todas las cepas crecen bien en el medio SC,
excepto el doble mutante tsalAgcn2A que tiene un pequefio defecto de crecimiento. Para
determinar si el doble mutante presenta alguna auxotrofia para algin aminodacido concreto,
se afnadieron por separados los aminoacidos. Dicho defecto no es debido a ninguna auxotrofia
puntual, ya que la adicidon aislada de los veinte aminodcidos no causa la recuperacién del
crecimiento (datos no mostrados). De los veinte aminoacidos ensayados, se muestran
Unicamente los que han producido diferencias significativas de crecimiento. La adicion de
cuatro de ellos (los mostrados Leu, lle, Met, Trp) causa incluso un mayor defecto en el
crecimiento el doble mutante, que podria explicarse por un feedback negativo del aminoacido
afiadido sobre su ruta de biosintesis, que alterase de manera indirecta los procesos en los que
puede estar implicados Gcn2p y Tsalp.Dicho efecto no se observa en el mutante doble
tsalAgcndA para Leu, lle y Met, indicando que es un efecto especifico de la funcidon de Gen2p
independiente del control de GCN4, probablemente a nivel de traduccién. Solo es comun el
efecto del triptéfano, que debe actuar por un mecanismo diferente. En conclusion, el mutante
tsalAgcn2A no provoca una respuesta especifica, pero limita el crecimiento en medios pobres
en aminoacidos por medios no siempre dependientes de la activacidén de Gendp.
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Figura 2.9. Efecto de la adicion de aminoacidos especificos sobre el crecimiento de los mutantes.

Goteos de las cepas tsalA, gcn2A, gendA, tsalAgen2A y tsalAgcnd4A en medio minimo completo SC, y
medio minimo SD (SC sin drop out) con un aminodcido especifico afiadido.

2.2.2.2 Goteos en placa con diferentes compuestos inhibidores de la biosintesis de
aminodacidos

Para continuar con el estudio de la respuesta a la disponibilidad de nitrégeno de los
mutantes simples gcn2A, tsalA y doble gcn2AtsalA, se realizaron experimentos de goteos en
placa con compuestos que inducen el ayuno intracelular de nitrégeno por inhibicién de una
ruta de biosintesis de aminoacidos, desencadenando la ruta GAAC. Se utilizé 3-amino-1, 2,4-
triazol (3-AT, 10 y 20 mM) que inhibe la biosinteisis de la histidina y sulfumeturén metil (SM)
que inhibe la biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada. Los resultados obtenidos se
recogen en la Figura 2.10, donde se observa que, tanto a 10mM como a 20mM de 3-AT, la
cepa silvestre y la cepa mutante tsalA crecen normalmente en las condiciones de ayuno de
histidina provocadas por el compuesto. El mutante gcn2A, sin embargo muestra un defecto

importante de crecimiento a la concentracidon mas baja, que se incrementa cuando se duplica
la dosis de 3AT.
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En cuanto al doble mutante gcn2AtsalA, a concentracion 10 mM presenta un fenotipo
de crecimiento intermedio entre los mutantes simples que no empeora al aumentar al doble la
concentracidon de 3AT. Estos resultados significan que la mutacion tsalA revierte, al menos en
parte, el efecto del 3AT en el mutante gcn2A, lo cual demuestra, una vez mas, una interaccion
entre la quinasa Gcn2p y la peroxirredoxina Tsalp en respuesta a la disponibilidad de
nitrégeno. La delecién de TSA1 alivia en parte la inhibicidon causada por el 3AT, sugiriendo su
implicacion en la regulacién de otras rutas que puedan influir en la expresién o actividad de
His3p, la enzima diana del 3-AT.

La adicidon de 1mg/L de SM produce una inhibicion de la acetolactato sintasa y un ayuno
de los tres aminodacidos de la familia de la leucina. En estas condiciones, los mutantes gcn2A'y
gcn2AtsalA son incapaces de crecer. TSA1 no tiene papel en la regulacidon de ALS ya que al
afiadir un inhibidor de esta enzima, el sulfometurdn metil (SM), el mutante tsalA no presenta
un defecto en el crecimiento.
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Figura 2.10. Efecto de la adicidn de inhibidores de la biosintesis de aminoacidos especificos sobre el
crecimiento de los mutantes. Goteos de las cepas tsalA, gcn2A y tsalAgcn2A en medio minimo SD (SC
sin drop out) bajo ayuno de nitrégeno por histidina en el caso de la adicidon del 3AT (10 y20 mM) o
leucina, isoleucina y valina en el caso del SM 1mg/L.
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La sensibilidad de la delecion de GCN2 a estos niveles de SM es tan elevada que no
podemos vislumbrar ninguna diferencia en el doble mutante que permita explicar el efecto
negativo de la adicidn de leucina e isoleucina en el medio observada en la Figura 2.9. La
deleciéon de GCN4 causa una inhbicion total del crecimiento con estos inhibidores (datos no
mostrados).

2.2.2.3 Goteos en placa con rapamicina para la inhibicion de TORC1

Los datos previos sugieren que Tsalp podria estar regulando procesos relacionados con la
respuesta a la disponibilidad de nitrégeno. Ademas de la ruta GAAC la principal via de
sefializacion por aminodcidos es la ruta TORC1. Se usé el inhibidor del complejo TORC1,
rapamicina, para estudiar su efecto en estas cepas. Se utilizaron placas de medio rico YPD con
rapamicina 100nM (Figura 2.11). Se estudio el papel de los mutantes tsalA, gcn2A y el doble
entre estos dos y también se estudié otras proteinas de la ruta GAAC como gcn4A y su doble
con tsalA, torlA como control positivo del defecto de autofagia y sch9A que es la proteina
quinasa de la ruta de sefializacion de respuesta a la disponibilidad de nitrégeno. En la Figura
2.11 se muestra el crecimiento en goteos de estas cepas en medio YPD con rapamicina.
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Figura 2.11. Respuesta a inhibicion de TOR1 en medio rico YPD. Crecimiento en goteo en placas de
medio rico YPD de las cepas mutantes gcn4A, tsalA, gcn2A, sch9A y torlA asi como los dobles
mutantes tsalAgcndA, gcn2AtsalA, tsalAsch9A y tsalAtorlA en presencia de rapamicina 100nM.
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Como se puede observar, los mutantes gcn2A y gcn4A presentan un crecimiento mayor
en presencia de rapamicina, lo cual sugiere que GAAC puede inhibir parcialmente TORC1. El
crecimiento en presencia de rapamicina de la cepa silvestre es similar al del mutante
tsalAgcn2A por lo que se puede concluir que no hay una interaccién entre TSA1 y la ruta
TORC1 mediante el estudio con rapamicina. Los dobles mutantes no aportan informacion
adicional al respecto.

2.2.2.4 Efecto de las deleciones de TSA1 y GCN2 en autofagia

Una forma de abordar la conexién entre Tsalp y Gen2p es a través de la autofagia. Se ha
descrito recientemente una nueva modalidad de autofagia, autofagia mediada por chaperonas
o CMA (Chaperone Mediated Autophagy) que, hasta la fecha, sélo ha sido descrita en
eucariotas superiores (Noda and Inagaki, 2015). Ademas, se ha demostrado el papel de TOR1
en la activacion de GCN2 y que ésta tiene una implicacion en la autofagia (Yuan et al., 2017a).
El estudio de la autofagia de los mutantes simples tsalA y gcn2A asi como del doble mutante
gcn2AtsalA podria vislumbrar la conexidn existente entre estas dos proteinas.

Para estudiar de una manera precisa y cuantitativa el defecto de autofagia en los
mutantes simples tsalA y gcn2A y en el doble tsalAgcn2A se utilizd la proteina de fusion
Pgklp-GFP, sustrato de la autofagia. Los resultados se muestran en la Figura 2.12 para las
cepas tsalA, gen2A y el doble mutante gcn2AtsalA en crecimiento exponencial en medio SD
tomando como tiempo 0 el cultivo exponencial antes de cambiarlo a un medio sin nitrégenoy
a tiempo 4, que son cuatro horas de crecimiento en SD sin nitrégeno. Como se observa en la
Figura 2.14, todas las cepas a tiempo 4 horas de crecimiento en un medio sin nitrégeno
presentan autofagia, mostrando por un lado, una banda de mayor masa molecular
correspondiente a Pgklp-GFP y otra, de menor peso molecular, correspondiente al GFP.

we
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Figura 2.12. Estudio de la autofagia en las cepas mutantes tsalA, gcn2A y gcn2AtsalA en condiciones
de ayuno de nitrégeno. La autofagia se determind tras 4h en medio sin nitrégeno mediante deteccion
western blot de la proteina de fusién Pgklp-GFP con el anticuerpo anti-GFP.
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Se cuantificd la intensidad de las bandas de Pgklp-GFP y de GFP para determinar el
porcentaje de autofagia en cada cepa. En la cepa silvestre, el porcentaje de autofagia es del
58.5%, esto quiere decir que mds de la mitad de Pgklp-GFP se autofagocita en 4h en
condiciones de ayuno de nitrégeno. El mutante gcn2A presenta un 53.2% de autofagia con
niveles similares respecto de la cepa silvestre. Por otro lado, tanto el mutante simple tsalA,
con un valor del 42.3% de autofagia, como el doble gcn2AtsalA, con solo un 39%, muestran
valores significativamente menores que los de la cepa silvestre indicando que ambos tienes un
defecto en la autofagia en condiciones de ayuno de nitrégeno, a pesar de no observarse
diferencias en crecimiento en placa (Figura 2.11). Los resultados de autofagia disminuida en los
mutantes simple tsalA y doble tsalAgcn2A de nuevo sugieren una conexidn entre TSAI y
GCN2 en la respuesta autofagica al ayuno de nitrégeno y podria explicar la baja viabilidad del
doble mutante en medio minimo. Este papel no estaria controlado por TORC1 por la falta de
sensibilidad a rapamicina del mutante. Se observd que el estrés oxidativo per se no
desencadena una respuesta autofagica (ver mas adelante).

2.2.2.5 Estudio de la expresion de genes de respuesta a la disponibilidad de nitrégeno

Como aproximacion complementaria en la caracterizacion de la interaccion entre TSA1y
GCN2 se abordd el andlisis de la expresidon de tres genes regulados por nitrégeno como
indicadores del metabolismo nitrogenado.

Los genes escogidos fueron GDH2, MEP2 y DAL5 (Conrad et al., 2014). GDH2, es una
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD*, degrada glutamato a amonio y a-
ketoglutarato, su expresién es sensible a represion por nitrégeno y por niveles de amonio
intracelular. MEP2 es una permeasa de amonio implicada en la regulacién del crecimiento
pseudohifal. Pertenece a la familia de proteinas de membrana citoplasmatica que transporta
s6lo amonio (NH,*). Su expresidon estd sometida a represidon por catabolito. DAL5 es una
permeasa de alantoato y ureidosucinato que también transporta dipéptidos. Se ha
demostrado que en presencia de 3AT se produce una respuesta conjuta a Gendp y GIn3p que
es independiente de la respuesta a estos factores de transcripcidon por separado y que afecta,
entre otros, a los genes DAL5 y GDH2 (Hernandez et al., 2011). Los andlisis se realizaron en las
cepas silvestre C9, tsalA, gcn2A y gcn2AtsalA mediante RT-qPCR (apartado 3.4 de Materiales
y Métodos) y en condiciones de envejecimiento cronoldgico, (Figura 2.13) y de fermentacidn
en mosto sintético, en ambos casos con alta y baja concentracion de nitrégeno (Figura 2.14).

En la Figura 2.13 se muestran los resultados de los experimentos de envejecimiento, que
se disefiaron como se decribe a continuacién. Las células se cultivaron en medio SC en el que
se tomaron muestras a tiempo 0 de envejecimiento, que corresponderia a dia 3 de crecimiento
y a tiempo 3 de envejecimiento, que corresponderia a dia 6 de crecimiento. Se realizé también
un envejecimiento en medio SC pero con sélo 1/25 de nitrégeno asimilable (representado en
la figura como —N) para estudiar las diferencias en la respuesta a la baja disponibilidad de
nitrogeno. Se midié el tiempo 0 de envejecimiento (dia 7 de crecimiento) y el dia 5 que
corresponderia a dia 12 de crecimiento.
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En el caso del gen GDH2 (verde) se observa que en la cepa silvestre, a tiempo 0 de
envejecimiento (3 dias de crecimiento en el medio) hay expresion de GDH2 que desaparece a
tiempo 3 de envejecimiento (dia 6 de crecimiento). A tiempo 0 de envejecimiento, la expresidon
de GDH?2 en la cepa silvestre responde a la necesidad de captar nutrientes del medio en las
condiciones de ya baja disponibilidad, tras 3 dias de crecimiento. A tiempo 3 de
envejecimiento que corresponde a 6 de crecimiento, ya no se observa expresién de GDH2 en la
cepa silvestre que se encuentra en condiciones de supervivencia en las que no se invierte en la
expresion de genes para obtener energia, solo en sobrevivir. En cuanto a la expresién de GDH2
en envejecimiento con 1/25 N en el medio, no se observa diferencias significativas entre el t0
de envejecimiento (dia 7 de crecimiento) y el t5 (dia 12 de crecimiento), lo que probablemente
significa, que en un medio con menos cantidad de nitrégeno, se activa la expresiéon de GDH2,
para conseguir nitrégeno a través de la degradacion de glutamato a amonio. En un medio
limitante en nitrégeno no hay diferencias entre el tiempo inicial de envejecimiento y el tiempo
5 de envejecimiento (diferencia con respecto al medio SC). Una posible explicacion es que
aunque las células estén en una fase de supervivencia, al estar en un medio con limitacidon de
nitrégeno, hay una expresion constante del gen GDH2 por la constante necesidad de amonio.

Si nos fijamos en la cepa mutante tsalA, a tO presenta niveles de mRNA de GDH2
similares a la de la cepa silvestre y en la reduccidon que observamos a t3 de envejecimiento se
observan diferencias pero son cuantitativamente menores que las observadas en la cepa
silvestre. En tsalA se observa una caida en la expresion de GDH2 a t3 mientras que en el
silvestre no se observaba expresién. Si observamos los niveles de expresion en envejecimiento
con 1/25 de N en el mutante tsalA, entre t0 y t5 se observa una reduccion de los niveles de
MRNA que no se observa en la cepa silvestre.

En cuanto al mutante gcn2A, presenta una expresion de GDH2 similar al silvestre,
disminuyendo los niveles de mRNA del t0 al t3 en condiciones de envejecimiento en SC. A t3,
no hay una disminucién tan acusada, siendo similar a lo que ocurre en el mutante tsalA. En
cambio, los niveles de expresién de GDH2 en el mutante gcn2A a t0 y t5 de envejecimiento en
medio SC con 1/25 N no varian, a diferencia del mutante tsalA y de manera similar a la cepa
silvestre. En el doble mutante tsalAgcn2A se observa la expresion de GDH2, tanto en
envejecimiento en SC normal (t0 y t3) como en envejecimiento en SC con 1/25 de nitrégeno
(t0 y t5), sin diferencias significativas en las condiciones ensayadas, que sugieren una
necesidad permanente de aumentar los niveles de amonio.

En el caso de la expresién de MEP2 (permeasa de amonio), en color rojo, se observa que
los niveles de mRNA de esta permeasa en la cepa silvestre son altos en el tO de envejecimiento
en medio con bajo contenido en nitrégeno, mientras que no se observa expresion a t0 y t3 de
envejecimiento en medio SC, sugiriendo que la cepa silvestre activa la expresidon de la
permeasa de amonio a t0 de envejecimiento sin nitrégeno como necesidad de captacion de
fuentes de nitrégeno asimilables.
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Una posible explicacidn a esta diferencia en la expresion de MEP2 en la cepa silvestre en
envejecimiento SC con respecto a la expresiéon de GDH2 en la cepa silvestre en medio SC es
qgue, a dia tres de envejecimiento en medio SC la necesidad de amonio se suple con los
nutrientes de reserva o con la autofagia de proteinas que permitirian obtener amonio a través
de la accion de la GDH2, a t3 de envejecimiento en SC no se activan las permeasas de amonio
(MEP2), no se necesita la captacion de amonio ya que en el medio no habria muchos
nutrientes. En el caso del mutante tsalA hay un defecto en la expresion de esta permeasa ya
gue a t0 de envejecimiento en medio SC con 1/25 de N apenas hay expresion de MEP2. En
cambio, los nievesles de mRNA de MEP2 en el mutante gcn2A a t0 y t3 de envejecimiento en
SC son similares a los de la cepa silvestre, y también lo son a t0 de SC 1/25N, mientras que a t5
de envejecimiento en SC1/25N los niveles de expresion de MEP2 son mas del doble que a t0 en
este mismo medio. En cuanto a la expresion del MEP2 en el doble mutante es una expresion
mucho mas similar a la de gcn24 pero sin la fuerte induccidn a t5 sin nitrégeno.

En envejecimiento en SC tanto a t0 como a t3 no hay induccidn de la expresion de MEP2
en el doble mutante. Sin embargo, en envejecimiento con menos nitréogeno, hay induccion de
la expresién de MEP2 a t0 que es una induccidén similar a la de gcn2A y a t5, la expresion en el
doble mutante se mantiene constante, no varia (al igual que ocurre en la expresién del gen
GDH2). Por ultimo, para la expresién de DAL5, en color azul, se observa un perfil de expresion
muy similar a la expresion de MEP2, salvo por la clara induccién de la acumulacién de mRNA a
t5 en medio SC 1/25 en el doble mutante gcn2AtsalA. En el caso del doble mutante, se
requiere a dia 5 de envejecimiento en un medio sin nitrégeno, un aumento en los niveles de la
permeasa DALS.

Estos resultados sugieren que por un lado tanto la expresion de DAL5 como la expresién
de MEP2 no son necesarias para el envejecimiento en medio SC pero, si las levaduras se
encuentran en un medio con menos nitrégeno (1/25) activan las permeasas para poder captar
fuentes de nitrégeno asimilables por la levadura. Hay una mayor expresion de las permeasas
en el mutante gcn2A y en el doble mutante. Es decir, en cuanto al silvestre en envejecimiento
en SC no es necesaria la captacion de nitrégeno a través de las permeasas. Debido a ello, se
observa en SC en el silvestre a tiempo 0 una induccién de la glutamato deshidrogena, GDH2,
para poder obtener esta fuente de nitrégeno que se necesita a partir del glutamato
almacenado. La induccidon de GDH2 es mayor en medio donde sélo hay 1/25 N.

Sin embargo, MEP2 y DALS5, al ser permeasas no son necesarias en SC pero si que lo son
cuando el medio tiene menos nitrégeno. En el caso de los mutantes, destacar a gcn2A cuyos
niveles de MEP2 y DAL5 incrementan muchisimo en condiciones de deficiencia de nitrégeno.
En cuanto al doble mutante, tiene una expresion similar a gcn2A en el caso de DAL5 y una
expresion intermedia entre la expresion de tsalA 'y gcn2A en el caso de MEP2.
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Figura 2.13. Expresion de genes del metabolismo del nitrégeno en envejecimiento cronoldgico.
Estudio de la expresion de tres genes de respuesta al nitrégeno, GDH2, MEP2 y DAL5 en la cepa silvestre
C9 junto con los mutantes sismples tsalA, y gcn2A, y el doble mutante gcn2AtsalA en condiciones de
envejecimiento cronoldgico en medio minimo completo SCy en SC con 1/25 de nitrégeno (-N) mediante
gRT-PCR. Los experimentos se realizaron por sextuplicado y las barras de error muestran la desviacion
tipica (DT).

Esta mayor expresion de las permeasas en el mutante gcn2A se podria explicar ya que al
no tener quinasa Gen2p no activa el factor de transcripcion Gendp y no se activan los genes de
respuesta a al ayuno de nitrégeno pero si que esta activo la ruta de represidn por catabolito de
nitrégeno implicado otros genes con GLN3 y GAT1 que también activan la respuesta a este
ayuno. Podria ocurrir también que se activase una nueva respuesta transcripcional a través de
la expresidn cooperativa entre GIn3p y Gcndp que podrian explicar este aumento en la
expresion de MEP2 y DALS en el mutante gcn2A (Hernandez et al., 2011).

A continuacion se estudio la expresion de estos genes en condiciones de vinificacion, en
esta ocasion, en mosto sintético MS para poder modular la concentracidn de nitrégeno
asimilable. Las muestras para el andlisis de la expresidon de los tres genes seleccionados se
tomaron, durante la fermentacion en MS300, el dia 1 y el dia 4 de crecimiento, y durante la
fermentacién en MS75 (con 1/4 de fuentes de nitrégeno asimilables), el dia 2 y el dia 11 de
crecimiento.

En la Figura 2.14 se detallan los resultados obtenidos. Se observa un pequefio aumento de
los niveles de MRNA de GDH2 en la cepa silvestre en mosto sintético a dia 4 de crecimiento en
este medio MS300, indicando que se produce una disminucién o ayuno de nitrégeno.
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En MS75, la cepa silvestre muestra una alta expresion de GDH2 en el tiempo mas corto,
12, y disminucién a dia 11, sugiriendo que la limitacién de N se adelanta y que a t11, cuando se
han consumido los azlcares presentes en el mosto, las levaduras se encuentren ya en fase
estacionaria, como se muestra en la medida de los azlcares en la Figura 1.3C.

En el caso del mutante tsalA se observa los mismos niveles de mRNA de GDH2 que en la
cepa silvestre en MS300. MS75 a dia 2, el mutante tsalA presenta una expresion de GDH2
mayor que la cepa silvestre, que disminuye solo ligeramente a t11, manteniendo niveles altos
de mRNA. En condiciones de bajo nitrégeno, tsalA tiene una mayor percepcion del déficit de
nitrégeno, tiene un defecto en la respuesta a la disponibilidad de nitrégeno, lo que hace que
aumente la expresidon de GDH2 ya que a dia 11 de crecimiento en mosto con poco nitrégeno,
los niveles de expresién de GDHZ2 se mantienen muy altos comparados con la cepa silvestre.
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Figura 2.14. Expresion de genes del metabolismo del nitrogeno durante fermentacion en mosto
sintético. Estudio de la expresidn de tres genes de respuesta al nitrogeno, GDH2, MEP2 y DAL5 en la
cepa silvestre C9 junto con los mutantes simples tsalA, gcn2A y doble gcn2AtsalA en condiciones de
vinificacién en mosto sintético MS300 y en mosto sintético con 1/4 de nitrégeno MS75 (-N) mediante
gRT-PCR. Los experimentos se realizaron por sextuplicado y las barras de error muestran la desviacién
tipica (DT).
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En el mutante gcn2A a dia 1 de crecimiento en mosto sintético apenas se detecta el
mMRNA de GDH2, al igual que ocurre en la expresidn en el silvestre y en tsalA, pero a diferencia
de estas dos cepas, en el mutante gcn2A hay un aumento en los niveles de expresién de GDH2
a t4 en MS300 que son similares a los que presenta en mosto con poco nitrégeno.

En mosto sintético con nitrégeno limitante, la expresién de GDH2 tanto a dia 2 como a dia
11 de crecimiento es muy alta, reflejando un defecto, igual que el mutante tsalA, en la
respuesta a la deficiencia de nitrégeno en este medio.

En cuanto a los niveles de mRNA de GDHZ2 en el doble mutante a t1y t4 de crecimiento en
mosto sintético MS300, son similares a los del mutante gcn2A. Sin embargo, y a diferencia de
los mutantes simples, a dia 2 de crecimiento en mosto sintético MS75, con bajo nitrégeno,
tiene unos niveles muy bajos de mRNA de GDH2 que aumentan a dia 11. Estos resultados del
doble mutante vuelven a reflejar la fuerte interaccion existente entre TSA1 y GCN2 esta vez en
un fenotipo completente diferente como es la regulacién de la expresidon de genes implicados
en la respuesta a disponibilidad de nitrégeno. Si se observa la expresion del gen MEP2 en
MS300, en la cepa silvestre hay una expresion similar a la expresion de GDH2 es decir, en
mosto sintético a dia 1 de crecimiento apenas se detecta el mMRNA de MEP2 y a dia 4 de
crecimiento se activa su expresiéon. En cambio, en MS75, tanto a dia 2 como a dia 11 de
crecimiento, los niveles de mRNA de MEP2 son mucho menores.El mutante tsalA, al igual que
ocurre con la cepa silvestre, a dia 2 de crecimiento en MS75 hay un incremento en los niveles
de expresion de MEP2 que incrementa, un poco, a dia 11 de crecimiento.

El mutante gcn2A a dia 1 y dia 4 de crecimiento en MS300 muestran niveles de mRNA de
MEP2 similares a los de la cepa silvestre. Sin embargo, el doble mutante gcn2A tsalA presenta
niveles bajos de expresién de MEP2, si se compara con la cepa silvestre y con ambos mutantes
simples. Este resultado, de nuevo, indica una conexién entre GCN2 y TSA1 en la respuesta a la
disponibilidad de nitrégeno. Por ultimo, se estudio la expresion del gen DAL5 que resulta ser
muy buen indicador de la deficiencia de nitrégeno. En la cepa silvestre, los niveles mas alstos
de mRNA de DAL5 se observan en condiciones de fermentacién en mosto sintético sin
nitrégeno, MS75, a dia 2 de crecimiento, detectdndose menor expresién a dia 11. En la cepa
mutante tsalA ocurre de manera similar, sélo a dia 2 de crecimiento en MS75 se detecta
expresion del gen DAL5, y a nivel mds bajo que en la cepa silvestre. En el mutante gcn2A el
perfil de expresién el gen DAL5 en las condiciones ensayadas es indistinguible el perfil de la
cepa silvestre. Sin embargo el doble mutante gcn2AtsalA presenta perfil de muy baja
expresion, particularmente llamativa en el t2 de la fermentaciéon en MS75, momento en que
tanto la cepa silvestre como los mutantes simples muestran una elevada expresion. De nuevo,
este fenotipo del doble mutante sugiere una fuerte interaccién genetica entre los genes TSA1y
GCN2, que es la conclusién mas importante de este apartado dedicado a la expresidn génica
de marcadores de limitacién de nitrogeno en condiciones de envejecimiento cronoldgico en
distintos medios.
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2.3. Conexion bioquimica entre GCN2 yTSA1

Una vez demostrada la interaccion genética entre TSA1 y GCN2 a través de distintas
aproximaciones experimentales se planted el estudio de las bases bioquimicas de dicha
interaccion.

2.3.1. Estudio de la fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion elF2a

Como primera aproximacion, se decidié estudiar el efecto de la delecidn de TSAI en los
niveles de fosforilacion de la serina 52 del factor de iniciacion de la traduccion elF2a, sustrato
de Gcn2p. Estos estudios de fosforilaciéon de elF2a, que se describen a continuacién, se
llevaron a cabo utilizando varias cepas mutantes y en distintas condiciones, tanto de medio de
cultivo, como de presencia de compuestos quimicos inductores de limitaciéon de nutrientes y
de estrés oxidativo.

2.3.1.1 Efecto de compuestos guimicos inductores de la actividad de Gcn2p en la

fosforilacién de elF2a

En esta serie de experimentos se realizaron dos tratamientos que aumentan la actividad
de Gcn2p y se estudiaron la cepa silvestre C9, los mutantes simples tsalA y gcn4A vy el
mutante de delecion de GCN2, gcn2A, como control negativo. Por un lado, se estudid la
induccién de ayuno de nitrégeno a través del uso de 3AT. Como ya se ha comentado
anteriormente, el 3AT inhibe a His3p, que cataliza el sexto paso en la biosintesis de histidina,
creando asi un ayuno de histidina intracelular, que activa a Gen2p. Por otro lado, se estudid la
respuesta a estrés oxidativo en presencia de H,0, 0.5 mM durante 30 minutos en estado
exponencial, tratamiento que ha demostrado inhibir la traduccién, aunque hay controversias
respecto si esa inhibicidn es dependiente de elF2a y por tanto de Gen2p (Knutsen et al., 2015;
Rajesh et al., 2015). El nivel de fosforilacion de elF2a se analizé utilizando un anticuerpo anti-
ser52elF2a comercial, tal como se describe en Materiales y Métodos (apartado 4.4.3). Como
se muestra en la Figura 2.15, en condiciones de crecimiento exponencial en medio SC no hay
fosforilacién de elF2a. En condiciones normales de crecimiento exponencial, no se requiere la
fosforilacién de elF2a que es lo que se observa tanto en la cepa silvestre, como en los
mutantes tsalA y gcn4A. En condiciones de ayuno de histidina por el tratamiento con 3AT, hay
fosforilaciéon de elF2a pero no se observan diferencias entre las cepas. En cambio, en
condiciones de estrés oxidativo en presencia de H,0, 0.5 mM, se observa una banda de
fosforilacién en elF2a en tsalA ligeramente mas intensa (19% mas intensa que la cepa
silvestre), y en el mutante gcn4A se observa una intensidad ligeramente menor que en la cepa
silvestre. Se puede concluir que las condiciones de ayuno intracelular de nitrégeno inducen la
fosforilacién de elF2a y que esta no se ve afectada por la ausencia de Tsalp ni tampoco por la
de Gcndp. Sin embargo, la fosforilacion de elF2a inducida en condiciones de estrés oxidativo
con perdxido de hidréogeno si es cuantitativamente distinta en las cepas analizadas,
observandose mayor nivel en el mutante tsalA. Este resultado sugiere que la falta de Tsalp
podria ocasionar una elevacion de los niveles intracelulares de perdxido, y con ello una mayor
estimulacién de la actividad de Gen2p.
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Ademas aporta evidencia de los mecanismos bioquimicos que podrian explicar la
conexién entre TSA1 y GCN2, indicando que la ausencia de TSA1 puede de alguna manera
alterar la maquinaria de inicio de traduccién, lo que influiria en la actividad de Gen2p. Debe
existir algin mecanismo de retroalimentacion que explique la disminucidn de actividad Gen2p
en el mutante GCN4, mecanismo que solo actda en condiciones de estrés oxidativo. Gendp se
ha descrito como un regulador también de la expresidon frente a perdxido de hidrégeno
(Mascarenhas et al., 2008).
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Figura 2.15.Estudio de la fosforilacidn del factor de iniciacidn de la traduccién elF2a en presencia de
activadores de Gcn2p. Estudio mediante western blot de la fosforilacion de eiF2-a bajo condiciones de
estrés oxidativo por H,O, 0.5mM y bajo condiciones de ayuno de nitrégeno 3AT 10mM en los mutantes
tsalA y gcn4A. Se utilizé un anticuerpo anti-ser52elF2a para la eteccion y un anticuerpo anti-elF2a
como control de carga.

2.3.1.2 Fosforilacion de elF2a durante la vinificacion en mosto sintético

Se decidié realizar un estudio de la fosforilacion del elF2a a lo largo de experimentos de
fermentacidén en mosto sintético de la cepa silvestre y el mutante tsalA, con el fin de analizar
el efecto de la conexién TSA1-GCN2 sobre este parametro en la condiciones naturales de las
cepas vinicas, analizando el estado nutricional de las levaduras conforme se agotan los
nutrientes. Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 2.16. A dia 1 de
crecimiento en mosto sintético, ya se observa fosforilacion del elF2a en la cepa silvestre, que
luego disminuye de nivel a los largo del tiempo del experimento. Asi pues la regulacidon
traduccional es muy rapida, lo cual sugiere que los aminodcidos son rapidamente captados y
posiblemente recluidos en la vacuola. Sin embargo, si se analiza la expresion de genes
marcadores de respuesta a la disponibilidad de nitrégeno de la Figura 2.14, a dia 1 de
crecimiento en mosto sintético MS300, no se detecta expresién de los genes marcadores.
Dado que intervienen diferentes rutas de sefializacion y de respuesta, es posible que a dia 1
de crecimiento en mosto sintético se produzca ya la activacion de GCN2 y la fosforilacién de
elF2a aunque no se induzcan la NCR.
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Si observamos la fosforilacién de elF2a en el mutante tsalA, a dial de crecimiento hay un
nivel de fosforilacién considerablemente mas alto que en la cepa silvestre (1.96 veces mas), lo
qgue puede indicar que en el mutante tsalA hay una alteracién en la senalizacion de la
disponibilidad de nitrégeno a través de Gen2p en las primeras horas de vinificacion. El patrén
de desaparicion es el mismo lo que indica que la relevancia de la accién de Tsal es muy
temprana, cuando el crecimiento y el metabolismo fermentativo estan a su maximo nivel. La
abundancia de azlcares asegura una correcta represién por glucosa de la respiracion, peor
podria ser que el oxigeno disuelto en el mosto provoque algun tipo de formacién de ROS que
hagan necesaria la actividad de Tsalp. A un dia de fermentaciéon no se forman agregados de
Tsalp (datos no mostrados), lo que apunta a un efecto de su funcion redox.

tsalA

-3
gcn2A

1 3 6 1 3 6 Dias de fermentacion

elF2aP

Coomassie

Figura 2.16 Fosforilacidon del factor de iniciacion de la traduccion elF2a. Estudio mediante
western blot de la fosforilacion de elF2-a durante la vinificacion en mosto sintético MS300 en
el mutante tsalA.

2.3.2. Estudio de la traduccion global mediante perfil de polisomas

Una vez visto el efecto de la delecidn de TSA1 en el comportamiento de Gen2p, necesario
para regular el inicio de traduccion, analizamos la sintesis de proteinas a otro nivel. Cuando en
la fase de elongacion de la traducciéon los mRNAs estdn asociados con diferentes ribosomas se
denominan polisomas que pueden ser facilmente separados a través de sedimentacién por
ultracentrifugacion de los lisados crudos tratados con cicloheximida para inhibir la traduccién y
que los ribosomas no se separen del mRNA, tal como se detalla en Materiales y Métodos
apartado 3.5 (Foyt et al., 1991; Marcus et al., 1967). Se monitoriza por A,s.m Y Se obtiene un
perfil de polisomas, el cual puede ser usado como diagndstico de muchos aspectos del estado
traduccional de la célula, ya que refleja los niveles globales de actividad traduccional celular.
Estos experimentos fueron realizados en el laboratorio de Mikael Molin y Thomas Nystrém
durante una estancia en la Universidad de Goteborg.
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Dado que, en S. cerevisiae, Gen2p es la Unica protein quinasa reguladora del factor de
iniciacion de la traduccion elF2a, y al observar fuerte interaccién genética descrita entre GCN2
y TSA1 se decidié estudiar el efecto de ambas mutaciones en la traduccion global mediante la
obtenciéon de perfiles de polisomas en cultivos en mosto sintético a dia 1 y dia 4 de
crecimiento. En la Figura 2.17 se muestran los perfiles de polisomas, en la parte derecha se
muestra el porcentaje de polisomas a dia 1 y a dia 4 de crecimiento y la relacién
polisomas/monosomas. A dia 1 de crecimiento (Panel A) en mosto sintético, la cepa silvestre
C9 presenta un perfil en el que se detecta un 53.7% de polisomas, lo que significa que la
traduccidn global esta activa en la cepa silvestre. Si comparamos con perfiles de polisomas en
estado exponencial en otros medios, se puede observar la diferencia en el porcentaje de
polisomas, que es mads alto, indicando una mayor tasa de traduccion global.

A dia 4 de crecimiento (Panel A), cuando se ha parado la divisidn celular y las levaduras se
encuentran en fase estacionaria, en la cepa silvestre no se detectan polisomas, por lo que no
hay traduccién global activa. Estos resultados muestran, por primera vez, los perfiles de
polisomas en crecimiento en mosto sintético de una cepa de levadura industrial vinica y que
durante la mayor parte de la fermentacion que ocurre sin divisién celular, no hay traduccién
activa, como ocurre en una fase estacionaria tipica, a pesar de haber un metabolismo
fermentativo muy activo.

Los perfiles de polisomas del mutante tsalA en estas condiciones (Figura 2.19 B)
muestran valores de traduccidn global a dia 1 de crecimiento similares a los valores en la cepa
silvestre (54), a pesar de que el mutante presenta mayor actividad de Gen2p a ese tiempo de
fermentacién, segln se deduce de los analisis de fosforilacion de elF2a de otro experimento
de vinificacién, ya comentados (Figura 2.16). A dia 4 de crecimiento, al igual que ocurre en la
cepa silvestre, al no haber divisién celular, hay muy baja traduccidn global detectable por el
perfil de polisomas y observamos solo un 7% de polisomas. En relaciéon con los datos de
fosforilacién de elF2a, a este tiempo de fermentacién se observa ya una caida de su
fosforilacién (Figura 2.16), lo que probablemente se explica por la secuencia de
acontecimientos moleculares que participan en la respuesta puesto que la sefial de
fosforilacién del factor de traduccidn si que se detecta intensa a dia 1 cuando sin embargo,
todavia hay traduccion global.

En cuanto al perfil de polisomas en el mutante gcn2A, a dia 1 de crecimiento en mosto
sintético presenta un 43% de polisomas, frente al 53.7% de la cepa silvestre, lo que supone
una disminucidn significativa en la traduccidn global. En ausencia de GCN2, no existe la Unica
protein quinasa descrita en S.cerevisiae como quinasa de elF2-a por lo que el inicio de la
traduccién no estaria inhibido y se esperaria mayor traduccion global y, por lo tanto, un mayor
porcentaje de polisomas. El perfil de polisomas a dia 4 de crecimiento en mosto sintético, es
similar a las otras dos cepas, la cepa silvestre y el mutante tsalA, dado que todas ellas se
encuentran en fase estacionaria o en transicion a ella. Los resultados obtenidos globalmente
en el estudio de perfiles de polisomas no han permitido obtener conclusiones sobre las
posibles funciones en la elongacion de la traduccién por Tsalpy, por tanto, tampoco sobre la
posible implicacion del control de la traduccidn global en la interaccién entre TSA1 y GCN2.
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Figura 2.17.Perfiles de polisomas durante fermentacién alcohélica en mosto sintético. Se realizd el
estudio del perfil de polisomas de la cepa silvestre (A), tsald (B) y gcn24 (C) a dia 1 y dia 4 de
crecimiento en mosto sintético.

En nuestro laboratorio se estan llevando a cabo actualmente estudios preliminares de
traduccion global utilizando la cepa de laboratorio BY4742 y su mutante de delecion en TSA1
para estudiar el perfil de polisomas en estado exponencial en medio minimo completo en
presencia de un estrés oxidativo por 0.6 mM de H,0, durante 15 minutos. En condiciones de
crecimiento exponencial en SC, el mutante en TSAl1 tiene un 79% de polisomas en
comparacién con la cepa silvestre BY4742 que tiene 83% mientras que, en condiciones de
estrés oxidativo, la cepa silvestre tiene un 57.7% de polisomas y el mutante tsalA tiene un
41.7% de polisomas, lo que refleja una disminucion en la traduccién global en el mutante
tsalA tanto en condiciones de crecimiento exponencial en medio completo SC como con
estrés oxidativo.

2.3.3. Estudio de la sulfinilacion de Tsalp

A continuacién, se abordé el estudio de la interaccion TSA1-GCN2 desde la perspectiva
opuesta, es decir, analizando los niveles de oxidaciéon de la proteina Tsalp en el mutante
gcn2A, como estrategia complementaria a los andlisis de la actividad de Gen2p en el mutante
en tsalA que se han descrito en los dos apartados anteriores (2.4.1y 2.4.2). Tsalp, como ya se
ha comentado, es una peroxirredoxina 2-cys citosélica que presenta dos cisteinas en su sitio
activo, encargadas de realizar la funcidon de detoxificacion. Una de ellas, es la cisteina situada
en la posicidn 48 de su secuencia, C48, que es la cisteina oxidable y la que permite romper la
molécula de peréxido de hidrégeno. Esta cisteina puede oxidarse mas alla de la formacion de
un puente disulfuro, dando lugar a varias formas del azufre que se denominan sobreoxidadas:
sulfénico (cuando se une un dtomo de oxigeno), sulfinico (cuando son dos) y sulfénico (cuando
son 3).La oxidacién de la cisteina C48 del estado sulfénico al sulfinico es reversible gracias a la
accion de la sulfirredoxina Srx1p, como ya se ha comentado.
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La otra cisteina de Tsalp, la C171, es la denominada cisteina resolutiva que permite
devolver la conformacién activa de Tsalp para que pueda ejercer su funcién. Debido al
multiple papel descrito para Tsalp, como detoxificadora en condiciones de oxidacién y como
chaperona con funciones frente a la agregacion de proteinas, se decidié estudiar el papel de la
sulfinilacion de Tsalp en el mutante gcn2A.

Como se ha comentado, la sulfirredoxina Srx1p es la encargada de reducir la Cys 48 de
Tsalp para volverla a su estado activo, revirtiendo el estado sulfinico a sulfénico, para que
pueda volver a captar otro dtomo de oxigeno. Por ello, se utilizé el mutante srx1IA como
control positivo de la sulfinilacién, ya que en ausencia de Srx1p el estado sulfinico de la cys 48
de Tsalp es irreversible y se puede detectar mediante el anticuerpo comercial anti-SO,/SO3;
(Apartado 4.4.3 de Materiales y Métodos). Ademas del mutante srxIA como control positivo,
se utilizé también el mutante tsalA como control negativo.

Se realizé previamente el estudio mediante westen blot para la cuantificacion de los
niveles de Tsalp en la la cepa silvestre C9 y en la cepa mutante gcn2A, en condiciones de
estrés oxidativo con H,0, 0.6 mM, durante 15 y 30 minutos. Los resultados se recogen en la
Figura 2.18, donde se observa un aumento en los niveles de Tsalp conforme aumenta la
exposicién al oxidante H,0,, sin detectar diferencias significativas entre las cepas en estudio
con excepcién, obviamente, del control negativo tsalA. Asi pues, en estas condiciones
oxidantes Gen2p no altera la traduccidn de Tsalp.
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Figura 2.18. Determinacidon de la acumulacién de Tsalp en el mutante gcn2A en estrés oxidativo.
Deteccion por western blot de los niveles de Tsalp bajo condiciones de estrés oxidativo por H,O,
0.6mM en el mutante gcn2A y en srx1A como control positivo de sulfinilacion.

En la siguiente Figura 2.19 se muestran los resultados de la deteccion del estado de
sulfinilacion, que se analizd en condiciones de envejecimiento cronolégico a dia 1 y dia 3 en
ausencia y presencia de estrés oxidativo H,0, 0.6 mM durante 30 minutos, que como se ha
observado en la Figura 2.18 hay un mayor nivel de Tsalp, tal como se describe en el apartado
4.1.1 de Materiales y Métodos. Se utilizaron dos anticuerpos en una misma membrana de
western, anti-Prx que es especifico de Tsalp para control de carga y un anticuerpo que detecta
sulfinilacion, anti- SO,/S0s, que es especifico de la oxidacién de Tsalp.

158



Resultados y discusion

Se usaron anticuerpos secundarios especificos fluorescentes de manera que, en funcion
del canal que se utilice, se detectara el anticuerpo anti-Prx (rojo), el anticuerpo anti-SO;
(verde) o ambos (amarillo). El panel superior la Figura 2.20 muestra la superposicion de la
fluorescencia de ambos anticuerpos de manera que se ven en rojo las muestras en las que
Tsalp estd presente y con baja o nula sulfinilacién, mientras que la intensidad de color
amarillo aumenta en relacién directa con el grado de sulfinilacién. El panel central de la Figura
2.19 muestra Unicamente la fluorescencia roja del anticuerpo secundario que reconoce al
primario anti-Prx, dando los niveles de Tsalp (de manera equivalente a la Figura 2.18) que son
similares en los 3 mutantes y en las condiciones de estudio, excepto para el mutante tsalA
gue, como control negativo, no hay banda.
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Figura 2.19 Niveles de sulfinilacion de Tsalp en el mutante gcn2A. Deteccidn por western blot de los
niveles de oxidacién de Tsalp mediante el anticuerpo anti-SOs3 en condiciones de envejecimiento
cronoldgico (tiempo 0y tiempo 3) con y sin H,0, 0.6mM en el mutante gcn2A.

El panel inferior de la Figura 2.19 muestra Unicamente la fluorescencia del anticuerpo
secundario que reconoce al primario anti-SO,/S0s, dando una cuantificacién de Tsalp oxidada.
Como se observa en la Figura 2.19, a t0 de envejecimiento, que corresponde a dia 3 de
crecimiento en medio minimo completo SC, en la cepa silvestre hay sulfinilacién de Tsalp
tanto sin estrés oxidativo como con estrés oxidativo por H,0, 0.6 mM. Sin embargo, a t3 de
envejecimiento que corresponde a dia 6 de crecimiento en este medio, no hay sulfenilacion.
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Estos resultados indican que cuando las levaduras estan entrando en la fase estacionaria
han acumulado una serie de dafos, provocados por estrés en el crecimiento fermentativo y
estrés por la respiracion del etanol, que es posible que la forma oxidada haya sido eliminada
por protedlisis o haya agregado en complejos insolubles que no se detectan, o la sulfirredoxina
actue a tiempos mds largos.

En el caso del mutante gcn2A, no presenta sulfinilacion de Tsalp a tiempo 0 de
envejecimiento, como si que ocurre en la cepa silvestre, pero si que se observa a ese mismo
tiempo tras 30 min de estrés oxidatvo con 0.6 mM de H,0,. Por lo que el mutante gcn2A tiene
un defecto en la sulfenilacidn de Tsalp a dia 3 de crecimiento en este medio. Este resultado se
discutird mas adelante. A tiempo 3 de envejecimiento ocurre lo mismo que en la cepa
silvestre, no hay oxidacién de la cisteinas de Tsalp.

2.3.4. Estudio del crecimiento en diferentes fuentes fermetables y/o respirables

Dado que la mutacidn de Gen2p parece jugar un papel en la sulfinilacién de Tsalp durante
el crecimiento en SC, pero no en la sulfinilaciéon inducida por estrés oxidativo, se decidié
estudiar el crecimiento del doble mutante tsalA gcn2A en distintos medios y condiciones.

2.3.4.1 Goteos en placa con diferentes fuentes de carbono

Se utilizaron placas de medio de cultivo con diferentes fuentes de carbono fermentables
(como glucosa, fructosa y sacarosa), respirables (como glicerol, etanol, acetato) y placas con
galactosa, como azlcar de metabolismo respirofermentativo. Se analizé el crecimiento de la
cepa industrial vinica C9 asi como de los mutantes simples, tsalA y gcn2A y en el doble
mutante gcn2AtsalA asi como en tsalAgcn2A, sin mostrar diferencias. Los resultados se
muestran en la Figura 2.20, donde se observa que las cuatro cepas pueden crecer
perfectamente en medio donde la fuente de energia es la fermentaciéon de los azlcares,
glucosa, fructosa y sacarosa. Sin embargo, cuando las fuentes de carbono son respirables, hay
un defecto en el crecimiento del doble mutante. Como se observa, en YPEtanol, el mutante
tsalA presenta un defecto en el crecimiento pero es capaz de crecer mientras que el doble
mutante, no. Lo mismo se observa en placas con YPGlicerol. En placas con galactosa el
mutante tsalA tiene un defecto de crecimiento en este medio y el doble gcn2AtsalA no
puede crecer. Dado que los mutantes petite son capaces de crecer en medio cuya Unica fuente
de carbono es la galactosa (Carlson et al., 1981), la incapacidad del doble mutante de crecer en
galactosa podria deberse a un defecto en la represidn por glucosa y no de la respiracidén. Para
ello se recurrié a placas de sacarosa con glucosamina un analogo de la glucosa que promueve
represién por glucosa, pero no es metabolizable.

En este medio se observa un defecto de crecimiento del mutante tsalA y el doble
mutante es incapaz de crecer en estas condiciones, lo cual indica que el doble mutante tiene
una represion por glucosa hiperactivada que le impide utilizar fuentes de carbono alternativas.
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Figura 2.20.Crecimiento mediante goteo en placa de la cepa haploide industrial C9 y los mutantes
derivados tsalA, gcn2A y gcn2A tsalA con diferentes fuentes de carbono.

Se realizd también un goteo en placa de la construccion del doble mutante en los genes
TSA1y GCN4 para estudiar si el defecto en la respiracién o en la utilizacién de otras fuentes no
fermentables por defecto en la represién por glucosa era dependiente de la ruta GAAC, en la
que participa Gen2p, o de funciones asociadas al control de la traduccién o a otras funciones
no descritas de esta protein quinasa. En la Figura 2.21 A se muestra unos goteos en placa en el
medio YPD y en el medio YPGlicerol. Como se puede observar, el doble mutante tsalAgcn4A
es capaz de utilizar a través de la respiracidn, el glicerol. De manera que, el fenotipo observado

en el doble mutante tsalAgcn2A es debido a una funcién diferente de Gecn2p, y no a su
funcién en el GAAC.
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Figura 2.21. Crecimiento mediante goteo en placa de la cepa haploide industrial C9 y los mutantes
derivados tsalA, gcn4A y tsalAgcn4A (A) y con el mutante en TSA2 y el sobreexpresante con MET17
en TSA2 en la cepa C9 y en el mutante tsalAgcn2A (B)con diferentes fuentes de carbono.

Se realizd también un estudio por goteos con el mutante en la segunda peroxirredoxina
citosdlica mas abundante, Tsa2p. Se utilizé la sobreexpresion con el promotor MET17 (Orozco
et al., 2012a) del gen TSA2 y se construyd cepas sobreexpresantes en la levadura vinica C9 asi
como en el doble mutante de tsalAgcn2A para comprobar que el defecto de crecimiento del
tsalAgcn2A en fuentes de carbono respirable no se tratase de un defecto comun en las
peroxirredoxinas. En la Figura 2.21 B se muestra los goteos de las cepas mutantes vy
sobreexpresantes en placas con galactosa, glicerol, sacarosa y sacarosa con glucosamina. La
sobreexpresion de la peroxirredoxina TSA2 no revierte el fenotipo de crecimiento en fuentes
de carbono respirables del tsalAgcn2A.
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2.3.4.2 Viabilidad y consumo de etanol en gch2AtsalA

Como se observa en los goteos, existe un defecto en la respiracién del doble mutante.
Como se ha comentado a lo largo de la tesis, en el envejecimiento cronolégico en medio SC se
toma el dia 3 de crecimiento como el 100% de viabilidad a partir del cual, se calcula el
porcentaje de unidades formadoras de colonias con el paso del tiempo. Si se observa la
viabilidad del doble mutante gcn2AtsalA en medio SC del inicio del capitulo, Figura 2.1, se ve
una caida en la supervivencia en el doble mutante en este medio que podria ser debida a este
defecto en la respiracion. Se decidi6 comprobar el crecimiento y el perfil de
produccién/consumo de etanol en medio SC durante los dias iniciales, resultados que se
muestran en la Figura 2.22. El mutante gcn2A tiene un crecimiento similar a la cepa silvestre,
el mutante tsalA tiene un crecimiento menor que la cepa silvestre y el doble mutante
gcn2AtsalA tiene un defecto en el crecimiento y, ademas, se observa un rdpido decaimiento
de densidad celular a partir del dia 2 de cultivo (Panel A).
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Figura 2.22. Comportamiento del doble mutante gcn2AtsalA durante el crecimiento, el cambio
diauxico y la entrada en fase estacionaria en medio SC. Crecimiento en unidades formadoras de colonia
en medio minimo completo (SC) de tsalA, gcn2A 'y gen2AtsalA (A). Medida del etanol en g/100mL
durante el crecimiento en SC (B). Curva de supervivencia, tomando el dia 3 de crecimiento del panel A
como100% de viabilidad (C).
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En todos los casos la glucosa se consumid totalmente a las 24 horas (datos no mostrados),
por lo que se midié el etanol en el medio de cultivo a partir del dia 1y a lo largo de todo el
crecimiento (Figura 2.22B). El mutante gcn2A tiene un consumo del etanol similar al de la cepa
silvestre acabando de consumirlo a dia 3 de crecimiento. El mutante tsalA tiene un consumo
del etanol mds ralentizado que termina de consumirse a dia 4 de crecimiento y el doble
mutante gcn2AtsalA tiene seriamente afectado el consumo de etanol. Este defecto en el
consumo del etanol podria explicar la rdpida caida de la viabilidad de dos formas, por un lado
el etanol es necesario para obtener energia durante la fase estacionaria através de la
respiracion y por otro lado es un agente pro-envejecimiento.

2.3.5 Estudio de mutantes puntuales en las cisteinas cataliticas de Tsalp y su conexion
con GCN2

Disponer de mutantes puntuales en las cisteinas relevantes de Tsalp nos permite
dilucidar la relevancia de cada actividad de la peroxirredoxina en un determinado fenotipo. Se
utilizaron los mutantes en GCN2, TSA1 asi como los mutantes puntuales en las cisteinas de
Tsalp realizado a través de la técnica del delitto perfecto (Stuckey et al., 2011) en la cual se
cambia las cisteinas oxidable y resolutiva, C48S y C171S respectivamente construidos en la
cepa de laboratorio BY4742 por Mikael Molin para estudiar la longevidad cronolégica (Molin et
al.,, 2011). Se combinaron tanto las mutaciones puntuales en el gen TSA1 como la delecidn
tsalA con la mutacidn de GCN2 de la cepa BY4742.

2.3.5.1 Longevidad cronoldgica en medio SC

Se estudié en primer lugar la longevidad cronoldgica para comprobar si se comportaban
igual que las levaduras vinicas y si alguna de las cisteinas de Tsalp era la responsable del
fenotipo observado en la viabilidad del doble mutante tsalAgcn2A. En la Figura 2.23 se
observa las curvas de envejecimiento en medio SC. La delecidon de GCN2 extiende la longevidad
cronoldgica, pero la delecion de TSAI no muestra diferencias significativas con la cepa
parental. Sin embargo el doble mutante gcn2AtsalA tiene un defecto en la viabilidad que cae
muy pronto aunque no tan drdsticamente como en la cepa industrial vinica C9 (Figura 2.1),
pero se confirma la interaccion genética entre ambos genes. En cuanto a los mutantes
puntuales de las cisteinas de Tsalp, el mutante simple en la cisteina 48, C48S, tiene una rapida
caida en la longevidad cronoldgica siendo mas drdstica cuando se combina con la delecién en
GCN2. Este resultado, es similar al que se observa en la cepa vinica donde el doble mutante
gcn2AtsalA tiene una viabilidad muy reducida. Estos resultados podrian indicar, que es la
cisteina C48 la que parece tener una conexidon con GCN2.

El hecho de que la delecién de TSA1 no causa esta dramatica caida como el mutante
puntual en la cisteina peroxidatica, podria explicarse por la activacion de mecanismos de
compensacién que se activarian para compensar este defecto. La version no funcional de Tsal
C48S podria asociarse con ribosomas, alterando su funcion o impidiendo su proteccién frente a
dafio oxidativo. Ese defecto en traduccidn se veria agravado en el mutante GCN2.
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Por otro lado, si se observa el mutante puntual en la cisteina 171, C171S, presenta una
extensién de la longevidad cronoldgica. Podria ser que al tener activa la C48 capte oxigeno y
esté superoxidada ya que no puede resolver este estado de oxidacién, promoviendo el
aumento de la forma chaperona de Tsalp, lo que aparentemente protegeria la célula en fase
estacionaria. Esta proteccidn requeriria de la accién de Gen2p, ya que en el doble mutante no
se produce esa extension de la LC, lo que sugeriria una funcidon de Gen2p es la multimerizaciéon
de Tsalp.Por tanto, ambas cisteinas de Tsalp, la peroxidatica y la resolutiva, estan implicadas
en la interaccién con GCN2 y modulan la longevidad cronoldgica.
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Figura 2.23. Envejecimiento cronoldgico en los mutantes puntuales en las cisteinas de Tsalp en cepa
de laboratorio y su conexidn con GCN2. Se tomé el dia 3 de crecimiento en medio SC como 100% de
viabilidad. Los experimentos se realizaron por triplicado y se muestran las barras de error de la DT.

2.3.5.2 Goteos en placa con diferentes fuentes de carbono en cepas de laboratorio

Debido al fenotipo de crecimiento observado en las diferentes fuentes de carbono
fermentables y respirables en el doble mutante tsalAgcn2A en la cepa haploide industrial C9,
se decidid realizar estos experimentos también con las cepas de laboratorio con las
mutaciones puntuales de Tsalp. Para ello se utilizaron las cepas ya mencionadas en el fondo
genético BY4742, que incluyen las mutaciones puntuales, asi como las construidas en la cepa
de laboratorio BQS252, que deriva de la cepa diploide FY1679 (con el mismo fondo genético
que BY4742 y auxotrofa Unicamente para uracilo, lo que facilita el estudio de la influencia del
nitrogeno en su comportamiento). Los resultados se recogen en la Figura 2.24. Cabe destacar,
el defecto de crecimiento en el mutante puntual de la cisteina 48 de Tsalp en prdacticamente
todos los medios analizados (Figura 2.24), que concuerda con su disminuida longevidad
cronoldgica en medio SC, Figura 2.23.
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Figura 2.24. Crecimiento en placas con diferentes fuentes de carbono de los mutantes tsalA, gcn2A,
gcn2A tsalA y los mutantes puntuales en Tsalp en las cepas de laboratorio BY4742 y BQS252.

Como se puede observar, tanto en la cepa de laboratorio BY4742 como en la cepa BQS252
el doble mutante tsalAgcn2A no presenta defecto de crecimiento en fuentes de carbono

respirables, como ocurria en la cepa vinica C9. De manera, y como conclusién, se puede
remarcar que el defecto de crecimiento en fuentes de carbono respirables del tsalAgcn2A
solo ocurre en cepas de levadura industriales. La observacién de las placas de YPSacarosa con

glucosamina nos da indicios de la elevada represion por glucosa en cepas de laboratorio
respecto a las vinicas (Fig 2.20).
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Esto indica que efectivamente hay divergencias en la respuesta a nutrientes que
condicionan la relevancia de las rutas en cuanto a crecimiento y longevidad en distintos tipos
de levaduras, todas ellas pertenecientes a la especie S. cerevisiae

2.4 Interaccion de la ruta de sefalizacidon de respuesta a nutrientes PKA con el control
general de aminodcidos y la respuesta a estrés

Dentro de la respuesta a disponibilidad de nutrientes, la ruta Ras/cAMP/PKA es la
principal via de control en respuesta a fuente de carbono fermentable. En presencia de
glucosa, Ras activa a la adenilato ciclasa Cyrlp, que hace aumentar el nivel de cAMP, activando
asi a la proteina quinasa A, PKA (Smets et al.,, 2010). Como resultado de esta activacion, se
estimula el crecimiento y la proliferacion celular, se reprime la movilizaciéon de carbohidratos
de reserva, como glucdgeno y trehalosa, y se inhibe la transcripcion de genes de respuesta a
estrés mediada por los factores de transcripcion Msn2/4p. En base al uso de mutantes con
actividad constitutiva de la ruta, como el mutante en la fosfodiesterasa de cAMP, Pde2p, se ha
demostrado la conexidn de esta otra ruta de sefializacién de nutrientes con la resistencia a
estrés oxidativo por H,0,, que resulta muy inferior en esos mutantes. En esa conexion estan
también implicadas la peroxirredoxina Tsalp y la sulfirredoxina Srx1p, y esta ultima de manera
dependiente de Gcn2p a través de su control de la traduccidén (Molin et al., 2011). Ademas,
también se ha descrito la funcidon de Tsalp como chaperona implicada en procesos que
provocan la formacién de agregados proteicos, como el estrés oxidativo y las paradas de
traduccién, y ha sido colocalizada con la disagregasa Hsp104p (Trotter et al., 2008).

Debido al papel de Tsalp en la respuesta a estrés, en la restriccidn caldrica a través de
PKA, asi como su papel como chaperona, se decidid estudiar la conexién entre TSA1, GCNZ2,
PDE2 y RPN4. Rpndp es un factor de transcripcion que estimula la expresion de genes del
proteasoma, y se ha descrito que el mutante en RPN4 tiene una menor actividad PKA. El
estudio de esta mutacién se complementard con la del mutante en PDE2, que tiene una
actividad PKA mayor (Molin et al., 2011). Ademas ha sido descrita la conexion de PDE2 con
TSA1 en longevidad replicativa y de PDE2 con UBR2 (ubiquitin ligasa que tiene a Rpn4p como
substrato) (Andersson et al., 2013; Ju et al., 2007; Kruegel et al., 2011). En la Figura 2.26 se
representa lo longevidad cronoldgica de los mutantes de delecidén simples y dobles construidos
en la cepa. Como se puede observar, rpn4A presenta la menor longevidad cronoldgica de
todas las cepas analizadas, de forma consistente con su baja longevidad replicativa (Kruegel et
al., 2011). En el mutante tsalA su longevidad cronolégica cae a dia 7 de envejecimiento por
debajo de la cepa silvestre, en cambio la delecidn en GCN2 causa una extension de la
longevidad, al igual que la delecién en PDE2.
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Figura 2.26. Longevidad cronoldgica de los mutantes gcn2A, tsalA, rpndA, pde2A, rpndA tsalA,
pde2AtsalA, pde2Agcn2A y pde2AtsalA en medio SC tomando el dia 3 de crecimiento como 100% de
viabilidad. Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

Al observar los dobles mutantes, las construcciones con la delecién de RPN4 presentan
una caida en su longevidad cronoldgica similar a la del mutante simple rpn4A, tanto
rondAtsalA como rpnd4Agcn2A, a pesar de que los mutantes simples, tsalA y gcn2A,
presentan alta supervivencia. Las interacciones de PDE2 con TSA1 y con GCN2 son complejas.
Cuando se combina la delecion de PDE2 con tsalA se observa una caida importante de la
longevidad cronoldgica, indicadora de una interaccién fuerte, que produce un fenotipo
contrario al de las dos mutaciones simples, ya que los dos mutantes pde2A y tsalA presentan
supervivencias altas, incluso aumento de longevidad respecto de la cepa silvestre. Sin
embargo, al combinar la delecién de PDE2 con la de GCN2 observamos una extensién aditiva
de la longevidad cronoldgica de los mutantes simples. Aunque de dificil interpretacién, los
resultados obtenidos ratifican las conexiones entre la ruta de sefializaciones por nutrientes
PKA-AMPc a través de la fosfodiesterasa Pde2p, la peroxirredoxina Tsalp, la quinasa de la ruta
de control de aminoacidos, Gen2p y el factor de transcripcidon de respuesta al proteasoma
Rpndp.

Debido a la conexidon con el proteasoma a través de Rpndp, se etiquetd Tsalp con GFP
para observar la posible formacién de agregados de Tsalp en condiciones de estrés por
agregacion de proteinas mediante el uso de 5 mM de AZC (acido azetidin-2-carboxilico)(Weids
and Grant, 2014) y en presencia de estrés oxidativo con H,0, 0,6 mM. Como se puede
observar en la figura 2.27 no hay diferencias significativas en la agregacion de Tsalp frente al
tratamiento con ninguno de estos compuestos entre la cepa silvestre y las cepas mutantes. En
células en fase exponencial en cultivo en SD se observa, tanto en la cepa silvestre como en los
mutantes pde2A y rpn4A que la fusion Tsalp-GFP se encuentra muy localizada (B y C).
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Cuando visualizamos las células 2 horas después del tratamiento con AZC, se observan
agregados de Tsal-GFP y no hay diferencias en la formacidn de agregados en presencia de este
compuesto. En cuando el tratamiento con H,0, 0,6 mM durante 30 minutos, entre la cepa
silvestre y el mutante rpn44 no hay diferencias pero en el mutante pde2A parece que hay una
mayor cantidad de Tsal-GFP. En base a los resultados obtenidos en estos estudios de la
agregacion de Tsalp en diferentes mutantes y condiciones, podemos concluir que las
interacciones entre RPN4 y TSA1 y entre PDE2 y TSA1, que disminuyen la longevidad
cronolégica de los dobles mutantes rpn4AtsalA y pde2AtsalA no esta relacionada con la
formacién de agregados de Tsalp en condiciones de estrés.
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Figura 2.27 Estudio de la agregacion de Tsalp en los mutantes pde2A y rpn4A. Visualizacion de la
agregacion de Tsalp a través de la construccidén de una fusidén Tsalp-GFP en presencia del inhibidor de
la traduccion AZC 5mM durante 2 horas y en estrés oxidativo con H,0, 0.6 mM durante 30min en la
cepa silvestre C9 (A) pde2A (B) y rpn4A (C).
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Recientemente se ha establecido la necesidad de la ubiquitin ligasa de la ruta PKA, Ubr2p
para la respiracion del glicerol, ademas de su esencialidad para la ubiquitinizaciéon vy
degradacion de RPN4 (Ho et al., 2017). Debido a la deficiencia del mutante ubr2A para respirar
el glicerol, se realizaron experimentos de goteos con los mutantes en RPN4, PDE2 asi como en
los dobles mutantes de estos con los mutantes en TSA1 y GCN2 en diferentes fuentes de
carbono, tanto fermentable como respirable, de los mutantes simples y los dobles.

En la figura 2.28 se muestra el crecimiento en placa de las diferentes cepas y en los
diferentes medios. Como se puede observar tsalA presenta menor crecimiento en los medios
de carbono respirables (glicerol, etanol, acetato y galactosa). pde2A no muestra diferencias en
el crecimiento con las diferentes fuentes de carbono mientras que rpn4A es incapaz de crecer
en medios donde la Unica fuente de carbono es fermentable. Este fenotipo, se recupera
cuando se combina la delecién de RPN4 con TSA1y con GCN2, demostrando también en este
fenotipo la interaccién una conexién de GCN2 y TSA1 con la proteina Rpn4p que regula la
expresion de genes en respuesta al proteasoma. Como se ha comentado, Ubr2p es necesaria
para la respiraciéon en glicerol, ademas de para ubiquitinar y degradar a Rpndp. Que un
mutante en RPN4 no pueda respirar en glicerol podria ser debido a que, de alguna manera, los
niveles de Rpndp se regulan a través de su ubiquitinizacidon por Ubr2p y al no estar RPN4 no
habria esta regulacidn y no podrian crecer en fuentes de carbono respirables. Por otro lado,
que este defecto en la respiracién del mutante en RPN4 se recupere con la delecidn de TSAly
de GCN2 por un lado nos vuelve a conectar a Tsalp y Gen2p en un papel en la respiracién y por
otro lado, conecta a ambas proteinas con Rpn4p y la ruta PKA.
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Figura 2.28 Goteos en diferentes fuentes de carbono. Crecimiento en placa con diferentes fuentes de

carbono fermentables 2% glucosa (YPD), 2% fructosa (YPF); respirables 2% glicerol (YPGIi), 2% etanol
(YPEt), 2% acetato (YPAc), y respirofermentable, 2% galactosa (YPGal).
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Se ha estudiado el papel de las peroxirredoxinas de S. cerevisiae en el contexto del
envejecimiento biolégico. Se delecionaron los genes de las peroxidasas Ahplp y Dot5p, dos
enzimas dedicadas a la eliminacion de alquilhidroperoxidos, citosélica y nuclear,
respectivamente. Su delecion no promuve el envejecimiento en condiciones estandar. Sin
embargo cuando se deleciona el gen TSAI1, la principal peroxirredoxina implicada en la
eliminacion de H,0,, si que se detecta una caida en la longevidad cronoldgica. Estos resultados
parecen sugerir que en condiciones de aireacién el perdxido de hidrégeno podria ser un
determinante del envejecimiento celular, mientras que los alquilhidroperdxidos no parecen ser
tan determinantes para dicho fenotipo.

Sin embargo la delecién de AHP1 y DOT5 si que reducen la LC en condiciones de
fermentacién vinica, sugiriendo que en estas condiciones si que producen un nivel de dichos
peroxidos suficientemente elevado como para comprometer la viabilidad celular.

Aunque es bien conocido el papel de la restriccion dietaria en la extension de la
longevidad, y es también muy relevante en envejecimiento la maquinaria antioxidante, pocas
son las evidencias experimentales que ligan ambos procesos. En condiciones de
envejecimiento replicativo se ha determinado que la quinasa Gen2p de la GAAC controla los
niveles de proteina de la sulfirredoxina Srxlp, lo que influye en la actividad de Ia
peroxirredoxina Tsalp y en la longevidad (Molin et al.,, 2011). En este capitulo hemos
determinado que el efecto contrario también se produce, y que Tsalp condiciona la actividad
de Gen2p. Cuando se deleciona TSAI se aumenta el nivel de fosforilacidn de elF2a por Gen2p,
ligeramente en condiciones de estrés oxidativo y mas intensamente durante la fermentacién
vinica. Para analizar si existe algun tipo de interaccion genética entre ambos procesos durante
el envejecimiento cronoldgico se combinaron las deleciones de las peroxirredoxinas con la de
GCN2. Y efectivamente existe una fuerte interaccion entre tsalA y gcn2A que incrementa
dramaticamente el envejecimiento cronoldgico y que ha sido analizada a lo largo del capitulo.

Dicha interaccion no se producia en el mismo sentido en las alquil hidréxido
peroxirredoxinas, indicando un mecanismo especifico de accién. El doble mutante es mas
sensible a oxidantes como peréxido de hidrégeno y menadiona (un generador de superoxido).
Esto encajaria facilmente en la teoria clasica del envejecimiento por radicales libres, ya que
una menos tolerancia a estrés oxidativo deberia llevar asociada una caida de longevidad. Sin
embargo eso no ocurre con otro oxidante como es la diamida, que oxida tioles, de manera que
la interaccidn génica debe suponer un mecanismo especial de protecciéon y no una mera
bajada de la respuesta a estrés. Se ha considerado el mecanismo de funcionamiento de Tsalp
para intentar dilucidar su influencia en el envejecimiento. La delecidn de la sulfirredoxina SRX1
extiende la LC en medio SC. Dicha mutacién dificultaria la actividad peroxidasa de Tsalp, pero
favoreceria su actividad de carabina molecular, que podria ser clave en fase estacionaria.
Gen2p tendria pues una funcion no aun descrita en la proteccién por agregados que
incrementaria el fenotipo de la delecién de TSAI1. Los mutantes puntuales en las cisteinas
relevantes parecen apoyar esta hipdtesis, ya que la longevidad del mutante en la cisteina
peroxidatica C48 es baja, mientras que la mutacidn de la cisteina resolutiva C171, que no es
necesaria para la agregacion de Tsalp y de su actividad chaperona, muestra una longevidad
extendida.
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Dicha interaccidn genética es dependiente de las condiciones de crecimiento, ya que no
se observa durante la fermentacidn vinica. Como ya hemos comentado en el capitulo anterior,
la diferente proporcidn carbono/nitrégeno entre el medio SC y el mosto modula el efecto en la
longevidad de determinadas mutaciones. El doble mutante tsalAgcn2A tiene un defecto de
crecimiento en un medio sintético minimo SD sin aminoacidos cuando se compara con un
medio completo SC, mientras que ese hecho no se observa en los mutantes simples. Estas
condiciones no son comparables a lo que ocurre en mosto, que si bien puede ser pobre en
nitrégeno, contiene una mezcla completa de aminodcidos.

Pero si indica que en el doble mutante hay un defecto en la respuesta a aminoacidos
adicional a la provocada por la delecidén de la quinasa principal de GAAC, lo cual indicaria que
Tsalp pudiera tener algun papel en respuesta a nutrientes. Este defecto no es debido a una
auxotrofia en concreto, porque no es suprimido por ninguno de los veinte aminodcidos
proteicos, y parece reflejar un mecanismo de caracter general. Sin embargo el doble mutante
si tiene efecto sobre rutas especificas, ya que suprime parcialmente la sensibilidad a 3-
aminotriazol (inhibidor de la sintesis de histidina) que presenta el mutante gcn2A, pero no a
sulfometurdn (inhibidor de la sintesis de leucina e isoleucina).

La otra ruta que controla la respuesta frente a ayuno de nitrégeno ademas de GAAC es la
ruta TORC1. El complejo TORC1 se define por su sensibilidad a rapamicina. Sin embargo la
delecién de TSA1 no produce una alteracidon en la sensibilidad a este compuesto. Aunque si
gue presenta un fenotipo claro en aspectos controlados por TORC1. Por una parte el mutante
tsalA posee unos niveles de autofagia inducida por ayuno de nitrégeno reducida, cosa que no
se observa en el mutante gcn2A. Este es un proceso regulado por TORC1, de manera que
Tsalp puede estar actuando en un punto intermedio entre los dos procesos. Otro aspecto
regulado por TORC1 es la transcripcidon de genes sometidos a la represidon por catabolito de
nitrégeno (NCR). La expresion de tres de estos genes (MEP2, GDH2 y DALS5) se estudié en
varias condiciones experimentales. Se observd un patron complejo de expresion,
principalmente en el doble mutante, pero la delecidon de TSA1 alteré la expresion de GDH2 y
MEP2 en medio SC y menos en mosto. La expresidon de estos genes estd controlada por los
factores de transcripcidon GIn3p y Gatlp, por medios que en principio parecen distintos a la
activacion de la autofagia, pero que parece que pueden ser afectados ambos por la accion de
Tsalp. El punto en comun podria ser la actividad de fosfatasas antagdnicas a TORC1. Se sabe
que la fosfatasa PP2A desfosforila tanto a GIn3p como al regulador de la autofagia Atgl3 (Tate
et al., 2009; Yeasmin et al., 2016), una vez se inhibe TORC1 con rapamicina. Este u otro sistema
dowstream de TORC1 podria estar afectado por la accién de Tsalp.

Otra diferencia entre las condiciones de envejecimiento en medio SC y la fermentacidn
vinica es la participacion del oxigeno y el tipo de metabolismo. Cuando se empieza a medir la
viabilidad en un experimento en SC las levaduras han consumido la glucosa y el metabolismo
es respiratorio. Sin embargo en una fermentacidn en mosto las células dejan de crecer cuando
gran cantidad de azucares y contindan fermentando activamente. El doble mutante
tsalAgcn2A tiene un defecto grave en la asimilacién del etanol y en el crecimiento en fuentes
de carbono no fermentables y respirofermentativas, como la galactosa. Eso resultd estar ligado
a un defecto en la represién por glucosa.
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Este fenotipo justificaria la baja longevidad de las cepas vinicas portado ambas
mutaciones en medio SC que es incapaz de obtener energia por respiracién. Este hecho parece
no tener relacidén con la respuesta retrégrada y la comunicacién con la mitocondria, ya que el
delecionar GCN2 alivia parcialmente el defecto de longevidad del mutante de la respuesta
retrégrada RTG2 (ver Capitulo 1).

Sin embargo esta incapacidad de crecer en fuentes no fermentables del doble mutante no
se observa en cepas de laboratorio e indica que la represidon por catabolito presenta
diferencias entre cepas de S. cerevisiage de diferente origen, un hecho que ya habia sido
descrito por otros autores con anterioridad, y que conviene tener en cuenta a la hora de
estudiar la actividad de las rutas de respuesta a nutrientes en diferentes cepas, condiciones de
crecimiento o propdsitos biotecnoldgicos (Menesesetal.,2002).
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CAPITULO 3: PAPEL DE LA TIORREDOXINA REDUCTASA EN EL ENVEJECIMIENTO
Y EN LA RESPUESTA A NUTRIENTES

Como se ha comentado en la introduccidn, la célula presenta dos mecanismos de accion
principales frente a estrés oxidativo. Por un lado, hay un sistema de detoxificacion de las
especies reactivas del oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS). Una serie de proteinas eliminan, de
una manera u otra, estas especies reactivas que podrian causar un dafio en las
macromoléculas. Entre ellas, cabe destacar las superdxidos dismutasas, catalasas,y
peroxidasas asi como pequefias moléculas antioxidantes, como el glutatién (GSH), el ascorbato
o la vitamina E que tiene un papel de proteccidn frente al estrés oxidativo. Por otro lado, se
encuentra el sistema de reparacién del dafio oxidativo en el que intervienen dos sistemas
principales, compuestos por un conjunto de proteinas que actdan en diferentes
compartimentos celulares y que protegen a las proteinas del dafio oxidativo, modulando asi la
actividad y regulacién de dichas proteinas, éstos sistemas son el tiorredoxina (TRX) y el
glutarredoxina (GRX). A lo largo de este capitulo y del capitulo siguiente se va a estudiar el
papel del sistema tiorredoxina en la longevidad cronoldgica de levaduras vinicas en
fermentacién alcohdlica y envejecimiento.

El sistema TRX citosolico estd compuesto por las tiorredoxinas, que son pequeiias
oxidorreductasas tidlicas que contienen dos residuos de cisteinas conservados (cys 32 y cys 35)
en el sitio activo y participan en la reduccidn tidlica de las proteinas. El sistema resulta
completado por la tiorredoxina reductasa, enzima de naturaleza flavoproteica que reduce la
tiorredoxina oxidada para reactivar la forma tidlica, utilizando poder reductor en forma de
NADPH. Tanto las tiorredoxinas, Trx1p, Trx2p (citosdlicas) y Trx3p (mitocondrial), como las
tiorredoxina reductasas Trrlp y Trr2p citosolica y mitocondrial respectivamente, juegan un
papel muy importante en el metabolismo del perdxido de hidrégeno a través de las
peroxirredoxinas, como se ha mencionado en el capitulo anterior (Toledano et al., 2007).

3.1 Respuesta a estrés oxidativo del mutante trr1A en cepas vinicas
3.1.1 Crecimiento en placa en presencia de perdxido de hidrégeno

Para analizar en detalle la tolerancia a estrés del mutante trr1A en el fondo genético de
las cepas vinicas, se realizaron goteos de la cepa silvestre C9 y de su mutante en TRR1 en
placas de YPD con 2, 3y 4 mM de H,0,, agente oxidante que activa mecanismos de regulaciéon
como los sistemas TRX y glutation, y también la regulacion de la ruta de las pentosas fosfato.
Como se puede observar en la Figura 3.1, a 3 mM hay un pequefio crecimiento en trriA que
desaparece a concentraciones de 4mM, lo cual confirma la relevancia de esta proteina en la
respuesta a estrés oxidativo en este fondo genético.
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YPD H20.

2mM 3mM 4mM

trri

E

Figura 3.1 Crecimiento de la cepa vinica C9 y su mutante en la tiorredoxina reductasa 1 en estrés

oxidativo por H,0,. Goteos en placas de medio rico con diferentes concentraciones del oxidante H,0,,
2,3y4 Mm.

Se ha descrito que, en los mutantes trxIAtrx2A y trrlA, los niveles proteicos de la
peroxirredoxina Tsalp son altos, debido a la activacion constitutiva del factor transcripcional
Yaplp (Grant, 2008).En la Figura 3.2 se muestran los niveles de Tsalp en el mutante trriIA en
la cepa vinica C9 en presencia de estrés oxidativo por H,0, 0,6 mM durante 15 y 30 minutos
de crecimiento en medio liquido SC. Como se puede observar, el mutante de la tiorredoxina
reductasa presenta un mayor nivel de proteina Tsalp, pese a lo cual el mutante es sensible al

oxidante (Figura 3.1), lo cual reafirma que Trrlp es la principal fuente de poder reductor para
la reactivacion funcional de Tsalp.

t0 t15 t30 Minutos H,0,
0,6 mM
_-
- - Tsalp

Figura 3.2 Niveles de la peroxirredoxina Tsalp en el mutante trr1A en la cepa C9. Cuantificacién

mediante western blot de la proteina Tsalp en el mutante trr1A en condiciones de estrés oxidativo por
H20..
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3.1.2 Medida de las especies reactivas del oxigeno por citometria de flujo

Se utilizé la cepa de laboratorio BQS252 para comparar dos fondos genéticos diferentes.
Los ensayos de citometria de flujo se realizaron con esta cepa. Para determinar el impacto de
la deleciéon de TRR1 en el estado redox celular se midié por citrometria de flujo el porcentaje
de células con especies reactivas del oxigeno, en la cepa mutante trr1A vy la cepa silvestre en
estado exponencial y en estado estacionario, tal como se describe en el apartado 5.2.3 de
Materiales y Métodos.

En la Figura 3.3 se representa un diagrama de barras con los resultados obtenidos,
mostrando el porcentaje de células con ROS en las dos cepas de estudio. Como se observa, el
mutante trr1A en fase exponencial de crecimiento presenta menor porcentaje de células con
ROS que la cepa silvestre, resultado sorprendente ya que la falta de actividad de Ia
tiorredoxina reductasa 1 deberia provocar una mayor cantidad de células oxidadas. La
explicacion de este fenotipo podria estar ligada al aumento de la cantidad de Tsalp descrito en
el apartado anterior (Figura 3.2), que deberia obtener necesariamente su poder reductor de
otra fuente. En estado estacionario la acumulacion de ROS es mayor, de forma consistente con
el metabolismo respiratorio caracteristico de esta fase, y en estas condiciones, las diferencias
entre la cepa silvestre y el mutante trr1A no son significativas.
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Figura 3.3 Medida de células con especies reactivas del oxigeno. Se midié mediante citometria de flujo
la cantidad de células con especies reactivas de oxigeno (ROS) en estado de crecimiento exponencial
(exp) y en estacionario (est) en la cepa silvestre (negro) y el mutante trriA (morado) en la cepa de
laboratorio BQS252. Se realizaron tres réplicas de cada uno de los experimentos y se muestran las
medias y las desviaciones tipicas.
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3.1.3 Niveles de Glutation

El glutatién, como se ha comentado en la Introduccidn, es un tripéptido que actua
fundamentalmente como detoxificador de las especies reactivas del oxigeno. La homeostasis
del glutatidn es indispensable para la célula, ya que diversos factores que aumentan el nivel de
estrés mediante la produccién de ROS alteran la relacion glutation reducido/glutatién oxidado
(GSH/GSSG). Se ha mostrado el papel de glutatién como molécula protectora a través de la
unién a los grupos tiol de las cisteinas, en una modificacion postraduccional que se llama
glutationilacién. Se decidié estudiar el efecto de la delecién de la tiorredoxina reductasa en los
niveles de glutation, tanto total como reducido y oxidado, asi como los niveles de glutatiéon
unido a la proteina. Se midié los niveles de glutation en medio minimo completo, en fases
exponencial y estacionaria, en la cepa silvestre C9 y en el mutante en TRR1 (Figura 3.4). Se ha
descrito que los niveles de glutation total son mas elevados en fase exponencial en medio YPD,
debido a que durante la fermentacién de la glucosa, se produce un compuesto téxico,
metilglioxal, cuya detoxificacion es dependiente de GSH, siendo necesario un aumento en los
niveles de GSH total en estas condiciones (Aguilera and Prieto, 2004; Martins et al., 2001b).
Como se puede observar en la Figura 3.4 A, en fase exponencial en medio SC, la cepa silvestre
tiene una media de 18nmoles/mg célula de GSH total que disminuye a 10nmoles/mg célula en
estado estacionario. Sin embargo, en el mutante en la TRR1, no ocurre lo mismo. En fase
exponencial trr1A tiene unos niveles de GSH total de 7 nmol/mg célula mientras que en fase
estacionaria, aumenta muchisimo los niveles (25 nmol/mg célula). Este aumento del GSH total
en el mutante trr1A indica una deficiencia en la regulacion de la homeostasis del GSH. En fase
exponencial en SC, hay también mas glutation oxidado que en fase estacionaria en la cepa
silvestre. Se estudid la relacién GSH/GSSG siendo mayor en estado estacionario,debido en
parte, a esos mayores niveles de glutatién total. En el caso del mutante trr1A, hay un gran
aumento del GSSG en estado estacionario y aunque también aumenta la forma reducida GSH,
la relacién GSH/GSSG disminuye, lo que haria que las tiorredoxinas no dispongan del nivel de
poder reductor necesario para realizar su ciclo catalitico y, como consecuencia, ciertas
proteinas dependientes de ellas presentarian un defecto en su actividad en el mutante trrIA.

Los productos toxicos de la fermentacion de la glucosa y de la respiracion tras el
cambio diauxico no se eliminarian correctamente en el mutante trr1A, de manera, que en fase
estacionaria, se acumularian desencadenando un aumento en el nivel de GSSG y, como se
muestra en la Figura 3.4, un descenso de la relacién GSH/GSSG. Estos resultados parecen
sugerir un papel de Trrlp en la regulacion de la sintesis de glutation, mientras que los niveles
de las dos formas de la molécula redox y su relaciéon en el mutante trr1IA no reflejan la
eliminacion de la funcién antioxidante, al menos en fase exponencial de crecimiento. Como se
verd en el siguiente capitulo, los resultados obtenidos con el mutante trrlIA no son
coincidentes con los de la doble delecién de los genes TRX1 y TRX2, como cabria de esperar de
su actividad tiorredoxina reductasa.
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Debido al papel, anteriormente mencionado, de las tiorredoxinas como
deglutationiladoras y debido a que Trrlp es la donadora de poder reductor de estas proteinas,
se estudid el efecto de la delecién de TRR1 en los niveles de glutatién unido a la proteina, que
se muestra en la Figura 3.4B para la cepa silvestre y en el mutante trr1A en fase exponencial y
estacionaria en medio SC.
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Figura 3.4 Indicadores de estado redox. Medida del glutatién total, glutation oxidado y reducido y la
relacion entre glutatién reducido y oxidado en dos fases de crecimiento, exponencial y estacionaria, en
medio minimo completo SC en la cepa industrial C9. Se representan los nmoles de glutatiéon por mg de
proteina (A). Medida del glutation unido a proteina en fase exponencial y estacionaria (B). Las medidas
se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.

Como se puede observar, en fase exponencial el mutante en TRR1 presenta un mayor
nivel de glutatidon unido a proteina, lo que podria sugerir un defecto en la maquinaria de
desglutationilacidn, supuestamente ligada a la menos actividad de las tiorredoxinas citosodlicas
dependientes de Trrlp. En estos experimentos, no podemos afirmar si dichas proteinas
glutationiladas se han formado de novo durante el crecimiento exponencial del cultivo o
proceden de proteinas glutationiladas durante la fase estacionaria del precultivo anterior.
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El nivel de glutationilacion en la cepa silvestre apenas aumenta al entrar en fase
estacionaria, lo cual sugiere que la glutationilacidn, en este fondo genético (C9) y/o en medio
SC, no esta ligada a fase estacionaria. En fase estacionaria no existen diferencias entre la cepa
silvestre y el mutante trr1A, indicando que los mecanismos de deglutationilacion no estan
operativos en estas condiciones o no son estrictamente dependientes de Trrlp.

3.1.4 Niveles de actividad catalasa

Las catalasas son proteinas ubicuas con grupo hemo que catalizan la descomposicién del
H,0, en agua y una molécula de oxigeno. En S. cerevisiae hay dos catalasas, codificadas por los
genes CTA1y CTT1, la catalasa A (peroxisomal) y la catalasa T (citosdlica) respectivamente. Las
catalasas, junto con las glutatiéon peroxidasas, son responsables de la eliminacion del H,0,
formado en las células. Una mayor eficiencia catalitica es requerida para prevenir el dafio
oxidativo en crecimiento aerdbico. Por esta funcion, se midié la actividad catalasa total en la
cepa silvestre y en el mutante de delecidon en TRR1 en fase exponencial y fase estacionaria,
obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 3.5. Se observa que los niveles de
catalasa en fase exponencial en SC en el mutante trr1A son 6 veces mas altos que en la cepa
silvestre. Este aumento de la actividad catalasa podria ser un mecanismo de compensacién de
la ausencia de TRR1 y consiguiente disminucién de la actividad de las tiorredoxinas en un
crecimiento fermentativo y refleja una fuerte activacién de la respuesta antioxidante en
condiciones en las que normalmente no es requerida. En fase estacionaria, sin embargo, se
observa el esperable aumento de la actividad catalasa en la cepa silvestre, al pasar a unas
condiciones de mayor estrés oxidativo por activacién del metabolismo respiratorio, pero no
en mutante trr1A que mantiene el ya elevado nivel de la fase exponencial. Este resultado es
consistente con datos previos de nuestro grupo que demuestran que una actividad basal
elevada de actividades antioxidantes, en condiciones de bajo o nulo estrés oxidativo, puede
prevenir su posterior induccién al someter a estrés intenso y resultar perjudicial para la
supervivencia en esas condiciones (Gamero-sandemetrio et al., 2013; Gamero-Sandemetrio et
al., 2014).

Debido al incremento en la actividad catalasa en el mutante trr1IA en medio SC durante el
crecimiento exponencial, se midid también su actividad catalasa en medio rico con 2% de
glucosa, YPD, en fase exponencial, observandose que los niveles de catalasa aumentan mas de
10 veces con respecto a los niveles de catalasa de la cepa silvestre (datos no mostrados). Asi
pues, este efecto es probablemente debido al estado metabdlico en la fase exponencial de
crecimiento en glucosa 2% y no a la riqueza del medio. Se ha descrito que en ausencia de
TRR1, se produce la acumulacién de Yaplp en el nucleo y la sobreexpresion de un grupo de
oxidorreductasas reguladas por este factor transcripcional, y varias evidencias sugieren que
son las tiorredoxinas oxidadas que se acumulan en el mutante trrIA las que actdan como
activadoras clave de Yaplp (Ragu et al., 2014).
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Figura 3.5 Medida de la actividad catalasa en el mutante trriA. Se determind la actividad catalasa total
de la cepa silvestre y el mutante trr1A en fase exponencial y en fase estacionaria en medio minimo
completo SC. Se representa en unidades de actividad, U, por mg de proteina. Las medidas se realizaron
por triplicado y se muestra las medias y la DT.

3.2 Crecimiento y longevidad cronoldgica del mutante trr1A en cepas vinicas

Para estudiar el efecto de la delecion de TRR1 en crecimiento y LC se realizé un
experimento en mosto natural, Figura 3.6 A, representado por unidades formadoras de
colonias por mL a lo largo del tiempo de fermentacion.

Para continuar con la caracterizacién del mutante en la tiorredoxina reductasa en la cepa
vinica C9 se disefaron experimentos de envejecimiento en medio minimo completo SC y en
vinificacidon en mosto natural, como los ya descritos a lo largo de los capitulos anteriores. La
Figura 3.6 muestra los resultados de dichos experimentos, donde se observa que el mutante
trr1A presenta un defecto en el crecimiento en mosto natural respecto de la cepa silvestre C9
(Panel A). Como se verd mas adelante, en el Capitulo 4, el doble mutante en las tiorredoxinas
tanto en mosto sintético como mosto natural (4.2 y 4.3) también presenta un menor
crecimiento. Como se ha comentado en la Introduccion, las tiorredoxinas regulan la reduccion
de la ribonucleétido reductasa, RNR, implicada en la sintesis de dNTPs. En ausencia de la
tiorredoxina reductasa, las tiorredoxinas no tendrian fuente de poder reductor y no podrian
reducir a la RNR que se encontraria totalmente oxidada y no podria sintetizar dNTPs, lo que
podria contribuir, junto con otros muchos efectos, a dicho defecto en el crecimiento tanto del
mutante simple trr1A como del doble trx1Atrx2A.
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En la Figura 3.6B se muestras las curvas de supervivencia en mosto natural. Como se
puede observar, a pesar de alcanzar una menor densidad celular, el mutante trr1A presenta
una supervivencia, o longevidad cronolégica, similar a la cepa silvestre. En la Figura 3.6C se
muestra el perfil de consumo de azicares reductores a lo largo de la vinificacién, donde se
puede ver que no hay diferencias significativas entre el mutante trr1A y la cepa silvestre.

Dado que el mutante trr1A presenta una cinética normal de consumo de azUcares a pesar
de alcanzar menor densidad celular que la cepa silvestre, se estudié también su capacidad
fermentativa en medio YPGF, un medio rico con cantidad de azucares fermentables similar a la
del mosto natural, tal como se muestra en los apartados 2.2.1 y 5.1.4 de Materiales y
Métodos, tanto al inicio como a las 24 h de crecimiento en este medio. Como se puede
observar no hay diferencias entre la capacidad fermentativa del mutante trr1A y la de la cepa
silvestre en las primeras 8 horas de crecimiento en YPGF (Panel D), sin embargo, el mutante
trr1A tiene una mayor capacidad fermentativa que la cepa silvestre cuando se mide durante
8h a partir de las 24 h de crecimiento en medio YPGF (Panel E).

Respecto del envejecimiento en medio SC, el mutante trrlA presenta una menor
longevidad cronoldgica que la cepa silvestre (Figura 3.6F) en estas condiciones de metabolismo
predominantemente respiratorio, tras el cambio diauxico que ocurre después de la fase
exponencial de crecimiento predominantemente fermentativo. La acumulacion de ROS
durante la respiracién del etanol y su defecto en la detoxificacion podrian explicar la caida en
la viabilidad del mutante trr1A en fase estacionaria en medio SC.
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Figura 3.6 Comportamiento del mutante de la tiorredoxina reductasa 1 en fermentacion en mosto
natural y en envejecimiento en medio minimo completo SC. Curva de crecimiento de la cepa silvestre
C9 vy del mutante trr1A, expresado en unidades formadoras de colonia por mL por recuento en placa a
distintos tiempo de fermentacién (A). Curvas de supervivencia tomando el dia 4 de crecimiento del
panel A como 100% de viabilidad (B). Perfiles de consumo de azlcares reductores durante el proceso
fermentativo, expresado en g/L (C). Capacidad fermentativa en las primeras 8 horas de crecimiento en
medio YPGF medida en mL de CO, por ml y por nimero de células (D). Capacidad fermentativa medida
durante 8 h a las 24 horas de crecimiento en el medio YPGF. Curva de supervivencia en medio minimo
completo (F). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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3.3 Interaccion entre TRR1y TOR1 y su papel en el envejecimiento cronoldgico

Existe una acumulacién creciente de evidencias que ligan el estado redox celular con
ciertos procesos regulados por nutrientes, como la autofagia, y se ha demostrado, que el uso
de agentes oxidantes, como la diamida, activan este proceso, corroborando que cambios en el
estado redox de los grupos tiol contribuye a su activacion (Desideri et al., 2012). La autofagia,
como se ha comentado en la Introducciéon y en los Capitulos 1 y 2, es esencial para el
mantenimiento de la homeostasis celular durante el ayuno de nutrientes y contribuye también
a la eliminacién de orgdnulos dafiados, proteinas mal plegadas y agregados proteicos. Defectos
en la maquinaria autofdgica pueden desembocar en diversas patologias en organismos
superiores, asi como en enfermedades neurodegenerativas y cancer (Levine et al., 2008).
Scherz-shouval y colaboradores (2007), han demostrado que las ROS juegan un papel esencial
en la autofagia inducida por el ayuno, papel mediado por Atg4p, una proteina implicada en los
pasos iniciales de la formacién del autofagosoma, que ademads tiene una actividad
dependiente de estado redox (reducido activa, oxidado inactiva) y del sistema tiorredoxina, de
manera que en un mutante trx1Atrx2A presenta alteraciones de la autofagia (Desideri et al.,
2012). Se ha demostrado que los altos niveles de glutatién intracelular podrian conducir la
respuesta autofagica a varios niveles, y también el papel del glutatidon en la regulacion de la
mitofagia en levaduras. Se ha visto (Desideri et al., 2012) que el tratamiento con rapamicina
aumenta los niveles de glutatidn total, altera el estado redox e induce la autofagia a través de
los niveles de H,0,. Se demostré también que la glutationilacion de proteinas contribuye
sinérgicamente a la modulacidn de la autofagia por cambio en el estado redox celular hacia
condiciones mas oxidantes.

3.3.1 Crecimiento de los mutantes del sistema TRX en presencia de rapamicina

Debido al posible papel que juega el estrés oxidativo en la autofagia, a través de TORC1,
se decidid realizar un estudio del crecimiento de mutantes en las diferentes proteinas del
sistema tiorredoxina en la cepa C9 en presencia de rapamicina. Se delecionaron los genes
TRX1 y TRX2 en la cepa haploide industrial C9 tanto individual como conjuntamente para
obtener los mutantes simples y el doble mutante trxIAtrx2A. A continuacidn se realizaron
goteos en placas de YPD con 100nM de rapamicina, obteniéndose los resultados que se
muestran en la Figura 3.7 A. En contra de lo esperable a partir de datos bibliograficos sobre los
mutantes en las tiorredoxinas 1y 2 y su relacién con la autofagia a través de Atgdp, el doble
mutante trxI1Atrx2A en la cepa C9 no presenta un crecimiento diferente a los de la cepa
silvestre y de los mutantes simples trxIA y trx2A en presencia de rapamicina. Sin embargo, el
mutante trr1A presenta un defecto claro de crecimiento. Una vez mas, el fenotipo del mutante
trr1A difiere del fenotipo del doble mutante trx1Atrx2A, lo que sugiere que Trrlp tiene otras
funciones, todavia desconocidas, independientes de la regulacidon del sistema tiorredoxina.
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Figura 3.7 Respuesta de crecimiento de mutantes del sistema TRX a la inhibicion de TOR1 con

rapamicina. Goteos en placa de YPD y de YPD con rapamicina 100nM de la cepa C9 y de mutantes en
genes del sistema TRX y en TOR1.

Se decidié repetir los goteos, esta vez utilizando como control negativo el mutante de
delecién en TOR1, y también el mutante de la peroxirredoxina citosdlica Tsalp, que requiere
del poder reductor de Trrlp. En la Figura 3.7 B se recogen los resultados de los nuevos goteos.
El mutante en TSA1, como los de las tiorredoxinas, no es sensible a rapamicina, pero si lo es el
mutante trr1A, reincidiendo en que este es un efecto especifico de Trrlp. Como se puede
observar, el mutante en TRR1 se comporta igual que el mutante en TOR1. Debido a este
fenotipo, se estudid la relacién entre TOR1 y TRR1, con el fin de investigar las posibles

conexiones genéticas que expliquen el defecto de crecimiento del mutante trr1A en presencia
de rapamicina.
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3.3.2 Crecimiento de los mutantes del sistema TRX y en TOR1 en presencia del agente
reductor DTT

Se realizaron goteos en placas de YPD con DTT 1mM, como agente reductor, en placas con
rapamicina 100nM y en placas con rapamicina y DTT 1mM, para dilucidar si el fenotipo de
sensibilidad a rapamicina del mutante trr1A puede ser suprimido con un agente reductor que
corrija el exceso de estrés oxidativo. En este experimento se utilizd tanto la cepa industrial
como la cepa de laboratorio para ver si el defecto observado es comun en diferentes fondos
genéticos. Como se observa en la Figura 3.8, en placas en presencia del reductor DTT 1Mm no
hay diferencias en el crecimiento respecto de lo observado en YPD, tanto en los mutantes
construidos en la cepa industrial C9 como en cepa de laboratorio, lo que permiten concluir
que los fenotipos observados son independientemente del fondo genético.

En placas con rapamicina 100Nm, el mutante torlA y el mutante trr1A en la cepa
industrial y en la de laboratorio tienen un defecto en el crecimiento. En presencia simultanea
de DTT y rapamicina, los mutantes trr1A no presentan reversion de su fenotipo de crecimiento
deficiente en presencia de rapamicina, lo que permite concluir la existencia de una interaccion
fisica y/o genética entre TRR1 y TOR1, como se ha observado en experimentos anteriores, y no
debida a estrés oxidativo interno que, de manera indirecta, podria causar ese fenotipo.
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Figura 3.8 Crecimiento en presencia del inhibidor de TOR1, rapamicina, y de un reductor, DTT. Goteos
en placas de YPD, de YPD con Rapamicina 100nM, de YPD con DTT 1 mM, asi como de YPD con la
combinacién de ambos compuestos, de mutantes del sistema TXR y en TOR1 en la cepa vinica industrial
C9y en cepa de laboratorio.
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3.3.3 Medida de ROS en el mutante trr1A en presencia de rapamicina

Para descartar que el efecto observado en el mutante trr1A en presencia de rapamicina
se deba a una consecuencia indirecta del aumento del estrés oxidativo en esta cepa, no
corregible por la adicion de DTT en el medio de cultivo, se midié la acumulacién de ROS por
citémetria de flujo en la cepa de laboratorio, tal y como se hizo en el Apartado 3.2.3 (Figura
3.3). Como se observa en la Figura 3.9, no hay un aumento de ROS en presencia de rapamicina
100mM, ni la cepa silvestre ni en el mutante trr1A, todo lo contrario, los niveles de ROS son
incluso menores que en la cepa silvestre. Esto confirma que la inactivacién de TORC1 no
genera un aumento intracelular de ROS y que, por tanto, el defecto de crecimiento del
mutante trr1A en presencia de rapamicina no se debe a un efecto indirecto causado un mayor
estrés oxidativo.
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Figura 3.9 Medida de células con especies reactivas del oxigeno en presencia y ausencia de rapamicina
en la cepa silvestre C9 y en el mutante trr1A. Se midié, mediante citometria de flujo, la cantidad de
células con especies reactivas de oxigeno en estado de crecimiento exponencial (exp) y en presencia de
rapamicina (rapa) en la cepa silvestre (negro) y el mutante trr1A (morado). Se realizaron tres réplicas de
cada uno de los experimentos y se muestran las medias y las deviaciones tipicas.

3.3.4 Influencia de la conexion TOR1-TRR1 en el crecimiento y en la longevidad

Para ahondar en el estudio de la conexién entre la ruta TORC1 y TRR1 se analizé la
potencial interaccidon genética y su influencia en el crecimiento y en el envejecimiento en
mosto sintético (para comparar crecimiento en dos mostos diferentes, natural, Figura 3.6 Ay
sintético) y en medio minimo completo SC sin y con limitacion de nitrégeno. En la Figura 3.10
se muestra los resultados de los experimentos de vinificacion en mosto sintético de los
mutantes simples en TRR1 y TOR1 asi como el doble mutante trr1Ator1A en la cepa industrial
haploide C9.
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En el panel A, se muestra el crecimiento a lo largo del proceso fermentativo, donde se
puede observar que el mutante trr1A presenta un crecimiento similar al de la cepa silvestre en
los primeros momentos, para después presenta recuentos inferiores al igual que ocurria en
mosto natural (Figura 3.10A). El mutante tor1A tiene un mayor crecimiento en mosto sintético
y el doble mutante trr1AtorlA presenta un pico temprano de crecimiento con el nimero
maximo de unidades formadoras de colonia mas que el resto de las cepas, pero que cae muy
rapidamente en los primeros dias de crecimiento. En el panel B, se muestran las curvas de
supervivencia en estado estacionario, utilizando el dia 3 de crecimiento de panel A como 100%
de viabilidad. Como se observa, el mutante trr1A presenta una longevidad cronolégica menor
que la cepa silvestre, el mutante torlA tiene una longevidad cronolégica similar a la cepa
silvestre y el doble mutante trr1AtorlA presenta la menor longevidad cronoldgica, inferior
tanto a la de la cepa silvestre como a la de los dos mutantes simples. El patrén de interaccidn
genética es complejo, ya que la doble mutacidn promueve un mayor crecimiento celular
maximo, superior al provocado por la mutacion torlA, y también un envejecimiento muy
rapido, mas que el provocado por la mutacion trriA.
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Figura 3.10 Conexion entre TRR1 y TOR1 en fermentacién en mosto sintético. Crecimiento de los
mutantes trriA, tor1A vy doble trr1Ator1A en mosto sintético. Se representa las unidades formadoras de
colonia por mL a lo largo del proceso fermentativo (A). Curvas de supervivencia en mosto sintético
tomando el dia 4 del panel A como 100% de viabilidad (B). Consumo de los azlcares reductores a lo
largo de la fermentacion (C).Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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El seguimiento de las vinificaciones mediante las cinéticas de consumo de azucares
reductores (Panel C) muestra que el doble mutante trr1AtorlA los consume mas rapidamente
en los primeros dias, lo que podria explicar el rapido y alto crecimiento al principio, aunque
posteriormente se ralentiza y se retrasa, posiblemente como consecuencia de su rapida
pérdida de viabilidad. El resto de cepas no presentan diferencias significativas en el consumo
de los azucares reductores. Se realizé ensayos de envejecimiento con y con 1/25 de nitrégeno
para estudiar la influencia de la disponibilidad de nitrégeno en la conexidn entre TRR1 y TOR1.
Los resultados se representan en la Figura 3.11. En el Panel A, se muestra la curva de
envejecimiento en condiciones estandar en medio SC tomando el dia 3 de crecimiento como
100% de viabilidad. Al igual que se observaba en los experimentos del Capitulo 1, Figura 1.7B,
el mutante tor1A presenta una ligera extensién de longevidad cronoldgica y el mutante trriA,
una disminucién de longevidad cronoldgica, respecto de la cepa silvestre. El doble mutante
trrlAtorlA presenta un fenotipo de envejecimiento en SC mds erratico, en ocasiones
intermedio entre la cepa silvestre y el mutante trr1A, aunque mas cercano a este ultimo y
siempre con menos supervivencia que la cepa silvestre. En la figura B se muestras las curvas de
supervivencia en medio minimo completo SC con 1/25 de fuentes de nitrégeno asimilables,
para causar un ayuno de nitrégeno sin inducir malnutricién, donde el 100% de viabilidad
corresponde al dia 7 de crecimiento. Como se puede observar, el mutante tor1A presenta una
longevidad ligeramente inferior, lo que sugiere que el cambio en la proporcién
carbono/nitrégeno en el medio altera la LC de este mutante como ya se observd en los
experimentos descritos en el Capitulo 1 en el caso de la delecidn del gen SCH9. En estas
condiciones, el mutante trrIA y el doble mutante trriAtorlA acortan su longevidad
drasticamente de forma similar.
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Figura 3.11 Conexion entre TRR1 y TOR1 en experimentos de envejecimiento. Curvas de supervivencia
de la cepa silvestre C9 y de los mutantes simples trrl1A y torlA y doble trr1A torlA en medio minimo
completo SC (A). Curvas de supervivencia en medio minimo completo SC con 1/25 de nitrégeno
asimilable (B). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la DT.
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El analisis conjunto de los dos experimentos de envejecimiento en medio SC sin y con
limitacién de nitrégeno permite concluir que el efecto de la mutacién trr1A es mas acusado y
predominante, especialmente en SC 1/25, sugiriendo que la funcién de Trrlp tiene mayor
impacto para la longevidad cronoldgica en estas condiciones de cultivo, fundamentalmente
respiratorias, que la de TOR1, lo que resulta coherente en el crecimiento en un medio con
limitacidn de nitrégeno, donde la actividad de TORC1 cesa rdpidamente. Por lo que tanto en
mosto sintético (Figura 3.10) como en mosto natural (Figura 3.6) trr1A tiene un menor nimero
de colonias por mL, es decir, tiene un menor crecimiento que la cepa silvestre. Este menor
crecimiento no se traduce en una caida drdstica de la LC ni en un defecto en el consumo de los
azucares. Por lo que, en condiciones predominantemente fermentativas trr1A tiene un defecto
de crecimiento que podria estar justificado por un defecto en condiciones de ayuno de
nitrégeno. La tiorredoxina reductasa es la que proporciona poder reductor en forma de
NADPH a las tiorredoxinas citosdlicas para que éstas modulen la actividad de ciertas proteinas
como la actividad de la ribonucleétido reductasa (RNR). La deficiencia de crecimiento del
mutante trr1A podria explicarse por la deficiencia en la produccién de dNTPs y division celular.
El mutante torlA tiene un crecimiento mayor que la cepa silvestre y su LC excepto en algunos
puntos, es similar al de la cepa silvestre. TOR1 es necesario para la division celular y el
crecimiento. En ausencia de TOR1 se activan mecanismos de supervivencia celular como la
autofagia. En condiciones de vinificacién no hay diferencias importantes en el mutante torlA.
En cuanto al doble mutante trr1AtorlA tiene una LC inferior al resto de cepas indicando que
en condiciones de ayuno de nitrégeno la ausencia de TORI1 junto con TRR1 dificulta la
capacidad de respuesta a este estrés y hace que su viabilidad se reduzca.

En medio SC donde hay un metabolismo respiratorio importante al final de la
fermentacién de los azlcares el comportamiento de las cepas es diferente. Por un lado, trriA
tiene una LC reducida que podria ser debido a la acumulacién de ROS durante la fase de
respiracion que, aunque los niveles de Tsalp son altos y no hay una mayor cantidad de ROS en
el mutante trr1A, no es suficiente para extender la LC. Este defecto en la LC en el mutante
trr1IA es mucho mas extenso en condiciones de ayuno de nitrédgeno por lo que también estd
implicada la respuesta a nutrientes. En cuanto al mutante torIA tiene una pequeia extension
de la LC en medio SC mientras que en condiciones de ayuno de nitrégeno esto no ocurre. El
doble mutante se comporta de manera similar al trriA.

3.3.5 Respuesta a la inhibicidn de la sintesis de aminoacidos

Para continuar con el estudio de la conexién entre la ruta TORCI1 y Trrlp, se analizé el
crecimiento de la cepa silvestre C9 y de los mutantes simples tsalA, torlA, trr1A y sch9A y
dobles de trr1A con torlA, sch9A y tsalA, en presencia de compuestos que provocan ayuno
intracelular de nitrégeno mediante goteo en placas de medio minimo SD con dichos
compuestos. El uso del medio SD en estos experimentos es necesario para poder observar
deficiencias de crecimiento ocasionadas por ayuno intracelular de aminoacidos.
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El objetivo de estos experimentos es analizar el efecto de la mutacién trriA, sola y
combinada con las otras, en funcidon del compuesto presente en el medio para poder extraer
informacién de la relevancia de la funcién de Trrlp y de sus conexiones con las rutas de
respuesta a estrés oxidativo y a la limitacién de nitréogeno en las que estan implicadas las
demas mutaciones analizadas. En la Figura 3.12 A se muestran los resultados de los goteos
realizados.

En primer lugar se utilizé sulfoximin L-metionina (MSX), un inhibidor de la enzima
glutamina sintetasa que provoca restriccion dietaria intracelular de glutamina y, esta, una
inactivacién parcial de TORC1 (Crespo et al., 2002). En presencia de MSX se observa que el
mutante en TRR1 es mas sensible que el resto de las cepas y es incapaz de crecer. La ausencia
de fenotipo claro del mutante TOR1 indica que probablemente TOR2 es capaz de suplir su
ausencia para dar suficiente cantidad del complejo TORC1. Se observa defecto de crecimiento
del resto de mutantes simples y también de la cepa silvestre, pero Unicamente el mutante
trr1A presenta defecto completo de crecimiento. Si observamos los dobles mutantes, el efecto
de la mutacién en TRR1 no se revierte con las mutaciones adicionales de tor1A, sch9A y tsalA,
y los dobles mutantes combinados muestran practicamente nulo crecimiento como el mutante
simple trr1A. El MSX es un compuesto, como se ha comentado a través de la inactivacion
parcial de TOR1 mediante el ayuno de glutamina (fuente de nitrégeno preferente de la
levadura), activa la transcripcion de tres factores de transcripcidn, GIn3p, Rtglp y Rtg3p. Por lo
que, el defecto de crecimiento del mutante trr1A podria ser por el defecto en la actividad del
complejo multidominio TORC1/C2. Se utilizé también 3AT, 3-amino-1, 2,4-triazol, un inhibidor
competitivo de la imidazol glicerol fosfato deshidratasa codificada por el gen HIS3, que inhibe
la sintesis de histidina provocando un ayuno intracelular de este aminodcido y activando la
ruta GAAC. En los goteos en medio SD con 3AT 10Mm no hay diferencias significativas en el
crecimiento en presencia de ayuno de histidina en los mutantes simples ni en los mutantes
dobles aunque los mutantes combinados con la deleciéon de TOR1 y SCH9 tienen un defecto de
crecimiento no muy acusado. Es decir, el mutante trr1A tiene un defecto en MSX que es un
compuesto que actlia via TOR1 mientras que otros inhibidores de la sintesis de aminoacidos
como el 3AT actuan a nivel del factor de transcripcidon Gendp corroborando que TRR1 tiene una
conexién en la respuesta a la disponibilidad de nutrientes via TOR1.
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Figura 3.12 Respuesta al ayuno de nitrégeno. Crecimiento de los mutantes simples tsalA, torlA, sch9A
y trr1A asi como de los dobles mutantes trr1AtsalA, trr1Ator1A 'y trr1Asch9A en goteos en placa medio

minimo SD con el L-metionina-S-sulfoximina (MSX) 100mM, 2,4-triazol (3AT) 10mM y rapamicina 100nM
(A) y con sulfumeturdn metil (SM) 1pg/ulL (B).

Se realizaron goteos en medio SD con rapamicina 100nM. Se repite el mismo fenotipo que
se observa a lo largo de todo el capitulo, el mutante trr1A y por lo tanto los mutantes dobles
de tsalA, torlA, sch9A tienen defecto de crecimiento en rapamicina. Para ampliar el espectro
de compuestos inhibidores de rutas biosintéticas especificas, se probé otro compuesto, el
sulfumeturén metil, SM, un potente inhibidor de la acetolactato sintetasa y, por tanto, de la
sintesis de aminoacidos de cadena ramificada (isoleucina, leucina y valina), Figura 3.12 B.
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Se ha descrito que la exposicién de levaduras a SM disminuye el crecimiento en un 40%,
activandose genes de biosintesis de aminoacidos y cofactores, y reprimiéndose enzimas
glicoliticas y proteinas ribosomales, efectos equivalentes a los causados por la inhibicion de la
ruta TORC1 (Jia et al., 2000). Como se observa en la Figura 3.13, no hay diferencias muy
importantes. trr1A presenta un menor crecimiento en presencia del compuesto SM y excepto
tor1A, todos los mutantes combinados con la mutacién trr1A presentan un defecto en el
crecimiento. Se vuelve a corroborar que TRR1 esta conectado con TOR1 y que en condiciones
de ayuno de nitrégeno por glutamina y por los aminodcidos de cadena ramificada (todos a
través de la ruta TORC1) el mutante trr1A tiene un defecto de crecimiento de manera que, el
defecto de crecimiento mayor en el mutante trr1A podria indicar que TRR1 tiene un papel
regulando la estabilidad del complejo multidominio TORC1/C2.

El analisis conjunto de los ensayos de crecimiento de los mutantes en presencia de
compuestos que producen diferentes efectos en la disponibilidad de nitrégeno muestra, por
primera vez, que la tiorredoxina reductasa no sélo tiene un papel importante en la célula en
condiciones de ayuno de nitrdgeno, sino que ese papel es selectivo y diferencial segun la
alteracion metabdlica y las consecuencias sefializadoras especificas del ayuno de nitrégeno.
Asi, Trrlp juega un papel en condiciones de ayuno de glutamina y de aminoacidos ramificados,
provocados por el MSX y el SM, respectivamente, y que operan a través de la ruta TOR,
mientras que no parece estar implicada en condiciones de ayuno de histidina, provocado por
3-AT, que opera a través del GAAC.

3.3.6 Crecimiento en presencia de cafeina

La cafeina ha sido descrita como un inhibidor de TORC1 con efectos, en S. cerevisiae y en
otros organismos, en procesos celulares relacionados con el crecimiento, morfologia,
integridad celular y ciclo celular, reparacién y recombinacién del DNA, homeostasis del calcio y
también respuesta a estrés oxidativo (Fabre, 1972; Sutton et al., 1991; Costigan et al., 1992;
Castillo et al., 2003; Reinke et al., 2006) . En la levadura S. pombe se ha visto que la actividad
tiorredoxina reductasa controla la actividad del factor transcripcional Paplp, ortdlogo de
Yaplp de S. cerevisiae, a través de su estado de oxidacion y que los mutantes en esa actividad
son resistentes a cafeina debido a la oxidacién constitutiva de Paplp y su localizacidn nuclear
que activa transportadores ABC que incrementan la resistencia a la cafeina (Calvo et al., 2009).
Por ello, se estudié la tolerancia a diferentes concentraciones de cafeina de los diferentes
mutantes en estudio mediante experimentos de goteo en placa, cuyos resultados se muestran
en la Figura 3.13. En placas de YPD con 4 mM de cafeina no hay diferencias significativas en el
crecimiento de los diferentes mutantes, creciendo, incluso, el mutante en tor1A, aunque se ha
descrito que la cafeina inhibe parcialmente a TORC1. A concentracién 10mM de cafeina se
observa ya un defecto de crecimiento en todos los mutantes, siendo mds acusados los de los
mutante tor1A y sch9A. También crecen peor los mutantes simple tsalA (menos afectado) y
trr1A, y los dobles mutantes combinados de trr1A con sch9A, tsalA y torlA, por lo que no se
observa el fenotipo de mayor resistencia a la cafeina descrito para el mutante trriA en S.
pombe.
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Sin embargo, resulta interesante que en todos los goteos en presencia de cafeina, y muy
claramente en 10 mM, se observa un mejor crecimiento del doble mutante tsalAtrrl1A, mejor
que el del mutante simple trr1A, a partir de lo cual habria que concluir que, en ausencia de
tiorredoxina reductasa, la ausencia de la peroxirredoxina Tsalp mejora la resistencia a cafeina.
En los goteos en presencia de 20 mM de cafeina, donde apenas hay crecimiento del resto de
cepas, aln se observa un cierto crecimiento del doble mutante tsalAtrr1A. Aunque no es
posible dar una explicacién molecular precisa a este comportamiento, cabe la posibilidad de
que la ausencia de mecanismos de recuperacién de la forma reducida, funcional, de Tsalp
haga celularmente mas ventajoso no disponer de la peroxiredoxina Tsalp que tener que
gestionar la acumulacién de formas oxidadas, irrecuperables funcionalmente, de la misma.
Esta hipdtesis cuenta con algunas evidencias de apoyo en este trabajo, como, por ejemplo, en
este mismo experimento, el hecho de que el mutante simple tsalA sea menos sensible a
cafeina que el mutante trrlA, o los datos de longevidad cronoldgica de los mutantes puntuales
de la peroxirredoxina Tsalp en envejecimientos en medio SC, que dan una menor LC de los
mutantes puntuales en solo una de las Cys del sitio activo que los mutantes de delecién de
TSA1 (Figura 2.25).
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Figura 3.13 Crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de cafeina. Goteos en placas de
YPD e YPD con concentraciones de cafeina, 4, 10 y 20 Mm, de los mutantes tsalA, torlA, sch9A, trriAy
los dobles mutantes trriAtsalA, trr1AtorlAy trr1Asch9A.
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3.3.7 Autofagia

La activacidn de la autofagia es un consecuencia funcionalmente muy importante de la
carencia de nutrientes. Como ya se ha mostrado en el capitulo anterior, es posible usar una
proteina quimérica de fusion Pgklp-GFP como marcador de la macroautofagia inducida por
ayuno de nitrégeno. En la Figura 3.15 A se observa un andlisis de este tipo en la cepa silvestre
C9y en la cepa mutante trr1A a los 4 dias de cultivo en un medio sin nitrégeno, tiempo que, en
estudios anteriores del laboratorio, ha mostrado ser suficiente para inducir la autofagia. Como
se puede observar en el Panel A, el mutante trr1IA tiene un claro defecto en la autofagia,
cuantificada en solo el 37% en comparacién con la cepa silvestre, que tiene un 50%. Estos
resultados son consistentes con los obtenidos en los experimentos de crecimiento por goteo
en placas con rapamicina, en los que el mutante trr1A tiene un defecto de crecimiento similar
al mutante tor1A (Figura 3.7,3.9y 3.12).
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Figura 3.15 Papel de la tiorredoxina reductasa en autofagia en condiciones de ayuno de nitrégeno.
Western blot de la proteina de fusién PGK1-GFP, como marcador de autofagia, en condiciones de ayuno
de nitrégeno en la cepa silvestre y en el mutante de la tiorredoxina reductasa (A). Western blot de la
autofagia de la construccion PGK1-GFP en condiciones de estrés oxidativo por H,0, 0,4 mM durante 4
horas (B). Se utilizé como control la cepa silvestre C9 sin la etiqueta (mock).

Estudios previos han descrito el papel de las tiorredoxinas citosélicas en la regulacidn de
la autofagia a través de la regulacion redox de Atgdp, proteina importante para la formacion
del autofagosoma. El doble mutante trxIAtrx2A tiene una mayor induccidn de la autofagia en
presencia de rapamicina. Se decidid estudiar el efecto en la autofagia, usando este mismo
marcador Pgklp-GFP, en las condiciones descritas en esos estudios, de estrés oxidativo con
H,0, a 0,4mM durante 4 horas. Como se puede observar en la Figura 3.15 B, no se observa
autofagia de Pgklp-GFP en condiciones de estrés oxidativo, ni en la cepa silvestre ni en el
mutante trr1A, de manera que en estas condiciones, en nuestras cepas, el perdxido de
hidrégeno no es capaz de desencadenar una respuesta autofagica.
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El conjunto de resultados descritos ratifican que el defecto de crecimiento del mutante
trr1A en presencia de rapamicina no se debe a un estrés oxidativo interno debido a la ausencia
de actividad tiorredoxina reductasa, sino que se debe a una interaccién genética y/o fisica
entre TRR1y algin componente de la ruta TORC1.

3.3.8 Fosforilacion de Rps6p

Dado a que el mutante trrIA presenta un fenotipo de crecimiento similar al del mutante
torlA en presencia de rapamicina, se decidié estudiar otra de las dianas de la actividad de
TORC1, la proteina ribosomal Rps6p en dos cepas de levadura, una industrial y una de
laboratorio, y en el mutante trr1A en ambos fondos genéticos.

La fosforilacién de Rps6p es sensible a nutrientes, hormonas, factor de crecimiento y una
variedad de estrés (Meyuhas, 2008) y estd conservada desde levaduras a mamiferos. En
eucariotas superiores, hay 5 sitios de fosforilacion en su extremo carboxilo terminal, de los
cuales dos, las serina 235 y 236 en eucariotas superiores, estdn conservados en levadura
(5232/5233). En levadura, no esta claro si la fosforilacion es a través de Sch9p, o podria ocurrir
a través de Ypk1, 2,3p (Yerlikaya et al., 2015). En todo caso, la fosforilacion de Rps6p indica el
estado activo de TOR. Por ello, se estudidé la fosforilacion de Rpsép en las siguientes
condiciones: fase exponencial de crecimiento en medio minimo SD, fase exponencial de
crecimiento en medio SD sin nitrégeno, fase exponencial de crecimiento en medio SD con
rapamicina y fase estacionaria de crecimiento en SD (24 h) en las cepas silvestres vinica y de
laboratorio, y en sus mutantes en TRR1. La deteccidn se realizé mediante western blot con un
anticuerpo especifico para la fosforilacién en los residuos de serina conservados, 232 y 233,
segln se describe en los apartados 4.1.1 y 4.4.3 de Materiales y Métodos. Como control, se
utilizo la proteina constitutiva Pgklp, tal y como se muestra en la Figura 3.16.

A partir de los niveles de fosforilacion de Rps6p, la inactivacién de TORC1 se observa
claramente en fase estacionaria y a tiempos largos en ayuno de nitréogeno en ambas cepas,
siendo parcial cuando se utiliza rapamicina en tiempos de crecimiento mas cortos. En ambas
cepas silvestres, se produce una defosforilacion de Rps6p de condiciones de crecimiento
exponencial a tratamiento con rapamicina (en C9 se defosforila un 97% y en BQS252 un 99%)
Como podemos observar no hay diferencias de un fondo genético a otro. En el mutante trr1IA
en presencia de rapamicina, la fosforilacidon de las serinas 232 y 233 aumenta respecto de la
cepa silvestre en las mismas condiciones, lo que indica que la actividad TORC1 es mayor, es
decir, que la delecién de TRR1 reduce la inhibicién de TOR por rapamicina, es decir en el
mutante trr1A en la cepa C9 hay un defecto en la defosforilacidn, sélo se defosforila un 67%, y
en el mutante trr1A de la cepa de laboratorio un 20%.

En condiciones de ayuno de nitrégeno (SD-N) hay una defosforilacion de Rps6 ya que la
ruta TOR1 esta inactiva. Este fenotipo es comun tanto en las cepas industriales como en las de
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laboratorio asi como en la cepa silvestre y la cepa mutante trr1A y también ocurre lo mismo en
fase estacionaria (esta).

La diferencia principal en el mutante trr1A respecto de la cepa silvestre es que los niveles
de fosforilacién de Rps6bp en presencia de rapamicina se mantienen préximos a los detectados
en su ausencia (exp), lo que significa que TOR1 no resulta inactivado. El mutante trr1A no es
capaz de crecer en placas con 100 nM de rapamicina y estos experimentos demuestran que la
inactivacién de TORC1 por rapamicina no se produce, lo cual podria producir el defecto de
crecimiento ya que si TOR1 sigue activo aun en presencia de rapamicina en el mutante trr1A
no se activarian los procesos de respuesta a la inhibicion de TOR1 (como la autofagia, Figura
3.15) y esto provocaria un defecto en el crecimiento.
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Figura 3.16 Fosforilacion de Rps6p como medida de la actividad de TOR1 en el mutante trriA.
Western blot para la deteccién de la fosforilacion Rps6p utilizando un anticuerpo especifico de la
fosforilacion de los residuos S232 y S233. En el panel inferior se muestra, como control de carga, la
deteccidn de la proteina constitutiva Pgklp con un anticuerpo especifico.

3.4 Interaccion entre GTR1-TRR1

Con el fin de identificar nuevos mecanismos que liguen Trrlp con la actividad de TORC1 se
buscaron evidencias en la literatura que dieran pistas sobre este posible vinculo. En un
experimento de pull-down con una version etiquetada con TAP de la GTPasa Gtrlp se
indentific6 a Trrlp como parte de un complejo mayor (Bonfils et al., 2012). Como se ha
mencionado en la Introduccién, Gtrlp es una subunidad del complejo GTPasa de TORC],
donde forma un complejo con Gtr2p para el correcto funcionamiento de TORC1. La
localizacién del complejo es vacuolar, requerido para la funcion de Gaplp y para la
microautofagia y se requiere para la localizaciéon del complejo TORC1 en la membrana de la
vacuola (Kira et al., 2016). Ademas, se ha escrito como implicado en el transporte de fosfato y
silenciamiento telomérico (Bonfils et al., 2012).
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3.4.1. Interaccion entre TRR1 y GTR1 y su impacto en la longevidad cronoldgica

Para analizar esta interaccidn in vivo, se construyeron el mutante de delecién en GTR1 y el
doble mutante entre TRR1 y GTR1 en la cepa industrial C9 y se realiz6 un ensayo de
envejecimiento cronoldgico en medio SC de los mutantes simples y doble. En la Figura 3.17 se
representan las curvas de supervivencia tras 3 dias de crecimiento en este medio. Como se
puede observar, el doble mutante trr1AgtrlA presenta una reducida longevidad cronoldgica,
muriendo a dia 5 de envejecimiento. El mutante simple trr1A tiene una longevidad cronoldgica
corta comparado con la cepa silvestre pero mas larga que el doble mutante. El mutante simple
gtr1A tiene una longevidad similar a la de la cepa silvestre. El fenotipo del doble mutante
indica que hay una conexién genética entre TRR1 y GTR1, que provoca un efecto aditivo
respecto al envejecimiento, por ello se decidié estudiar la respuesta de estos mutantes a la
rapamicina.
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Figura 3.17 Conexidn entre TRR1 y GTR1 en envejecimiento cronolégico. Curvas de supervivencia de la
cepa silvestre C9 y de los mutantes trr1A, gtrlA y trrlA gtrlA en condiciones de envejecimiento
tomando el dia 3 de crecimiento como 100% de viabilidad. Las medidas se realizaron por triplicado y se
muestra las medias y la DT.

3.4.2 Interaccidn entre TRR1 y GTR1 y crecimiento en rapamicina

En la Figura 3.18 A se muestra el crecimiento en medio YPD con rapamicina en placa,
donde se observa un defecto de crecimiento tanto en el mutante trrIA como en el mutante
gtriA, completamente incapaz de crecer, asi como el doble mutante trr1AgtriA, lo que impide
detectar ningun efecto aditivo o sinérgico adicionales. Por ello, se realizaron cultivos en medio
liguido en YPD sin y con rapamicina que permitieran detectar diferencias mas sutiles,
obteniéndose los resultados que se muestran en la Figura 3.18B.
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La grafica superior del panel B corresponde al crecimiento en medio YPD liquido, donde se
observa que los mutantes simples no presentan diferencias con respecto a la cepa silvestre,
mientras que el doble mutante trr1Agtr1A tiene un claro defecto de crecimiento en medio rico
YPD.
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Figura 3.18 Conexion entre TRR1 y GTR1 y crecimiento en presencia de rapamicina. Crecimiento e la
cepa silvestre C9 y de los mutantes simples, trrl1A y gtrlA y doble trr1AgtrlA, en placas de YPD en
presencia de 100nM de rapamicina (A) y crecimiento en medio YPD liquido, medido en D.O g a lo
largo de 30 h, tor1A sin (B superior) y con rapamicina (B inferior).

Si observamos el crecimiento en presencia de rapamicina 100nM, en la parte inferior el
Panel B, se observa un defecto de crecimiento en todos los mutantes en comparacién con la
cepa silvestre. El mutante gtr1A es mas sensible a rapamicina que el mutante tor1A, mientras
que el mutante trr1A lo es menos. El doble mutante es practicamente incapaz de dividirse ya
que apenas hay cambio de densidad dptica a lo largo de 30 h de cultivo en YPD con
rapamicina. Estos resultados indican la existencia de una conexion entre TRR1 y GTR1 que hace
que los defectos de crecimiento de ambas mutaciones, aditivos, se agraven en presencia de
rapamicina.
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Como resumen de los resultados obtenidos en las diferentes aproximaciones
desarrolladas en este capitulo con el objetivo de investigar la conexidon de la tiorredoxina
reductasa citosdlica 1, Trrlp, con las rutas de respuesta a estrés oxidativo y de senalizacion de
nutrientes se puede concluir que, efectivamente, Trrlp es relevante para la tolerancia a estrés,
ya que su delecién causa un aumento de la sensibilidad a perdxido de hidrégeno (Figura 3.2) y,
consiguientemente, disminuye la longevidad cronolégica en condiciones de metabolismo
respiratorio. Sin embargo otros aspectos no correlacionan con el efecto esperado de un
mutante implicado en la eliminacién de dafio oxidativo. Por ejemplo, la acumulacion
intracelular de ROS en el mutante trr1A es menor durante el crecimiento exponencial, lo que
podria explicarse por la activacion de sistemas alternativos eficientes. La actividad catalasa y la
cantidad de la peroxirredoxina Tsalp aumentan tanto en fase exponencial como estacionaria
en dicho mutante, al igual que los niveles totales de glutatién.

Como se ha observado, a pesar de que en condiciones de fermentacién en mosto, donde
el metabolismo es plenamente fermentativo, el mutante trr1A alcanza una menor densidad
celular (Figura 3.1 A), esto no se traduce en un defecto en su LC en este medio, que es similar a
la cepa silvestre (Figura 3.1 B). Sin embargo la LC del mutante en medio SC es mucho menor
que en la cepa silvestre (Figura 3.1 F) de lo que se puede concluir que las células sin Trrlp no
tienen la proteccién necesaria para hacer frente a las ROS producidas durante el metabolismo
respiratorio. Se ha descrito que la disminucion en la LC depende de los niveles de NADPH en el
medio, observando una relacién directa entre bajos niveles de NADPH, mayor estrés oxidativo,
y menor LC, que no ocurriria en condiciones de restriccidon calérica en la que los niveles de
NADPH aumentan extendiendo asi la LC (Brandes et al., 2013). Ya que el NADPH es un sustrato
de Trrlp, se puede deducir que los niveles de NADPH no colapsan durante la fermentacion
como ocurre durante el envejecimiento en medios donde el metabolismo es respiratorio.

En este capitulo, ademas, se describe una posible nueva funcidon de la tiorredoxina
reductasa 1 mediante su conexién con las rutas de respuesta a nutrientes. Se observd un
defecto del mutante trr1A en su capacidad de crecer en presencia de rapamicina, inhibidor de
TORC1. Este defecto en el crecimiento en trrlA es similar al del mutante tor1A (Figura 3.7).
Ademas se utilizd una cepa de laboratorio para comprobar que este defecto en trr1A era
independiente del fondo genético (Figura 3.9). Para demostrar que este fenotipo no se debia a
una consecuencia indirecta del aumento del estrés oxidativo en el mutante trr1A, se midid el
nivel intracelular de ROS en presencia de rapamicina, observdndose que no se ve afectado
(Figura 3.8). Mediante la construccién del doble mutante de delecién entre TRR1 y TOR1, se
observé que el efecto de la mutacién trr1A es dominante respecto del fenotipo de longevidad
cronologica (Figuras 3.10 y 3.11). Ademas, hay un defecto en la autofagia en el mutante trr1A
en condiciones de ayuno de nitrégeno, asi como un defecto en la defosforilacién de la proteina
ribosomal Rps6p en presencia de rapamicina (Figuras 3.15 y 3.16 respectivamente) indicando,
una vez mas, el papel de Trrip en la regulacion de los procesos controlados por TORC1.
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Finalmente, se observd que la interaccién entre TRR1 y TOR1 podria ocurrir a través de la
proteina perteneciente al complejo TORC1, Gtrlp, que interacciona fisicamente con ella. El
doble mutante de los genes GTR1 y TRR1 presenta una LC muy reducida en comparacién con
los mutantes simples, corroborando esta interaccidn (Figura 3.17). Ademas, en experimentos
en presencia de rapamicina, el doble mutante trr1Agtr1A es incapaz de crecer (Figura 3.18). De
manera que Trrlp podria estar regulando el crecimiento y las respuestas a rapamicina y
autofdgica a través de la GTPasa de TORC1, Gtrlp.

Sin embargo no hay indicios del mecanismo que pueda estar implicado. Queda aun otra
potencial diana de control redox por Trrlp. Se ha descrito que TOR tiene una caracteristica
estructura multidominio, en la que sélo el dominio quinasa tiene funcion catalitica, mientras
que los otros dominios median la interaccion del complejo con sus substratos y reguladores
(Dames et al.,, 2005). Se ha detectado una estructura conservada del dominio carboxilo
terminal de las dos quinasas Torlp y Tor2p, denominado FATC. Se ha demostrado que este
dominio en su forma oxidada tiene una estructura a-hélice y forma un enlace disulfuro entre
dos residuos de cisteinas conservados. Los estudios de este dominio indican que el potencial
redox intracelular, podria estar afectando al complejo TORC1 y por lo tanto regulandolo, a
través de este dominio FATC. En base a nuestros resultados con el mutante trr1A y sus
conexiones y a esta hipdtesis de regulacion del complejo multidominio TORCI1 a través del
potencial redox intracelular mediante la formacion de un puente disulfuro intramolecular en
Torlp para su correcto funcionamiento, se puede especular que Trrlp medie la regulacién
redox de este dominio, afectando a la estabilidad y funcidon del complejo, y por tanto a la
sensibilidad a rapamicina de Torlpy a la actividad de la ruta TOR.
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CAPITULO 4. ESTUDIO GLOBAL DEL SISTEMA TIORREDOXINA'Y DE SUS
IMPLICACIONES EN LONGEVIDAD CRONOLOGICA

Como ya se ha mencionado en la Introduccidn, las células de los organismos aerdbicos
estdn expuestas a las especies reactivas del oxigeno, que afecta a la homeostasis redox celular.
Las ROS pueden dafar macromoléculas celulares como lipidos, proteinas y DNA, afectando el
correcto funcionamiento celular. Se ha descrito que estas alteraciones del balance redox estan
asociadas a enfermedades neurodegenerativas, ya que es un factor importante en la
regulacién del crecimiento celular, senescencia y envejecimiento. Harman, en 1956, propuso
por primera vez que los productos derivados de la respiracion celular estaban implicados en el
envejecimiento y en numerosas enfermedades y se formuld la teoria de envejecimiento por
radicales libres. La teoria postulaba que el envejecimiento estaba causado por reacciones
irreversibles de estos radicales libres sobre macromoléculas y que esto ocurria en organismos
aérobicos siendo la mitocondria la mayor fuente de ROS.

Se ha visto una correlacidon entre un aumento de los radicales libres del oxigeno y una
menor longevidad replicativa y la aparicion de marcadores apoptdticos (Abdel-Ghany et al.,
2008; Ayer et al., 2014; Grant, 2008), pero también diversos estudios han demostrado que un
incremento en la respiracién mitocondrial, que promueve la produccién de ROS , permite la
adquisicion de resistencia al estrés y con ella una adaptacion y una extension de la longevidad
(Cunningham et al., 2015; Ristow and Schmeisser, 2011). En estudios anteriores de nuestro
laboratorio se ha descrito la importancia de la respuesta al estrés oxidativo en el ambito
biotecnoldgico de las levaduras vinicas, en concreto, en la produccién de levadura seca activa,
tanto en el crecimiento como la deshidratacion, asi como en los procesos fermentativos
conducidos por cepas de S. cerevisiae o por levaduras de otras especies y géneros (Garre et al.,
2010; Gdmez-Pastor et al., 2012a; Gamero-Sandemetrio et al., 2014)

Como ya se ha comentado repetidamente, para hacer frente a estos radicales libres, asi
como para eliminar el dafio producido, las células, tienen sistemas de proteccion frente al
estrés asi como de detoxificacidén. Juegan un papel muy importante, como se ha mencionado
en la Introduccién y a lo largo de toda la tesis, espcialmente en el Capitulo 3, el sistema
tiorredoxina (TRX) que estd compuesto por tres tiorredoxinas, dos de ellas citosélicas, Trxlp y
Trx2p, una mitocondrial, Trx3p, asi como de dos tiorredoxina reductasas que dan el poder
reductor a las tiorredoxinas en forma de NADPH, Trrlp y Trr2p, citosdlica y mitocondrial
respectivamente. Tras el analisis de las conexiones de la tiorredoxina reductasa Trrlp con
diferentes mecanismos reguladores relacionados con la longevidad crondlogicas de las
levaduras vinicas, descrito en el capitulo anterior, nos centramos ahora en las tiorredoxinas
citoplasmaticas, Trx1p y Trx2p, las otras proteinas fundamentales del sistema TRX. Para ello se
analizaron diferentes marcadores redox en los mutantes simples de las tiorredoxinas
citosdlicas 1 y 2, trx1A y trx2A y en el doble mutante de ambas , trx1Atrx2A, en la cepa
haploide industrial C9.
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4.1 Respuesta al estrés oxidativo
4.1.1. Crecimiento en medios con agentes oxidantes y reductores

Se realizaron goteos con el doble mutante de las tiorredoxinas citosdlicas trx1Atrx2A y se
utiliz6 como control el mutante de la tiorredoxina reductasa 1, trrl1A, que, como hemos
comentado en el capitulo anterior, es la encargada de dar poder reductor para el ciclo
catalitico de las tiorredoxinas. En la Figura 4.1 se muestran los resultados obtenidos con
diferentes agentes causantes de estrés, reductivo y oxidativo. Se utilizé H,0, como agente
oxidante ya que produce una regulacién de los sistemas tiorredoxina y glutarredoxina vy
también de la ruta de las pentosas fosfato. A nivel transcripcional se produce la activacién de
los factores transcripcionales Yaplp y Skn7p, asi como de los factores general Msn2/4
implicados en diferentes respuestas a estrés ambiental (Gasch et al., 2000; Ikner and Shiozaki,
2005; Temple et al., 2005). En respuesta a H,0,, el doble mutante trx1Atrx2A es capaz de
crecer a concentraciones 1 mM y 2 mM mientras que a 3 y 4 mM no hay crecimiento, y seria
esperable que el mutante trr1A tuviera un comportamiento similar por la relacion funcional a
la delecidon de TRX1 y TRX2 cosa que, como ya hemos visto en el capitulo anterior, no ocurre en
muchos aspectos estudiados. En este caso, el mutante trr1A se comporta igual que el doble
mutante trxIAtrx2A en respuesta a H0, 3 mM, es decir, no hay crecimiento.

También se ensayd el efecto de la diamida, un reactivo sulfidrilico que oxida los grupos
sulfhidrilo de las cisteinas a la forma disulfuro. Se ha descrito mayor tolerancia del doble
mutante trx1Atrx2A a este compuesto (Kosower et al., 1969). Como se puede observar en la
Figura 4.1, los mutantes trx1Atrx2A y trr1A no ofrecen una mayor sensibilidad al compuesto.
De hecho crecen peor que la cepa silvestre ya en la condicidn control y la adicion de diamida
no incrementa este defecto de crecimiento. Por lo tanto, en cepas vinicas industriales no
ocurre esta mayor tolerancia a la diamida en ausencia de tiorredoxinas.

Se utilizéd el compuesto DTT (1,4-ditiotreitol) como agente reductor ya que se habia
descrito las tiorredoxinas como necesarias para hacer frente al estrés reductor (Trotter and
Grant, 2002), a concentracion 1 mM y tanto el doble mutante trxIAtrx2A como el mutante
trr1A crecen en presencia de 1 mM de DTT a niveles similares que la condicion control, siendo
quizas un poco mas severo el defecto en el caso del doble mutante trxIAtrx2A.
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Figura 4.1 Respuesta al estrés oxidativo y reductor. Goteos en placa de YPD con diferentes agentes
oxidantes y reductores. Peréxido de hidrégeno (H,02) 3mM, diamida 1mM y 1,4-ditiotreitol (DTT) 1mM.

Estos experimentos confirman el papel de las tiorredoxinas citosdlicas en la respuesta a
estrés por peréxido de hidrégeno en cepas vinicas, aunque su papel puede ser secundario en
relacidn a otros compuestos oxidantes como la diamida o a un estrés reductor. A continuacion,
se estudian otros pardmetros y marcadores del estrés oxidativo en estas cepas.

4.1.2. Niveles de glutation y catalasa

Como ya se ha mencionado en la Introduccidn, el glutatién es un tripeptido que actua
fundamentalmente como detoxificador de las especies reactivas tanto del oxigeno como del
nitrégeno. La homeostasis del glutation es indispensable para la célula ya que diversos factores
que aumentan el nivel de estrés mediante la produccidn de ROS alteran la relacién de
glutatidn reducido frente oxidado. Se ha demostrado el papel del glutatién como molécula de
proteccion frente al estrés oxidativo a través de una modificacién postraduccional en la cual el
glutatidn se une de manera reversible a los grupos tiol de las cisteinas de las proteinas bajo
condiciones de estrés oxidativo. En esta modificacidn reversible estan implicados los sistemas
tiorredoxinas y glutarredoxinas, teniendo un papel importante las tiorredoxinas en la
deglutationilacion, es decir, en la eliminacidn del glutation unido a la proteina una vez el estrés
oxidativo ya ha pasado (Greetham et al., 2010).
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Otros autores describen a las glutarredoxinas como las deglutationiladoras de manera
que, en funcion del medio y del estado de crecimiento, el sistema TRXs/GRXs juega un papel u
otro (Beer et al., 2004; Mieyal and Chock, 2012). Las cisteinas de las proteinas son también
susceptibles de oxidacion irreversible, de manera que esta modificacién es muy importante
para la proteccién, y para la regulacién de la funcién de muchas proteinas (Cooper et al., 2011;
Ghezzi and Bonetto, 2003; Greetham et al., 2010; Meyer et al., 2009). En distintos trabajos, se
ha descrito el efecto que tiene el medio de crecimiento sobre las defensas oxidativas de la
levadura. Se ha descrito que los niveles de glutatién total son mas elevados en medio rico YPD
exponencial y podria ser debido a que durante el metabolismo fermentativo, se produce
metilglioxal, un subproducto téxico de la glicdlisis, a partir de las triosas fosfato, cuya
detoxificacidon es dependiente de glutation y por ello es necesaria una mayor produccion del
glutatidn total (Aguilera and Prieto, 2004; Bito et al., 1997; Macierzynska et al., 2007; Martins
et al., 2001a, 2001b).

Debido al papel de la homeostasis del glutatién en la funcidn celular bajo condiciones de
estrés y a su papel en la proteccién reversible de proteinas, se decidid estudiar los niveles de
glutation intracelular asi como de glutation unido a proteina y la actividad catalasa en la cepa
silvestre y en el doble mutante de las tiorredoxinas citosdlicas trx1Atrx2A, en medio minimo
completo SC en dos estados diferentes, exponencial y estacionario, relevante para relacionarlo
con las condiciones de envejecimiento cronolégico. En la Figura 4.2 A se muestra los niveles de
glutation de células en fase exponencial y en fase estacionaria en los mutantes simples de las
tiorredoxinas, en el doble mutante y en la cepa silvestre. Como se puede observar, el glutation
total en la cepa silvestre es, de media, 18 nmoles/mg célula en estado exponencial, mientras
gue en estado estacionario disminuye a 10 nmoles/mg celula. En estado exponencial, la
levadura fermenta los azlcares presentes en el medio, sin embargo en estado estacionario las
células no se dividen y mantienen su viabilidad mediante el uso de las reservas, principalmente
glucdgeno. Debido a que durante el cambio dialxico entre la fase exponencial y la fase
estacionaria se produce un cambio de metabolismo de fermentativo a respiratorio, aumentan
las ROS producidas por la mitocondria, puede que el glutation total se oxide, se una a las
proteinas o se utilice como reserva para la sintesis de moléculas necesarias durante este
cambio de metabolismo o durante la supervivencia en fase estacionaria. Por ello, vemos esa
disminucién en la cantidad de glutation en la cepa silvestre. En cuanto a los mutantes simples
trx1A, trx2A, también se observa esa disminucion de glutatién total de la fase exponencial a la
fase estacionaria. Sin embargo, esto no ocurre en el doble mutante trxIAtrx2A. En fase
exponencial el doble mutante tiene mds glutation total que la cepa silvestre y que los
mutantes simples, alrededor de 25 nmoles/mg célula y en estado estacionario, esta cantidad
no se reduce significativamente como se observa en las demas cepas. Esto significa que las dos
tiorredoxinas tienen una funcién redundante en el control de la sintesis de glutation celular en
fase estacionaria. Si nos fijamos en el glutation oxidado o GSSG, no hay diferencias
significativas entre la cepa silvestre y los mutantes simples en estado exponencial, pero si se
observan niveles mas altos en el doble mutante trx1Atrx2A, y lo mismo ocurre en fase
estacionaria, indicando un mayor dano oxidativo. En SC exponencial los niveles de glutation
oxidado son mas altos que en SC estacionario y eso se refleja en que la relacion ratio entre
reducido y oxidado es mayor en estado estacionario.
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Es decir, el silvestre y los mutantes simples presentan similares niveles de glutation tanto
en estado exponencial como en estado estacionario. En el caso del doble mutante si hay
mucho mas glutation oxidado en fase estacionaria, indicando aumento de ROS. Es posible que
aumente la sintesis de glutation total para compensar la ausencia de las tiorredoxinas
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Figura 4.2 Medida de indicadores de estrés oxidativo en los mutantes simples de tiorredoxinas y en el
doble mutante trx1Atrx2A. Medida del glutatién total (GSH), oxidado (GSSG) y reducido (GSH) y de la
relacién entre glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG) en dos fases de crecimiento, estacionaria y
exponencial en medio minimo completo representado como nmoles de GSH por mg de célula (A).
Medida del glutation unido a la proteina (PSSG) en las dos fase de crecimiento (B). Medida de la
actividad catalasa por mg de proteina en las dos fases de crecimiento (C). Las medidas se realizaron por
triplicado y se muestra las medias y la DT.
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Debido al papel, anteriormente mencionado, de las tiorredoxinas como
deglutationiladoras, se midid el glutatién unido a la proteina (PSSG) tanto en fase exponencial
como en estacionaria, en las mismas condiciones que el experimento anterior, y tal y como se
describe en el apartado 5.2.1 de Materiales y Métodos. Algunos autores describen a las
tiorredoxinas y no a las glutarredoxinas como Unicas deglutationiladoras, dado que los
mutantes trxIAtrx2A en levaduras de laboratorio, presentan el mismo nivel de glutation
unido a la proteina (PSSG) en estado exponencial que en estado estacionario (Greetham et al.,
2010). En la Figura 4.2 B se observan los niveles de glutation unido a la proteina (PSSG) en
nmoles/mg células. En la cepa silvestre hay un pequefio aumento (1 nmol/mg) del glutatién
unido a la proteina del estado exponencial al estacionario, mientras que en cepas de
laboratorio se ha descrito un aumento de mas del doble de PSSG en fase estacionaria que en
exponencial, sugiriendo un menor cambio en el estado redox seguln la fase de crecimiento. Si
nos fijamos en los mutantes simples, trxIA no varia la cantidad de glutatién unido en funciéon
de la fase en la que se encuentre, siendo ligeramente superior a la cepa silvestre en fase
exponencial. Los niveles de PSSG en trx2A en fase estacionaria aumentan un poco con
respecto a la exponencial. En cuanto al doble mutante trx1Atrx2A, se observa un aumento del
glutation unido a la proteina en estado estacionario mayor que los mutantes simples, como
seria esperable de una deficiencia en su propuesta actividad como deglutationiladoras
(Greetham et al.,, 2010). Nuestros resultados sugieren, que en cepas industriales las
tiorredoxinas no son las Unicas que participan en este proceso ya que en el doble mutante de
las tiorredoxinas hay diferencias en el glutation unido a proteina de un estado a otro, es decir,
se dispararia un mecanismo de compensancién por la ausencia de las tiorredoxinas durante la
fase exponencial principalmente. En este mecanismo de compensacion podrian estar
implicadas las glutarredoxinas que han sido descritas como glutationiladoras vy
deglutationiladoras.

Como se ha comentado en la introduccidn, las catalasas forman parte del sistema de
detoxificacion celular, reduciendo el H,0, a H,0 y O3, por lo que se midié la actividad catalasa
(tal como se describe en el apartado 4.5.1 de Materiales y Métodos) en las mismas
condiciones que se determind el nivel de glutatién. El analisis espectrofotométrico de la
actividad es incapaz de discriminar entre las dos catalasas celulares (Cttlp y Ctalp) ya que se
parte de extractos crudos de proteina total. Se sabe que la catalasa citoplasmatica (Cttlp) es la
principal responsable de la actividad catalasa en células cultivadas con elevado concentracion
de glucosa donde el metabolismo en predominantemente fermentativo, mientras que cuando
el metabolismo es puramente oxidativo, ambas catalasas participan por igual (Lushchak and
Gospodaryov, 2005). En la Figura 4.2 C, la actividad catalasa en estado exponencial de la cepa
silvestre es superior a la del doble mutante. Este resultado sugiere que la actividad catalasa
sorprendentemente no se activa para compensar la falta del sistema TRX. En estado
estacionario, la actividad catalasa aumenta unas 10 veces mas pero este aumento es
proporcional en las dos cepas, es decir, que no hay diferencia significativa entre el aumento de
actividad catalasa en estado estacionario en el doble mutante y la cepa silvestre, aunque en
esta la actividad catalasa en estado exponencial es mayor.
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Por otro lado, se ha observado que la actividad catalasa es mayor en células donde el
metabolismo es respiratorio debido al aumento de produccién de ROS por la actividad de la
cadena de transporte electrénico mitocondrial y ello hace que se incremente las defensas
antioxidantes celulares, lo que sugiere que los niveles de ROS seria mas altos en fase
estacionaria y en la cepa silvestre que en el doble mutante trx1IAtrx2A.

Se ha descrito la conexidn entre el sistema glutation y el sistema catalasa (Grant et al.,
1998) ya que existen indicios de que la actividad catalasa resulta fundamental cuando los
niveles de glutation disminuyen. Esto concuerda con los resultados que obtenemos en la cepa
silvestre en la que en fase estacionaria disminuye los niveles de glutatidon total y aumenta unas
10 veces la actividad catalasa. No ocurre igual con el doble mutante en cuanto a induccién, ya
que a pesar de mantener los niveles de glutatidon total independientemente del estado de
crecimiento en el que se encuentre, si que se observa un aumento en la actividad catalasa en
estado estacionario. Sin embargo el nivel de glutatién es mayor en el doble mutante en todas
las condiciones, sugiriendo que si que operan mecanismos reguladores que suplan la menor
cantidad de actividad tiorredoxina.

4.2. Estudios de crecimiento y longevidad y su relacion con en el sistema tiorredoxina
4.2.1. Envejecimiento cronoldgico en los mutantes TRX en medio del laboratorio

Se realizaron ensayos de envejecimiento cronolédgico con los mutantes simples trx1A y
trx2A y doble trx1Atrx2A en medio minimo completo SC. En la Figura 4.3 se muestra el
porcentaje de viabilidad de dichas cepas con el paso del tiempo, tomando el dia 3 de
crecimiento en este medio como 100% de viabilidad. Tanto el mutante simple trx1IA como el
trx2A no presentan diferencias significativas en la longevidad cronoldgica. Si nos fijamos en la
viabilidad del doble mutante trx1Atrx2A, se puede observar que el porcentaje de
supervivencia es mucho menor que el de los mutantes simples y que el de la cepa silvestre.
Como se indica en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos, en medio minimo completo SC a
dia 1 de crecimiento la levadura ha consumido todos los azlcares presentes en el medio (2%) y
ocurre un cambio diduxico, de un metabolismo fermentativo de la glucosa a un metabolismo
respiratorio del etanol producido. Una vez transcurren 2-3 dias de crecimiento en este medio,
la levadura se encuentra en estado estacionario, de no division celular, donde la levadura
sobrevive con la reserva almacenada en forma de glucégeno. En estas condiciones, la
viabilidad de las células va a depender de las reservas almacenadas por lo que disminucién de
viabilidad del doble mutante trxIAtrx2A, nos indica que el sistema tiorredoxina podria ser
necesario para la supervivencia cuando los nutrientes se han agotado y que es necesario para
hacer frente al dafio oxidativo producido durante la fase de crecimiento y durante la
respiracion del etanol. Se ha demostrado en diversos articulos que la funcidon de TRX1 y TRX2
es complementaria y redundante, con algunas funciones diferenciadas, por ello no se observa
un defecto en la viabilidad en los mutantes simples.
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Figura 4.3 Papel de las tiorredoxinas citosdlicas en longevidad. Experimentos de longevidad
cronoldgica (LC) en la cepa haploide vinica industrial C9 y en los mutantes simples de las tiorredoxinas
citosdlicas, trx1A y trx2A y doble trx1Atrx2A en medio minimo completo (SC). Se determiné el nimero
de células viables (cfu/mL) por recuento en placa a distintos tiempos del experimento de
envejecimiento, representdndose la supervivencia en porcentaje y en escala logaritmica. Los
experimentos se realizaron por triplicado y las barras de error muestran la desviacion tipica (DT).

4.2.2. Crecimiento y Envejecimiento cronoldgico en los mutantes TRX en mosto sintético

Para ver el efecto de las tiorredoxinas en la fermentacion alcohdlica, se realizaron
microvinificaciones en mosto sintético MS300 ya que es un medio de laboratorio mucho mas
homogéneo y reproducible que el mosto natural (apartado 2.2.2 de Materiales y Métodos) vy
nos permite comparar con experimentos anteriores del grupo o con experimentos globales de
otros laboratorios, como por ejemplo a nivel transcriptémico (Rossignol et al., 2003). Se
analizo el crecimiento y la supervivencia por recuento de unidades formadoras de colonias,
Como ya se ha comentado en varias ocasiones el mosto sintético contiene 200g/L de azucares
reductores (glucosa+fructosa) de manera que el metabolismo predominante es fermentativo
durante los 7-10 dias (segun la cepa) necesarios para consumir los azlcares.

En la Figura 4.4 A se representa el crecimiento de los mutantes TRX y de la cepa silvestre
C9 a lo largo del tiempo de fermentacidén, y se observa que no hay diferencias significativas
entre los mutantes simples trxIA y trx2A con respecto a la cepa silvestre. Sin embargo, se
observa un crecimiento mucho menor en el doble mutante trxIAtrx2A, que alcanza una
menor densidad de células viables que el resto de cepas. Se han descrito numerosos efectos de
la ausencia de las TRXs que pueden explicar el defecto de crecimiento en el doble mutante
trx1Atrx2A, una prolongacion de la fase S del ciclo celular debido a la ineficiente reduccion de
la ribonucledtido reductasa (RNR), que es dependiente de tiorredoxinas. Este defecto en la
funcién de la RNR provoca una disminucién de la sintesis de dNTPs.
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Ademads, también participan en la reduccion de la 3-fosfoadenosina 5’-fosfosulfato
reductasa (PAPS reductasa) requerida para la asimilacién de sulfuro (Herrero et al., 2008;
Meyer et al.,, 2009; Tan et al., 2010). La ausencia de las tiorredoxinas produce también la
hiperoxidacidn de las cisteinas de las TRX peroxidasas como son Tsalp, Tsa2p, Ahplp y Prxlp
(Le Moan et al., 2006). Para estudiar la evolucién de la fermentacion, se midid el consumo de
azlcares extracelulares a lo largo de la fermentacién, datos que se muestran en la Figura 4.4 B.
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Figura 4.4 Papel de las tiorredoxinas citosdlicas en longevidad cronoldgica en mosto sintético MS300.
Curvas de crecimiento de los mutantes trx1A, trx2A y del doble mutante trx1Atrx2A. Se representa las
unidades formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempo de fermentacion (A).
Perfiles de consumo de los azlcares reductores presentes en el medio (B). Curvas de supervivencia
tomando el dia 3 de crecimiento del panel A como 100% de viabilidad (C). Determinacién de etanol y
acido acético al final del proceso de fermentacién (D). Las medidas se realizaron por triplicado y se
muestra las medias y la DT.

Se observa que las células siguen consumiendo los azlcares una vez llegado a su maximo
de densidad celular, y no se observan diferencias significativas entre los mutantes simples y la
cepa silvestre pero, al igual que ocurre con el crecimiento, el consumo de los azlcares en el
trx1Atrx2A es mucho mas lento que en el resto de cepas, indicando un metabolismo
ralentizado posiblemente debido al menor nimero de células, a pesar de lo cual es capaz de
completar la fermentacion.
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Utilizando el maximo de densidad celular como 100% de viabilidad, se obtienen las curvas
de supervivencia o envejecimiento cronolégico que se muestran en la Figura 4.4C.Tanto el
mutante simple trxIA como el trx2A presentan un pequefio aumento en la viabilidad media,
mostrando una longevidad mdaxima similar. En el doble mutante se observa una clara
extensién de la longevidad cronoldgica y a dia 26 de crecimiento en mosto la viabilidad del
doble mutante todavia es superior al 10%. Este efecto es posiblemente debido a su menor tasa
de metabolismo fermentativo (menor crecimiento y una velocidad de consumo de los azucares
ralentizada).

En la Figura 4.4 D se muestran los valores de acido acético y etanol al final de la
fermentacién (cuando el porcentaje de glucosa en el medio es menor al 2%), correspondiente
al dia 7 para los mutantes simples y la cepa silvestre y al dia 16 para el doble mutante
trx1Atrx2A. Al final del proceso fermentativo, todas las cepas presentan la misma
concentraciéon de etanol y de &cido acético. Esto demuestra que, a pesar de tener un
metabolismo mas lento, el doble mutante al final de la fermentacién es capaz de producir la
misma concentracién de etanol y de acido acético que el silvestre.

4.2.3. Envejecimiento cronoldgico en mosto natural. Variedad tempranillo

Se realiz6 el mismo experimento en mosto natural de la variedad tempranillo para
determinar si las diferencias entre un mosto natural y otro sintético, como la presencia de
polifenoles antioxidantes, pueden influir en el fenotipo de los mutantes de interés. Se utilizé el
doble mutante trxIAtrx2A y la cepa silvestre para simplificar el experimento ya que los
mutantes simples de las tiorredoxinas no muestran fenotipos significativos. Como se puede
observar en la Figura 4.5 en mosto natural se observa el mismo fenotipo de crecimiento, de
consumo de azucares y de produccion de metabolitos que en mosto sintético (Fig 4.4),
destacando un crecimiento mucho mas lento del doble mutante trx1Atrx2A. En la Figura 4.5C,
se muestran las curvas de supervivencia utilizando el dia 12 de crecimiento como 100% de
viabilidad que, de nuevo, indican la extension de LC del doble mutante. Se pueden encontrar
en la bibliografia numerosos ejemplos de evidencias a favor y de evidencias en contra de la
teoria del envejecimiento por estrés oxidativo de Harman. Se ha descrito, por ejemplo, que un
aumento en las ROS produce una induccidn de la actividad enzimatica antioxidante que
finalmente lleva a la extensidn de la vida (Ristow and Schmeisser, 2011).

El mutante de las tiorredoxinas citosdlicas, trxI1Atrx2A, tiene una deficiencia en la
proteccion y detoxificacion frente al estrés oxidativo (Figura 4.1) lo que hace que tenga una
mayor adaptabilidad al medio y extienda la longevidad. En condiciones fermentativas tanto de
mosto sintético como en mosto natural se observa una extensidon en la supervivencia del
trx1Atrx2A en estado de no division, que podria ser explicado como un mecanismo de
adaptacion al estrés por tener un crecimiento y un metabolismo mas ralentizado y una menor
defensa al estrés oxidativo.
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La teoria de envejecimiento por estrés oxidativo encajaria con los resultados observados
en la Figura 4.3, en los que la caida de LC del doble mutante trxIAtrx2A se podria relacionar
con una mayor acumulacién de ROS, ya que las células se encuentran en un estado
estacionario posterior al metabolismo respiratorio del etanol producido durante la
fermentacién de la glucosa del medio. Sin embargo, cuando el doble mutante trx1Atrx2A se
encuentra en un medio rico en azlcares, en el que predomina el metabolismo fermentativo y
no se genera abundante estrés oxidativo por la cadena de transporte mitocondrial, su
longevidad cronoldgica es mayor.
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Figura 4.5 Papel de las tiorredoxinas citosélicas en longevidad en mosto natural variedad tempranillo.
Curvas de crecimiento de la cepa silvestre y del doble mutante trx1Atrx2A. Se representa las unidades
formadoras de colonia por mL por recuento en placa a distintos tiempo de fermentacién (A). Perfiles
de consumo de los azlcares reductores presentes en el medio (B). Curvas de supervivencia tomando el
dia 3 de crecimiento del panel A como 100% de viabilidad (C). Determinacidn de etanol y acido acético
al final del proceso de fermentacion (D). Las medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias
y la DT.
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4.3 Caracterizacion proteémica del doble mutante trx1Atrx2A

Todos los resultados descritos sugieren la implicacidn de las tiorredoxinas en la regulacion
de la respuesta a estrés oxidativo y la longevidad cronolégica, pero de forma diferente en
distintas condiciones fisioldgicas. Con el fin de investigar en profundidad los efectos de la
ausencia de las tiorredoxinas citoplasmaticas en la cepa vinica silvestre C9 en diferentes
medios de cultivo y estados de crecimiento, se realizaron estudios protedmicos globales en
colaboracién con el laboratorio del Dr José Antonio Barcena, de la Universidad de Cdrdoba.
Estos estudios tenian un doble objetivo, por un lado, estudiar diferencias cuantitativas en la
abundancia de las proteinas entre la cepa silvestre y el doble mutante de las tiorredoxinas, y
por otro lado, el analisis del proteoma tiol redox para la identificacion de proteinas redox
diana, reguladas por las tiorredoxinas, que explicasen los fenotipos observados. Las
condiciones concretas ensayadas fueron: crecimiento en medio SC tanto en fase exponencial
como en fase estacionaria, crecimiento en YPD fase exponencial y crecimiento en mosto
sintético. Se define el proteoma tiol redox como el grupo de proteinas con residuos de
cisteinas especialmente susceptibles de oxidacién de manera reversible, de manera que su
analisis nos daria informacién sobre la respuesta antioxidante de la célula. Se han descrito
diferentes proteinas, implicadas en la respuesta a estrés oxidativo por H,0,, que son
susceptibles de modificacidn reversible en las cisteinas.

Por ejemplo, en condiciones normales de crecimiento exponencial, Trx1p, Ahplp y Sodlp
se encuentran modificadas asi como proteinas pertenecientes a la ruta glicolitica, como la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, Gapdhlp, y la piruvato descarboxilasa, Pgklp entre
otras. En condiciones de estrés por H,0, se detectaron proteinas del ciclo de Krebs y también
proteinas implicadas en la traduccién con residuos de cisteinas susceptibles de este tipo de
modificacion reversible (McDonagh et al., 2011a, 2011b).

La metodologia empleada (McDonagh et al., 2014) se describe en el apartado 4.3 de
Materiales y Métodos y se muestra esquematicamente en la Figura 4. 6 para una mejor
compresion. Tal como se resume en la Figura 4.6 se utilizd los datos de espectrometria de
masas (MS) para realizar dos analisis diferentes. Por un lado, un andlisis cuantitativo de la
abundancia de las proteinas detectadas entre las dos cepas que proporciona diferencias
significativas, y por otro lado, el analisis de los péptidos tripticos que contienen residuos de
cisteina con los marcajes diferenciales utilizados para analizar su estado de oxidacidn
reversible.
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Figura 4.6 Figura resumen del procedimiento para el analisis del proteoma tiol redox. Los detalles de
la extraccidn y posterior anélisis se encuentran en el apartado 4.3 de Materiales y Métodos. (Adaptado
de McDonagh et al., 2014).

4.3.1 Proteoma redox tidlico
43.1.1 Andlisis de las cisteinas oxidadas reversiblemente

En la Tabla 4.1 se muestran las diferentes proteinas identificadas en base a sus péptidos
redox analizados. En la primera columna se muestra el cddigo Uniprot de cada una de las
proteinas, en la segunda columna la descripcion de la proteina identificada, a continuacién la
cisteina susceptible de oxidacidn y su posicidn en la secuencia peptidica de la proteina que se
ha detectado como péptido redox y a continuacion, cuatro columnas con los cuatro
experimentos realizados donde se muestra la relacién entre las areas de las sefiales,
detectadas mediante el andlisis del programa Skyline, correspondientes al marcaje con el
isotopo ligero (estado reducido) y el marcaje con el isétopo pesado (estado oxidado).

Se muestran los valores de dicha relacion (red/ox) para la cepa silvestre y para el doble
mutante trxIAtrx2A asi como, la relacion (mut/wt) entre el cociente reducido/oxidado del
doble mutante y el cociente reducido/oxidado de la cepa silvestre.

Sélo se han identificado siete proteinas que contienen péptidos redox: Sod1p, Rps29Ap,
Rps22Ap, Rps29Ap, Rpl43A, Cpr3p y Gre3p.
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Tabla 4.1
Codigo SC SC YPD Fermentacion en
Uniprot mosto sintético
Proteina Redox Exponencial Estacionario Exponential
cys RATIO Red/oxi
RATIO Red/oxi RATIO Red/oxi RATIO Red/oxi
P00445 Superoxido Cys
dismutasa [Cu-Zn] | 146
(SOD1) trx1trx2A 0.06 trx1trx2A 0.43 trx1trx2A 13.76 trx1trx2A 2.42
MUT/WT =0.13 MUT/WT= 1.43 MUT/WT=0.24 MUT/WT=0.09

P41057 Proteina ribosomal | Cys 38
S29-A del 40S

(RPS29A) trx1trx2A 15.35 trx1trx2A 77.2
MUT/WT=24.4 MUT/WT=2.46
POCX25 Proteina Cys 38
Ribosomal L43A
del 60S trx1trx2A 3.6 trx1trx2A 11.61 trx1trx2A 0.21
(RPL43A) MUT/WT=0.7 MUT/WT=1.33 MUT/WT=0.005

P41058 Proteina ribosomal | Cys 38
S29-B  del 40S
(RPS29B) trx1trx2A 0.39

MUT/WT=0.16

P41058 40S ribosomal | Cys 23
protein S29-B
(RPS29B) trx1trx2A 4.11

MUT/WT=1.66

POCOW1 | Proteina ribosomal | Cys 71
S22-A  del 40S
(RPS22A) trx1trx2A  3.45

trx1trx2A 18.56

MUT/WT=0.66 MUT/WT=5.8
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Continuacion Tabla 4.1

Codigo SC SC YPD Fermentacion en
Uniprot mosto sintético
Proteina Redox Exponencial Estacionario Exponential
cys RATIO Red/oxi
RATIO Red/oxi RATIO Red/oxi RATIO Red/oxi
P25719 Peptidyl-prolyl cis- | Cys 57 wt  20.5
trans isomerasa C,
mitocondrial trx1trx2A 6
(CPR3)
MUT/WT=0.29
P38715 aldosa reductasa | Cys 27 wt 1,84
NADPH-
dependiente GRE3 trxltrx24 0,5
(GREJ)
MUT/WT=0,27

Tabla 4.1 Relacién entre las cisteinas reducidas y las oxidadas en el doble mutante de las tiorredoxinas
y en la cepa silvestre. Se representa la relacion entre las cisteinas reducidas, marcadas con NEM ligero,
y las oxidadas, marcadas con D5-NEM pesado, en los cuatro experimentos realizados en las dos cepas
utilizadas. En la tabla se representa la cisteina que ha sido modificada asi como la proteina a la que
pertenece. Entre paréntesis se muestra la relacién entre los valores de los cocientes reducido/ oxidado
del doble mutante y de la cepa silvestre. En verde los que presentan el ratio menor que 1y en rojo los
que presentan el ratio mayor que 1.

De estas siete, cuatro de ellas son proteinas ribosomales (Rps29A, Rps22A, Rps29A,
Rpl43A). Dos de ellas, Rps29Ap y Rps22Ap son proteinas ribosomales de la subunidad 40S y
han sido detectadas en los experimentos de crecimiento exponencial en medio con 2% de
glucosa, tanto SC como YPD. En Rps29Ap es la cisteina 38 la que se encuentra modificada tanto
en SC como en YPD. Esta cisteina se encuentra mas oxidada en la cepa silvestre mientras que
en el doble mutante se encuentra mas reducida. En Rps22Ap es la cisteina 71 la que ha sido
detectada como péptido redox. En este caso, en el medio SC exponencial, el doble mutante de
las tiorredoxinas presenta esta Cys mas oxidada que la cepa silvestre y, sin embargo, en YPD
exponencial la cisteina 71 se encuentra mas reducida en el mutante trx1Atrx2A.De estas
proteinas ribosomales, una de ellas, la Rps29B se ha detectado Unicamente en el experimento
de SC exponencial, es una proteina de la subunidad 40S que tiene dos cisteinas oxidables
reversiblemente, la cisteina localizada en la posicion 38 y la cisteina localizada en la posicién
23. En el caso de la cisteina 38, se encuentra mas oxidada en el doble mutante mientras que la
cisteina 23 se encuentra mas reducida en el doble mutante.

La ultima de las proteinas ribosomales es la proteina Rpl43A, de la subunidad 60S, y se ha
detectado en todos los medios analizados excepto en el medio SC exponencial.
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Si observamos los medios en condiciones estacionarias como es el SC estacionario o en
crecimiento en mosto, la cisteina 38 de la Rpl43A se encuentra mas oxidada en el doble
mutante que en la cepa silvestre. En cambio, en medio YPD exponencial, la cisteina 38 se
encuentra mas reducida en el doble mutante. Debido a la elevada presencia de proteinas
ribosomales en el estudio protedmico global asi como en el estudio del proteoma tidlico, se
analizd la respuesta del doble mutante trxIAtrx2A a la inhibicion de la traducciéon con
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica, que actla interfiriendo en la actividad de la
peptidil transferasa del ribosoma 60S, bloqueando la elongacidn traduccional. En la Figura 4.7
se muestra el resultado de estos experimentos en la cepa silvestre, en el doble mutante
trx1Atrx2A, y en el mutante de la tiorredoxina reductasa 1, trrlA, observandose que el
mutante trx1Atrx2A tiene una mayor resistencia a la cicloheximida ya que presenta un menor
halo de inhibicion de crecimiento, lo que sugiere que activa la maquinaria de traduccion y es
capaz de tolerar mejor la inhibicién por cicloheximida y crecer mejor en parte, podria ser
explicado por una mayor abundancia en el nimero de proteinas detectadas en el andlisis
global como proteinas ribosomales y también podria ser explicado por la regulacién de algunas
de estas proteinas ribosomales (Figura 4.1), a través de la oxidacion/reduccién de sus cisteinas
por el sistema TRX. La falta de sensibilidad a cicloheximida del mutante en TRR1 indica que el
fenotipo observado no debe a una alteracion de la respuesta a estrés oxidativo.
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Figura 4.7 Halos de inhibicion de crecimiento en presencia de cicloheximida 1mM. Se midi6 el
diametro del halo de inhibicién en presencia del inhibidor de la traduccidn, cicloheximida 1mM, de la
cepa silvestre, del doble mutante trx1IAtrx2A y, el mutante de la tiorredoxina reductasa Trrip. Las
medidas se realizaron por triplicado y se muestra las medias y la desviacidn tipica.
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De las siete proteinas detectadas en el analisis tidlico redox, es interesante ver que las
proteinas ribosomales se han detectado en fase de crecimiento exponencial, mientras que las
relacionadas con la mitocondria se han detectado Unicamente en fase estacionaria en medio
SC (Tabla 4.1). Dos son las proteinas mitocondriales detectadas con cisteinas susceptibles de
oxidacion reversible en fase estacionaria, Cpr3p y Gre3p. Cpr3p es una ciclofilina que cataliza la
isomerizacion cis-trans de residuos peptidicos de prolina. Esta implicada en el plegamiento de
proteinas después de su transporte a la mitocondria y esta isoenzima es requerida para el
crecimiento en lactato a altas temperaturas. La cisteina 57 se encuentra mucho mas oxidada
en el doble mutante trx1Atrx2A que en la cepa silvestre.

Gre3p presenta la cisteina 27 mds oxidada en el doble mutante trx1Atrx2A que en la cepa
silvestre. Se trata de una aldosa reductasa dependiente de NADPH implicada en el
metabolismo del metilglioxal, D-xilosa, arabinosa y galactosa, que resulta inducida por estrés,
osmético, idnico, oxidativo, choque térmico, ayuno y metales pesados y regulada por la ruta
de la MAP quinasa de respuesta a osmoestrés Hoglp. Se ha visto que, en presencia de estrés
osmotico (con sorbitol), GRE3 se acumulan en fase logaritmica, mientras que en ausencia de
estrés se acumula durante el cambio dialxico y fase estacionaria. Nuestros resultados son
consistentes con la funcionalidad propuesta para Gre3p ya que la deteccién de proteina mas
oxidada en el doble mutante trx1Atrx2A podria estar relacionada con sefiales reguladoras de
su funcidn, propia de la fase postdiauxica.

Como se muestra en la Tabla 4.1, la cisteina 146 de la Superéxido dismutasa 1, Sod1p, es
la Unica que se ha detectado en todos los experimentos. En los tres experimentos donde
predomina el metabolismo fermentativo (fase exponencial en SCy en YPD y mosto sintético),
la cisteina 146 de Sod1p se encuentra mas oxidada en el doble mutante trx1Atrx2A que en la
cepa silvestre. Sin embargo, en estado estacionario en SC, la cisteina 146 de la Sodlp se
encuentra mas oxidada en la cepa silvestre que en el doble mutante trx1Atrx2A. Por ello, se
decidio estudiar la actividad de Sod1p en diferentes condiciones.

4.3.2 Actividad de las superdxidos dismutasas en el mutante de las tiorredoxinas

Se estudid la actividad de la superdxido dismutasa en el doble mutante trxIAtrx2A
mediante zimograma (Gamero-Sandemetrio et al., 2013), tal y como se describe en 4.5.2 de
Materiales y Métodos en medio SC en estado exponencial y estacionario y en medio YPD. Se
incluyeron los mutantes simples tsalA (Capitulo 2) y trr1A (Capitulo 3) con el fin de obtener
informacidn adicional sobre los mecanismos implicados en caso de detectar algin efecto en la
actividad superoxido dismutasa en el mutante trx1Atrx2A. La Figura 4.7 recoge los resultados
del analisis y muestra el zimograma y la tincién con coomassie del gel como control de carga.
Se observa que hay mayor actividad de Sod1p en el doble mutante trx1Atrx2A y en el mutante
de trr1A comparado con el mutante tsalA y con la cepa silvestre. Como se ha comentado las
SODs son metaloenzimas que catalizan la dismutacién del anion superdxido (0,7) en O, y
perdxido de hidrogeno (H,0;). De acuerdo con la bibliografia, cuando Sod1p une cobre y zinc,
sus cisteinas se encuentran reducidas y la proteina, activa.
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Sin embargo, en nuestros datos, la cisteina 146 se encuentra mas oxidada en el doble
mutante trx1Atrx2A en medios fermentativos y la cisteina 57 totalmente reducida (sélo
contienen dONEM) vy, en esas condiciones presenta mayor actividad, lo cual contradice los
datos bibliograficos. Lo que se ha descrito es que la cisteina 146 y la cisteina 57 forman un
enlace disulfuro para la correcta funcidn catalitica de Sod1p. En nuestros datos la cisteina 146
se encuentra mds oxidada en el doble mutante, C57 reducida por lo que no se formaria el
enlace disulfuro y esperariamos menos actividad del enzima. Sin embargo, en la Figura 4.7 se
observa que tanto en estado exponencial como en estacionario las superéxido dismutasas
tienen mucha mas actividad en el doble mutante trxIAtrx2A y en el mutante de la
tiorredoxina reductasa. Una posibilidad es la unién de glutatidn a alguna de las cisteinas de la
Sod1p para protegerla frente al estrés oxidativo y debido a que las TRX son deglutationiladoras
habria un defecto en la deglutationilacién y por lo tanto, una modificacién de la actividad de la
proteina.

YPD
SC exponencial SC estacionario exponencial
N N N
- ] oy x + S = = =2 =
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—> Sod2p
—> Sodlp
Coomassie

Figura 4.7 Actividad de las superdxido dismutasas 1 y 2 mediante zimograma. Analisis de actividad
de las SODs en medio minimo completo SC en estado de crecimiento exponencial y estacionario y
en medio rico YPD en estado de crecimiento exponencial en la cepa silvestre C9, el doble mutante
trx1Atrx2A y en los mutantes simples de tsalAvy el de trr1A.

4.3.3 Glutationilacién de Sod1p

Como se ha comentado en la Introduccién, la glutationilacion de proteinas consiste en
una modificacion postraduccional de las cisteinas de las proteinas mediante la unién de
glutation para la proteccidon y regulacion de la actividad de la proteina frente a estrés
oxidativo, en la que estan implicados tanto el sistema tiorredoxina como el glutarredoxina.
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Se decidid estudiar si Sod1p se encuentra glutationilada en las condiciones de nuestros
estudios para lo cual se etiquetd Sod1p con el epitopo myc en una de las copias cromosémicas
del gen SOD1, tanto en la cepa silvestre haploide industrial C9 y como en el doble mutante de
las tiorredoxinas trx1Atrx2A, con el fin de poder inmunoprecipitar la proteina Sodlp, de
acuerdo con el procedimiento descrito en el apartado 4.2 de Materiales y Métodos. En una
primera aproximacion, se utilizd todo el extracto crudo (input) de la inmunoprecipitacion
mediante perlas anti-myc, a partir de células procedentes de fase exponencial de crecimiento
en YPD, para la deteccion con un anticuerpo frente a glutation, anti-Gsh. Como se observa en
la Figura 4.8, hay una mayor glutationilacién en el doble mutante trx1Atrx2A, lo que resulta
consistente en un mutante de las tiorredoxinas citosdlicas, descritas como deglutationiladoras.

input

wt-SOD1IMYC
trx1/2:50D1IMYC
trr1:SODIMYC

wt
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Figura 4.8 Analisis de la glutationilacion de Sod1p. Western blot con un anticuerpo anti-GSH del input
de la inmunoprecipitacién de Sod1p-myc con un anticuerpo anti-myc inmovilizado.

Los experimentos que se realizaron siguiendo con los estudios realizados en el proteoma
tidlico redox fueron: exponencial, SC exponencial y estacionario y a dia 3 de crecimiento y a dia
6. De esta forma, podriamos explicar el estado de oxidacion de la cisteina 146 de la Sod1p con
el papel de las tiorredoxinas en la deglutationiacién.Una vez comprobado que Ia
coinmunprecipitacién de Sodlp y posterior deteccién con un anticuerpo especifico de
glutation nos permitian detectar la glutationilacion de Sodlp, se realizd una serie de
experimentos en diferentes condiciones y fases de cultivo con la cepa silvestre C9 y su mutante
trx1Atrx2A. En la inmunoprecipitacién y deteccidn se introdujo, como control adicional, una
muestra de la cepa silvestre sin la etiqueta myc en Sod1p (mock) y se realizo el analisis western
blot con las fracciones purificadas de las cepas silvestre y mutante trx1Atrx2A etiquetadas con
myc, y el control sin etiquetar, y usando anticuerpos anti-GSH, para detectar glutationilacion, y
anti-MYC, como control de carga. Los experimentos se realizaron en condiciones no reductoras
para poder observar la unién del glutation.
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En la Figura 4.9 se observa que efectivamente hay unidon del glutation a Sodilp,
independientemente de la presencia o ausencia de las tiorredoxinas, pero de forma
dependiente de las condiciones de cultivo y, por tanto, del estado fisioldgico celular. La
glutationilacién de Sodlp es menor en fase estacionaria en medio SC, pero similar en la cepa
silvestre y en el mutante trx1Atrx2A.

YPD exponencial SC exponencial SC estacionario
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Figura 4.9 Analisis de la glutationilacion de Sod1p. Western blot de la inmunoprecipitacion de Sod1p en
condiciones no reductoras para la deteccién de glutationilacidon en crecimiento exponencial y

estacionario en medio minimo completo SC en y exponencial en medio rico YPD.

EL hecho de que no haya diferencias en la glutationilacion entre la cepa silvestre vy el
doble mutante trxIAtrx2A implica que, como se ha comentado, tiene que haber otras
proteinas que actien como deglutationiladoras y que, en ausencia de las tiorredoxinas
citoplasmaticas, compensarian esta funcién (Dalle-Donne et al.,, 2007). Los resultados del
analisis de glutationilacidon de Sod1p en la cepa silvestre C9 y en el doble mutante trx1Atrx2A, a
los 3 y 6 dias de vinificaciéon en mosto sintético se muestran en la Figura 4.10. A ambos
tiempos de crecimiento se detecta glutation unido a Sod1p en ambas cepas pero en el dia 6 de
crecimiento se observan diferencias cuantitativas importantes, siendo mucho mas elevado el
grado de glutationilacion en la cepa silvestre que en el doble mutante en el que su grado de
glutationilacién es de un 79% comparado con la cepa silvestre. Hay que destacar que este
resultado es contrario a lo esperable si las tiorredoxinas actuaran como actividades
desglutationiladoras de Sodlp, si bien hay que tener en consideracién otros efectos de la
ausencia de tiorredoxinas, como el estado redox celular, como se ha observado tanto en los
goteos con oxidantes/reductores como la medida del glutation y catalasa (Figura 4.1 y 4.2),
que pueden ser también determinante para modular la glutationilacion.
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Dia3 Dia6
N o~

Q ~ ] o~

(o]

2 3 E 2 %X

Gsh ..- ' vi

Myc " |

Figura 4.10 Analisis de la glutationilacion de Sod1p en fermentacion en mosto sintético. Western blot
de la inmunoprecipitaciéon de Sod1p en condiciones no reductoras para la deteccidn de glutationilacion
en mosto sintético, a dia3 y dia 6 de crecimiento en este medio.

Los resultados de los experimentos de estudio de la superdxido dismutasa Sodlp,
derivados del analisis del proteoma tiol, permiten concluir que su cisteina 146 estd mas
oxidada en el doble mutante trx1IAtrx2A que en la cepa silvestre en fase exponencial de
crecimiento en YPD y en SC y que dicha oxidacién no se debe fundamentalmente a
glutationilacidn ya que no hay diferencias en el nivel de glutationilaciéon de Sod1p entre la cepa
silvestre y el doble mutante trx1Atrx2A. En cambio, si que hay diferencias entre fase
estacionaria y exponencial, observdndose que, aunque independiente de tiorredoxinas, hay
menor glutationilacién de Sodlp en fase estacionaria que en exponencial. Esto resulta
consistente con los datos del andlisis de proteoma tiol que muestran que la cisteina 146 de la
Sod1p se encuentra mds oxidada en las condiciones de crecimiento exponencial en SCy en
YPD y en mosto, y mas reducida en fase estacionaria en medio SC. Segun la bibliografia, esta
oxidacion de la cisteina 146 en fase exponencial impediria formar el disulfuro con la Cys 57
(que se encuentra reducida en todas las cepas y todos los experimentos) por lo que la
actividad de la Sod1p, que require el disulfuro entre esas dos cisteinas, se veria disminuida en
el doble mutante trx1Atrx2A en fase exponencial, sin embargo los andlisis de actividad SOD
(Fig 4.7) indican que la actividad SOD de Sodlp es mayor en el doble mutante en fase
exponencial en YPD y en SC.
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4.4 Estudio del Proteoma Global

Como se ha comentado en el apartado anterior, los estudios protedmicos realizados no
solo permiten la identifcacién de proteinas con residuos de cisteinas susceptibles de
modificacion postraduccional por oxidacidon de su grupo tiol, sino que también han permitido
una detallada caracterizacién del proteoma completo, identificando variaciones en la cantidad
de la proteinas, de las cepas analizadas y en las diferentes condiciones de cultivo y fase de
crecimiento. Se detallan a continuacidn los datos de proteoma global agrupandolos de
distintas formas que permiten sacar conclusiones sobre las distintas variables de los
experimentos: el tipo de cepa (silvestre o mutante en las tiorredoxinas), y el tipo de medio (SC,
YPD o mosto sintético) y fase de crecimiento (exponencial o estacionaria)

4.4.1 Comparacion de proteomas silvestre y mutante trxIAtrx2A en las cuatro
condiciones de crecimiento

Se analizé el proteoma global en la cepa silvestre industrial haploide C9 y en el doble
mutante de las tiorredoxinas trx1Atrx2A en los diferentes estados de crecimiento y medios de
cultivo. Es importante tener en consideracién que, en tres de esas condiciones, la levadura
presenta un metabolismo fermentativo de los azucares, que se encuentran a concentracion
inicial 2% (de glucosa en YPD y SC exponencial y 20% (de glucosa+fructosa en MS300),
mientras que, en la cuarta condicion (SC estacionario), la levadura se encuentra en un estado
postdiauxico, consumiendo las reservas energéticas de manera respiratoria. El objetivo de este
analisis es obtener una visidn global de qué proteinas ven modificada su cantidad, directa o
indirectamente, por la ausencia de las tiorredoxinas citosoélicas en cada condicion, con el fin de
comprender los fenotipos del mutante observados en dichas condiciones.

Para comparar los datos de abundancia de proteina del andlisis del proteoma global se
calculé la relacién entre la abundancia de una proteina X del doble mutante y la abundancia de
la proteina X del silvestre. Se tomaron, como estadisticamente significativos, los valores de
factor de incremento (fold change) de la relacién o ratio de abundancia por debajo de 0.66 y
hasta 0 (para las disminuciones en el mutante) y por encima de 1.5 y hasta el maximo (para los
aumentos en el mutante). En la Figura 4.11A se muestra un diagrama de Venn
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/), del ratio de abundancia de cada proteina del doble

mutante trx1Atrx2A frente a la cepa silvestre en todos los experimentos realizados. A la
derecha se muestra un enriquecimiento realizado por el programa String (http://string-
db.org/) de aquellas proteinas que son comunes en las cuatro condiciones de estudio, es decir
qgue muestran alteraciones entre el tipo silvestre y el mutante en todas las condiciones. El
programa String agrupa por funcionalidad las proteinas de interés observandose que tres de

ellas se agrupan en la categoria funcional “respuesta a estrés”: Oye3p, una oxidorreductasa
perteneciente a la familia de “Old Yellow Enzymes”, Trrlp, la tiorredoxina reductasa

citoplasmatica 1, y Grx2p, una glutarredoxina citoplasmatica 2.

El programa enriquece también a Lys21p, una isocitrato sintasa. En la Figura 4.10 B se
muestra una tabla con cada una de estas proteinas y el ratio de abundancia entre el mutante
trx1Atrx2A 'y la cepa silvestre, en cada una de las condiciones estudiadas.
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Mosto SC exponencial
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trx1Atrx2 Afwt MS300 exponencial Estacionario
trx1Atrx2A/wt | trx1 Atrx2 A/wt trx1Atrx2A/wt

Glutarredoxina citoplasmatica
2

Lys21p Isozima Isocitrato sintasa 21 4.64 0.18 3.09 1.57
Oye3p Oxidorreductasa 3 5.47 1.82 8.6 1.988
Trrlp Tiorredoxina reductasa 13.9 1.60 6.6 5.13

Figura 4.11 Cuadro resumen del proteoma comparado de la cepa silvestre y del doble mutante
trx1Atrx2A en las cuatro condiciones de estudiadas. Diagrama de Venn del ratio de abundancia entre
la cantidad de proteina del doble mutante y de la cepa silvestre, realizado a través de
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/. A la derecha se muestra el enriquecimiento de las cuatro
proteinas que tienen en comun los cuatro medios, realizado a través de http://string-
db.org/cgi/network.pl (A). Cuadro resumen del ratio de abundancia entre el doble mutante y la cepa
silvestre en las cuatro proteinas comunes a las cuatro condiciones (B).

Como se muestra en la Figura 4.11 B, de las cuatro proteinas comunes, sélo hay dos que
se encuentran en una abundancia mayor significativa (21.5) en los cuatro medios de estudio.
Estas proteinas son Trrlp y Oye3p.Como se ha comentado en la introducciéon, S cerevisiae
tiene dos formas generales de proteccidn frente al estrés oxidativo, los mecanismos de
detoxificacidn de ROS y los mecanismos de reparacién de daifios en macromoléculas. La
regulacién redox de los grupos tiol de las proteinas superpone ambas formas de proteccion
para mantener el balance redox celular.

Debido a la conexidén entre los dos sistemas, cuando la célula carece de uno de ellos,
como en este caso de las tiorredoxinas citosélicas, debe activar mecanismos de compensacion
para hacer frente al estrés oxidativo y para regular la reducién/oxidacion de las cisteinas de las
proteinas y poder regular la actividad de dichas proteinas (Macierzynska et al., 2007).
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La oxidorreductasa 3, Oye3p, es casi el doble de abundante en el mutante trx1Atrx2A que
en la cepa silvestre tanto en mosto sintético como en fase estacionaria en SC, y llega a ser mas
de 5y mas de 8 veces mas abundante en fase exponencial en YPD y en SC, respectivamente. Es
posible que la mayor abundancia de la proteina Oye3p en el doble mutante en todas las
condiciones sea uno de esos mecanismos compensatorios ocasionados por la deficiencia de
tiorredoxinas, ya que la actividad de estas enzimas se ha relacionado con la modulaciéon de la
respuesta a estrés oxidativo y la muerte celular programada (Odat et al., 2007). Aunque
también es destacable la diferente abundancia en funcién de condiciones de cultivo, ese
resultado se discutirda mas adelante, al establecer la comparacién protedmica global de la
abundancia de la oxirreductasa relacionada Oye2p (Reekmans et al.,, 2005), en fase
exponencial tanto en SC como en YPD (Figura 4.14).

La segunda proteina que se encuentra en mayor abundancia en el doble mutante
trx1Atrx2A en las cuatro condiciones estudiadas es la tiorredoxina reductasa 1, Trrlp. Ya se ha
comentado ampliamente en el Capitulo 3 de esta tesis la importancia de Trrlp en la cesion de
poder reductor para la actividad de las tiorredoxinas y se ha demostrado que la delecidn de
TRR1 no es equivalente a la delecién de TRX1 y TRX2, sugiriendo que Trrlp tiene otras
funciones. Trrlp es 13.9 veces mas abundante en el doble mutante trx1Atrx2A que en la cepa
silvestre en fase exponencial en YPD 6.6 veces fase exponencial en SC, 5.13 veces en fase
estacionaria en SC veces y 1.6 en mosto sintético. Este aumento en la abundancia de Trrlp en
todos los medios puede estar indicando, de nuevo, un mecanismo compensatorio derivado de
la necesidad de suplir la ausencia de las tiorredoxinas en el doble mutante trxIAtrx2A.
Obviamente, tal estrategia solo tendria sentido fisioldgico si existiera un aceptor alternativo
del poder reductor de Trrlp, ademas de las tiorredoxinas. Alternativamenrte este aumento de
la abundancia de Trrlp puede ser una consecuencia aparentemente inutil de los mecanismos
de regulacién por retroalimentacién que inducirian la acumulacion de Trrlp ante las sefiales
intracelulares que ocasiona la ausencia de funcionalidad de las tiorredoxinas.

La proteina Lys21p se encuentra en abundancia significativamente mayor en el doble
mutante trxIAtrx2A que en la cepa silvestre en todos los medios con 2% de glucosa inicial, YPD
exponencial (4.64 veces mas), SC exponencial (3.09) y SC estacionario (1.57) pero no en mosto
sintético (0.18). Lys21p es una isocitrato sintasa que cataliza la condensacion de acetil-coA y a-
ketoglutarato para formar homocitrato que es el primer paso en la biosintesis de lisina. Este
aumento en la abundancia de Lys21p refleja un defecto en el funcionamiento del ciclo de
Krebs.El limite de significacion elegido (1.5) podria estar colocando artefactualmente al SC
estacionario en el grupo de mayor abundancia de la Lys21p. En cuanto a Grx2p, sélo se
encuentra significativamente aumentada en los medios con 2% de glucosa en estado
exponencial, YPD exponencial y SC exponencial, 4.04 y 2.4 veces mas en el doble mutante
respectivamente.

Como se ha comentado en la Introduccién, las glutarredoxinas son pequefias proteinas
que actuan como oxidorreductasas responsables de la reducidn de disulfidos de proteinas o
glutation unido a la proteina (Herrero et al.,, 2008). En el caso de las glutarredoxinas, a
diferencia que las tiorredoxinas, es el glutatién el que actia como donador de hidrégeno.
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A pesar de que Grx2p es citosdlica, una parte de ella esta localizada en la mitocondria
(Porras et al., 2006). Se ha visto que mientras Grxlp confiere proteccion frente al anién
superoxido e hidroperdxido, Grx2p es especialista en la proteccién frente hidroperdxidos por
lo que no hay tanto solapamiento funcional entre estas dos glutatiorredoxinas ditidlicas. Se ha
visto el papel detoxificante de estas proteinas, y a pesar de no tener muchas funciones en
comun, el cuadruple mutante trxIAtrx2Agrx1Agrx2A no es viable (Draculic et al., 2000). Esto
podria justificar que la ausencia de las tiorredoxinas, haga aumentar, de forma compensatoria,
la abundancia de Grx2p en crecimiento exponencial en medios con 2% de la glucosa para hacer
frente al estrés oxidativo. Como ya se ha comentado, se ha descrito que en medios de
laboratorio la fermentacién de la glucosa produce un compuesto téxico, metilglioxal, formado
como subproducto de la glicdlisis, cuya detoxificacion es dependiente de glutatién, lo que
podria activar ese mecanismos aumentando asi los niveles de abundancia de Grx2p (Bito et al.,
1997). Sin embargo, en condiciones de fermentacién en mosto sintético, la relacion de
abundancia de Grx2p entre el doble mutante trx1Atrx2A y la cepa silvestre disminuye (0.55), si
bien las condiciones fermentativas en mosto sintético, un medio mucho mas complejo que el
YPD o el SC (Riou et al., 1997), son también completamente distintas y la induccidon de otros
mecanismos e adaptacion a estrés, fundamentalmente osmdtico, podrian justificar que no sea
necesario el aumento de concentracién de Grx2p.

4.4.2 Comparacion de proteomas silvestre y mutante trx1IAtrx2A en fase exponencial
en medio minimo completo SC

Debido a las diferencias en la abundancia de las proteinas detectadas en este andlisis en
diferentes estados de crecimiento en un mismo medio, se decidié estudiar las proteinas
detectadas Unicamente en fase exponencial en medio minimo completo. En la siguiente tabla
(Tabla 4.2) se muestra el nombre de las proteinas, su descripcién, la relacién, o ratio de
abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre y el indice de significatividad (pvalor) de
la proteina, se muestra el pvalor en los andlisis protedmicos de condiciones individuales. Como
en los andlisis anteriores, se clasificd a las proteinas en dos categorias segun su ratios de
abundancia: ratios de 0-0.66 de abundancia y ratio de 1.5 hasta el mdaximo. Siguiendo esta
clasificacidn, se observan en fase exponencial en SC 14 proteinas en la categoria de menos
abundancia en el doble mutante que en la cepa silvestre (ratio 0-0.66), y 17 proteinas de mas
abundancia en el doble mutante que en la cepa silvestre (ratio superior a 1.5). Se realizé un
enriquecimiento a través del programa STRING para estudiar la relacion funcional de estas 14
proteinas pero no se obtuvo ninguna categoria sobrerrepresentada.

De las 14 proteinas que se encuentran en menor abundancia, 3 de ellas estan
relacionadas con la traduccién y/o el procesamiento de mRNAs. Yralp es requerida para
exportar los mRNA poliadenilados del nucleo, Lialp es esencial para la modificacion
postraduccional del factor de iniciacion elF5A y Pablp es una proteina de unidén a la cola
poli(A) del mRNA y regula funciones importantes de la biogénesis del mRNA, de su estabilidad
y de su traduccidn, que ademas se ha relacionado con la formacién de granulos de estrés en
respuesta a carencia de nutrientes (Buchan et al., 2008).
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Debido a esta Ultima caracteristica de la proteina Pablp, se construyd una versién
etiquetada con la proteina fluorescente GFP y se introdujo en la cepa silvestre industrial
haploide vinica C9 y en el doble mutante trx1Atrx2A, para ver el efecto que tenia la ausencia
de las tiorredoxinas en la formacion de granulos de estrés en diferentes condiciones. No se
vieron diferencias significativas en la formacién de granulos de estrés entre el doble mutante y
la cepa silvestre en las condiciones ensayadas de ayuno de nitrogeno y de glucosa (datos no
mostrados). Entre las proteinas menos abundantes en el doble mutante trxIAtrx2A que en la
cepa silvestre en fase exponencial en medio SC cabe destacar también, por su importante
disminucién en el doble mutante, a Secép que regula el complejo exocitico de vesiculas y su
fusidon con la membrana plasmatica, y por ultimo a Ald4p, la aldehido deshidrogenasa 4,
localizada en la mitocondria y requerida para el crecimiento en etanol.

Tabla 4.2

Proteina SC

exponencial

Yralp Proteina de unién a RNA 0.34 0.015
Sec6p Proteina esencial del 0.36 0.003
complejo exocitico

Ald4p Aldehido deshidrogenasa 4 0.37 0.0066

Lialp Deoxipusina hidrolasa 0.43 0.003

Pablp Proteina de unién a RNA 0.5 0.022
Yni247W tRNA sintasa 0.52 0.023

p
Tpilp Triosa fosfato isomerasa 0.52 0.03
Thrlp Homoserina quinasa 0.54 0.01

229



Resultados y Discusion

Tabla 4.2 Continuacion

Proteina SC

exponencial

Rps25Bp Proteina del ribosoma 40S 0.57 0.034
Enolp Enolasa 1 0.58 0.004
Pro2p Gamma glutamil fosfato 0.6 0.04

reductasa
Aim2p Proteina implicada en la 0.62 0.0095
funcién mitocondrial
Tallp Transaldolasa 1 0.62 0.03
Camlp Subunidad de eEF1B 0.63 0.023
Rpl10p Subunidad L10 del 1.55 0.014
ribosoma 60S
Hem2p Aminolevulinato 1.55 0.0091
deshidratasa
Rpn5p Subunidad del proteasoma 1.64 0.0043
26S
Idhlp Subunidad de la citrato 1.66 0.0082
dehidrogenasa
Tub2p Beta-tubulina 1.72 0.0005
Gag-pol Probable RNA polimerasa 1.73 0.03
PE
Scllp Subunidad del proteasoma 1.74 0.002
20S

Ade5,7p Proteina bifuncional de 1.91 0.0095

biosintesis de purinas
Carlp Arginasa 2.04 0.0086
Pst2p Secretora Protoplastos 2.15 0.011
Tpm2p Tropomiosina 2.18 0.014
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Tabla 4.2 Continuacion

Proteina SC

exponencial

Aro2p Flavin reductasa 2.76 0.04
Tublp Alfa-tubulina 3.22 0.0006
Fpr3p Isomerasa 3.55 0.03
Ergbp Metiltransferasa 3.58 0.04
Rgilp Sin funcion conocida 7.19 0.033

Relacionada con
metabolismo respiratorio

TylBp Retrotransposén 9 0.03

Tabla 4.2 Proteinas con abundancia diferencial en el doble mutante trx1Atrx2A y en la cepa silvestre
en fase exponencial en medio minimo completo SC. Se muestra el nombre de la proteina, su definicion
y su relacidn, o ratio, de abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre y el valor de
significatividad.

Se realizé un enriquecimiento de las proteinas Unicas en SC exponencial cuya abundancia
en el doble mutante con respecto al silvestre es de 1,5 veces o mas. Son 17 las proteinas
detectadas. Se realizd enriquecimiento a través del programa STRING de estas 17 proteinas sin
detectar una funcionalidad comun. Entre las 17 proteinas con mayor abundancia en el doble
mutante trx1Atrx2A se comenta a continuacion la funcion de las mds bundantes, Carlp es una
arginasa responsable de la degradacidon de arginina cuya expresion se reprime en presencia de
este aminodcido y via NCR. Pst2p se induce en estrés oxidativo a través de Yaplp. Tpm2p es
una tropomiosina, que une y estabiliza los filamentos de actina, por lo que tiene funciones
relacionadas con el crecimiento polarizado y con la distribucidn de los organulos. Aro2p es una
enzima bifuncional con actividad flavin reductasa y corismato sintasa que regula la sintesis de
aminodcidos aromaticos. Tublp es una a-tubulina constituyente de los microtibulos, por lo
que esta relacionada con el crecimiento y divisién celular. Fpr3p es una cis-trans peptidil-prolil
isomerasa vacuolar podria estar relacionada con el ensamblaje y plegamiento de proteinas
ribosomales. Ergbp es una metiltransferasa implicada en la biosintesis de ergosterol. Rgllp es
una proteina de funcidon desconocida que esta relacionada con el metabolismo energético bajo
condiciones respiratorias y que se acumula en deficiencia de hierro.
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Finalmente, TylBp es una proteina forma foci citoplasmaticos en estrés replicativo,
codificada por YARO009C, un retrotransposon de origen viral que incluye los genes Gag
(precursor de proteina de cubierta) y Pol (precursor de la proteasa, la transcriptasa reversay la
integrasa). Como se puede observar en la Tabla 4.2, entre las proteinas que se expresan mas
en el doble mutante que en la cepa silvestre abundan actividades implicadas en la division
celular. El doble mutante tiene un defecto en la divisidn celular ya que tiene una fase S del
ciclo celular prolongada (Muller, 1991), lo que podria explicar el aumento en fase exponencial
de proteinas relacionadas ,como Tpm2p (2.18 veces mds abundante en el doble mutante que
en la cepa silvestre), Tublp (3.22), Frp3p (3.55), Ergbp (3.58), Rglp (7.19) y Ty1Bp (9). A pesar
del aumento en la abundancia de todas estas proteinas, el doble mutante trx1Atrx2A no
consigue suplir los defectos de crecimiento y divisién y tiene una viabilidad inferior a la de la
cepa silvestre (Figura 4.3).

4.4.3 Comparacion de proteomas silvestre y mutante trxIAtrx2A en fase estacionaria
en medio minimo completo SC

En la Tabla 4.3 se recoge la extensa lista de proteinas con variacién significativa en la
relacion de abundancia entre el doble mutante trx1IAtrx2A y la cepa silvestre que resultan
exclusivas de la fase estacionaria en medio SC. 134 proteinas se encuentran significativamente
en menor abundancia en el doble mutante que en la cepa silvestre por lo que se realizé un
enriquecimiento funcional con el programa String que mostrd, como grupos funcionales
enriquecidos, la biosintesis de bases nitrogenadas y nucledtidos y la biosintesis de
aminodacidos. Estos resultados sugieren que en fase estacionaria en medio SC, sin crecimiento
celular y sin nutrientes, el doble mutante de las tiorredoxinas tiene un déficit en estas
proteinas que podria explicar el fenotipo de reducida LC en este medio y esta fase de
crecimiento.

Son doce proteinas las que se encuentran en mayor abundancia en el doble mutante
trx1Atrx2A que en la cepa silvestre en fase estacionaria en medio SC. La proteina que se
encuentra en mayor abundancia es Sno4p, con una relacidon de abundancia de 82.98. Se ha
descrito el papel de Snodp como una posible chaperona y proteasa requerida para la
reprogramacién transcripcional del cambio diauxico y para la supervivencia en fase
estacionaria, asi como fenotipos mutantes de sensibilidad a estrés oxidativo y mayor
acumulacion de ROS y de longevidad y autofagia disminuidas (Skoneczna et al., 2007; Miller-
fleming et al., 2014). Esta proteina estd inducida bajo el estrés por choque térmico o la
deprivaciéon de cobre. Snod4p es una proteina perteneciente a la familia DJ-I donde se
encuentran las proteinas Hsp31lp, Hsp32p y Hsp34p. Estas cuatro proteinas presentan la
misma estructura y funcidon siendo Hsp31lp la mas estudiada. Esta proteina se ha visto
relacionada en la proteccidn frente a las especies reactivas del oxigeno cuya expresidn esta
inducida bajo estrés oxidativo en una manera dependiente de Yaplp. Se ha descrito que el
nivel de Hsp31p es mas alto en la fase postdialixica que en la logaritmica.
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Durante el cambio dialxico las células cambian de la utilizacién a través de la
fermentacién de la glucosa a la utilizacidn por oxidacion del etanol. Dma2p es una E3 ubiquitin
ligasa, 28.33 veces mas abundante en el doble mutante trxIAtrx2A que en la cepa silvestre en
fase estacionaria en medio SC. Isd11p es 27.7 veces mas abundante en el doble mutante, y es
un activador de la cisteina desulfurasa Nfslp, requerida para la biosintesis de clusters hierro-
azufre mitocondriales. La proteina Yrblp es 2.43 veces mas abundante en el doble y es una
proteina de unién a la GTPasa Ran implicada en el importe de proteinas nucleares y exporte de
RNA.

Destacar también la mayor abundancia en el doble mutante trxIAtrx2A que en la cepa
silvestre en fase estacionaria en medio SC de la citocromo sintasa 2, Cit2p, una isoenzima
relacionada con el ciclo del glioxilato que cataliza la condensacién del acetil coenzima A y
oxaloacetato para formar citrato. Su expresion estd controlada por los factores
transcripcionales de la ruta de respuesta retrégrada, Rtgl/3p.

Tabla 4.3

proteina SC

estacionario

Hhtlp Histona H3 0.006 0.000001
Crmlp Carioferina 0.007 0.04
Mtc2p Proteina de funcidn 0.04 0.000016

desconocida

Spgdp Proteina de fase 0.044 0.01
estacionaria necesaria para
la supervivencia a altas
temperaturas

Hfd1p Deshidrogenasa del 0.077 0.0011
metabolismo de

esfingolipios

Mgelp Cochaperona mitocondrial 0.083 0.03
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Tabla 4.3. Continuacion

proteina SC

estacionario

Atpldp Subunidad de la ATP sintasa 0.09 0.023
mitocondrial
Qcrl0p Subunidad de la citocromo ¢ 0.09 0.0000003

oxidoreductasa

Atp7p Subunidad de la ATP sintasa 0.12 0.005
mitocondrial

Tki2p Transcetolasa 0.12 0.0000001

liv3p Dihidroxiacido deshidratasa 0.14 0.0085

de la biosintesis de
aminoacidos ramificados

Ssa3p ATPasa de respuesta a estrés 0.14 0.000002
Ngqm1lp Transaldolasa 0.15 0.0072
Chclp Clatrina 0.15 0.0011
Msclp Proteina de funcién 0.16 0.0002

desconocida relacionada con
la recombinacion meidtica

Mrp8p Proteina de funcidn 0.16 0.00004
desconocida. Su
transcripcién se induce bajo
estrés de membrana

Soldp 6 fosfogluconolactonasa 0.16 0.015

Tma7p Proteina de funcién asociada 0.16 0.02
con ribosomas
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Tabla 4.3. Continuacion

proteina SC

estacionario

Mic60p Componente del complejo 0.16 0.0033
mitocondrial MICOS

Rtn2p Proteina del reticuldn 0.17 0.00001

Yhr138Cp Proteina de funcién 0.166 0.03
desconocida

Fdclp Descarboxilasa 0.17 0.034
Ape3p Aminopeptidasa vacuolar 0.17 0.0016
Yhm2p Proteina antiportadora de 0.2 0.03

oxoglutarato y citrato

Bdhilp Butandiol deshidrogenasa 0.21 0.0033
dependiente de NAD

Hsp42p Chaperona de choque 0.21 0.02
térmico
Ysalp ADP-ribosa pirofosfatasa 0.22 0.0013
Edelp Proteina implicada en la 0.25 0.0017
formacién de sitios
endociticos
Gfalp Glutamina-fructosa-6-fosfato 0.27 0.008

amidotransferasa en
biosinteis de quitina

Funl2p elF5B factor de iniciacién de 0.27 0.004
la traduccién
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Tabla 4.3 Continuacion

proteina SC

estacionario

Arc40p Subunidad del complejo 0.27 0.015
ARP2/3

Cytlp Citocromo C1 0.27 0.0003

Hbtlp Proteina del nédulo (shmoo) 0.27 0.002

de conjugacién

YdI086Wp Posible 0.28 0.007
carboximetilenobutenolidasa

Gvp36p Proteina de la membrana del 0.28 0.02
Golgi
Clclp Clatrina 0.29 0.014
Gadlp Glutamato descarboxilasa 0.29 0.003
Kap123p Beta-carioferina 0.29 0.0087
Secl3p Proteina de la ruta de 0.3 0.00065
secrecion
Cdc33p Factor de iniciacion de la 0.3 0.016

traduccion elF4E

Glc3p Enzima implicada en la 0.31 0.002
acumulacion de glucégeno

Publp Proteina de unién a RNA 0.32 0.003
Pma2p H*-ATPasa de membrana 0.32 0.0015
Gphlp Glucdgeno fosforilasa 0.32 0.000003
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Wtm1lp

Scs2p

GInlp

YMRO90Wp

YDL124Wp

Pai3p

Rpb10p

Cdca8p

Aim17p

Sds22p

Ded81p

Ugalp

Glolp

Om45p

Pepdp

Modulador transcripcional
del gen de la ribonucleotio
reductasa

Regulador del metabolismo
de fosfolipidos

Glutamina sintetasa

Proteina citoplasmadtica de
funcién desconocida

Alfa-cetoamida reductasa
NADPH dependiente

Inhibidor de la proteinasa A

Subunidad de las RNA
polimerasas I, [l y llI

AAA-ATPasa
Proteina de funcion
desconocida

Subunidad reguladora de Ia
fosfatasa tipo |

Aminoacil-tRNA sintetasa

GABA transaminasa

Glioxilasa monomeérica

Proteina mitocondrial de
funcién desconocida

Proteinasa A
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0.34

0.34

0.34

0.34

0.35

0.35

0.35

0.36

0.36

0.36

0.39

0.39

0.4

041

0.42

0.014

0.01

0.009

0.0017

0.00098

0.04

0.03

0.0004

0.001

0.0096

0.004

0.001

0.026

0.0002

0.018
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Tabla 4.3 Continuacion

proteina

SC

estacionario

Tmal9p

Ygr201Cp

Idplp

Adelp

Atpl6p

Qcr7p

Pdalp

Yro2p

Vma8p

Ybri39Wp

Cit2p

Cyb2p

Citlp

Ymr31p

Met5p

Proteina asociada a
ribosomas

Proteina con funcién
desconocida

Isocitrato deshidrogenasa
mitocondrial

Biosintesis de nucledtidos
de purina

ATP sintasa mitocondrial

Citocromo C oxidasa.

Subunidad Ela de la
piruvato deshidrogenasa

Proteina con papel en la
respuesta a estrés por pH
acido

Subunidad de la ATPasa
vacuolar

Posible serin
carboxipeptidasa

Citrato sintasa

Citocromo b2

Citrato sintasa

Subunidad de la a-
cetoglutarato
deshidrogenasa
mitocondrial

Subunidad de la sulfito
reductasa
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0.42

0.44

0.46

0.47

0.48

0.52

0.52

0.52

1.47

1.55

1.59

1.61

1.71

1.72

1.74

0.00002

0.016

0.023

0.00023

0.0026

0.03

0.03

0.003

0.0043

0.000016

0.00007

0.0042

0.00085

0.005

0.0024
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Tabla 4.3 Continuacion

proteina SC

estacionario

Asn2p Asparagina sintetasa 1.98 0.003
Yrblp Proteina de unién a la 2.43 0.00001
GTPasa RAN
Isd11p Activador de la cisteina 27.7 0.028
desulfurasa, Nfslp
Dma2p Ubiquitin ligasa E3 28.33 0.00011
Snodp Posible chaperona y cistein 82.98 0.0012
proteasa

Tabla 4.3 Proteinas con abundancia diferencial en el doble mutante trx1Atrx2A y en la cepa silvestre
en fase exponencial y estacionaria en medio minimo completo SC. Se muestra el nombre de la
proteina, su definicion y su relacién, o ratio, de abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre.

4.4.4 Comparacion de proteomas silvestre y mutante trxIAtrx2A en condiciones de
envejecimiento cronolégico

En la Tabla 4.4 se muestra el listado de las proteinas con abundancia diferencial Unicas en
medio minimo completo SC respecto a las otras condiciones, condiciones coincidentes con las
de los ensayos de envejecimiento cronolégico (apartado 2.2.3 de Materiales y Métodos). Como
en las tablas anteriores, se indica la proteina, su descripcidon y la relaciéon, o ratio, de
abundancia en el doble mutante trx1Atrx2A respecto de la cepa silvestre, y en las dos fases de
crecimiento, exponencial y estacionaria.

Se puede observar una Unica proteina con ratio de abundancia menor en la fase
exponencial que en la fase estacionaria Inhlp, que es un inhibidor de la ATP sintasa
mitocondrial que produce ATP utilizando el gradiente de protones de la membrana
mitocondria interna generado por los complejos transportadores de electrones de la cadena
respiratoria. Las ATPasas tipo F tienen 2 dominios estructurales, F1 es el nucleo catalitico
extramembrana y FO es el canal de protones de la membrana. La abundancia disminuida de
Inh1lp sugiere la necesidad de activacidn de la sintesis de ATP en el doble mutante en fase
exponencial.
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proteina SC SC
exponencial Estacionario

trxlAtrx2A/wt | trxIAtrx2Afwt

Inhlp Proteina que inhibe 0.52 1.27
la sintesis de ATP
Pre8p Subunidad del 1.18 0.011
proteasoma 20S
Metl17p O-acetil homoserina 1.59 2.3
O- acetil serina
sulfidrasa
Mxrlp Metionina reductasa 2 0.36
Adh3p Alcohol 1.9 1.28

deshidrogenasa

Sfalp Alcohol y 2 1
formaldehido
deshidrogenasa

Gpdlp Glicerol 3-fosfato 2.16 0.2
deshidrogenasa
Cys3p Cistation gamma 2.21 1.22
liasa
Sod2p Superoxido 4.5 2.35
Dismutasa 2
Atp3p ATP sintasa 51 0.46

Tabla 4.4 Proteinas con abundancia diferencial en el doble mutante trx1A4 trx2A y en la cepa silvestre
en fase exponencial y estacionaria en medio minimo completo SC. Se muestra el nombre de la
proteina, su definicidn y su relacién, o ratio, de abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre.

Son 7 las proteinas que estdn en mayor abundancia en el mutante en fase exponencial
gue en estacionaria. Mxrlp es una metionina S sulfoxido reductasa que estd implicada en
respuesta a estrés oxidativo protegiendo a los clusters hierro-azufre y relacionada con la
longevidad. Sfalp es una alcohol y aldehido deshidrogenasa cuyo aumento en el medio SC
exponencial en el doble mutante trx1Atrx2A podria estar relacionado con deficiencias en la
ruta de fermentativa.

Otra proteina que se encuentran en mayor abundancia en el doble mutante trx1Atrx2A
en fase exponencial es la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa NAD-dependiente, Gpdlp, una
enzima clave en la biosintesis del glicerol y esencial para el crecimiento en condiciones de
estrés osmotico. Cys3p es una cistation gamma liasa que se acumula en respuesta al estrés
replicativo. Como se ha comentado, el mutante trxIAtrx2A tiene un defecto en la sintesis de
dNTPS y una fase S del ciclo celular prolongada (Muller, 1991) lo que generaria estrés
replicativo y justificard el aumento de abundancia de proteinas como Cys3p.
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Sod2p es 4.5 veces mas abundante en el doble mutante trxI1Atrx2A que en la cepa
silvestre en fase exponencial en SC y, aunque sigue siendo mas abundante en fase
estacionaria, su relacién de abundancia se reduce a la mitad. Como ya se ha comentado,
Sod2p es una superdxido dismutasa dependiente de manganeso,mitocondrial y que protege
frente a las ROS destruyendo radicales superdxido y cuya acumulacién puede verse aumentada
como mecanismo compensatorio por la ausencia de tiorredoxinas. Finalmente, Atp3p forma
parte del componente F1 de la ATP sintasa mitocondrial y 51 veces mas abundante en el doble
mutante trx1Atrx2A en fase exponencial lo que resulta consistente con la disminucién de la
abundancia de la proteina inhibidora de la ATP sintasa Inhlp, ya comentada, y sugiere la
ineficiencia de los mecanismos de sintesis de ATP acoplada a la via glicolitica y la necesidad de
recurrir a la sintesis de ATP por fosfofrilacion oxidativa. En fase exponencial en medio SC la
glucosa es fermentada y el efecto Crabtree bloquea la respiracién, lo que en condiciones de
aireacion podria generar ROS y estrés oxidativo en ausencia de las tiorredoxinas. Por otra
parte, se ha descrito que las mutaciones en ATP1 y ATP3 afectan al crecimiento de manera
diferente en funcién de que el medio de cultivo sea fermentativo o respiratorio (Francis et al.,
2007), de manera que los mutantes en estos genes crecen menos en medio de cultivo
respirable, donde se requiere la fosforilacién oxidativa, mientras que no presentan defectos en
medio fermentable donde no ocurre la sintesis de ATP por fosforilacién oxidativa.

El doble mutante aumenta la cantidad, en fase exponencial, de proteinas que estdn
relacionadas con el metabolismo fermentativo, como la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
Sfalp que tiene un papel en el metabolismo fermentativo y en degradaciéon de compuestos
téxicos como el formaldehido. Estos datos demuestran que en ausencia de las tiorredoxinas
citosdlicas y en un metabolismo fermentativo, la célula produce mas abundancia de proteinas
para contrarrestar esta deficiencia energética en la produccién de ATP necesario para la célula
asi como en la eliminacién de compuestos tdxicos y para proteger frente a los diferentes tipos
de estrés que suceden durante el crecimiento y la divisiéon celular.

Como se ha comentado durante toda la tesis, el crecimiento en medio de envejecimiento
en SC tiene varias fases, una fase de crecimiento exponencial fermentativo que dura entre 12y
24 h, en funcién de la cepa, seguida de un cambio diduxico cuando se ha consumido la glucosa
para pasar a un metabolismo respiratorio del etanol producido, y una fase estacionaria de no
division en la que células sobreviven con las reservas acumuladas, para finalmente entrar en la
fase de muerte celular. El analisis de abundancia de proteinas permite también concluir que las
proteinas relacionadas con la biosintesis de amino acidos como cisteina y grupos sulfuro se
encuentran aumentadas en el doble mutante respecto de la cepa silvestre y en fase
exponencial. Esto podria relacionarse por el dafio oxidativo en los centros Fe-S susceptibles de
oxidacion que explicarian este aumento en los grupos sulfuro como una manera
compensatoria de proveer componentes clave de los centros activos de proteinas.
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4.4.5 Comparacion de proteomas silvestre y mutante trx1Atrx2A en fase exponencial en
medios con 2% de glucosa

Continuando con el estudio protedmico global, se analizan a continuacidn las proteinas
comunes en fase exponencial entre los medios YPD y SC, con el mismo porcentaje inicial de
glucosa, 2%, resultados que se muestran en la Tabla 4.5. Como en apartados anteriores, se
representa las proteinas comunes en ambos medios, su descripcidon y su relaciéon de
abundancia entre el doble trx1Atrx2A y la cepa silvestre. En la Figura 4.12 se representan las
relaciones entre las proteinas obtenidas en el enriquecimiento funcional. La mayor parte de las
proteinas enriquecidas son proteinas de respuesta a estrés, y muchas relacionadas con la

asimilacién y procesamiento de la glucosa.

Descripcion SC exponencial YPD Exponencial
trx1Atrx2A/wt trx1Atrx2A/wt
Ura3p orotidina 5- fosfato 0.58 0.56
descarboxilasa, sintesis
de uracilo
Zwflp Glucosa-6-fosfato 1.74 3.95
deshidrogenasa
Tsalp Peroxirredoxina 2.11 7.08
reductasa
Glrlp Glutation 1.41 0.15
oxidoreductasa
Sod1p Superdxido dismutasa 2.14 4.28
Rnrlp Ribonucledtido 3.11 3.64
reductasa
Lys20p Homocitrato sintasa 3.13 5.84
Icllp Isocitrato liasa 33 6.6
Aco2p Aconitasa 2 3.38 6.37
Ddr48p Proteina de respuesta a 12.5 257.83

dafo en el DNA

Srx1p Sulfirredoxina 1 32.2 14.16

Tabla 4.5 Proteinas con abundancia diferencial en el doble mutante trx1A4 trx2A y en la cepa silvestre
en fase exponencial en medio minimo completo SCy en YPD. Se muestra el nombre de la proteina, su
definicion y su relacion, o ratio, de abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre en ambos
medios.
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Tal y como se describe en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos, ademas de 2% de
glucosa el medio rico YPD estd compuesto por 1% de extracto de levadura y 2% de peptona
mientras que el medio minimo completo SC, contiene 0.17% de base nitrogenada , 0.5% de
sulfato de amonio y una mezcla de aminoacidos 0.2%. De manera que, a pesar de tener 2% de
glucosa, difieren en muchos otros compuestos.

Son seis las proteinas que resultan enriquecidas como grupo funcional de respuesta a
estrés oxidativo: Zwflp, Tsalp, Glrlp, Srxlp y Sod1p. De estas seis proteinas, sélo Glrlp, se
encuentra en menor abundancia en el doble mutante trx1Atrx2A que en la cepa silvestre y esta
diferencia es significativa sdlo en fase exponencial en medio YPD. Las otras cuatro proteinas se
encuentran en mayor abundancia en el doble mutante en los dos medios a comparar.

Figura 4.12 Enriquecimiento de las proteinas comunes en fase exponencial en los medios de
crecimiento con metabolismo fermentativo en 2% de glucosa.

De estas 6 proteinas cabe destacar la proteina Tsalp. Como hemos comentado y discutido
en el Capitulo 2, Tsalp juega un papel muy importante en la defensa frente al estrés oxidativo
y también como como chaperona y en la respuesta a la disponibilidad de nutrientes, ademas
de sus conexiones con la ruta de control general de aminodcidos y con la represién por glucosa
y, por lo tanto, con la respiracién. Como se puede observar en la Tabla 4.5, el ratio de
abundancia de Tsalp en el doble mutante respecto de la cepa silvestre en fase exponencial en
SCes de 2.11 y en YPD es de 7.08. En ambos medios, hay mayor cantidad de Tsalp en el doble
mutante de las tiorredoxinas.
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Debido a que Tsalp forma agregados en respuesta a estrés y que estos agregados
colocalizan con la proteina desagregasa Hsp104p en presencia de proteinas mal plegadas por
el compuesto AZC (2.2.5.2.4 de Materiales y Métodos) y no por cicloheximida (Weids and
Grant, 2014), se estudié mediante la proteina de fusién Tsal-GFP la formacién de agregados
en el doble mutante en diferentes condiciones de estrés: estrés oxidativo por H,0, 0.6mM
durante 30 minutos y estrés por agregacion de proteinas con el compuesto AZC 5mM durante
2 horas en fase exponencial en medio SD. Los resultados se muestran en la Figura 4.13.

wt trx1trx2

Nomarski ~ GFP-Tsal Nomarski ~ GFP-Tsal
- i
-
- -

Nomarski GFP-Hsp104 Nomarski GFP-Hsp104
- [
N
-

Figura 4.13 Agregacion de la proteina Tsalp en condiciones de estrés oxidativo y de estrés por parada
en la traduccion en el doble mutante trx1Atrx2A. Se utilizé el microscopio Nikon 90i tal y como se
describe en el apartado 6 de Materiales y Métodos para el estudio de la agregacion de Tsalp en
condiciones de estrés oxidativo con H,0, (0.6mM) y estrés por agregacién de proteinas con el
compuesto AZC (5mM) en la cepa silvestre y en el doble mutante de las tiorredoxinas. Se utilizé la
agregacion de la proteina Hsp104p como control.

Tanto en presencia de estrés oxidativo por H,O, como de estrés por agregacion de
proteinas por AZC, hay una mayor fluorescencia en el doble mutante que en la cepa silvestre.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los niveles de proteina Tsalp en el estudio
protedmico. No obstante no se observa ninguna variacién en su agregacion. Se ha descrito el
papel protector de las tiorredoxinas citosdlicas frente a condiciones reductivas (como
presencia de ditiotreitol que induce la respuesta de proteinas mal plegadas UPR).
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Este papel opera a través de la actividad chaperona de Tsalp, lo cual podria prevenir la
agregacion de proteinas ribosomales mal plegadas ocasionadas bajo un estrés reductivo (Rand
and Grant, 2006b). Ademas el estado redox de Tsalp es mantenido por el sistema tiorredoxina
y se ha visto que en los mutantes trx1Atrx2A y trrlA los niveles proteicos de Tsalp son altos
debido a la activacién constitutiva del factor de transcripciéon Yaplp (Trotter et al., 2008),
como se ha discutido en el capitulo anterior mediante la deteccion de los niveles de Tsalp en
el mutante trr1A por western blot, Figura 3.3. Los resultados obtenidos por microscopia y los
resultados obtenidos en el proteoma concuerdan con la bibliografia, la ausencia de las
tiorredoxinas aumenta los niveles de proteina Tsalp. Se realizé el mismo experimento pero
utilizando la fusiéon Hsp104p-GFP ya que, como se ha mencionado anteriormente, Hsp104p es
una desagregasa que colocaliza con Tsalp bajo estrés por AZC. En la Figura 4.13 se observa
gue no hay diferencias de agregacién de HsplO4p entre la cepa silvestre y el mutante
trx1Atrx2A.

La sulfirredoxina Srx1p también es mas abundante en el doble mutante trx1Atrx2A que en
la cepa silvestre en fase exponencial tanto en SC como en YPD. Como ya se ha mencionado,
Srx1lp es una sulfirredoxina citoplasmatica que contribuye a la defensa frente al estrés
oxidativo reduciendo los grupos sulfinicos de las cisteinas de Tsalp cuando ha sido expuesta a
estrés oxidativo (Biteau et al.,, 2003). Como se observa en la Tabla 4.5 los valores de
abundancia de Srxlp en el doble mutante frente a la cepa silvestre son significativamente
altos, 32 veces mas en medio SCy 14.16 veces en YPD. Como hemos comentado en el caso de
Tsalp, en el doble mutante de las tiorredoxinas hay un incremento en los niveles de Tsalp y
una mayor oxidacién de Tsalp. Esto justificaria el aumento de los niveles de sulfirredoxina
para reducir las cisteinas oxidadas de Tsalp.

Al igual que Tsalp y Srx1, que estan downstream de las tiorredoxinas en el flujo redox,
resulta interesante la activacion de la ruta de los fosfatos de pentosa que proporciona poder
reductor en forma de NADPH, y cuya primera etapa esta catalizada por la glucosa-6-fosfato
deshidrogensa Zwflp. Destaca también en este andlisis la presencia de la ribonucleétido
reductasa, Rnrlp, que es 3.11 veces mas abundante en el doble mutante en SCy 3.64 veces en
YPD, confirmando de nuevo la necesidad del doble mutante de suplir las carencias de la
sintesis de dNTPs aumentando los niveles de enzima que los produce, en momentos donde es
importante la sintesis de dNTPs como es durante la divisién celular en fase exponencial.

Los niveles de Sodlp, la superdxido dismutasa 1, se encuentran incrementados en el
doble mutante tanto en SC (2.14 veces) como en YPD (4.28 vces), probablemente inducida su
sintesis debido a los efectos redox causados por la ausencia de las tiorredoxinas.

Otras proteinas a destacar son las de biosintesis de lisina, aconitasa 2 y homocitrato
sintasa que son 3.38 y 3.13 veces mas abundantes en fase exponencial en SCy 6.37 y 5.84
veces mas abundantes en fase exponencial en YPD. Como se discutird mas adelante, en el
estudio metaboldmico se observa un incremento en los niveles de lisina en el doble mutante
(Figura 4.30). Por ultimo, Ddr48p, es una proteina cuya expresion aumenta bajo estrés por
choque térmico o por tratamientos que producen daiio en el DNA. Esta proteina es 12.5 veces
mas abundante en el doble mutante en fase exponencial en SCy 257.83 veces en YPD.
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Este dato podria reflejar un importante dafio en el DNA en el doble mutante en estas
condiciones de crecimiento. Debido a que durante el crecimiento fermentativo de la glucosa se
producen compuestos tdxicos, como el metilglioxal, y a que durante el crecimiento es
necesaria la sintesis de dNTPs y de DNA para la division celular asi como la proteccién frente a
diferentes tipos de estrés, el doble mutante de las tiorredoxinas aumenta los niveles de
aquellas proteinas que son necesarias en cada momento para evitar el dafio celular. Solo la
proteina Ura3p, implicada en la biosintesis de uracilo, presenta niveles reducidos de proteina
en el doble mutante en las dos condiciones. Esto puede contribuir a una menor tasa de
crecimiento.

4.4.6 Estudio del proteoma y del metaboloma comparados del mutante trx1Atrx2A y de
la cepa silvestre en mosto sintético

El estudio de la abundancia de proteinas detectadas en el doble mutante trx1Atrx2A y en
la cepa silvestre durante el crecimiento en mosto sintético asi como el estudio del metaboloma
en las mismas condiciones de crecimiento en las cepa silvestre y en el doble mutante,
permitird obtener mas informacién del papel de las tiorredoxinas en este medio y relacionarlo
con la extensién de la longevidad que el doble mutante presenta en estas condiciones de
crecimiento (Figuras 4.4 y 4.5). En este apartado se detallan las proteinas detectadas
diferencialmente en el analisis del proteoma en mosto sintético que presentan diferencias de
abundancia entre el doble mutante trx1Atrx2A y la cepa silvestre, que se recogen en la Tabla
4.6 ordenadas de menor a mayor relaciéon de abundancia. 73 de las proteinas tienen un ratio
de abundancia entre el doble mutante y el silvestre menor de 0.66 y sélo 8 proteinas son mas
abundantes en el doble mutante.

Se realizd un estudio de las categorias funcionales sobrerrepresentadas en todas las
proteinas cuya abundancia en el doble mutante frente al silvestre era menor de 0.66. Se
observd un gran numero de proteinas ribosomales (Rpl y Rps), lo que es consistente con el
defecto de crecimiento del doble mutante y con su mayor tolerancia a cicloheximida. Otras
categorias incluyen las 20 proteinas enriquecidas relacionadas con la unidn de ribonucledtidos
de purina, asi como 7 relacionadas con la biosintesis de aminoacil tRNAs y otras relacionadas
con rutas metabdlicas, como el metabolismo de las hexosas. De este grupo de proteinas,
destacan las acido graso sintasas Faslp y Fas2p, que se discutiran mas adelante en este
apartado.

Esta vision global de la abundancia de proteinas en mosto sintético del doble mutante
frente al silvestre, permite clasificar 3 procesos celulares importantes que se encuentran
afectados en ausencia de las tiorredoxinas citoplasmaticas. Uno de ellos es la traduccion,
observdandose menor abundancia de proteinas relacionadas con el proceso de sintesis de
proteinas. Otro proceso es la biosintesis de acidos grasos y el tercero es metabolismo de
hexosas y de asimilacidon de sulfuro, que se irdn detallando y discutiendo a lo largo de este
apartado.
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Nueve son las proteinas cuya abundancia en el doble mutante es mas de 1,5 veces que en
el silvestre (Tabla 4.6). La proteina con una relacién, o ratio, de abundancia mas alterada es
Mirlp, que es 300 veces mas abundante en el doble mutante. Es un transportador de fosfato
mitocondrial que importa fosfato inorgdnico a la mitocondria. Relacionada con esta, se
observa también Corlp, ratio 7.09, una subunidad del complejo ubiquinol citocromo ¢
reductasa, componente de la cadena de transporte de electrones de la membrana
mitocondrial interna. La segunda proteina con mayor ratio de abundancia es Met14p, 55.16,
una adenililsulfato quinasa requerida para la asimilacion del azufre e implicada en el
metabolismo de la metionina. Como se puede ver en la Tabla 4.6, la proteina Hsp30p,
inhibidor de la H*-ATPasa Pmalp, es 7.08 veces mas abundante en el doble mutante que en la
cepa silvestre, mientras que Hsp31p estda 0.14. Estas proteinas junto con Sno4p, que se ha
discutido anteriormente (83 veces mas abundante en el doble mutante en SC estacionario,
Tabla 4.2), pertenecen a la misma familia de reguladores de la H*-ATPasa.

Olelp es 4.1 veces mas abundante. Es la Unica desaturasa de acidos grasos que tiene
S.cerevisiae. Aro9p es una aminotransferasa que cataliza el primer paso del catabolismo de
aminodcidos aromaticos triptdfano, fenilalanina y tirosina y es 4.34 veces mas abundante en el
doble mutante que en la cepa silvestre. Prclp es una carbopeptidasa vacuolar implicada en la
degradacion in especifica de pequefas proteinas que es 22.31 veces mas abundante en el
doble mutante.

Tabla 4.6

Mosto
Descripcion trx1Atrx2A/wt

Arg7p Ornitina 0.0044 0.022
acetiltransferasa
mitocondrial
Yhr112Cp Proteina con funcidn 0.039 0.0027
desconocida
lislp Isoleucil-tRNA 0.043 0.00087
sintetasa
Thslp Treonin-tRNA 0.074 0.00017
sintetasa
Tyslp Tirosil-tRNA sintetasa 0.078 0.04
Plblp Fosfolipasa B 0.08 0.011
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto

Descripcion

trx1Atrx2A/wt

Imd3p Inosina monofosfato 0.093
deshidrogenasa
Adhé6p Alcohol 0.101
deshidrogenasa
His4p Fosforibosil ATP 0.116
pirofosfatasa
Ecm29p Proteina del 0.117
proteasoma
Yhr020Wp Prolil-tRNA 0.117
transferasa
Irc15p Proteina asociada a 0.121
microtubulos
Hsp31p Metilglioxilasa 0.14
Rpl19Ap Proteina L19 de la 0.14
subunidad 60S del
ribosoma
Asnlp Asparagina sintetasa 0.14
Grxlp Glutation 0.15
oxidorreductasa
Sislp Cochaperona HSP40 0.15
tipo Il
Rpl32p Proteina L32 de la 0.15
subunidad 60s del
ribosoma
Tifep Proteina que podria 0.16
estar implicada en la
biogénesis de
ribosomas
Arodp 3-deoxi-D- 0.16

arabinoheptulosonato
7-fosfato (DAHP)
sintasa
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0.031

0.07

0.0001

0.0055

0.0017

0.017

0.017

0.0067

0.036

0.037

0.0024

0.011

0.0056

0.0006
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
trx1Atrx2A/wt

Descripcion

Rps18Bp

RplI35Ap

Rpl36Ap

Ynl208Wp

Dpm1lp

Rpl4Ap

Hamlp

Ade6p

Duglp

Rpl39p

Sam2p

Adel7p

Proteina de la
subunidad 40S del
ribosoma

Proteina L35 de la
subunidad 60S del
ribosoma

Proteina L36A de la
subunidad 60S
ribosomal

Proteina de funcién
desconocida que
interactua con
ribosomas

Dolicol-fosfato-
manosa sintasa de la
membrana del RE

Proteina L4A de la
subunidad 60S del
ribosoma

Nucledsido trifosfato
pirofosfohidrolasa

Formilglicinamida-
ribonucledtido
sintetasa

Cis-gli-metalo
dipeptidasa

Proteina L39 de la
subunidad 60 S del
ribosoma

S-adenosilmetionina
sintetasa

Enzima de la
biosintesis de novo de
purinas

249

0.17

0.18

0.18

0.18

0.19

0.2

0.21

0.21

0.22

0.22

0.22

0.23

0.034

0.011

0.01

0.0011

0.026

0.00004

0.00085

0.038

0.0089

0.011

0.0031

0.0025
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
trx1Atrx2A/wt

Descripcion

Rpl29p Proteina L29 de la 0.24 0.0018
subunidad 60S del
ribosoma
Rpl40Bp Proteina L40B de la 0.24 0.0053
subunidad 60S del
ribosoma
Maelp Enzima malica 0.26 0.0088
mitocondrial
Adolp Adenosina quinasa 1 0.26 0.005
Rps9Bp Proteina 9B de la 0.27 0.00087
subunidad 60S del
ribosoma
Inolp Inositol 3 fosfato 0.27 0.02
sintasa
Rps21Ap Proteina componente 0.28 0.019
de la subunidad 60S
del ribosoma
Aro3p DAHP sintasa 0.28 0.0008
Gpmlp Fosfoglicerato mutasa 0.28 0.02
Rib3p DHBP sintasa 0.29 0.0009
Faslp Acido graso sintetasa 0.29 0.015
Pdclp Piruvato 0.3 0.002
descarboxilasa
livep Acetolactato sintasa 0.3 0.007
Anblp Factor de elongacién 0.3 0.018
traduccioanl elF-5A
Rpl15Ap Proteina L15A de la 0.31 0.011

subunidad 60S del
ribosoma
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
trx1Atrx2A/wt

Descripcion

Rpl8Bp Proteina L8B de la 0.31 0.002
subunidad 60S del
ribosoma
Rpl9Ap Proteina L9A de la 0.31 0.016
subunidad 60S del
ribosoma
Rps20p Proteina componente 0.32 0.0023
de la subunidad 40S
del ribosoma
Rps17Ap Proteina 51 de la 0.33 0.003
subunidad 40S del
ribosoma
Tefdp Subunidad del factor 0.33 0.005
de elongacion
traduccional eEF1B
Ymr027W Fosfatasa 0.33 0.0034
p dependiente de metal
Asclp Subunidad beta de 0.34 0.00065
proteinas G
Leu2p Beta isopropil malato 0.34 0.0083
deshidrogenasa
Sahlp S-adenosil L- 0.35 0.0039
homocisteina
hidrolasa
Rpl26Bp Proteina L26B de la 0.35 0.0077
subunidad 60S del
ribosoma
Gdhilp Glutamato 0.36 0.016
dehidrogenasa
Ssa2p Familia HSP70 0.36 0.043
Guslp Glutamil-tRNA 0.37 0.03
sintetasa
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
Descripcion trx1Atrx2A/wt

Hsp10p Cochaperona de la 0.37 0.015
matriz mitocondrial
Pfk2p Subunidad de la 0.37 0.0014
fosfofructoquinasa
Pfylp Profilina 0.38 0.034
Pgklp 3 fosfoglicerato 0.38 0.02
quinasa
Eftlp Factor de elongacion 0.39 0.0096
2 (EF-2)
Sselp ATPasa componente 0.39 0.014
del complejo
chaperona de la
HSP90
Fas2p Acido graso sintetasa 0.39 0.046
Dcslp Hidrolasa implicada 0.4 0.0029
en el decapping del
mRNA
Hsp60p Chaperona 0.4 0.029
mitocondrial
Lsplp Componente del 0.4 0.0018
sistema endocitico
Rpp1Bp Proteina ribosomal P1 0.4 0.046
beta
Alalp Alanil-tRNA sintetasa 0.42 0.04
Rpl17Ap Proteina L17A de la 0.42 0.02
subunidad 60S del
ribosoma
Mmflp Proteina mitocondrial 0.42 0.0016

requerida para la
transaminacion de la
isoleucina
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
trx1Atrx2A/wt

Descripcion

Prblp Proteinasa B 0.45 0.009
mitocondrial
Krslp Lisil-tRNA sintetasa 0.46 0.006
Rps8Ap Proteina componente 0.53 0.015
de la subunidad 40S
del ribosoma
Rps19Ap Proteina componente 0.55 0.015
de la subunidad 40S
del ribosoma
Tpmlp Tropomiosina 0.55 0.014
Pbi2p Inhibidor citosdlico de 0.61 0.025
la proteinasa B
vacuolar
Nhp6Bp Proteina del grupo de 0.61 0.0041
alta movilidad (HMG)
Atplp Subunidad de la F1FO 1.99 0.0087
ATP sintasa
Pdcé6p Piruvato 4 0.01
descarboxilasa
Olelp Desaturasa de acidos 4.1 0.009
grasos
Aro9p Aminotransferasa de 4.34 0.00082
aminoacidos
aromaticos
Hsp30p Inhibidor de la ATPasa 7.08 0.0002
Pmalp
Corlp Subunidad del 7.09 0.005
complejo ubiquinol
citocromo c reductasa
Prclp Carboxipeptidasa 22.31 0.00035

vacuolar
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Tabla 4.6 Continuacion

Mosto
Descripcion trx1Atrx2A/wt

Met14p Adenilil sulfato 55.16 0.0000006
quinasa
Mirlp Transportador de 305.95 0.00001

fosfato mitocondrial

Tabla 4.6 Proteinas con abundancia diferencial en el doble mutante trx1Atrx2A y en la cepa silvestre
en mosto sintético. Se muestra el nombre de la proteina, su definicion y su relacidn, o ratio, de
abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre en ambos medios y el valor de significatividad
p.valor).

Los analisis comparativos entre el doble mutante y la cepa silvestre se extendieron, en el
caso de los experimento en mosto sintético, al metaboloma con el objetivo de investigar los
posibles efectos de la ausencia de las tiorredoxinas en las condiciones mds préximas a las de
vinificacion. Los andlisis metabolémicos se realizaron como se describe en el apartado 5.1.5 de
Materiales y Métodos y se detecté un total de 247 metabolitos alterados, 180 con
concentracion aumentada y 67 reducida en el doble mutante trxIAtrx2A. Se analizan a
continuacion las principales rutas metabdlicas afectadas y su relacién con proteinas para las
gue también se observa variacién de abundancia entre el doble mutante y la cepa silvestre.

44.6.1 Metabolismo de las hexosas

En la Figura 4.16 se muestra el enriquecimiento de todas las proteinas relacionadas con el
metabolismo, diferencialmente disminuidas en el doble mutante respecto de la cepa silvestre
en mosto sintético. Un grupo funcional enriquecido ha sido el del metabolismo de las hexosas
(A). Debido al interés del crecimiento y viabilidad de trx1Atrx2A en mosto sintético se decidio
estudiar estas proteinas relacionadas con el metabolismo de las hexosas asi como la
produccién de metabolitos que estan regulando.

En la parte B se muestra una tabla con las proteinas, su definicién y la relacion, o ratio de
abundancia entre el doble mutante trx1Atrx2A y la cepa silvestre en mosto sintético. En la
Figura 4.16 se representa la ruta de la glucélisis. En verde se marcan tanto las proteinas como
los metabolitos detectados en menor abundancia en el doble mutante, y en rojo las proteinas
y metabolitos detectados en mayor abundancia en el doble mutante a través de los andlisis de
protedmica y metaboldmica, respectivamente.
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l ‘ Metabolismo de hexosas

Adk1
Tdh3
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o™ Gpml
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Pfk2

SC
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Continuacion Tabla

Proteina Mosto SC SC
MS300 Exponencial Estacionario
trx1Atrx2A/wt trx1Atrx2A/wt

Pgklp 3- fosfoglicerato 0.38

quinasa
Acolp Aconitasa 0.38 1.5
Hxk2p Hexoquinasa 2 0.45 0.6 0.49
Hkx1p Hexoquinasa 1 0.48 0.35
Pdcép Piruvato 4

descarboxilasa

Figura 4.16 Proteinas analizadas en el experimento de fermentacién en mosto sintético MS300
relacionadas con el metabolismo del carbono. Enriquecimiento de las proteinas presentes en el
experimento de mosto sintético y seleccidn de las proteinas relacionadas con el metabolismo del
carbono (A). Cuadro resumen de las proteinas relacionadas con el metabolismo de las hexosas. Se
muestra el nombre de la proteina, la descripcidn, el ratio de la abundancia de la proteina en el doble
mutante frente a la cepa silvestre, asi como la deteccidn de esta proteina en otros experimentos
diferentes al del mosto sintético (B).

Como se muestra en la Tabla 4.7 y se indica en la Figura 4.16, el andlisis del proteoma
detectd como menos abundantes en el doble mutante, las enzimas responsables del primer
paso de fosforilacién del aziucar de la glicolisis, de aldosas, la glucoquinasa 1 (ratio de
abundancia 0.29), y de hexosas en general, hexoquinasa 1 (ratio de abundancia 0.48) y
hexoquinasa 2 (ratio de abundancia 0.45). En la Figura 4.16 se representan también los
metabolitos detectados como alterados en el andlisis metabolémico, con el mismo cddigo de
colores. En la Figura 4.17 se muestran los datos de los metabolitos en el analisis del
metaboloma. No hay diferencias significativas entre el doble mutante trx1Atrx2A vy la cepa
silvestre en cuanto a la cantidad de glucosa pero si que hay menor cantidad de glucosa-1-
fosfato, el primer metabolito de la ruta cuya fosforilacién es dependiente de Hxklp, Hxk2p y
Glklp, que estan en menor abundancia en el mutante trxIAtrx2A (Tabla 4.7), y también del
siguiente, glucosa-6-fosfato.
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La siguiente proteina que se encuentra en menor abundancia en el mutante trx1Atrx2A,
(ratio de abundancia 0.38), es Pfk2p, subunidad B de la fosfofructoquinasa. En este caso, a
pesar de la menor abundancia de esta proteina, el producto de este paso de la glicdlisis,
fructosa-1,6-bifosfato, estd en mayor cantidad en el doble mutante, lo que podria indicar
defectos en la sofisticada regulacion del complejo fosfofructoquinasa, constituido por 4
heterodimeros de subunidades B y a (Pfklp), ya que ambas subunidades parecen ser clave
tanto para la catdlisis y regulacion alostérica del complejo por ATP, AMP vy fructosa-1,6-
bisfosfato (Rodicio et al., 2000).

A continuacién, Tdh3p (ratio de abundancia 0.39 en mosto MS300), la gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa, que cataliza la primera oxidacion clave para la sintesis de ATP
acoplada a la glicolisis, que ocurre en la reaccién siguiente, en una reaccién tan favorable que
no se detectan cambios en el intermediario entre ellas, el 1,3-bisfosfoglicerato, pero si en el
producto de la reaccion posterior, la de la fosfoglicerato quinasa Pgklp, que transfiere el
grupo fosforilo del el 1,3-bisfosfoglicerato al ADP para producir ATP, dando 3-fosfoglicerato
(Figura 4.16). Pgklp es 0.38 menos abundante en el doble mutante que en la cepa silvestre y,
como se observa en la Figura 4.17, la cantidad de 3-fosfoglicerato, y también la de los dos
intermediarios siguientes 2-fosfoglicerato y fosfoenolpiruvato, estd disminuida en el mutante
trx1Atrx2A
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Hexosas
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glucokinasa, hexokinasas 1y2
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Figura 4.16 Glicolisis. Principales intermediarios de la ruta de la glucdlisis y fermentacién junto con
enzimas, substratos y productos de las reacciones enzimaticas. En rojo se muestran proteinas y
metabolitos que se encuentran en mayor abundancia tanto en el andlisis proteémico como en el andlisis
metaboldmico (abundancia en el doble mutante con respecto a la cepa silvestre mayor de 1.5 en analisis
protedmicos) y en verde las que tienen menor abundancia tanto en el analisis proteémico como en el
metabolédmico (abundancia de la proteina entre 0-0,66 de doble mutante/silvestre).
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Figura 4.17 Diferencias en la produccion de metabolitos glicoliticos durante la fermentacién en mosto
sintético. Se representa un diagrama en cajas de los metabolitos detectados por el analisis del
metaboloma, en gris se representa la cepa silvestre y en amarillo el doble mutante. Se muestra la
abundancia del metabolito. El valor medio esta representado por la raya de en medio de la cajay su
valor maximo y minimo de distribucidn por las barras de error superiores e inferiores respectivamente.

El circulo demuestra puntos extremos.

Estos resultados indican un defecto generalizado en la ruta glicolitica en el doble mutante.
Estudios previos en nuestro laboratorio han descrito el importante papel de Trx2p en la
regulacién transcripcional de ciertas enzimas glicoliticas, como la hexoquinasa 2, Hxk2p
(Gémez-Pastor et al., 2012b) y también en la proteccidon frente a carbonilacion de enzimas
glicoliticas y de fermentacién, como la alcohol deshidrogenasa 1 Adhlp (Gémez-Pastor et al.,
2012a), produciendo efectos importantes en las actividades enolasa, piruvato descarboxilasa y
alcohol deshidrogenasa. Se detectd la proteina Pdc6p, una isoforma minoritaria de la piruvato
descarboxilasa que no se expresa en crecimiento en glucosa y estd relacionada con la
degradacion de aminodcidos, induciéndose en condiciones de limitacidon de azufre. Como ya se
ha comentado a lo largo de la tesis, el doble mutante de las tiorredoxinas citosdlicas tiene un
defecto en la reduccién de la enzima PAPS reductasa por lo que tiene un defecto en Ia
asimilacion de azufre. Debido a este defecto, podria aumentar la abundancia hasta cuatro

veces mas en el doble mutante, pero esto no estd afectando a la acumulaciéon de piruvato.
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A la vista de estos resultados, se realizd un experimento de crecimiento en medios con
diferentes fuentes de carbono con el doble mutante trx1Atrx2A y la cepa silvestre, utilizando
el mutante trr1A como control, como ya se ha utilizado en varias ocasiones, para dilucidar si el
fenotipo observado a nivel de proteoma y metaboloma en el doble mutante en las
tiorredoxinas se debe a un defecto en la asimilacién de glucosa y fructosa. Se utiliz6 mosto
sintético MS300, medio rico YP con galactosa, con glicerol, con glucosa y con fructosa como
fuentes de carbono y se obtuvieron las curvas de crecimiento que se muestran en la Figura
4.18, a partir de minicultivos en placas multipocillo durante 16 h y tomando medidas de
densidad celular cada 15 minutos. Como se puede observar, tanto en medio rico YPD (glucosa)
como YPF (fructosa) hay un crecimiento exponencial en las tres cepas, siendo la entrada de la
fase lag en la cepa silvestre a las 13 h (800min) mientras que en las cepas mutantes se retrasa
la entrada en fase lag a 16h (1000min). Se observa que el doble mutante de las tiorredoxinas,
no alcanza la misma densidad celular que la cepa silvestre y que el mutante trr1A, lo que
indica, como ya se ha discutido anteriormente, un crecimiento menor.
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Figura 4.18 Curvas de crecimiento celular (D.O gy.m) del doble mutante trx1Atrx2A y la cepa silvestre,
utilizando el mutante trrlA como control, en medios con diferentes fuentes de carbono. Crecimiento
en placa 96 pocillos en medios con galactosa, glicerol, glucosa y fructosa cémo Unicas fuentes de
carbono y en mosto sintético, como se describe en el apartado 2.2.1 de Materiales y Métodos. Los
experimentos se realizaron por triplicado usando dos réplicas bioldgicas para cada una de las cepas en
cada experimento.
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En las curvas de crecimiento de las 3 cepas en mosto sintético, donde la escala el eje de
ordenadas ha sido ampliada para ver mejor los perfiles de las curvas, se observa un
crecimiento menor al observado en los medios YPD e YPF, que también imponen un
metabolismo fermentativo, lo que es debido fundamentalmente a que estos medios tienen
sélo un 2% de azlcar mientras que el mosto sintético tiene 20%. No se observa diferencia en
las curvas de crecimiento en mosto sintético de la cepa silvestre y del mutante trr1A, mientras
que, en el doble mutante, el crecimiento es mucho menor, como y se ha mostrado en el inicio
de este capitulo, Figuras 4.4 y 4.5, alcanzando su mdaximo de densidad celular a 16 h de
crecimiento y disminuyendo posteriormente. En las curvas de crecimiento en medios con
fuentes de carbono respirofermentativas y respirables (galactosa y glicerol respectivamente),
donde la escala del eje de ordenadas ha sido muy ampliada, apenas se observa crecimiento a
lo largo del proceso, lo que podria deberse a la escasa aireacidn en las condiciones de lo
minicultivos en placas multipocillo. Por ellos se analizé el crecimiento en este tipo de fuentes
de carbono mediante experimentos de goteo en placas de YPD con glicerol y con galactosa,
gue se muestran en la Figura 4.19.

YPD YPGlicerol YPGalactosa

E

N
\H
?E
-
5

Figura 4.19 Crecimiento en goteos de las cepas en condiciones de respiracion.

Las tres cepas de estudio son capaces de crecer en medio tanto como con glicerol como
con galactosa por lo que, el defecto de crecimiento que se observa en la Figura 4.18 se debe a
algun defecto de crecimiento por las condiciones utilizadas y no por un defecto de las cepas.
Se realizé un seguimiento del consumo de azlcares de los medios con azicares reductores,
YPD, YPFy YPGal y Mosto, tal como se describe en 5.1.1 de Materiales y Métodos, a las 28 h de
crecimiento. En los medios fermentables con 2% de azlcares (glucosa y fructosa) las 3 cepas
han sido capaces de consumir todo el azicar presente en el medio. En el caso de YPGal, que es
un medio respirofermentable, se observa que todavia hay azucar en el medio. Como cabe de
esperar, Figura 4.20 A, la cepa silvestre en mosto sintético, a 28 horas de crecimiento en este
mosto, ha sido incapaz de consumir los azlcares presentes en el mosto al igual que trxIAtrx2A
y trr1A que han consumido un poco los azucares presentes en el mosto.
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Este resultado en mosto sintético indica que la levadura requiere un proceso de
adaptacion a ese estrés osmotico que ocurre cuando hay tanta concentracion de azucares en
el medio. Se realiz6 un goteo en placas de YPD de todas las cepas de estudio y de todas las
condiciones ensayadas al final del experimento (28h) para observar la viabilidad celular vy si,
habia diferencias en funcién del medio.
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Figura 4.20 Consumo de azucar y viabilidad a las 28 horas de crecimiento en mosto sintético, YP con
galactosa, glicerol, glucosa y fructosa. Medida de los azlcares reductores al final del experimento de
crecimiento en placa multipocillo en g/L (A), viabilidad a las 28h de crecimiento en los diferentes medios
de estudio en la cepa silvestre y en los mutantes trx1/trx2A vy trr1A (B). Los experimentos se realizaron
por triplicado utilizando dos réplicas bioldgicas de cada cepa.

El doble mutante trxIAtrx2A presenta una menor viabilidad que la cepa silvestre y que el
mutante trr1A, pero no hay diferencias de viabilidad en los distintos medios ensayados. La
cepa silvestre no presenta diferencias de viabilidad en ningin medio y el mutante trr1A solo
presenta cierto defecto de crecimiento en galactosa y fructosa. Se realizaron también
experimentos de capacidad fermentativa, medida como produccién de CO, en mosto sintético
MS300 en la cepa silvestre y en el doble mutante para determinar el impacto de la ausencia de
tiorredoxinas sobre la ruta glicolitica en una situacion puntual en que el crecimiento celular no
afecta a la medida ya que el resultado se muestra en mL de CO, por mL de células. En la Figura,
4.21, se muestra la produccién de CO, medida cada 10 minutos durante 7h, como se describe
en el apartado 5.1.4 de Materiales y Métodos.
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Se observa una menor capacidad fermentativa del doble mutante, probablemente sea
consecuencia de un metabolismo de los azlcares mas ralentizado consistente con el defecto
en la fosforilacidon de la glucosa que afecta especialmente a la asimilacion de este metabolito
cuando las concentraciones son altas, como en el mosto sintético.
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Figura 4.21 Capacidad fermentativa (mL C02/106 células) en mosto sintético MS300 para la cepa
silvestre y para la cepa mutante de tiorredoxinas citosdlicas a partir de precultivos de toda la noche
en medio YPD.

4.4.6.2 Ciclo de Krebs

La ruta glucolitica no es Unicamente un proceso que conlleva a la obtencidon de energia
para la levadura, constituye ademas una ruta que proporciona a las levaduras metabolitos que
puedan utilizarse como puntos de partida para la biosintesis de moléculas asociadas al
aumento de biomasa. En este caso, el piruvato constituye el punto de partida para la sintesis
de diferentes moléculas, como oxalacetato, succinato, acidos orgdnicos y aminodcidos, a
través del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) o ciclo de Krebs.

La produccién de estas moléculas tiene lugar al inicio de la fermentacidn alcohdlica,
cuando las actividades piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa son bajas, y ocurre en
la mitocondria siendo ademds la via mds importante para el catabolismo de todos los
nutrientes. En la Figura 4.22 se muestra un esquema del ciclo. En rojo, se marcan tanto los
metabolitos como las proteinas detectados en el andlisis del metaboloma y proteoma
respectivamente que se encuentran en mayor abundancia en el doble mutante con respecto a
la cepa silvestre. En verde se muestran los que se encuentran en menor abundancia. En
morado se muestran otras rutas relacionadas con el ciclo de Krebs.
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En la Figura 4.23, donde se muestran los metabolitos detectados en el metaboloma, se
observa que no hay diferencias significativas entre la produccidon de piruvato en el doble
mutante con respecto al silvestre. Sin embargo, a pesar de partir de una cantidad similar de
piruvato y de no tener diferencias en la abundancia de las proteinas implicadas, en el doble
mutante hay una mayor cantidad del metabolito citrato, Figura 4.23. El citrato esta presente
en la mitocondria en el ciclo de Krebs. Al ser la membrana mitocondrial interna impermeable
al acetil-coA y al requerir acetil-coA en el citosol para la biosintesis de acidos grasos, es el
citrato el que permite disponer de acetil-coA en el citosol, a través de la citrato liasa con
consumo de ATP. Como se discutira mas adelante, el doble mutante presenta un aumento
significativo en los metabolitos intracelulares de casi todos los acidos grasos detectables en
este analisis del metaboloma.

Como se observa en la Figura 4.22, en los analisis del proteoma, se detectd la aconitasa
hidrolasa, Acolp, se encuentra 0.38 veces en el doble mutante con respecto a la cepa silvestre
(Tabla 4.5). Esta proteina regula dos pasos en el ciclo de Krebs, dando cis-aconitato e
isocitrato, metabolitos mdas abundantes en el doble mutante que en la cepa silvestre,
probablemente por la mayor disponibilidad de citrato. Hay una mayor cantidad de succinato.
El sucinil-coA es un importante precursor para la biosintesis de profirinas y de grupos HEMO.
La formacion de tetrapirroles es esencial para la produccién de porfirinas, las cuales
constituyen los grupos HEMO (Fe*'/Fe®*) de los citocromos y sirven de sensores y estan
presentes en el sitio catalitico de muchas enzimas (como la RNR). Esta mayor cantidad del
metabolito succinato, pero no mas succinil CoA es porque se destina menos a la produccion de
succinil CoA produce menos precursores para la sintesis de porfirinas y grupos hemo. Hay una
menor cantidad en el doble mutante de fumarato y maleato, y una mayor de malato.
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Figura 4.22 Ciclo de los acidos tricarboxilicos. Principales intermediarios de la ruta de los acidos
tricarboxilicos junto con enzimas, substratos y productos de las reacciones enzimaticas. En verde se
muestran aquellas proteinas y metabolitos que tienen una menor abundancia en doble mutante con
respecto al silvestre. En rojo se muestran aquellas proteinas y metabolitos que tienen una mayor
abundancia en doble mutante con respecto al silvestre. En morado, se muestran otras rutas
relacionadas con el metabolito.

En la Figura 4.23, se observa que hay menos cantidad de oxocetoglutarato en el doble
mutante. El glutamato procede del oxocetoglutarato via transaminacién con otros
aminodcidos o via glutamato deshidrogenasa. Este metabolito es importante para la
biosintesis de aminoacidos y para la de las purinas como se discutira mas adelante, Figura 4.25.
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Figura 4.23 Diferencias en la produccién de metabolitos del ciclo de los acidos tricarboxilicos durante
la fermentacion en mosto sintético. En la figura 4.22 se muestran la posicion de estos metabolitos en el
ciclo de Krebs. En rojo se muestran las proteinas y metabolitos en mayor abundancia en el doble
mutante y en verde, en mayor abundancia.

4.4.6.3 Ruta de las pentosas fosfato

Por su interés en el metablismo redox se estudié también la ruta de las pentosas fosfato,
estrechamente relacionada con la glucdlisis, durante la cual se obtiene la ribosa necesaria para
la biosintesis de nucledtidos y acidos nucleicos, a partir de la glucosa, obtendiéndose ademas
poder reductor en forma de NADPH. Es una ruta eminentemente biosintética requerida en
células que se encuentran en fase de divisidn para la produccidn de todo tipo de componentes
celulares. Se observa en la Figura 4.24 que varios metabolitos de la ruta de las pentosas fosfato
estan en menor cantidad en el doble mutante. Se destaca la ribosa-5-fosfato que en el doble
mutante es mucho menor abundante que en la cepa silvestre. La transcetolasa es necesaria
para la produccién de gliceraldehido-3-fosfato y éste para la produccién de fructosa-6-fosfato,
lo que conecta con la glucdlisis. Dado que no se detecta diferencias en la abundancia de las
enzimas de la ruta, la disminucion de los niveles de metabolitos puede estar ocasionada por
un menor flujo debido a la baja disponibilidad de glucosa-6-fosfato.
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Figura 4.24 Diferencias en la produccién de metabolitos de la ruta de ruta de las pentosas fosfato
durante la fermentacion en mosto sintético.

4.4.6.4 Metabolismo de las bases nitrogenadas

4.4.6.4.1 Bases puricas

Se estudio, a través de los datos obtenidos en el analisis del metaboloma, los metabolitos
relacionados con la sintesis de purinas y de pirimidinas con el fin de esclarecer el estado
metabdlico del trx1Atrx2A en fermentacién alcohdlica en mosto sintético. En la Figura 4.25 se
resumen los metabolitos detectados del metabolismo de las purinas que muestran diferencias
significativas. Se muestran tanto metabolitos relacionados con su sintesis como relacionados
con su catabolismo hasta hipoxantina y xantina. Como se puede observar, todos los
metabolitos se encuentran en mayor cantidad pesar de que la ribosa-5-fosfato se encuentra en
menor cantidad en el doble mutante (Figura 4.24).

267



Resultados y Discusion

adenina adenosina 5 N1-metiladenosina xantina
; monofosfato
BT/ 35— 2.5
5 | ] T
20 A T 20 2.0 E
| 251 =
1.5 4 2 15 4
- [ 20 4 :
1.0 A 15 4
10 B
1.0 4 -
0.5 0.5 4
051
==
0.0 T T 00 ——— 00 ¥4—7+——"1—"—
WT  trx1 trx2 Mut WT  trx1 trx2 Mut WT 1 tre2 Mut WT trxd tx2 Mut

Figura 4.25 Diferencias en la produccion de metabolitos del metabolismo de purinas durante la
fermentacion en mosto sintético.

4.3.6.4.2 Bases pirimidinicas

A diferencia de las bases puricas, las pirmidinas no se sintetizan como nucleétidos.
Primero se sintetiza el anillo de pirimidina a partir de bicarbonato, aspartato y glutamina, y
luego se une el precursor PRPP. Como se observa, Figura 4.26, también hay un aumento en
algunos metabolitos en el doble mutante, como ya se ha descrito para las purinas. Este
aumento en el metabolismo de ambos tipos de bases nitrogenadas podria tener su origen en
una deficiencia en la sintesis de dNTPs, y por lo tanto en la sintesis de DNA. Como se ha
comentado a lo largo del Capitulo 3 y 4, las tiorredoxinas citosélicas modulan la reduccion de
la ribonucleétido reductasa y por lo tanto su actividad. En ausencia de las tiorredoxinas
citosdlicas, la célula compensa la deficiencia en la actividad de la RNR con un aumento en las
bases nitrogenadas.
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Figura 4.26 Diferencias en la produccion de metabolitos del metabolismo de pirimidinas durante la
fermentacion en mosto sintético.
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Si observamos la Tabla 4.5 donde se representa las proteinas detectadas en el analisis del
proteoma en mosto sintético, se puede observar la disminucidn de la abundancia de algunas
proteinas relacionadas con el metabolismo de las bases nitrogenadas y nucleétidos, por
ejemplo, la nucledsido trifosfato pirofoshodrilasa, Ham1p (0.21 veces en el doble mutante
frente el salvaje), Adel7p, enzima de la biosintesis de novo de las purinas (0.23 veces) y Adolp
gue es una adenosina quinasa (0.26 veces).

4.4.6.5 Metabolismo del NAD

En el andlisis metaboldmico se resalté el aumento de la sintesis del poder reductor a
través del metabolismo de NAD. Se muestra en la Figura 4.27 A un resumen de la ruta de
biosintesis del mismo. En rojo se resaltan aquellas proteinas que se han detectado en mayor
abundancia y en verde los de menor abundancia en el doble mutante en el analisis del
proteoma y metaboloma respectivamente, en el panel B se muestran los metabolitos .Hay un
aumento de NADH, NAD", nicotinamida, trigonelina y ADP ribosa.

En el andlisis del proteoma se han detectado dos proteinas, una nicotinamidasa, Pnclp,
qgue en menos abundante (relaciéon de abundancia 0.46) en el trxIAtrx2A frente a la cepa
silvestre, y una nicotinato transferasa, Nptlp, que también estd en menor cantidad (ratio
0.15). Estos valores de la abundancia de la proteina no explican facilmente la mayor cantidad
de metabolitos en el doble mutante pero si que reflejan la necesidad del doble mutante de
modificar sus rutas metabdlicas de control redox.
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Figura 4.27 Diferencias en la producciéon de metabolitos del ruta de salvamento de la nicotinamida
durante la fermentacion en mosto sintético. Ruta de la biosintesis de NAD. En rojo se muestras los
metabolitos detectados en mayor abundancia en el doble mutante frente a la cepa silvestre. En verde,
proteinas y metabolitos en menor abundancia en el doble mutante frente a la cepa silvestre (A).
Metabolitos implicados en la ruta con diferencias significativas entre la cepa silvestre y el doble mutante

(B).
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4.4.6.6 Metabolismo de lipidos

Dado que Olelp, la Unica desaturasa de acidos grasos presente en S.cerevisiae, es una de
las proteinas detectadas como mas abundante (relacion de abundancia 4) en el andlisis
proteémico del doble mutante de las tiorredoxinas (Tabla 4.5), se analizd en detalle los datos
metabolémicos del metabolismo de los 4cidos grasos ya que, como se muestra en la Figura
4.29, la mayoria de metabolitos de acidos grasos se encuentra en mayor abundancia en el
mutante trx1Atrx2A. En la Figura 4.28 se resume la ruta de biosintesis de acidos grasos,
mostrando en rojo las proteinas detectadas por el analisis del proteoma y del metaboloma
cuya abundancia es mayor en el doble mutante, en verde las de menor abundancia.

Olelp desatura los acidos grasos saturados de 16 y de 18 carbonos (C16, C18) a acidos
grasos monoinsaturados (C16:1 y C18:1). Se ha descrito que los niveles de mRNA de OLE1 y su
actividad se reprimen cuando se afiade 16:1 y 18:1 al medio. El acido linoleico poliinsaturado
(18:2), que no es producto de la actividad de la desaturasa Olelp, también en un potente
represor de su sintesis (Mcdonoughss et al., 1992).

Los acidos grasos insaturados (UFAs) tienen profundos efectos sobre la fluidez y funcién
de las membrana bioldgicas. Microorganismos, plantas y animales, regulan la sintesis de UFAs
durante condiciones ambientales tales como la disminucidon de nutrientes y también se ha
descrito la relacién de UFAs con procesos celulares esenciales como la diferenciacion celular y
la replicacién del DNA (Heird and Lapillonne, 2005; Mansilla and De Mendoza, 2005).

Olelp se localiza en el reticulo endoplasmatico (ER) donde reside la mayor parte de la
magquinaria de biosintesis de lipidos, los cuales se distribuyen a lo largo de las membranas de la
célula representando un 70% del total de acidos grasos celulares. Otras dos proteinas alteradas
en el analisis protedmico son las acido grasos sintesas Faslp y Fas2p, que son menos
abundantes en el doble mutante trxIAtrx2A/wt que en la cepa silvestre, con relaciones de
abundancia 0.29 y 0. 39, respectivamente. Si observamos los acidos grasos saturados de 16 y
de 18 carbonos (16:0 y 18:0) hay una mayor cantidad de estos metabolitos en el doble
mutante a pesar de que las proteinas Faslp y Fas2p se encuentran en menor abundancia. Si
observamos los acidos grasos insaturados (16:1 y 18:1) también estan en mayor cantidad en el
doble mutante, esta vez de manera consistente con la mayor abundancia de la desaturasa
Olelp (Figura 4.29).
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Figura 4.28 Ruta de la biosintesis de lipidos. En rojo se marcan las proteinas y metabolitos que estan en
mayor abundancia en el doble mutante frente a la cepa silvestre y en verde los de menor abundancia.

Olelp requiere energia para desaturar. Esta energia la obtiene a través de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial dependiente de oxigeno. Otras proteinas que se
encuentran en mayor cantidad en el doble mutante (Figura 4.5) estan relacionadas con la
respiracion. Mecrlp es una NADH citocromo B5 reductasa mitocondrial, 3.15 veces mas
abundante en el doble mutante y Corlp, 7.09 veces mas abundante, es una subunidad del
complejo ubiquinol citocromo ¢ reductasa. Prclp es una carboxipeptidasa vacuolar que se
encuentra 22.31 veces mds abundante y Mirlp es un transportador mitocondrial de fosfato,
305.95 veces mas cantidad en el doble mutante.

A pesar de que el doble mutante se encuentra en un medio fermentativo, presenta un
aumento en muchas proteinas mitocondriales y ademas un aumento en la biosintesis de
acidos grasos, lo que sugiere que el doble mutante presenta una tasa de respiracion
aumentada respecto del cepa silvestre.
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Es posible que esa respuesta obedezca a su defecto de crecimiento y debido al mayor
estrés oxidativo que supone la ausencia de las tiorredoxinas, asi como a las especiales
condiciones que impone el crecimiento en mosto sintético, como son el estrés osmético por la
gran cantidad de azucares y la cantidad de etanol que se produce, de manera que el doble
mutante activa una serie de mecanismos que implican a varias proteinas mitocondrialesy a la
biosintesis de acidos grasos.
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Figura 4.29 Diferencias en la produccion de metabolitos durante la fermentacion en mosto sintético.
Biosintesis de lipidos.
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4.4.6.7 Metabolismo del glutatién

Como se ha comentado al inicio del capitulo, el glutation esta implicado en muchos
procesos bioldgicos, incluyendo la sintesis de proteinas y DNA, transporte, actividades
enzimaticas, metabolismo y proteccion celular, por ello se analizé el impacto de la delecién de
las tiorredoxinas en el metabolismo del glutation. El glutatidn es un tripéptido sintetizado por
la accidn consecutiva de la gamma-glutamilcisteina sintetasa y por la glutation sintetasa como
se muestra en la Figura 4.30. La y-glutamiltranspeptidasa cataliza |a transferencia de y glutamil
a distintos aceptores aminoacidicos, generando compuesto una variedad de metabolitos de

tipo y-glutamil aminodcido.
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Figura 4.30 Metabolismo del glutation. En rojo se marcan los metabolitos que estan en mayor

abundancia en el doble mutante frente a la cepa silvestre y en verde los de menor abundancia.

En la Figura 4.31 se muestran los metabolitos detectados en el andlisis implicado en la
biosintesis del glutatidon. Se detecta mayor cantidad del GSSG y menor del GSH en el doble
mutante que en la cepa silvestre en mosto sintético. Hay que destacar que estos resultados no
se correlacionan con los obtenidos en las determinaciones de glutation en medio minimo

completo, SC, en estado exponencial

y estacionario (Figura 4.5).
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En estos casos, se observaba que hay un aumento del glutatiéon oxidado (GSSG) de la cepa
silvestre respecto del mutante mutante tanto en fase exponencial como estacionaria en SCy
también un aumento en el glutation reducido y al analizar la relacién GSH/GSSG se observaba
un aumento de la misma, tanto en fase exponencial como estacionaria en SC, datos que no
resultaban facilmente interpretables. De acuerdo con el analisis metaboldmico, en
fermentacién en mosto sintético, hay mayor cantidad de glutation oxidado y menor del
reducido en el doble mutante. Si observamos algunos metabolitos de la ruta, se observa que
hay mayor cantidad del sustrato glutamato en el doble mutante mientras que hay menos
glicina y no hay apenas diferencia de cisteina. El andlisis protedmico no indica variacién de las
enzimas implicadas en la sintesis de glutatidon que justifique la alteracién de estos metabolitos.
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Figura 4.31 Diferencias en la produccion de metabolitos del metabolismo del glutation durante la
fermentacion en mosto sintético.. Metabolitos implicados en la ruta con diferencias significativas entre
el silvestre y el doble mutante.

Otros dos metabolitos que se encuentran destacados en la Figura 4.31, pertenecientes a
la ruta de degradacion del glutation, son la cisteinilglicina y y-glutamilmilcisteina, cuyas
acumulaciones disminuyen y no se ve afectada, respectivamente, en el doble mutante.
Respecto del resto de y-glutamil aminodcidos, tanto los mostrados en la Fig 4.31, como otros
no mostrados, presentan un aumento en el doble mutante.
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En resumen, en el metaboloma del doble mutante en mosto sintético, donde predomina
un metabolismo fermentativo, hay mayor cantidad de glutatién oxidado. Esto puede ser
debido, a que la ausencia de las tiorredoxinas produce un estrés oxidativo interno por la
ausencia de proteccién y detoxificacion.

Como se ha comentado anteriormente, en el doble mutante hay mayor abundancia de
proteinas relacionadas con el transporte mitocondrial y con complejos relacionados con la
respiracion (Hsp30p, 7.08 veces mas abundante en el doble mutante, Atplp, 2 veces mas
abundante, Corlp 7.09 veces mas abundante, Mirlp 300 veces mas abundante). Este aumento
de abundancia de proteinas mitocondriales relacionadas con la respiracién asi como la
ausencia del papel protector de las tiorredoxinas podria explicar la mayor cantidad de GSSG en
el doble mutante. La menor cantidad de L-cisteinilglicina en el doble mutante podria explicar el
desvio hacia la produccién de precursores de aminoacidos que, como se puede observar en la
Figura 4.31, estan en mayor cantidad en el doble mutante.

4.4.6.8 Metabolismo del azufre

Todos los aminodcidos proteinogénicos, a excepcién de la prolina, la cisteina, la glicina y la
arginina estan elevados en el doble mutante respecto al silvestre. En la Figura 4.32 se
muestran algunos de los aminodacidos detectados por el analisis metaboldmico con diferencias
significativas en la abundancia entre el doble mutante en las tiorredoxinas y el silvestre.
Destacar la biosintesis de dos aminodacidos, la lisina y la metionina. Se ha descrito, que las
tiorredoxinas participan en la reduccién de enzimas, entre ellas la 3’-fosfoadenosina-5'-
fosfosulfato reductasa, o PAPS reductasa, que es requerida para la asimilacién de sulfuro. Esta
enzima, Metl6p, es la encargada de formar sulfito a partir de PAPS (3’-fosfoadenilsulfato,
fosfoadenosina fosfosulfato, 3-fosfoadenosina-5"-fosfosulfato, 5’-fosfoadenosina-3-
fosfosulfato) gracias a las tiorredoxinas que reciclan el enzima. Este sulfito se convierte a
sulfuro de hidrogeno por la sulfito reductasa dependiente de NADPH. Este sulfuro de
hidrégeno (H,S), a través de la ruta de biosintesis de homocisteina, puede ir hacia la biosintesis
de metionina y al ciclo de la S-adenosilmetionina. De manera que la ausencia de las
tiorredoxinas provoca una disminucion de PAPS a través de la actividad de Met16p.

Los residuos de metionina en las proteinas son facilmente oxidables por las ROS lo que
produce metionina-s-sulfoxido y r-sulféxidos. Estas modificaciones son reducidas a metionina a
través de las enzimas antioxidantes metionina-s-sulféxido reductasa (MsrA) y la metionina-r-
sulféxido reductasa (MsrB) (Kryukov et al., 2002). Estudios recientes revelan que la reduccion
de metionina sulfoxido produce la extensién de la longevidad en animales vy, la delecion de
MsrA en ratones reduce la vida en un 40% (Moskovitz and Qien, 2010) mientras que la
sobreexpresidon de MsrA en el sistema nervioso central en Drosophila melanogaster extiende la
vida alrededor de un 70% (Ruan et al., 2002). Se han realizado estudios con mutantes de las
tiorredoxinas y se ha visto viendo que éstas interaccionan con MsrAp. Analisis in vivo e in vitro
en levaduras (Mouaheb et al., 1998) sugieren a las TRXs como reductasas que reactivan a la
metionina sulfoxido reductasa, lo cual concuerda con la incapacidad del doble mutante
trx1Atrx2A de crecer en placas con metionina sulfoxido como Unica fuente de carbono.
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Figura 4.32 Diferencias en la produccion de metabolitos de la biosintesis de aminoacidos durante la
fermentacion en mosto sintético. Metabolitos implicados en la ruta con diferencias significativas entre
la cepa silvestre y el doble mutante.

Nuestros datos no concuerdan con lo anteriormente descrito en la bibliografia, ya que
observamos una mayor cantidad en los metabolitos implicados en la asimilacién de sulfuro,
viendo que hay mayor cantidad de sulfato, metionina sulfoxido y metionina en el doble
mutante. Se ha demostrado que el doble mutante de las tiorredoxinas es capaz de crecer en
medio conteniendo sulfato bajo condiciones que minimizan la generacion de ROS, indicando la
existencia de un donador de hidrégeno alternativo a la PAPS reductasa en levaduras y que las
tiorredoxinas no son las Unicas donadoras de hidrégeno de la PAPS reductasa (Draculic et al.,
2000). Se puede concluir que las tiorredoxinas estan regulando la funcién de muchas
proteinas, como por ejemplo, la RNR y en la PAPS reductasa. Esta regulacion en la PAPS
reductasa ha sido ampliamente descrita por su incapacidad de asimilar sulfuro en el doble
mutante trxI1Atrx2A en condiciones de aireacion y estrés oxidativo pero si que pueden
asimilarlo en condiciones de anaerobiosis y de bajo estrés.
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Estos resultados previos encajan con nuestros datos metabolémicos (Figura 4.32) en los
que, como se puede observar, la mayoria de metabolitos de la ruta de biosintesis y asimilacion
de sulfuro estan en mayor cantidad en el doble mutante. Si las tiorredoxinas fuesen las Unicas
donadoras de hidrégeno para la actividad PAPS reductasa, el doble mutante deberia tener
menos sulfato, menos metionina sulfoxido y menos metionina. Se observa lo contrario, hay
mucha mas abundacia de esos metabolitos en el doble mutante que en la cepa silvestre
debido a que, en condiciones de fermentacién, hay poca aireacidon, muy baja tasa de
respiracion y, por tanto, poca produccién de ROS, condiciones en las cuales se ha descrito que
el doble mutante trx1Atrx2A es capaz de asimilar sulfuro. Otra explicacion seria que el mosto
sintético es un medio complejo y con fuentes de azufre asimilables de manera que, el doble
mutante podria reservar dichas fuentes y producir mayor cantidad de metabolitos de esta
ruta.

4.5 Comparacion entre el andlisis del metaboloma del trx1IAtrx2A 'y trr1A

Se realizé también un analisis comparativo entre el metaboloma del doble mutante de las
tiorredoxinas citosdlicas y el del mutante de la tiorredoxina reductasa citosdlica para estudiar
las diferencias entre ambas cepas ya que, a lo largo de todo este trabajo, se han observado
diferencias bioquimicas y funcionales entre ambos mutantes. Los resultados se muestran en
forma de mapas de color (heatmaps) utilizando el programa MeV (Al et al., 2003) para analizar
el impacto sobre diversas rutas metabdlicas de interés biotecnoldgico. Se muestra el heat map
obtenido mediante el analisis de la abundancia de los metabolitos detectados en el doble
mutante trxIAtrx2A frente la cepa silvestre (columna 1), el mutante trr1A frente a la cepa
silvestre (columna 2) y la comparacién entre la abundancia de los metabolitos en trr1A frente
al doble mutante trx1Atrx2A (columna 3). En la parte superior de los heatmaps hay un
gradiente de abundancia de manera que los metabolitos en negro son los que no presentan
diferencias entre las cepas a comparar, en verde los que presentan los metabolitos que se
encuentran en menor abundancia y en rojo los que presentan abundancias superiores en el
doble mutante frente a la cepa silvestre.

Los datos mas relevantes para la fermentacion alcohdlica son los del metabolismo de
carbohidratos, que se muestra en la Figura 4.33. El impacto de la delecién de las tiorredoxinas
es sutil, y se incrementa algo mas en el caso de la delecion de TRR1. Contrariamente, la
induccion del metabolismo lipidico es mayor en el caso del doble mutante trxIAtrx2A que en
el mutante trr1A, Figura 4.36.

En la Figura 4.34, se observan los metabolitos de nucledtidos. Como se ha comentado en
la Figura 4.23, el doble mutante de las tiorredoxinas citosdlicas tiene un aumento en los
metabolitos de la biosintesis de nucleétidos con respecto a la cepa silvestre, dato que se ve
reflejado en el analisis mediante construccion de heat maps, ya que la mayoria de metabolitos
se encuentran coloreados de rojo (aumentados 5 veces). No hay tantas diferencias en el caso
del mutante trr1A frente a la cepa silvestre. En cuanto a los metabolitos cofactores (NAD,

278



Resultados y discusion

FAD, etc.), hay una similitud en la abundancia de algunos de ellos entre el doble mutante
trx1Atrx2A vy la cepa silvestre y el mutante trr1A y la cepa silvestre.

En cuanto al metabolismo de los lipidos, Figura 4.36 destacar el papel de las tiorredoxinas
citosélicas, y no de la tiorredoxina reductasa 1, en el metabolismo de lipidos. Como hemos
comentado en este capitulo, el doble mutante trx1IAtrx2A tiene 4 veces mas abundante la
desaturasa Olelp asi como la mayoria de metabolitos de la biosintesis de acidos grasos. En la
Figura 4.37 en la parte A se muestran los heat maps de metabolitos correspondientes a
péptidos y en la parte B a metabolitos del metabolismo secundario y xenobidticos.

En cuanto a los como péptidos, Figura 4.37 A, se observan diferencias entre las cepas de
estudio empleando un valor maximo de 3 veces. Como se puede observar, el doble mutante
presenta una abundancia tres veces superior del metabolito fenilalanilalanina y leucilglutamina
(sefialado con una fecha) frente a la cepa silvestre, lo que difiere de la comparacién del
mutante trrIA frente a la cepa silvestre. En el caso de lo metabolitos secundarios vy
xenobiéticos, se observan que hay diferencias en el caso del harmano, alcaloide derivado del
triptofano, en el que el doble mutante tiene 5 veces mds abundancia de este metabolito con
respecto a la cepa silvestre mientras que el mutante trrIA no presenta diferencias. Otro
metabolito, el benzoato, se encuentra en ambas cepas mutantes aumentada su abundancia
alrededor de 5 veces mas que en la cepa silvestre.

Lo que se puede concluir de esta seccién del Capitulo 4 es que la delecién de las dos
tiorredoxinas citosdlicas y la delecién de la tiorredoxina reductasa no producen el mismo
fenotipo. A lo largo del Capitulo 3 y 4 hemos visto diferencias en comportamientos entre
trx1Atrx2A y trr1A asi como posibles funciones de trrIA o como posibles donadores de
electrones alternativos en el caso de trxIAtrx2A.
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de la tiorredoxina reductasa 1 en crecimiento en mosto sintético. Heat map de carbohidratos.

280



Resultados y discusion

1y 0.9 S
Cl
o O
g —
\
1l § iu)
g ~. ~.
R B -
o M “
e e )
L + pS)

l-metil adenina

2'-deoxiadenosina
Z'=0-metilguanosina

T=methil guanina

adenina

adenosina

adenosina Z'-monofosfato (Z'-AMP)
adenosina 3',5'- monofosfato ciclico (cAMP)
adenosina 3 '-monofosfato (3'-AMP)
adenosina S'-difosfato (ADP)
adenosina 5'-monofosfato (AMP)
adenosina-2"',3"'-monofosfato ciclico
Né-caxbamoiltxeonil adenosina
adenilosucinato

guanina

guanosina

guanosina S'- monofosfato (5'-GMP)
guanosina-2"',3'-monofosfato ciclico
hipoxantina

inosina

inosina S'-monofosfato (IMP)
Ml-metill adenosina

N2, NZ-dimetyl guanosina

xant ina

xantosina

guanosina 2 '-monofosfato (3'-GMP)
AICA xibonucleotido

2'=0-metyl adenosina

Né-sucinil adenosina
Z2'-deoxiadenosina 5'-monofosfato
guanosina Z'-monofosfato (IZ'-GMP)*
S=metil-citidina

S=metiluridina (xibotimidina)
citidina

citidina S'-monofosfato (5'-CMP)
citidina 3'-monofosfato (3'-CMP)
citosina

citidina 2',3'-monofosfato ciclico
oxodato

oxotidina

pseudouridina

timidina

timidina S'-monofosfato

uracilo

uridina

uridine $'-diphosphate (UDP)
uridina 5'-monofosfato (UMP)
uridina=2"',3"'-monofosfato ciclico
N-carxbamoil aspaxtato

uridina 2 '-monofosfato (3'-UMP)

Figura 4.34 Andlisis comparativo del metaboloma del mutante doble de las tiorredoxinas y el mutante
de la tiorredoxina reductasa 1 en crecimiento en mosto sintético. Heat map de nucleétidos.

281



Resultados y Discusion

o
o

/wt

~
-—

\
B
o
s
P

0.5

trrl/wt

trrl/trxl/2 w

o

3'~defosfocoensime A

coensime A

pantotenato

fosfopanteteino

adenosina S'-difosfoxribosa (ADP-xibosa)
nicotinamida

nicotinamida adenina dinucleotido (ITAD+)
nicotinamida adenina dinucleotido xeducido
nicotinamida xribonucleotido (IMMI)
nicotinamida xibosido

nicotinato

nicotinato adenina dinucleotido (INAAD+)
nicotinato ribonucleosido

trigonellina (Il'-metillnicotinato)
acido nicotinico mononucleotido (IMaMIl)
ptexrina

acetilfosfato

metilfosfato

fosfato

carnitina

deoxicarnitina

flavina adenina dinucleotido (FAD)
riboflavian (Vitamina BZ)

flavina mononucleotido (IMIN)

txeonato

biotina

S=(Z-Hidrxoxietil )-494-metiltiasol
tiamina (Vitamin Bl)

tiamina difosfato

pixridoxal

piridoxal fosfato

piridoxamina

piridoxato

piridoxina (Vitamina BE)

piridoxamina fosfato

Figura 4.35 Andlisis comparativo del metaboloma del mutante doble de las tiorredoxinas y el mutante
de la tiorredoxina reductasa 1 en crecimiento en mosto sintético. Heat map de cofactores.

282

(ITADH)



Resultados y discusion

0.0 0.5 5.0
(]
o 5
5) —{
~
€ S o
~ ~ ~
. e -
- - -
- s u
o RS Ao

1l palmivoleocilglicexol (1&:1)*
l-palmitoil=3-linolecil~glicexol (1£:0/18:2)*
l-oleoil-GPC (10:1)

1l-oleoil~GPL (108:1)

l-oleoil=GPI (10:0)*

l-palmitoleoil -GPC (LE:1L)*
1l-palmivoil ~GPC (1£:0)

l=palmitoil ~GPE (1£:0)

l-palmitoil ~GPI (1€:0)*

l-esteaxoil ~GPC (18:0)

l=steaxoil~GPE (108:0)

glicexol 3-fosfato
glicexofosfoervanol amina
glicexofosfoxilcol ina(GPC)
l-esteaxoil~GPI (10:0)

l-palmitoil ~GPG (1£€:0)*

l-oleoil~GP3 (10:1)

l=palmitoil ~GP3 (1€:0)*

l-esteaxoil~GPS (10:0)*
cividine~S'~difosfoevanocl amina
glicexofosfoinositel *
l-palmitoil~Z~-oleoil ~GPL (1€:0/18:1)
l-palmivoil~Z~oleoil~GPC (1£:0/10:1)
1,2=dipalmitoil ~GPC (1€:0/1€:0)
l-oleoil~Z~linoleoil~GPC (18:1/18:2)*
l-oleoil~Z~1inoleoil~GPL (10:1/10:2)*
l-palmitoil=Z~linolenoil ~GPC (LE:0/10:2)*
l-esteaxoil~Z-oleoil~GPC (108:0/18:1)
glicexofosfoglicexol

1,2-diclecil=GPC (10:L/18:1)*
l-esteaxoil ~-GPG (18:0)
l-palmitoleoil~Z~1inoleoil ~GPC (L1€:1/10:2)*
colina

l-palmitoil-Z-palmitoleoil -GPC (LE:0/1E:1)*
S=dimevil aminoevanol
l-esteaxoil=T-oleoil~GPE (10:0/10:1)
1,2-diocleoil -GPE (18:1/18:1)
l-palmitoil~Z-oleoil~GPS (1€:0/18:1)
“~esteaxoil~GPL (10:0)*
1,2-dipalmitoleocil -GPC (QE: M/ 2E:0)"
l-palmitoleoil~Z-oleoil~glicexol (1E6:0/10:1)*
l-palmitoleoil=Z=oleoil~GPC (L€:1/10:1)*
l-palmitolecil=2-oleoil~-glicexol (16:L1/10:1)*
l-palmitoil~Z-esteaxoil ~GPC (1€:0/18:0)
lesteazxoil=T~oleoil~GPI (10:0/10:12)*
acevilcol ina

cividina S$'~difosfocolina
I~kevoesfinganina

fitosfigosina

esfinganina

esfingosina

esfinganina-l-fosfavo

exgostexol

fucosvexol

hexanoilgl icine

H-palmitoil glicine

acevilcamnivina

li~ocvanoilglicina

glutaxato (pentanedioato)

Figura 4.36 Continuacidon. Analisis comparativo del metaboloma del mutante doble de las
tiorredoxinas y el mutante de la tiorredoxina reductasa 1 en crecimiento en mosto sintético. Heat

map de lipidos.

283



Resultados y Discusion

.
0.0 0.5 :-0 0.0 0.5 5.0
"o &
“ .
—
2 i 5
g — o (] E +
— s ~ ~
™ " ™ 1y - 70
)-; o “ - 1 ¥
- - 1]
L L L P s P

valilglicina
fenilalanilalanina
alanilleucina
tirxosilglicina
prolilglicina
glicilleucina
glicilwval ina
leucilglicina
isoleucilglicina
treonilfenilalanina
lisileucina
valileucina
fenilalanilglicina
valilglutamina
leucilglutamina
trxiptofilglicina
pro-hidroxi-pxolina
histidilalanina

indoleacetato

hazmano

tirxosol

bensoato

S-hidroximetil furxfural
S-hidroximetil-Z-acido furoico
mevalonato

mevalonol actona
3-hidroxi-3-metilglutaxato
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
hexaetileno glicol
pentaetileno glicol

trietanol amina

heptaetileno glicol
tetxaetileno glicol
trihidroxibutano

octaetileno glicol

Figura 4.37 Analisis comparativo del metaboloma del mutante doble de las tiorredoxinas y el mutante

de la tiorredoxina reductasa 1 en crecimiento en mosto sintético. Heat map de péptidos (A) y heat

map de metabolitos secundarios y xenobidticos (B).



Resultados y discusion

En este capitulo, se ha estudiado el papel de las tiorredoxinas citosdlicas en el
envejecimiento cronoldgico en diferentes medios. Se ha observado una disminucién en la LC
en el doble mutante en el medio SC (Figura 4.3) que se podria explicar con la deficiencia del
doble mutante para hacer frente al estrés tanto oxidativo como reductor (Figura 4.1). A pesar
de tener niveles mas altos de glutation tanto en exponencial y estacionario asi como niveles
altos de catalasa en estacionario (Figura 4.2), estos mecanismos antioxidantes alternativos no
consiguen compensar este defecto de viabilidad. De manera similar hemos observado en el
Capitulo 3, que el mutante trr1IA tiene una viabilidad reducida en SC (Figura 3.6F). Sin
embargo, en mosto, tanto sintético como natural, el doble mutante tiene un crecimiento
ralentizado y una menor velocidad de consumo de los azucares y a diferencia de lo que ocurria
con trrlA (Figura 3.6 B), en el doble mutante de las tiorredoxinas este menor metabolismo se
traduce en una extensiéon importante de la LC (Figura 4.4 y 4.5). Se realizd un analisis
proteémico y metaboldmico del doble mutante en diferentes medios de crecimiento (SC, YPD,
MS300) asi como en diferentes estados de crecimiento (exponencial y estacionario) y analisis
del proteoma tidlico redox y andlisis de metabolitos durante crecimiento en MS300,
respectivamente. Uno de los motivos por lo que tiene un metabolismo mas lento podria ser
explicado por una menor abundancia en las proteinas de la glicélisis en el doble mutante
(Figura 4.16) que hace que tenga una produccidn de metabolitos de la glucélisis diferente a la
cepa silvestre (Figura 4.17). Se ha comprobado esta diferencia de crecimiento en mosto
sintético mediante andlisis de la densidad éptica con placas multipocillo (Figura 4.18) y
mediante la medida de la capacidad fermentativa (Figura 4.21), que es menor por célula en el
doble mutante de las tiorredoxinas. Otras rutas metabdlicas estdn alteradas y podrian
contribuir a este defecto en el crecimiento, como por ejemplo la biosintesis de acidos
nucleicos (Figura 4.25 y Figura 4.26) en los que se observa, de manera general, un aumento de
las bases nitrogenadas en el doble mutante que se podrian interpretar como el defecto que
tiene el trx1Atrx2A en la actividad de la ribonucledtido reductasa que hace que hay un defecto
en la produccién de dNTPs y que las células detengan su ciclo celular en la fase S del ciclo.
Ademas, se ha observado un aumento en la cantidad de los metabolitos relacionados con el
dinucleétido NAD/NADH (Figura 4.27), lo que podria indicar una alteracién en el estado
energético de la célula.

Aumenta tanto la forma oxidada como la reducida, lo cual sugiere que no hay un cambio
en el estado redox que lo altere. Lamentablemente los datos metabolémicos no nos dan
informacidn sobre el estado redox de la forma fosforilada, el NADP(H), que es el donador de
poder reductor del sistema. El aumento de la cantidad de NAD" podria suponer el aumento de
actividad de unas proteinas muy relacionadas con longevidad, las sirtuinas. Las sirtuinas, como
Sir2p, son desacetilasas dependientes de NAD' cuya accién promueve la condensacién de la
cromatina, la estabilidad genédmica y la longevidad. El aumento de NAD" estimularia su funcién
y podria cotribuir a la extension de LC, pero el aumento de la nicotinamida, que es el producto
de su reaccidon y que la inhibe en un mecanismo de feedback, la disminuiria, con el
consiguiente efecto en longevidad (Anderson et al., 2003).
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En estos estudios protedmicos se ha detectado una abundancia de cuatro veces mas de la
desaturasa Olelp, la Unica de la levadura, en el doble mutante que correlaciona con un
aumento en la biosintesis de acidos grasos en los estudios metabolémicos (Figura 4.29). Estos
resultados podrian indicar que debido al defecto en la divisidn celular, provoca un aumento en
la concentracidn de acidos grasos que desencadenaria la sintesis de Olelp. Mediante un
analisis comparativo con la construccidon de heats maps (Figura 4.36) se puede observar que
ciertas diferencias en el metabolismo de los acidos grasos son caracteristicas del mutante
trx1Atrx2A. Numerosos trabajos describen el papel de las tiorredoxinas citosdlicas como las
reductoras de la enzima PAPs reductasa, de manera que el mutante trxI1Atrx2A tiene un
defecto en la actividad de este enzima siendo auxdtrofo para la metionina por lo que tiene un
defecto en la asimilacidon de azufre. En nuestros analisis metabolémicos en mosto sintético, se
ha observado que el trx1IAtrx2A no parece tener un defecto en esta ruta, ya que el doble
mutante presenta niveles aumentados desde el sulfato hasta la metionina (Figura 4.32). Estos
resultados podrian indicar por un lado, que durante el crecimiento en mosto sintético la
levadura acumula moléculas que contienen azufre del medio y que mds tarde lo utiliza, con lo
cual no requiere la ruta de asimilacion de azufre inorganico o que, el doble mutante es capaz
de asimilar el azufre en condiciones de baja aireacidn y bajo estrés oxidativo como ya se ha
descrito anteriormente y que esto indicaria que la PAPS reductasa tendria un donador de
electrones alternativo.

Los resultados del analisis del proteoma tiol redox nos permiten detecta siete proteinas
que contienen péptidos redox (Figura 4.1). En medio SC fase estacionaria las proteinas que
contienen péptidos redox estan vinculadas a la mitocondria. En fase estacionaria las células
vienen de un metabolismo respiratorio y por lo tanto son mas propensas a acumular ROS
producidos en la mitocondria, que en el mutante trxIAtrx2A no serian eliminadas
completamente y esto podria producir un dafio oxidativo a nivel molecular. Las tiorredoxinas
citosdlicas podrian modular la reduccion/oxidacion de la cisteina 57 de la proteina Crp3p vy la
cisteina 27 de la proteina Gre3p ya que estas cisteinas se encuentran mds oxidadas en el doble
mutante que en la cepa silvestre.En crecimiento exponencial, YPD y SC exponencial, las células
se estan dividiendo y las proteinas detectadas con péptidos redox son proteinas ribosomales.
La reduccion/oxidacion de las cisteinas de estas proteinas no sigue un patréon coman.

En todos los medios ensayados (SC, YPD y Mosto) asi como en las dos fases de
crecimiento (exponencial y estacionaria) se ha detectado la cisteina 146 de la superdxido
dismutasa 1, Sod1p (Tabla 4.1). En condiciones de crecimiento exponencial en YPD y SC y
crecimiento en mosto la cisteina 146 de Sod1p se encuentra mas oxidada en el doble mutante
que en la cepa silvestre. En condiciones estacionarias la cisteina 146 se encuentra mas
reducida en el doble mutante que en el silvestre. Se realizd estudios de la actividad de la
superéxido dismutasa mediante zimogramas en el doble mutante de las tiorredoxinas y los
mutantes trr1A y tsalA para tener otras proteinas relacionadas con la respuesta a estrés como
control (Figura 4.7). Se observd que a pesar de haber detectado la cisteina 146 de la Sod1p
mas oxidada en el doble mutante en exponecial y mds reducida en estacionario, la actividad de
la SOD (tanto 1 como 2) era mayor en el trxIAtrx2A y en el trr1A. Estos resultados no encajan
con datos previos que afirman que el puente disulfuro entre la cisteina 146 y la 57 de Sod1p es
necesario para la actividad de la Sod1p.
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Se estudié si los resultados obtenidos se podrian explicar mediante el papel de las
tiorredoxinas como deglutationiladoras (Figura 4.9 y 4.10). Se observd que en todas las
condiciones ensayadas habia glutatién unido a la Sod1p y que al menos en medios con 2% de
glucosa no eran dependientes de las tiorredoxinas pero si que habia menos glutationilacion en
la fase estacionaria (Figura 4.9), al contrario de lo esperado para proteinas con actividad
desglutationiladoras. En mosto también habia glutation unido a la proteina y a dia 6 de
crecimiento en este medio hay una menor glutationilacién en el trxIAtrx2A. Asi pues, Sod1p
no seria una diana de desglutationilacién por parte de las tiorredoxinas.

En los estudios protedmicos globales y el analisis posterior de comparacién de medios y/o
fases de crecimiento nos permite observar la adaptacién o el intento de compensacién del
trx1Atrx2A al medio. Por ejemplo, si comparamos las proteinas comunes detectadas como
significativas entre el crecimiento en YPD exponencial y en SC exponencial se observan que hay
un aumento en la abundancia en el doble mutante de las proteinas de respuesta a estrés
oxidativo como Tsalp, Sodlp y Srxlp y también un aumento en la abundancia de proteinas
relacionadas con el dafio al DNA como Ddr48 y aumento de la abundancia de la ribonucledtido
reductasa.

En general, los resultados obtenidos en este capitulo permiten observar los diferentes
mecanismos de adaptacién y/o compensacion que tienen las células en ausencia de las
tiorredoxinas citosdlicas que son, como se ha descrito a lo largo del Capitulo 3 y 4, importantes
como moléculas de proteccién frente al estrés oxidativo y otros tipos de estrés asi como su
papel en la regulacion de las proteinas a través de la modificacion postraduccional
glutationilacién, en los diferentes medios de crecimiento y que, muchos de estos mecanismos
difieren de la cepa mutante trr1A indicando funciones diferenciadas entre ambas proteinas.
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Conclusiones

1. La integridad del complejo SAGA es necesaria para la extensidon de la longevidad
cronoldgica asi como para la autofagia en condiciones de ayuno de nitrégeno vy la
respiracion. De las dos actividades enzimaticas del complejo SAGA estudiadas, la
acetiltransferasa Gen5p es determinante para la longevidad y para la induccidn de la
autofagia pero no lo es tanto la actividad de desubiquitinizacidn.

2. El papel de la acetiltransferasa Gen5p en LC estd conectado con la funcién de la ruta
TORCL1 en el control del envejecimiento en funcién de la disponibilidad de nutrientes,
como demuestra la inhibicidn parcial de la extensidn de la longevidad de los mutantes
torlA y sch9A en ausencia de Gcn5p. Ademas la actividad acetiltransferasa Gen5p
también establece conexién entre SAGA vy la respuesta retrégrada.

3. La mitocondria juega un papel relevante en la longevidad cronoldgica, tanto por la
funcidn respiratoria como por los mecanismos reguladores de la ruta retrégrada que
permiten la sefalizacidn al nucleo del estado mitocondrial. Este papel se hace critico
en condiciones de metabolismo respiratorio y de estrés oxidativo y se pone en
evidencia en los fenotipos de longevidad cronolégica de mutantes petite y de
mutantes en componentes de la ruta retrégrada, asi como en el comportamiento de
hibridos interespecificos de S. cerevisiae y S. uvarum con dotacién mitocondrial
diferencial, en los que se observa la importancia de DNA mitocondrial de S. cerevisiae
en la resistencia al estrés oxidativo y en la extensién de la LC.

4. Existe una conexidn entre la peroxirredoxina citoplasmatica Tsalp y el control general
de aminoacidos, GAAC, a través de la quinasa Gen2p que afecta al crecimiento y a la
supervivencia en fase estacionaria debido a un defecto en la respiracion y en la
correcta represion por glucosa.

5. El estudio del sistema tiorredoxina ha permitido detectar una nueva funcién de la
tiorredoxina reductasa en la regulacién de la disponibilidad de nutrientes de manera
relacionada con ruta TORC1. La disminucién de actividad de la ruta en los mutantes
trrIA da lugar a una mayor sensibilidad a rapamicina y a una disminucién de la
autofagia, posiblemente debido a su interaccion con el complejo TORC1 a través de su
GTPasa Gtrlp.
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En el estudio proteémico y metabolémico mediante el uso del doble mutante de las
tiorredoxinas citosdlicas ha permitido describir rutas metabdlicas afectadas en el doble
mutante, como es la ruta de biosintesis de acidos grasos vy, la glicélisis, y también la
ruta de salvamento de la nicotinamida, lo que conjuntamente explica las necesidades
de mecanismos de compensacién en el mutante para hacer frente a los diferentes
tipos de estrés.

El andlisis del proteoma tidlico redox comparado entre el doble mutante de las
tiorredoxinas citosolicas y la cepa silvestre ha permitido la deteccidn de siete proteinas
con cisteinas susceptibles de oxidaciéon reversible, en su mayoria proteinas
ribosomales, lo que refleja el defecto de crecimiento del doble mutante.

Entre las otras proteinas susceptibles de oxidacidn reversible detectadas
diferencialmente oxidadas en el mutante de las tiorredoxinas citosélicas se encuentra
también la superdxido dismutasa Sod1p que no muestra, sin embargo, diferencias en
el estado de glutationilacién respecto de al cepa silvestre, lo que sugiere que no son
las tiorredoxinas las responsables de su desglutationilacion.

El andlisis comparativo de los datos metaboldmicos del doble mutante en las
tiorredoxinas citosélicas, del mutante en la tiorredoxina reductasa y de la cepa
silvestre, corroboran la significativa diferencia de los fenotipos observados en esos dos
mutantes, diferencia que se ha descrito a lo largo del Capitulo 3 y 4 de esta tesis, y que
indica que las tiorredoxinas citosélicas han de tener donadores de electrones
alternativos a la tiorredoxina reductasa y que la tiorredoxina reductasa ha de tener
otras funcionas, sobre sustratos diferentes a las tiorredoxinas que hasta la fecha son
desconocidos.
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