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ABSTRACT

Los eisosomas son grandes ensambles proteicos citoplasmaticos que organizan dominios de la
membrana plasmatica. Estan compuestos principalmente por miles de copias de dos proteinas
paralogas, Pill y Lspl, constituyendo el nucleo estructural. Muchos estudios apuntan evidencias a
gue estas estructuras podrian estar implicadas en el envejecimiento de Saccharomyces cerevisiae,
por lo que es de gran importancia su estudio ya que dicho proceso es uno de los mayores factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad.

Por esta razon, el entendiendo de los fundamentos moleculares y las alteraciones metabdlicas
implicadas son cruciales para comprender el proceso de envejecimiento como para entender también,
por ejemplo, la etiologia de enfermedades neurodegenerativas relacionadas a la edad. En este
contexto, el objetivo general del presente trabajo se enmarca en la funcion celular de los eisosomas
en la levadura modelo S. cerevisiae, determinando si los mismos tienen un papel en el envejecimiento
de tipo cronolégico.

Para ello, se generaron ocho cepas en dos acervos genéticos diferentes, BY4741 y w303, de las
cuales cuatro son mutantes eisosomales, de los genes LSP1 y PIL1, vy las cuatro restantes son
mutantes en genes que estan involucrados en el envejecimiento celular. La obtencion de dichas
mutantes se hizo por recombinaciéon homoéloga, es decir, se realiz6 la delecion de los genes de interés
por la incorporacion de cassettes que codifiquen para una enzima implicada en la resistencia a un
antibiético o la biosintesis de un aminoacido. Luego, se procedié a realizar los ensayos de
envejecimiento cronoldgico, los cuales consisten en la determinacion de la viabilidad celular a partir
de un cultivo en fase estacionaria. La viabilidad se midié mediante citometria de flujo usando ioduro
de propidio, fluoréforo que permite diferenciar células vivas de células muertas. Este estudio se llevé
a cabo solo para las mutantes de los genes eisosomales (pill4, Isp1A y pillA IsplA), junto a la cepa
silvestre (wild type) y dos cepas control de envejecimiento cronolégico.

Se determiné que las cepas mutantes pillA y pillA Ispl4 son mas longevas que la cepa wild type
para ambos acervos genéticos, mientras que IsplA no lo es, por lo que se concluye que podria ser la
ausencia del gen PIL1 lo que genera dicha longevidad en las células. Estos resultados abren las
puertas a nuevos estudios para un mejor entendimiento de las bases celulares y moleculares del
proceso de envejecimiento.
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Saccharomyces cerevisiae; Eisosomas; Envejecimiento; Citometria de flujo; recombinacion
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1. INTRODUCCION

1.1 Dominios de membrana plasmatica en levaduras

La membrana plasméatica cumple un rol critico en la regulacion de distintos procesos ademas de
actuar como la barrera fisica mas importante de la célula. Es mediadora de un gran rango de
procesos esenciales incluyendo la importacion de nutrientes, la transduccién de sefiales, la secrecion
y la biogénesis de la pared celular, entre otros (1). En estudios recientes se ha demostrado que la
membrana plasmatica de hongos consiste de al menos tres distintos subdominios que parecen tener
funciones especializadas, los cuales son: el compartimiento de membrana ocupado por Canl (MCC)
(2-4), el compartimiento de membrana ocupado por Pmal (MCP) (4) y el compartimiento de
membrana de TORC2 (MCT) (5). Sin embargo, uno de los ultimos estudios reportados determiné la
existencia de mas de una docena de nanodominios con diferentes compartimientos dindmicos y
formas, encontrando desde puntos discontinuos a redes continuas. Las membranas biolégicas se
auto-organizan en un mosaico de numerosos dominios coexistentes (6). La Figura 1 muestra una
compleja interaccién entre al menos cinco mecanismos diferentes de formacion de nanodominios en
la membrana plasmatica, los cuales son la asociacién preferencial de lipidos, interacciones proteina-
lipido, interaccién proteina-proteina, picket fence que se basa en el anclaje de proteinas
transmembrana a una submembrana del citoesqueleto limitando la difusion de proteinas de
membrana y por ultimo el scaffolding de proteinas que es una especie de plataforma de proteinas
periféricas que modifican localmente la topografia y la composicién de la membrana. Por lo que, la
formacién de nanodominios ocurre a través del auto ensamblaje de diferentes componentes (7, 8).

Lipid preferential association ‘ Protein-lipid interaction

i ELT%W@I s 1 e

Membrane domain formation

Protein-protein interaction

oy

Protein scaffolding

Figura 1. Mecanismos de formacion de dominios de membrana plasmatica (8).



1.2 Biogénesis y estructura de los eisosomas

El primer subdominio nombrado, MCC, se ha visto que en la levadura Saccharomyces cerevisiae se
asocia con proteinas periféricas de membrana que forman un complejo en la superficie interior de la
membrana plasmatica, llamado eisosoma (9).

Estas estructuras ancladas firmemente por debajo de la membrana plasmatica, se encuentran
distribuidas en patrones de complejos espaciados a una minima distancia uno del otro (10). También
son extremadamente estables una vez formados, se ha visto que no intercambian subunidades, ni se
mueven (9, 11-13). Una célula tipica de levadura contiene aproximadamente 30 eisosomas,
dependiendo de su é&rea superficial. En estos, ademéas de lipidos, se concentran al menos 25
proteinas, tanto integrales como asociadas a la misma (11, 14, 15).

A través de estudios de microscopia de fluorescencia in vivo se determiné que durante el proceso de
division celular mitética, por gemacién en S. cerevisiae, los eisosomas de la célula madre no migran a
la gema (Figura 2). Contrariamente, éstos se forman de novo en la gema en crecimiento a partir de
subunidades proteicas recién sintetizadas, que se ensamblan sobre la membrana plasmética (10).
Ademas, se ha demostrado que sus sitios de ensamblaje en la membrana plasmética no estan pre-
asignados sino que es de forma aleatoria (10). Un conjunto de evidencias genéticas, bioquimicas y de
biologia molecular de la célula permiten sostener que los eisosomas son nanodominios de membrana
plasmatica, con forma de invaginaciones estables donde se acumulan en forma selectiva lipidos y
proteinas (8).

Las dos mayores subunidades de los eisosomas que constituyen su nicleo estructural son dos
proteinas paralogas, es decir que son producto de una duplicacién genética, Pill y Lspl (Figura 3)
(9). Dichas proteinas comparten un 78% de identidad en 296 aminoacidos alineados, de un total de
341 aminoacidos en Lspl y 339 en Pill, lo que indica que han sido altamente conservadas a nivel de
secuencia. Hay mas copias de Pill y Lspl (aproximadamente 115.000 y 104.000, respectivamente),
que de tubulina (5.560 copias) y actina (60.000 copias). Asi, se estima que por célula, cada eisosoma
consta de entre 2.000 y 4.000 copias de cada una de estas proteinas paralogas (9, 15).

Hasta el momento, se ha descubierto que la estructura molecular de Pill y Lspl consiste en dominios
BAR (13, 17). Dichos dominios estan constituidos por una coiled-coil de tres largas alfa hélices que
dimerizan para formar un dominio con forma de banana con una superficie céncava cargada
positivamente. Como consecuencia a la rigida forma céncava de la superficie, el dominio BAR puede
inducir curvatura de membranas, siendo esto requerido para una gran cantidad de procesos celulares
como ser la invaginacion endocitica o motilidad celular (18, 19). Los dominios BAR contenidos en las
proteinas eisosomales Pill y Lspl son responsables de mediar el autoensamble y la unién a
membranas lipidicas por parte de estas proteinas (11, 13, 14).
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Figura 2. Los eisosomas se
ensamblan de novo. (a) Pill-GFP
(Proteina verde fluorescente, del inglés
Green fluorescent protein) refleja con
exactitud la localizacion de los
eisosomas. Las figuras de
fluorescencia Pil1l-GFP (fila de arriba)
son comparadas con la tincién de
inmunofluorescencia de  Pill-GFP
frente a un anticuerpo GFP. Escala de
barra 5 ym. (b) Los eisosomas son
formados luego de una fase inicial lag
y su numero es directamente
proporcional a la superficie celular
(10).

Tanto para Pill como para Lspl se han descripto varios sitios de fosforilacion y existen evidencias
que apoyan la idea de que los niveles de fosforilacion pueden regular la distribucién de dichas
proteinas entre las formas ensambladas en los eisosomas o solubles en el citosol (20). Varios
estudios plantean que las serina/treonina quinasas Pkh1/2 estan fisicamente asociadas a los
eisosomas y las proteinas que forman el ndcleo estructural de los mismos, Pill y Lspl (19-21),
parecen ser los substratos de Pkh por lo visto en estudios in vitro. Estas quinasas son homélogas a la
quinasa en mamiferos PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1), son funcionalmente
redundantes, esenciales (22) y estan implicadas en muchas funciones celulares esenciales (22, 23).

Actualmente, no hay evidencia de la presencia de eisosomas en organismos que no sean hongos. Sin
embargo, dominios estructuralmente comparables Illamados caveolas son encontrados en la
membrana plasmatica de células de mamiferos. Dichas estructuras son invaginaciones estables de
60-80 nm y su formacion se debe principalmente a las proteinas integrales de membrana caveolinas y
las proteinas asociadas a membrana cavinas. Al igual que los eisosomas, las caveolas concentran
esteroles y fosfoinositoles y presentan varias funciones en la transduccion de sefiales. Sin embargo,
los componentes del nudcleo estructural y el mecanismo de ensamblaje de las caveolas y los
eisosomas son bastante diferentes (9). A pesar de estas diferencias moleculares, las similitudes a
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nivel celular sugieren que los eisosomas y las caveolas podrian representar un caso de evolucion
convergente (8).

La conservacién de diferentes componentes eisosomales a lo largo de todos los hongos es bastante
dispar. Estos nanodominios se descubrieron en la levadura S. cerevisiae, pero se han realizado
estudios en otros hongos y se ha logrado encontrar la presencia de dichas estructuras. Uno de los
organismos modelo estudiado ha sido Ashbya gossypii, el cual es un hongo filamentoso, que
actualmente esta mas relacionado fitogenéticamente con la levadura S. cerevisiae que con otro
hongo filamentoso. Los eisosomas de este organismo son muy similares a los de la S. cerevisiae,
incluyendo la localizacién de Pill y Lspl en un patron puntuado en la membrana plasmatica (24) y
también son muy estables. De todas formas, se observan diferencias significativas entre los
eisosomas de diferentes hongos, como por ejemplo la mutante pil7A en A. gossypii genera grandes
defectos en el crecimiento polarizado, ademés algunos de los pares de genes paralogos presentes en
S. cerevisiae (SIm1 y SIm2, Pkhl y Pkh2 y Ncel02 y Fhnl) estan codificados por un solo gen en A.
gossypii (24).

También han caracterizado eisosomas en Aspergillus nidulans, que es un hongo filamentoso. Esta
mucho menos relacionado con S. cerevisiae que con A. gossypii, por lo que se observan muchas
diferencias en estos eisosomas. Por ejemplo, los dos ort6logos a Pill presentes en A. nidulans (PilA'y
PilB) parecen haber aparecido a partir de un evento de duplicacion que es distinto a la evolucion de
Pill y Lspl en S. cerevisiae (25). Ademas, se han encontrado eisosomas en los organismos
Schizzosaccharomyces pombe, que tiene estructuras mucho mas grandes que las presentes en S.
cerevisiae (14, 26-28) y en el patdgeno humano Candida albicans.

1.3 Funciones de los eisosomas

1.3.1 Formacién de dominios de membrana

Los sitios en que Pill/Lspl se asocian con la membrana plasmatica corresponden a invaginaciones
de membrana tipo surcos que son de 50 nm de profundidad y 200-300 nm de largo (29). Estas
invaginaciones parecen estar enriquecidas de ergosterol que es el mayor esterol en levaduras y
requieren de esfingolipidos para una adecuada organizacion (19, 30).

A pesar de que las proteinas Pill y Lspl son casi idénticas, como también similares en abundancia,
tienen diferentes roles en la estructura y biogénesis de los eisosomas (9, 10, 13). La proteina Lspl se
une a la membrana plasmética con menor eficiencia que Pill y se ha visto que no son funcionalmente
equivalentes (9, 13). Se encontré que el gen PIL1 cumple un rol muy importante en la organizacion
de estas estructuras. Se observa que disminuyendo o incrementando la dosis de dicho gen, lleva a la
reduccién del nimero de eisosomas o incremento en el tamafio del eisosoma, respectivamente (10).
Estos resultados indican que los niveles de Pill son determinantes en la biogénesis de los
eisosomas. Asimismo, la delecion de PIL1, no de LSP1, lleva a la formacién de agrupaciones
periféricas llamadas eisosome remnants, es decir, en ausencia de Pill los componentes remanentes
de los eisosomas se agrupan en uno o algunos sitios de la periferia celular o que representa grandes
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invaginaciones afectadas en la membrana plasmatica. En cambio, la delecion del gen LSP1 produce
eisosomas muy similares a los de la cepa silvestre (wild type), no afectando significativamente el
fenotipo (9, 30). Estos resultados evidencian la incapacidad de Lspl de organizar eisosomas en
ausencia de Pill.

Ademas de estas principales proteinas de la estructura de los eisosomas, se ha encontrado que la
composicién de dichos dominios se compone de al menos dos docenas de proteinas y se espera que
la lista crezca con el pasaje del tiempo. Se ha reportado que simportadores que importan nutrientes y
protones a la célula, como ser Canl, Tat2 y Fur4 son proteinas integrales en la membrana que
componen los eisosomas. También se encuentra la proteina Sur7 (Figura 3), Fmp45, Punly Ynl194c,
cuya presencia como proteinas integrales de membrana fue evidenciada a través de colocalizacion
(8). Las deleciones simples de los genes SUR7, FMP45 y YNL194 causan leves defectos en la
esporulacién y cambios en la composicién de membrana (31). En cambio la delecién de PUN1
conlleva a finas paredes celulares con un bajo contenido de B-glucano, crecimiento filamentoso
afectado y un aumento de la sensibilidad al estrés por metales pesados. Esto sugiere que Punl es
una proteina con funcién a respuesta a estrés que contribuye al mantenimiento de la integridad de la
pared celular (8). Otra proteina integral de membrana que colocaliza con los eisosomas es Ncel02.
La delecion del gen que codifica dicha proteina conlleva a un fenotipo muy similar a pil1A (32, 33) y
su concentracion en los eisosomas depende de la disponibilidad de esfingolipidos e influencia la
sefializacion por las quinasas Pkh, quienes también forman parte de estos dominios y seran
mencionadas mas adelante.

1.3.2 Eisosomas y endocitosis

Dentro de los roles funcionales de los eisosomas se encuentra la endocitosis. La endocitosis es un
proceso por el cual la célula introduce moléculas grandes o particulas, englobandolas en una
invaginacion de la membrana plasmatica, formando una vesicula que termina por desprenderse para
incorporarse al citoplasma. Se ha observado que Pill y Lspl son necesarias para una endocitosis
eficiente, lo que lleva a una controversial propuesta de si los eisosomas son sitios de un tipo
alternativo de via endocitica.

Se ha observado que mutaciones simples y dobles de los genes que codifican a las proteinas Pill y
Lspl resultaron en una disminucién en la tasa de eventos endociticos. A la vez, se realiz6 un
seguimiento de la pinocitosis, observando las membranas celulares con la sonda fluorescente FM4-
64, la cual tifie lipidos de membrana, que permitié visualizar como la nucleacién de los eventos
endociticos ocurria en sitios que colocalizaban con los eisosomas (6). Sin embargo, andlisis de
colocalizacion de diferentes marcadores de endocitosis mediada por clatrina-actina indicaron que los
eventos endociticos ocurren dentro de MCPs independientemente de la organizacion eisosomal (32,
34). Ademas, la delecion de PIL1 y NCE102, gen que codifica para una proteina involucrada en la
fosforilacion de Pill, resulté en la aceleracion de la internalizacion de Canl y Furl, apoyando la idea
de que los eisosomas protegen estos simportadores de ser internalizados (32). Aunque, un analisis
independiente de la tasa endocitica de Canl y Tat2 no genero resultados diferentes entre células
pil1A y wild type (34). Por lo que a pesar de las diferencias entre estos reportes, ambos coinciden que
los mediadores endociticos dependientes de clatrina-actina no se apilan junto a los eisosomas.
Tomando en cuenta todo lo anteriormente mencionado, el rol de los eisosomas en la endocitosis esta
bajo serias criticas y se requiere de mayor investigacion para poder resolver esta interrogante.
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1.3.3 Participacion en otras vias de sefializacion

Mutaciones en los genes de eisosomas/MCC han indicado que estos subdominios son necesarios
para la adecuada organizacion celular y una eficiente respuesta a una variedad de estreses. Se ha
sugerido que los dominios MCC/eisosoma estan involucrados en la respuesta de shock osmoético y
deshidratacién. La exposicion a condiciones hiperosmoticas de células de S. cerevisiae resulta en
alteraciones de la membrana plasmaética, incluyendo invaginaciones, que presuntamente ayudan a
acomodar la rapida disminucién del volumen celular. Se sugiere que la reorganizacion de los
dominios MCCl/eisosoma es parte del proceso por el cual la célula resiste a estas condiciones
hiperosmoéticas (1).

Ademas, se plantea que mutaciones en estos dominios afecten otro tipo de estreses. Por ejemplo, la
mutacién en el gen SUR7 que codifica para una proteina de la membrana plasmética MCC que
colocaliza con los eisosomas (Figura 3), genera defectos en la composicién de esfingolipidos,
esporulacién y estrés osmatico (31, 35). Otro ejemplo son las quinasas Pkhl/2 que regulan otras
proteinas quinasas importantes, como ser Pkcl, Sch9 y Ypk1, también tienen un rol en la integridad
de la pared celular, la localizacion de la actina y la respuesta al estrés por calor (19, 20, 23).

Las proteinas SIml y SIm2 son esenciales para promover la organizacion de actina en el
citoesqueleto, la homeostasis de esfingolipidos y el crecimiento celular. En un estudio reciente, se vio
que dichas proteinas, son dinamicamente intercambiadas entre dos compartimientos, los eisosomas y
el compartimiento de membrana ocupado por TORC2. Se observé que inhibiendo la sintesis de
esfingolipidos, se produce la liberacion de proteinas Sim de los eisosomas y asi se incrementa la
unién de dichas proteinas a TORC2, estimulando la actividad de este Gltimo y corriente abajo la
sintesis de esfingolipidos. Esto contribuye al retorno de los niveles de esfingolipidos y a las
condiciones homeostaticas de la membrana plasmatica. (36)

Llamativamente, resultados preliminares nos indican que los eisosomas crecen en tamafio a medida
que la célula envejece. Se ha reportado recientemente que la delecion del gen YGR130C, que
codifica para una proteina asociada a eisosomas, resulta en mutantes con mayor longevidad
cronoloégica (37). Si bien la longevidad cronoldgica y la longevidad replicativa son distintas, las cuales
mas adelante se detallaran, poseen vias regulatorias y actores comunes y no esti claro si los
procesos son completamente independientes (15, 38, 39). Todo esto vuelve interesante estudiar la
participacion de los eisosomas en la acumulacién asimétrica de proteinas y/o moléculas y sus
posibles implicancias en el envejecimiento.
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Figura 3. Los eisosomas son grandes ensambles de proteinas en el cortex celular. (a) Pill, Lspl y Sur7
colocalizan en areas por debajo de la membrana plasmética. Se adquirieron Z-stacks de las tres proteinas
unidas a GFP y a partir de eso se hizo una reconstruccion tridimensional de las células. La distribucion de
intensidad de fluorescencia de Pil1-GFP, Lspl-GFP y Sur7-GFP se graficé en clases (eje y, nUmero de puntos)
de unidades arbitrarias de fluorescencia (eje x, 12 hit). (b) Pill y Lsp1l interacttan fisicamente. Se unié el péptido
Myc a Lspl y Pill, los cuales se inmunoprecipitaron a partir de extractos de célula y las bandas marcadas fueron
identificadas por espectrofotometria de masa. Los asteriscos indican las cadenas pesadas y livianas de 1gG. (c)
Pil1 y Lspl colocalizan en células vivas. (d) Sur7 colocaliza con Pill. Sur7-GFP y Pill-HA se observaron al
microscopio confocal y por inmunofluorescencia indirecta. Escala de barra, 2 ym. (e) Los eisosomas son
inmoviles. Las células que expresan Pill-GFP fueron monitoreadas por un lapso de tiempo de 30 min en
microscopio confocal. Las flechas marcan dos eisosomas como puntos de referencia. (f) FRAP de Pil1l-GFP. (g)
Cuantificacion de la recuperacion de fluorescencia sobre el tiempo promedio entre tres experimentos
independientes (9).
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1.4 Envejecimiento celular

El envejecimiento es uno de los mayores factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
relacionadas con la edad. Por esta razon, entender los fundamentos moleculares y las alteraciones
metabolicas que ocurren durante el envejecimiento de células post mitéticas, como ser neuronas, es
crucial no solo para comprender el proceso de envejecimiento sino que para entender, por ejemplo, la
etiologia de enfermedades neurodegenerativas relacionadas a la edad. Si se pudiese comprender
este proceso y modificar su velocidad, las consecuencias serian la reduccion en la incidencia o
progresion de enfermedades, resultaria en un aumento en la esperanza de vida y se evitarian altos
costos para el cuidado de la salud (40).

El envejecimiento es un proceso multisistémico muy complejo. Uno de los descubrimientos mas
asombrosos en los Ultimos tiempos, es la posibilidad de administrar una droga clinicamente
aprobada, rapamicina, a ratones de 20 meses de edad y de esta forma poder mejorar su salud y
extenderles la esperanza de vida. Sorprendentemente, muchos de los recientes éxitos en la
investigacién del envejecimiento comienzan en un organismo modelo muy simple: la levadura del pan
S. cerevisiae. Dos de las mayores vias estudiadas en el contexto de envejecimiento y enfermedades
relacionadas a la edad, son las vias de la sirtuina y las vias de sefializaci6n TORC1, siendo S.
cerevisiae la clave inicial para su descubrimiento (38).

En las dltimas décadas, se han explorado diversos organismos como modelos para la investigacion,
de diversa complejidad, de forma de poder obtener mayor informaciéon acerca del mecanismo
molecular del proceso de envejecimiento. Entre ellos, S. cerevisiae se ha convertido en una
invaluable herramienta en la investigacién de este proceso, dado a su simplicidad, la facilidad de
llevar a cabo manipulaciones genéticas y moleculares siendo también muy importante su
relativamente corta esperanza de vida, la cual oscila entre dias hasta semanas, segun la cepa y el
medio (41, 42).

Muchos estudios se han centrado en estrategias para la extension de longevidad, haciendo uso de la
levadura como organismo modelo de envejecimiento. Los mismos han colaborado con conocimientos
de los mecanismos reguladores del proceso de envejecimiento que son conservados desde las
levaduras hasta los humanos (43). Un ejemplo claro es la restriccion caldrica, que es la intervencion
mas robusta conocida en enlentecer el envejecimiento y extender la esperanza de vida en levaduras,
gusanos, moscas, roedores y primates, a través de mecanismos conservados (43, 44). Estudios para
comprender los mecanismos moleculares de la restriccién caldrica permitieron la identificacién de
unos cuantos genes que son claves en la longevidad. En levaduras, las vias de sefalizacion
Ras/cCAMP/PKA, TOR (target of rapamycin) y Sch9, conservadas hasta en humanos, integran sefiales
segun la disponibilidad de nutrientes y otros indicadores ambientales para regular el crecimiento
celular, division y envejecimiento (39, 44). Estas vias detectan la abundancia de nutrientes y controlan
su utilizacion, la via Tor/S6K es activada por aminodcidos y otros nutrientes y la via Ras/cCAMP/PKA
es principalmente activada por glucosa pero también afectada por otros nutrientes (Figura 4). Estas
dos vias de sefializacién se encuentran parcialmente superpuestas, aunque también tienen distintos
efectos relacionados al envejecimiento. En el envejecimiento cronoldgico, que se discutira con mayor
profundidad més adelante, el modo primario de accion de estas vias es su convergencia en el regulon
resistente a estrés que incluye a Rim15 y los factores de transcripcién Msn2/Msn4 y Gis1 (Figura 4).
En presencia de estrés, estos factores regulan el metabolismo, la acumulacion y utilizacion de fuentes
de carbono intra- y extracelulares.
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Figura 4. Las mayores vias de sefializacion
en el envejecimiento cronolégico de
levaduras. Las vias controladas por Sch9,
Tor y Ras convergen en la proteina quinasa
Rim15. Una gran porcién del efecto de
envejecimiento cronolégico en longevidad
parece ser mediado por la baja regulacién
de las vias Ras/AC/PKA y Tor/Sch9 y la
consecuente activacion del regulador
Rim15 y los factores de transcripciéon
respuesta a estrés Msn2/4 y Gisl. La
reduccion de la sefalizacion de Tor/Sch9
(mutaciones genéticas 0 rapamicina)
también  incrementa la  respiracion
mitocondrial y el potencial de membrana
durante la fase de crecimiento, que lleva a
una sefial adaptativa mitoncondrial (ROS,
especies de oxigeno reactivas). Durante el
envejecimiento cronoldgico, las deficiencias
de Tor y Sch9 y la sefializacion adaptativa
ROS, disminuyen la produccién de ROS y
aumentan las respuestas frente a estrés
celular, llevando a la extension del
envejecimiento (38).

Se plantea que otra causa del envejecimiento (replicativo, ver mas adelante) en las levaduras son los
acidos desoxirribonucleicos (ADN) ribosomales (ADNr) circulares extacromosémicos (ERCs) (45). El
ADNr consiste en aproximadamente 100 a 150 copias en tandem de una repeticion de 9,1 kilobases
(kb) conteniendo toda la informacion necesaria para codificar el acido ribonucleico ribosomal (ARNTF).
Los ERCs son formados por recombinacion homadloga entre repeticiones de ADNr, son capaces de
autorreplicarse y muestran una segregacion asimétrica hacia las células madres cada vez que la
célula se replica. La combinacion de herencia asimétrica y autorreplicaciéon conlleva a un aumento
especifico en la célula madre de nimero de copias de ERC con el tiempo. Por lo que, se cree que
una vez que se llega a un nivel umbral de acumulacién de ERCs en la célula madre ocurre la
senescencia (46). De todas formas, también se ha sugerido que la inestabilidad de los ADNr en
general, mas que los ERCs, es el defecto primario causante de la senescencia. Se ha visto que la via
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de sefalizacion de TOR lleva a la disminuciéon de recombinaciéon de ADNr y a la formacién de ERCs
(38).

Otro proceso distintivo del envejecimiento es el acortamiento de teldmeros, el cual se ha observado
en células somaticas envejecidas y en fibroblastos humanos a medida que se dividen en el cultivo.
Esto ocurre dado a la ausencia de la enzima telomerasa en estas células, que lleva a una pérdida
progresiva de secuencias de ADN al final de los cromosomas replicativos. Se ha sugerido que el
acortamiento de telémeros sirve como un reloj mitético, que eventualmente gatilla la senescencia. En
un estudio realizado se usaron levaduras que mostraban una disminucién progresiva del largo de los
teldbmeros como también un incremento en la frecuencia de pérdida de cromosomas, las mismas
presentaban una mutacion nula en el gen EST1 (47). Estas mostraban un fenotipo senescente dado
por la pérdida gradual de secuencias esenciales, llevando a la disminucion progresiva de la
estabilidad cromosémica y subsecuentemente a la muerte celular (47). También se ha reportado que
la telomerasa podria estar jugando un papel en la regulacion del envejecimiento, ayudando a
mantener a los telomeros con el largo necesario para obtener un potencial replicativo completo, como
también inhibiendo la recombinacién telomérica que de lo contrario resulta en una disminucién de la
capacidad replicativa celular (48).

Por ultimo, la acumulacion de proteinas no funcionales, entre otros factores, es un sintoma comun de
células envejecidas, se ha visto que al igual que los ERCs, las proteinas no funcionales son
segregadas asimétricamente hacia la madre durante la divisiébn celular. Las alteraciones en las
proteinas pueden estar presentes a nivel del largo o de la composicion de la secuencia polipeptidica.
Las mismas se generan por mutaciones a nivel de genes, errores en la transcripcién o traduccion,
como también por fuentes espontaneas o metabdlicas. Sin embargo, existen procesos homeostaticos
que permiten la eliminaciéon de la acumulacién de proteinas no funcionales, por ejemplo, se ha
reportado que un aumento en la induccién de actividad del proteosoma es capaz de extender el
envejecimiento de las células (49).

1.4.1 Estudio de envejecimiento celular en S. cerevisiae

El envejecimiento en S. cerevisiae se ha estudiado en base a dos metodologias que miden la
esperanza de vida de las células en diferentes contextos (Figura 5). Uno de los ensayos es el estudio
del envejecimiento replicativo, que analiza el nimero de células hijas producidas por la célula madre
antes de la senescencia, el cual esti pensado como modelo de estudio del envejecimiento en células
mitéticamente activas en organismos multicelulares. Este estudio se realiza a través de
micromanipulacién de levaduras con un microscopio, donde el nUmero de células hijas producidas por
una célula madre se puede contabilizar separando las células hijas luego de cada ciclo de replicacion
hasta que la célula madre no se divide mas, este método es el considerado gold-standard (37, 38,
46). Sin embargo, han aparecido métodos alternativos que permiten automatizar y aumentar la
capacidad del ensayo. Uno es el de Mother Enrichment Program que anula la capacidad replicativa
de las células hijas, mientras que permite a las células madre replicarse mitéticamente y tener un
envejecimiento replicativo normal. Esto es posible gracias a modificaciones genéticas que dictan, de
manera dependiente del agregado de estradiol al medio de cultivo, la presencia de una enzima
recombinasa sélo en células hijas. Esta recombinasa elimina del genoma de células hijas genes
esenciales para la proliferacion de dichas células dejando intacto el genoma de células madres (50).
Otro método que se usa para muestras con grandes numeros de células viejas, es agregando una
capa de biotina a la superficie de células de levadura. Luego durante la division celular, la biotina se
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va a mantener especificamente en la pared celular de la célula madre, ya que la pared celular de la
célula hija es sintetizada de novo. Transcurridas multiples divisiones las madres envejecidas pueden
ser separadas de las células no marcadas usando particulas magnéticas cubiertas por avidina. Esto
permite el analisis bioquimico de las células envejecidas, pero no es suficiente para medir la
esperanza de vida.

Por otro lado, como modelo propuesto para estudiar el envejecimiento en células post-mitéticas esta
el ensayo de envejecimiento cronoldgico (51, 52). Este refiere al lapso en que una célula de levadura
que no se divide es capaz de sobrevivir en fase estacionaria (38). El envejecimiento de tipo
cronolégico es tipicamente medido creciendo un cultivo de células de levaduras a un estado post-
diduxico, este es un periodo que comienza aproximadamente a las 24 horas después de la
inoculacién inicial cuando las células agotan la glucosa extracelular, el crecimiento celular se reduce
drasticamente y cambia a un metabolismo basado en la respiracion mitocondrial dependiente del
etanol generado durante la fermentacion (53). La fase estacionaria comienza al final de la fase post-
diauxica, entre los dias 2-7, dependiendo del medio usado en el experimento. Esta ultima fase es
caracterizada por tasas metabdlicas menores y la sobrerregulacién de vias resistentes al estrés.

Generalmente, el estudio de envejecimiento cronoldgico se determina por crecimiento de células en
medios liquidos y determinando la viabilidad celular a lo largo del tiempo, la cual se realiza contando
unidades formadoras de colonias (UFC) a partir de una pequefia muestra de como méximo un poco
de cientos de células en placas nutritivas de agar. Se ha comprobado que este método es Util, pero
es muy laborioso, consume mucho tiempo y no es ideal para estudios de alto rendimiento (high-
throughput) que incluyen un namero significativo de cepas y/o condiciones de crecimiento. Ademas,
este método no es capaz de discriminar situaciones en que las células todavia estan vivas pero
tienen la habilidad de reproducirse, parcialmente o completamente, comprometida. Para eliminar
algunas de las desventajas que presenta el método de conteo de unidades formadoras de colonias,
se usa la tincion fluorescente con ioduro de propidio para poder identificar las células muertas y se
emplea la técnica de citometria de flujo para proveer una rapida, confiable, reproducible y precisa
cuantificacion de multiples muestras (10-50 mil células) de poblaciones de levadura cronolégicamente
envejecidas (40). Este método, frecuentemente usado en microbiologia, se basa en la exclusién del
ioduro de propidio por células vivas en donde la membrana forma una barrera selectivamente
permeable entre el contenido celular y el ambiente. Las células muertas pierden la integridad de
membrana y se tifien con ioduro de propidio, facilitando su identificacion por la citometria de flujo (54).
Dicha metodologia es la que se empled en este trabajo.

Ademas de las consideraciones ambientales que se tienen para llevar a cabo estudios de
envejecimiento, cada vez es mas sabido que los acervos (backgrounds) genéticos juegan un rol
critico en los resultados de ambos tipos de envejecimiento. El background genético es la base
genotipica de una cepa, es decir, toda la informacion genética de esta. En este trabajo se van a
utilizar dos backgrounds genéticos diferentes, w303 y BY4741. Segun la bibliografia, hay muchos
grupos de investigacion que han usado diferentes backgrounds para llevar a cabo sus estudios y han
observado una diferencia notoria de la longevidad de estos. Sin embargo, las variantes genéticas que
causan estas diferencias todavia no han sido profundamente exploradas, aunque es muy probable
gue proporcionen informacion importante al conocimiento de los mecanismos de envejecimiento en
levadura. De todas formas, el problema de las diferencias de cepa y longevidad es pertinente en
todos los organismos modelo para el estudio de envejecimiento (38).
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Figura 5. Dos ensayos de envejecimiento en levadura comunmente usados. El ensayo de
envejecimiento replicativo se refiere al nimero de divisiones mitéticas que pueden ocurrir de
una célula madre. En el ensayo de envejecimiento cronolégico se mide como el lapso de
tiempo en el que células en un cultivo estacionario pueden mantenerse viables (55).

La mayoria de la investigacion realizada en levaduras se ha centrado en determinar el envejecimiento
de tipo replicativo y unas cuantas docenas de proteinas se conocen que juegan un rol en dicho
proceso. Sin embargo, solo unos pocos genes han sido implicados en la regulacién del
envejecimiento cronolégico en levaduras. Un aumento en la expresion de los genes que codifican
para la superéxido dismutasa o catalasa pueden incrementar el envejecimiento cronolégico (42),
mientras que la delecién de estos genes lo acorta draméaticamente (52), sugiriendo que la respuesta a
estrés oxidativo es de gran importancia en este tipo de envejecimiento en la levadura. Mutaciones
que disminuyen la actividad de la quinasa Sch9 en respuesta a nutrientes o la adenilato ciclasa
(Cyrl), un activador de la proteina quinasa dependiente del AMP ciclico (PKA), también aumentan
este tipo de envejecimiento (56, 57). Estas proteinas son normalmente activadas en la presencia de
nutrientes, especialmente glucosa, Sch9 y PKA se cree que sefalizan en vias paralelas el aumento
de glucdlisis, la biogénesis ribosomal, crecimiento y la progresiéon del ciclo celular e inhiben las vias
de respuesta a estrés (38, 58).

La relacién entre el envejecimiento de tipo replicativo y cronoldgico en levaduras no se ha descifrado
aun. Muchos casos que aumentan el envejecimiento replicativo, incluyendo aquellos que conllevan a
la activacion de la histona desacetilasa Sir2 (59), no tienen el mismo efecto en el envejecimiento
cronolégico (60) y algunas mutaciones se han reportado tener el efecto contrario en los dos ensayos
de envejecimiento (57, 61). Sin embargo, hay una razén para creer que ambos tipos de estudios
estan interconectados. Primero, células cronolégicamente envejecidas muestran una reduccién en el
estudio replicativo (62), y segundo, la delecion de Sch9 o deleciéon de proteinas activadoras de la
sefalizacion de PKA extienden ambos estudios de envejecimiento en levaduras (56, 57). Sch9 tiene
un 47% de identidad con AKT, una molécula clave involucrada en la traduccion de sefales insulina-
like, senescencia celular (63, 64) y envejecimiento en eucariotas superiores (65, 66). Como la
disminucién de la sefalizacion del péptido insulina-like ha sido asociado al aumento de esperanza de
vida en gusanos, moscas Yy ratones, el descubrimiento que Sch9 y PKA juegan un rol en la
determinacion del envejecimiento replicativo y cronolégico de levadura apoya la idea de que vias
similares de sefializacion de nutrientes pueden influenciar el envejecimiento en especies
evolutivamente diversas (46).

20



Teniendo en cuenta que los eisosomas funcionan como reservorios de proteinas en la membrana
plasmatica, que los mismos crecen a medida que la célula envejece y que se ha reportado que
mutantes de proteinas que los componen poseen su longevidad alterada, este proyecto pretende
investigar el posible papel de los eisosomas en el envejecimiento en la levadura modelo S. cerevisiae
en diferentes backgrounds genéticos, a través del empleo de técnicas de genética molecular y
citometria de flujo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Este proyecto pretende investigar el posible papel de los eisosomas en el envejecimiento en S.
cerevisiae, determinando si mutantes de los genes que codifican para el nlcleo estructural de estos
ensambles proteicos tienen alterado el envejecimiento de tipo cronolégico.

2.2 Objetivos especificos:

- Obtener un conjunto de cepas mutantes en genes eisosomales y en genes vinculados al
envejecimiento en dos backgrounds genéticos.

- Ensayar la supervivencia cronolégica de un grupo de dichas cepas mediante la técnica de
citometria de flujo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Materiales

Las cepas que fueron base para la construccion de cepas simple y doble mutantes son las descritas
en la Tabla 1, las cuales se obtuvieron de la coleccién de levaduras del Laboratorio de Biologia
Celular de Membranas del Institut Pasteur de Montevideo, a excepcién de sir2:kanMX4 y
hxk2::kanMX4 que fueron obtenidas por colaboracién con el Dr. Cristian Favre de la Universidad
Nacional de Rosario, Argentina.

Tabla 1. Lista de cepas mutantes usadas para la construccion de cepas de interés

Nombre Background Genotipo relevante Fuente
#437 W303; MATa; leu2-3, 112 pill::LEUca Laboratorio de
trpl-1 can1-100 ura3-1 Biologia Celular de
ade2-1 his3-11,15 Membranas,
Instituto Pasteur de
Montevideo (LBCM-
IPMont)
#851 BY4741;MATa; his3A1 - LBCM-IPMont
leu2A0 met15A0 ura3A0
#1110 W303; MATa Ispl::NAT LBCM-IPMont
#1017 W303; MATa - LBCM-IPMont
#1196 BY4741 sir2::kanMX4 Dr Cristian Favre,
Universidad
Nacional de
Rosario, Argentina
#1198 BY4741 hxk2::kanMX4 Dr Cristian Favre,

Universidad
Nacional de
Rosario, Argentina

Las Unicas cepas que no fueron obtenidas en base a otras ya existentes fueron sch9::NAT en ambos
backgrounds genéticos. En estos casos se uso6 el plasmido pFA6a natNT2 que se obtuvo de la
coleccion de PCR Toolbox (67).

Los reactivos y equipos usados en la metodologia del trabajo estan nombrados a lo largo del item 3.2
Métodos. Por otro lado, la composicion de medios y soluciones que se usaron se encuentran
detalladas en el Anexo 1.
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3.2 Métodos

Se realizé la construccion de las cepas simple y doble mutantes en dos backgrounds genéticos, w303
y BY4741 para luego proceder a la técnica de citometria de flujo con la que se llevd a cabo los
experimentos de envejecimiento cronoldgico.

3.2.1 Construccién de cepas simple mutantes

La obtencién de dichas mutantes se hizo por recombinacion homéloga, generando la delecién de
cada uno de los genes de interés por la incorporacion de cassettes con genes que codifican para
enzimas que ofrecen resistencia a antibiéticos o participan de la ruta biosintética de aminoacidos. Se
realiz6 empleando la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Primero, se
amplificaron mediante PCR los marcadores de seleccibn usando oligonucleétidos (primers)
especificos para los genes que se quiso mutar. Luego, con el producto de PCR se transformaron las
células de levadura y por ultimo se tuvo que llevar a cabo una instancia de confirmacién de la
inserciébn de los cassettes a través de PCR diagndéstica, para comprobar que la recombinacion
homdloga fue exitosa (12, 67).

3.2.1.1 Purificacién de ADN genémico

Lo primero que se realizd para la construccion de cepas simple mutantes, a excepcion de sch9::NAT,
fue la purificacion del ADN gendmico de otras cepas con la misma mutacién pero de un background
genético distinto al de interés. Este paso se hizo usando el Wizard™ Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Para llevar a cabo la extraccion, primero se crecié un cultivo de levaduras en medio YPD
por 20 horas, a 30°C con agitacion 220 rpm. Luego se centrifugd a 16000 xg por 2 minutos y se
descartd el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 20 pL de la solucién EDTA (Sigma-Aldrich
#EDS) 50mM vy 20 pL de enzima Zymoliasa (Seikagaku Biobusiness Corporation). Se incubé la
muestra a 37°C durante 30-60 minutos para digerir la pared celular y terminada la incubacién se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Se volvié a centrifugar a 16000 xg por 2 minutos y se descarto el
sobrenadante. Luego se afiadié 300 pL de Nuclei Lysis Solution, se mezcl6 pipeteando suavemente,
se agreg6 100 pL de Protein Precipitation Solution y se vortexeo a alta velocidad por 20 segundos. La
muestra se dejé decantar en hielo por 5 minutos y se centrifugé a 16000 xg por 3 minutos. Se
transfirié el sobrenadante, que contiene el ADN, a un tubo eppendorf limpio ya conteniendo 300 pL de
isopropanol (Drogueria Industrial Uruguaya) a temperatura ambiente y se mezcldé gentilmente por
inversion. Dicha mezcla se centrifugd a 16000 xg por 2 minutos, se descartd el sobrenadante y se
dejo secar el tubo sobre un papel absorbente. Luego, se agregé 300 pL de etanol 70% (Drogueria
Industrial Uruguaya) a temperatura ambiente y se invirtio el tubo suavemente. Se volvié a centrifugar
la muestra a 16000 xg por 2 minutos, se quité el sobrenadante y se dejé secar sobre un papel
absorbente entre 10-15 minutos. Por Ultimo, se agrego 50 puL de DNA Rehydration Solution y 1,5 pL
de Rnase Solution a la muestra con el ADN puro y se incub6 a 37°C por 15 minutos. EI ADN se
rehidrat6 dejandolo overnight a temperatura ambiente y finalmente se guardé a 2-8°C.
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3.2.1.2 Construccion de primers para la amplificacion de cassettes de delecion y para la
confirmacioén de las cepas mutantes por PCR

Para la construccion de primers lo que se hizo fue obtener las secuencias de los genes que se quiso
deletar junto a sus partes flanqueantes, 1 kb corriente arriba (upstream) y corriente abajo
(downstream) del gen, de la cepa de referencia S288C a partir de la pagina web Saccharomyces
Genome Database (68). Luego se us6 el software ApE (A plasmid Editor) versién v2.0.45 para abrir
las secuencias de ADN, donde lo primero que se hizo fue identificar el ORF (Marco abierto de lectura,
del inglés Open reading frame) de cada gen de interés con la herramienta ORFs/Find next que brinda
el software. Luego, los primers para la amplificacién de cassettes se obtuvieron a partir de la
herramienta Find Primers dentro de la opcion Tools del software. Se eligieron los primers de acuerdo
a los siguientes parametros: que se encontraran aproximadamente 200 pares de base (pb) upstream
(primer hacia adelante (forward)) y downstream del ORF del gen (primer reverso (reverse)), que
tuvieran un largo de 19 a 21 pb y una Tm de alrededor de 50°C (Anexo 2).

El procedimiento descrito anteriormente fue el que se siguié para realizar todos los primers de
amplificacion de todos los cassettes, a excepcion de los primers requeridos para la construccion de la
cepa mutante sch9::NAT. En este caso, no se trabajo a partir del ADN gendmico, sino que a partir de
un plasmido conteniendo el cassette del antibiético nourseotricina (NAT, Jena Bioscience #AB-101S)
(67). Por lo tanto, los primers de amplificacion del cassette son distintos, estos son mas largos,
requieren de complementariedad de bases con el cassette que se quiso amplificar y con el lugar
donde se insert6 (Anexo 2). Para el primer forward se le agregaron desde 45 a 55 bases upstream del
ATG del gen SCH9, seguido por la secuencia 5 —-CGTACGCTGCAGGTCGAC-3, la cual es
secuencia complementaria al cassette NAT. Por otro lado, para hacer el primer reverse se tomoé el
reverso complementario de 45 a 55 bases downstream del codén STOP del gen SCH9, incluyéndolo,
seguido por ’-ATCGATGAATTCGAGCTCG-3, la cual es secuencia complementaria al cassette.

La construccién de primers para la confirmaciéon de cepas mutantes se hizo en base a los archivos
generados en el software ApE cuando se construyeron los primers de amplificacion de cassettes de
delecion. Para hacer la confirmacion de la transformacion solo se requiri6 de la construccion de
primers que hibridaran 200 pb upstream de los primer forward que se habian hecho para amplificar
los cassettes, ya que los otros requeridos para esta parte estaban disponibles de la coleccién de
primers de levaduras y primers genéricos del laboratorio. La construccion se realizé usando la
herramienta Find Primers de ApE, teniendo en cuenta un largo de 19 a 21 pb y una Tm de alrededor
de 50°C (Anexo 2).

3.2.1.3 Medidas de concentracion de ADN genémico y plasmidico.

Las concentraciones de ADN se determinaron usando el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific). Se debié configurar la opcién para medir concentracién de ADN, introducir un
blanco con agua y luego la muestra. El equipo devolvié una concentracion expresada en ng/pL.
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3.2.1.4 PCR amplificacién de los cassettes de delecion

Para todas las reacciones de PCR se uso6 la Taq DNA polymerase (Thermo Scientific), la cual es una
ADN polimerasa usada para PCRs de rutina con un limite de amplificacion de 5kb. Las reacciones de
PCR se prepararon de forma que en un volumen de 50 L se contenga:

- ADN Taq polimerasa con concentracion final de 1,25 U.

- Buffer Taq a una concentracion final de 1X.

- dNTPs estén en una concentracion final de 0,25mM (Fermentas).

- primers forward y reverse (IDT) a una concentracion final de 0,6microM.
- MgCI2 a una concentracion final de 2,5mM.

- ADN molde a una concentracion final de 30ng/pL.

- Agua se lleva al volumen deseado.

Las condiciones de ciclado fueron:

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg

Unién de primers (annealing) 56 45 seg 30
Extension 72 1 min/kb

Extension Final 72 5 min 1

3.2.1.5 Transformacion de levaduras utilizando productos de PCR

Habiendo verificado que se logr6 amplificar los cassettes de delecion mediante electroforesis de
agarosa, mencionada mas adelante, se realizaron las transformaciones de dichos productos en
levaduras wild type de los correspondientes backgrounds genéticos, segln la mutante a generar.

Para llevar a cabo la transformacién se inocularon las cepas wild type en 5 mL de medio YPD y se
crecieron overnight a 30°C con agitacién 220 rpm. Al otro dia, se diluyeron los cultivos a una ODgg
menor a 0,05 en 50 mL de medio YPD, la misma se determind en el equipo BioPhotometer
(Eppendorf). Cuando los cultivos llegaron a una ODgq entre 0,4 y 0,8 se centrifugaron las células 3
minutos a 3000 rpm. El pellet de cada cultivo se resuspendié en 1mL de la solucién 1X LiTE, se pasé
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todo a tubos eppendorf y se volvid a centrifugar 2 minutos a 3000 rpm. Otra vez, el pellet se
resuspendioé en 300 pL de la solucién 1X LITE. Por transformacién se us6 100 pL de células, a las
cuales se le agregd 10 pL de Salmon Sperm DNA Solution 10X (Invitrogen), 10 yL de ADN
transformante y 750 pL de la solucién PEG LIiTE, esto se incubd a 30°C por 30 minutos. Pasado este
tiempo, se afiadié 100 uL de la solucion DMSO (New England Biolabs, #BO515A) y se realiz6 un heat
shock a 42°C por 10 minutos. Se centrifugd 2 minutos a 3000 rpm, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 1mL de medio YPD. Luego, se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones, se descart6 el sobrenadante, se resuspendieron las células en 300 pL de medio YPD y
se incubaron a temperatura ambiente por 1 hora para su recuperacion. Por ultimo, se plaquearon las
células en placas con medio selectivo correspondiente a la resistencia que se les introduce con la
transformacion. Se hizo para todos los casos un control negativo de la transformacion, es decir, se
agreg6 agua en vez de ADN transformante.

3.2.1.6 Aislamiento de colonias a partir de colonias productos de la transformacién.

Se realiz6 el paso previo de aislar colonias a partir de las colonias crecidas en las placas de
transformacion, porque generalmente hay mucho crecimiento de fondo que no es de interés y de este
modo se esté seguro que se parte de una colonia. Por lo tanto, en placas de YPD se estriaron varias
colonias seleccionadas de la placa de transformacién de forma de obtener colonias aisladas. Se
incubaron las placas en la estufa a 30°C por 48 horas.

Por ultimo, se seleccionaron colonias aisladas, se estriaron en otra placa de YPD y se crecieron en la
estufa a 30°C por 48 horas. Este paso se hizo para tener mas cantidad crecida de la cepa proveniente
de la colonia aislada por si luego de la verificacion, paso siguiente, se quiere guardar la cepa.

3.2.1.7 PCR diagnéstica

A partir de la placa de YPD con las cepas crecidas de colonias aisladas, las cuales son productos de
transformacion, se buscé confirmar la correcta insercion del cassette en el locus genémico de interés.
Por lo que primero se extrajo ADN de dichas colonias, esto se realizé agregando con la ayuda de un
tip una colonia seleccionada a un tubo eppendorf con 50 uL de la solucion NaOH 20mM y se calent6
a 95°C en el termobloque por 7 minutos. Luego, se centrifugé a 16000 xg por 2 minutos y se coloco el
tubo en hielo.

Para todas las reacciones de PCR se us6 la Taq DNA polymerase (Thermo Scientific), la misma
usada para la PCR de amplificacién de cassettes de delecion. Se realizaron 3 mezclas de reaccién
distintas, una como control positivo usando ADN sin la mutacién de interés, donde se us6 un primer
reverse que hibride en el locus que se quiso modificar. En las otras 2 mezclas de reaccion se uso el
ADN extraido de las colonias aisladas, donde un mix se utiliz6 como control negativo y se agrega el
primer reverse que hibride en el locus que se quiso modificar, el mismo que para el control positivo.
Por otro lado, el tercer mix de reaccidn contiene un primer reverse que hibrida en el cassette de
delecion. Todas las reacciones usaron el mismo primer forward, la construccién de dichos primers
esta descrita en el item 3.2.1.2.
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Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 L, las mismas son de igual
concentracién final de reactivos que la PCR de amplificacion de cassettes de delecién y las mismas
condiciones de ciclado, detallado en el item 3.2.1.4.

3.2.1.8 Electroforesis en gel de agarosa

De manera de poder observar los resultados de las PCR, tanto para la de amplificacién de cassettes
de delecién como para la confirmativa, se realizaron geles de agarosa (Sigma-Aldrich # A9539) al
0,7% en buffer TBE1X. Se utiliz6 el bromuro de etidio (BrEt, Applichem-Biologistica #A1151, 10
mg/mL) como marcador de &cidos nucleicos, que presentando una concentracion inicial de 20.000X
se diluyo para usarlo a una concentracion final 1X.

Se utilizd6 como marcador de peso molecular el GeneRuler 1kb DNA ladder (Thermo Scientific
#SMO0311), cargando 5L en el pocillo. Para sembrar todas las muestras en el gel se usé el Loading
Buffer (Invitrogen) a una concentracion final de 1X (concentracién inicial 10X). El equipo GBOX
SYNGENE fue usado como transiluminador para poder visualizar los geles de agarosa y registrar
fotogréficamente.

3.2.2 Construccidn de cepas doble mutantes

Las dos cepas doble mutantes a construir son Ispl::NAT pill::LEU2 en los background w303 y
BY4741.

3.2.2.1 Background w303

3.2.2.1.1 Apareamiento (mating) entre cepas MATay MATa

El mating sexual de las levaduras solo puede ocurrir entre células haploides de distinto sexo. Se
definen por tanto dos tipos sexuales (mating types) de levaduras, las células MATa y MATa. En el
caso de las levaduras, la determinacion sexual no se debe a un cromosoma distinto entre sexos sino
mas bien a una diferencia en un Unico locus. Dicho locus se conoce con el nombre de MAT y
gobierna el comportamiento sexual entre células haploides y células diploides. Por lo tanto, para la
generacion de pill::LEU2 Ispl::NAT se usaron cepas simples mutantes pill::LEU2 y Ispl::NAT de
distinto sexo 0 mating type para que se pueda dar el apareamiento entre levaduras. Primero, se
crecieron las cepas haploides en placas de medio YPD agar y se incubaron en la estufa a 30°C por
24 horas. Luego, en otra placa de medio YPD agar se estriaron de forma de que las células de los
distintos mating type se encuentren y por separado cada cepa haploide, las cuales fueron usadas
como control negativo del apareamiento. La placa se incubd en la estufa a 30°C por 24 horas, como
minimo 6 horas es requerido para que se de este proceso.
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3.2.2.1.2 Seleccién de diploides y su esporulacién

A las 24 horas de incubada la placa usada para el proceso de apareamiento, se hizo un replica
plating, esta técnica consiste en la transferencia de réplicas de colonias entre dos placas colocando
un tampon de terciopelo entre ambas placas y presionando ligeramente. Para este caso, se realizo la
réplica de colonias a una placa de medio minimo que contenga el antibiético nourseotricina (NAT) y
carezca del aminodcido leucina (LEU) para seleccionar las diploides, la placa se incub6 a 30°C por 24
horas. Habiendo crecido las diploides se buscé obtener colonias aisladas, por lo tanto, se estriaron
diploides en una nueva placa de medio YPD agar y se incubé a 30°C por 24 horas. A partir de una
colonia aislada de la diploide heterozigota pill::LEU2 Isp1::NAT, se inoculd un cultivo con medio de
esporulacién (SPO) y se incubé a 30°C con agitacion a 220 rpm al menos 48 horas. También se largo
un cultivo control negativo, el cual contiene solo medio.

Luego se confirmd por observacién al microscopio en campo claro que el cultivo haya esporulado
correctamente formando tétradas de ascosporas. Esto se realizé6 usando un microscopio con los
objetivos 40X y 100X en campo claro, con este Ultimo se utilizé aceite de inmersion (Cargille #16242).
Se procedié a tomar parte de este cultivo y tratarlo con Zymoliasa para digerir el asco que es la
estructura que encierra las esporas del hongo.

3.2.2.1.3 Desintegracion del asco de las esporas

Se tom6 1 mL de cultivo con esporas, se centrifugé a 3000 rpm por 3 minutos y se descarto el
sobrenadante. El pellet se resuspendié6 en 200 pyL de buffer Zymoliasa 1X, se tom6 50 uL y se
transfirié a otro tubo eppendorf volviendo a centrifugar en las mismas condiciones. Se procedi6 a
descartar el sobrenadante, se agregé 5 pL de buffer Zymoliasa 1X y 5 yL de la enzima Zymoliasa,
encargada de digerir el asco. El tubo se incubd a 30°C por 20 minutos, transcurrido este tiempo, se
diluy6 la muestra en 1 mL de buffer Zymoliasa 1X. Se tomé 20 pL de esta diluciéon y se sembrd en
una placa de YPD agar, de manera que las esporas quedaran depositadas en una linea recta
dividiendo a la placa en dos.

3.2.2.1.4 Diseccion de tétradas y seleccién de dobles mutantes

La separacion de las cuatro ascosporas por micromanipulacién es requerido para el analisis genético
de la meiosis y para la construccién de cepas con marcadores especificos. Por lo que habiendo
digerido el asco que encierra a las tétradas de ascosporas, se procedié a usar el microscopio,
llamado SporePlay (Singer Instruments), que posee un micromanipulador (69). Con el mismo se
identifico y selecciond tétradas de ascosporas en la placa donde fueron sembradas para poder llevar
a cabo la diseccion de estas, que sera descripta a continuacion.

La micromanipulacion se implement6 directamente en la superficie de la placa de agar, ya teniendo
sembrada la muestra en el medio. Primero, un grupo de cuatro esporas se toma con la microaguja,
posicionando el borde de la misma al lado de las esporas en la superficie del agar. La microaguja se
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debe mover en forma de barrida, primero tocando la superficie del agar y luego bajando la aguja en
un solo movimiento. Entonces la ausencia de las cuatro esporas en la superficie del agar indica que
las mismas han sido transferidas a la punta de la microaguja, la cual se us6 como una plataforma de
transporte de las esporas. Estas Ultimas son transferidas a una primera posicién sobre el agar, para
poder separar al menos una espora del resto y dejarla en dicho sitio. Una técnica que se usa para
lograr hacer esto es moviendo la microaguja en la superficie del agar, formando una imagen nitida y
un halo del instrumento directamente al lado del grupo de esporas y se hace vibrar la microaguja con
un gentil golpeteo en el soporte del microscopio o en la mesa donde esta apoyado. Las esporas
generalmente van a separarse, por lo que tres esporas pueden ser recolectadas barriendo en la
superficie del agar. El proceso se repite en las préximas tres posiciones, separando a las esporas en
intervalos de 5 mm aproximadamente. El procedimiento de diseccién se realiz6 con un ndmero
grande de tétradas de esporas como para que la placa de agar se encuentre cubierta de disecciones.

Es muy importante que se puedan identificar las tétradas ya que van a ser los productos de un evento
meidtico, entonces a partir de su diseccién se pudo seleccionar las dobles mutantes. Luego de haber
incubado la placa con las esporas disectadas por 24 horas, se cortd con un bisturi la linea que divide
a la mitad la placa, donde se habian sembrado las tétradas en un principio, esto se descarté a modo
de que no haya mucho crecimiento y contamine lo demas. Se dej6é 48 horas mas la placa en la estufa
a 30°C, transcurrido este tiempo, se hizo un replica plating en una placa de —LEU, medio minimo que
carece del aminodcido leucina, y en otra placa de YPD agar con antibiético NAT. Se incubaron las
placas a 30°C por 24 horas.

Para poder seleccionar las dobles mutantes, se debe cumplir que de las cuatro esporas disectadas,
producto de un evento meidtico, dos de ellas sean las que den lugar a colonias en el medio en
ausencia del aminoacido leucina y en el medio con la presencia del antibiotico NAT. Esto implicé el
trabajo de comparar cada diseccion en las dos placas, observando que colonias crecieron, para poder
dilucidar en que caso ocurre lo mismo en ambas placas y asi seleccionar las dobles mutantes.

3.2.2.1.5 Determinacién de mating type de cepas doble mutantes

Por ultimo, a partir del par de colonias doble mutantes se busca aislar colonias en una nueva placa de
medio minimo que presente resistencia al antibiético NAT y no contenga del aminoacido leucina, esta
se incuba por 24-48 horas en la estufa a 30°C. Luego se tomd una colonia aislada de cada doble
mutante y se determind su mating type, ya que el que nos interesa es el MATa. Por lo que, se va a
realizar el mismo protocolo de mating que se describié en el punto 3.2.2.1.1 de la metodologia para
ambas cepas doble mutantes con otra cepa que se sabe que es haploide, MATa y que contenga un
cassette de seleccion diferente a los usados (no sea LEU2 ni NAT). Luego se hace la seleccion de
colonias heterozigotas al igual que esta descrito en el punto 3.2.2.1.2, teniendo en cuenta los tres
marcadores de seleccién utilizados, determinando cual de las cepas doble mutante es MATa dado a
que se apareo con la otra cepa MATa.
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3.2.2.2 Background BY4741

Para construir la cepa doble mutante en el background BY4741 no se siguid la misma metodologia
que se describio para w303, ya que las cepas pill::LEU2 y Isp1::NAT en BY4741 que se construyeron
eran del mismo mating type (MATa), haciendo imposible el apareamiento entre las dos simple
mutantes. Por lo que se us6 el producto de amplificacién del cassette de NAT para deletar LSP1, que
se obtuvé para la construccion de la cepa simple mutante en BY4741 y se transform6 en la cepa
pill::LEU2 de BY4741. Luego se hizo la PCR confirmatoria usando ADN extraido de las colonias
obtenidas de la transformacion. El procedimiento esta descripto en mayor detalle en item 3.2.1 de la
construccion de cepas simples mutantes, teniendo en cuenta las diferencias anteriormente
mencionadas.

3.2.3 Produccidn de stocks de las cepas generadas

Para tener un stock de las cepas, se guardaron en el freezer a -80 °C en medio YPD con 15% de
glicerol. Se agrego 2 mL de medio en un criotubo y en condiciones de esterilidad se tomé la cepa de
interés con un tip, que fue crecida previamente en una placa YPD agar.

3.2.4 Estudio de envejecimiento cronolégico

Se estudié el envejecimiento de tipo cronolégico (40) en las mutantes de los genes eisosomales
(pil1A, Isp1A y pil1A Isp14), junto a la cepa wild type y dos cepas control de envejecimiento
cronoldégico (gph1A y sch94), tanto para el background genético w303 como para BY4741 (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de cepas usadas para los ensayos de envejecimiento cronoldgico.

Nombre Background Genotipo relevante Fuente
#437 W303; MATa pill::LEUca LBCM-IPMont
#700 W303; MATa gphl1::HIS3 LBCM-IPMont
#851 BY4741 - LBCM-IPMont
#852 BY4741 gphl::kanMX4 LBCM-IPMont
#1110 W303; MATa Ispl::NAT LBCM-IPMont
#1017 W303; MATa - LBCM-IPMont
#1197 W303; MATa pill::LEU2 Ispl::NAT Este trabajo
#1218 BY4741 Ispl::NAT Este trabajo
#1224 BY4741 pill::LEU2 Este trabajo
#1226 W303; MATa sch9::NAT Este trabajo
#1227 BY4741 pill::LEU2 Ispl:NAT Este trabajo
#1232 BY4741 sch9::NAT Este trabajo
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3.2.4.1 Condiciones de crecimiento para los ensayos

Todos los estudios de envejecimiento cronoldgico se realizaron en condiciones de cultivo liquido en
medio sintético completo (SC). Primero, se sacaron las cepas de levadura congeladas del freezer
para crecerlas en placas de YPD agar a 30°C. Al otro dia, se inocularon las células en 10 mL de
medio SC en tubos Falcons de 50mL y se crecieron overnight. Luego de 24 horas, las células se
inocularon en 20mL de medio SC en tubos Falcons de 50mL a una ODgy, de 0,250. Los cultivos
liquidos se crecieron en estufa a 30°C con agitacion (aproximadamente 220rpm). La densidad optica
maxima se logré a las 48 horas de crecimiento en medio SC, por lo tanto, después de tres dias de
inoculacién se consideré el Dia 0 del estudio de envejecimiento cronoldgico.

3.2.4.2 Andlisis por citometria de flujo

Para el estudio de envejecimiento cronolégico se hicieron curvas de viabilidad celular, por lo que se
tomaron muestras tres veces a la semana cada dos dias hasta que las cepas llegaran a una
viabilidad menor a la del 10%. La determinacién de viabilidad se realiz6 tomando una muestra de
cada cepa, la cual parte fue usada para medir la ODgy Y €l resto para armar las muestras que se
pasaron por el citbmetro de flujo.

Entonces, primero se midi6 la ODgy para poder determinar la concentracion de células de levadura
por mL de medio de cultivo. Esto se hizo con el fin de determinar que volumen se debe de tomar de la
muestra inicial para que las muestras a pasar por el citdmetro de flujo estén a una concentracién
celular de 4 x 10° células de levadura por mL de la solucion PBS 1X. Habiendo calculado los
volimenes para cada cepa, se procedid a armar dichas muestras con un volumen final de 300 pL
cada una. Para cada poblacion de levadura, se analizaron tres muestras sin ioduro de propidio, para
usar como blanco luego en el procesamiento de datos y tres muestras con el agregado de ioduro de
propidio 1,5 uM (Fluka #81845) treinta segundos antes de pasarlas por el citometro.

El andlisis de citometria de flujo se realizé en el equipo CyAn™ ADP (DakoCytomation). La excitacién
se hizo usando un laser a 488nm y la emision se detectd usando un filtro bandpass de 20nm centrado
a 613nm. Se establecié como pardmetro general que se tomaran 10.000 eventos por muestra pasada
en el equipo, a una velocidad entre 200 a 500 eventos por segundo. Se controlé que no haya
contaminacion del cultivo al final del andlisis por microscopia y chequeo visual constante.

La estrategia de gating que se llevé a cabo para la adquisicién de informacion por citometria de flujo
fue realizando un grafico de Side Scatter (SS) en funcidn del Forward Scatter (FS), que nos permitio
obtener informacion acerca de la granularidad y el tamafio de cada evento, respectivamente. A partir
de dicho gréafico se tomd un gate R1, es decir, se seleccioné una poblacion de 10.000 eventos, los
cuales se utilizaron para hacer un histograma. En este Ultimo, se graficaron los eventos
seleccionados en funcion de la intensidad de la sefial del ioduro de propidio. La determinacion de los
porcentajes de células vivas y células muertas se obtuvieron a partir de dicho histograma, donde se
toma la poblacién que genera una mayor intensidad de fluorescencia que corresponde a las células
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muertas y la poblacion que genera una menor intensidad de sefial correspondiendo a las células
vivas, siempre teniendo en cuenta los blancos (Ver Anexo 3).

3.2.4.3 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Todos los experimentos para cada background genético se realizaron tres veces. El procesamiento
de datos generados por el equipo CyAnTM ADP se hizo con el software Summit™ versién V4.3, del
cual se extrajeron los porcentajes de eventos ioduro de propidio negativos, que son las células
viables. Entonces, teniendo como referencia el valor inicial del Dia 0 de eventos ioduro de propidio
negativos, al cual se lo consider6 como un 100% de viabilidad celular de la cepa analizada, se pudo
determinar para cada dia la viabilidad. Los célculos de viabilidad celular (S;) y la construccion de
graficas de viabilidad vs tiempo con el desvio estandar se hicieron en el software Excel 2010 de
Microsoft Office.

(IP negativas Dian x 100%)

Viabilidad Dian =
labriidad Uian IP negativas Dia 0

Ademads, se calcul6 el tiempo al que la viabilidad celular llego a un 50% (mean time) y el tiempo
maximo de supervivencia (10% de viabilidad) para cada experimento a partir de los gréaficos de
viabilidad en funcién del tiempo (44, 70). Ambos tiempos se calcularon usando la curva de ajuste
sigmoidal de Boltzmann, esto se llevé a cabo usando el software Graph Pad Prism 6 (71). El mean
time es determinado de forma automatica con el ajuste de la curva, en cambio el tiempo maximo se
calculé usando la ecuacién de Boltzmann y despejando X (tiempo), todas las otras variables de la
ecuacion son determinadas una vez que se hace el ajuste del grafico.

(Top—Bottom)

Ecuacion de Boltzmann: Y = Bottom + TE0—X
Xp( Slope)

Siendo Y en este caso la viabilidad celular (%), Top y Bottom son los valores maximos y minimos de
viabilidad, V50 es el mean time, Slope la pendiente del grafico y X equivale al tiempo en dias. Para
que no se genere un mal ajuste de curva, ya que no todas las graficas de viabilidad se ajustan bien
con una curva sigmoide, se tomaron solo los casos donde se obtenia una correlacién cuadratica (R?)
mayor o igual a 0,99. De todas formas, en los casos en que el ajuste falla, el software avisa con un
cartel que dice que el resultado es ambiguo y da resultados aproximados de las variables. Esto
sucedi6 en algunos casos por lo que no se pudo determinar dichos tiempos a través del ajuste con la
ecuacion de Boltzmann. En estos casos se tuvo que hacer en forma manual utilizando el grafico de
viabilidad (%) en funcidn del tiempo (dias).
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La integral se supervivencia (Sl) es definida como el area bajo la curva y puede ser estimada por la
siguiente formula:

donde dia, son los dias de medicién de viabilidad y S, es el porcentaje de células de levadura que
han sobrevivido hasta ese dia. Las curvas de supervivencia para dos cepas de levadura pueden ser
comparadas. Para esto se calculé la S| de cada curva de supervivencia (usando S, de 100% a 10%) y
luego las Sls de las diferentes cepas de levadura fueron comparadas usando la prueba t de dos
muestras (40).

La prueba t de dos muestras sirve para comparar las respuestas de dos grupos diferentes de
muestras. Las suposiciones que se hacen son que cada grupo es considerado ser una muestra de
una poblacién diferente, que las respuestas en cada grupo son independientes de aquellas en otro
grupo y que la distribucién de las variables de interés es normal (72). Para realizar el test se van a
plantear dos hipétesis, una nula y otra alternativa a ser evaluadas con los datos. La hipétesis nula
establece que la diferencia entre los dos grupos de datos es 0, en cambio, la alternativa plantea que
existe una diferencia entre las medias observadas para las diferentes cepas de levadura. Una vez
que se plantean las hipétesis se procede a calcular la estadistica-t, para esto se necesita la media de
Sl (), la desviacion estandar de Sl (SD) y el nimero de experimentos (n) de ambas muestras.

Teniendo estos valores de cada muestra se determina t-valor a través de la siguiente ecuacion;

Luego, teniendo en cuenta los grados de libertad (k), se compara el t-valor calculado con el t-valor
critico que se extrae de una tabla de distribucién t con un nivel de confianza del 95% (Anexo 4, Figura
24) y con dicho resultado se decide cual hipétesis se acepta. La hipétesis nula se rechaza cuando el
t-valor calculado > t-valor critico (72). Los grados de libertad se calcularon como: k=n; + n, — 2.

3.2.5 Determinacion del volumen celular de levaduras usando herramientas bioinformaticas

Para llevar a cabo este punto se us6 un protocolo de microscopia de epifluorescencia (73, 74),
seguido por el anadlisis de las imagenes adquiridas en los softwares (Fiji is Just) ImageJ, Cell-ID
version 0.4 y R version 3.0.2, que se detalla a continuacion (75).
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3.2.5.1 Adquisicién de imagenes por microscopia de epifluorescencia

La determinacién de volumen se hizo solo para un ensayo de envejecimiento cronolégico en el
background w303. Para la adquisicion de imagenes se usd un objetivo 60X con aceite de inmersion
en un microscopio de epifluorescencia OLYMPUS [X813, usando el software ScopePro™ version
5.0.0.11.

Se enfocaron manualmente las células de levadura en el campo claro y se realizé un Z-stack de 8
planos a 0,4 pm de distancia, es decir, se tom6 una secuencia de 8 fotos en el plano Z en las
condiciones dadas (73, 74). De forma de poder diferenciar las células vivas de las muertas para el
posterior procesamiento de imagen, se tifi6 antes la muestra con ioduro de propidio a una
concentracion final de 1,5 puM. Entonces de cada campo que se realizd el Z-stack también se sacaron
fotos usando el filtro de rodamina, que es a la longitud de onda que se excita el ioduro de propidio.
Esta metodologia se repitié para las 6 cepas del ensayo de envejecimiento cronolégico.

3.2.5.2 Procesamiento de imagenes y determinacién de volumen celular

Para facilitar el procesamiento de imagenes se hizo el andlisis de cada stack por separado, teniendo
en cuenta la cepa y el dia al que corresponde. Se decidié solamente determinar el volumen celular
para cuatro porcentajes diferentes de viabilidad celular y de cuatro de las seis cepas, excluyendo del
andlisis a gph1A 'y sch9A.

Primero se usé el software ImageJ en el cual se corrié un filtro a cada Z-stack, es decir, en todas las
imagenes adquiridas en campo claro. Esto se hizo para corregir iluminacién desigual en las
imagenes, ya que el siguiente software que se usé fue el Cell-ID, el cual trabaja mejor y mejora su
desempefio si las imagenes se encuentran homogéneamente iluminadas. Luego, se convirtieron
todas las imagenes, esta vez se incluyeron las de fluorescencia, a una calidad de 8 bits porque es lo
que lee el software Cell-ID. Dicho paso se realizd con la opciéon Image/Type. Lo siguiente que se hizo
fue extraer del ImageJ todas las imagenes de campo claro nombradas como BF_PositionX_timeY_tif,
donde X va a ser el mismo para todas las imagenes dentro de un Z-stack, mientras que el Y
corresponde al nimero de plano en el stack, como son 8, Y va a ir del 1 al 8. Esto se hizo usando la
opcion File/Save as/lmage Sequence, donde se eligio el formato tiff, se escribié6 BF_PositionX_Time
siendo X el nimero de stack como ya se explicé y luego se establecié que empiece en 1 y use solo 1
digito para nombrar las imagenes. De cada imagen de fluorescencia que se tomé por Z-stack se
generaron 8 copias y se nombraron RFP_PositionX_timeY.tif, usando el mismo criterio que para las
imagenes de campo claro de forma que por cada imagen del Z-stack hubiera una imagen de
fluorescencia que le corresponda.

Es importante tomar en cuenta que las imagenes a procesar en el software Cell-ID deben de estar
dentro de una carpeta en el disco local (C:). Teniendo en cuenta esto Ultimo, se cargd las imagenes al
software Cell-ID usando la opcién Setup/Load Images, donde se dejan los parametros que estan por
default en el software y se indica el camino donde esta la carpeta conteniendo las imagenes del Z-
stack y de fluorescencia. Como resultado se abrié en una ventana que dentro de la PositionX hay
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diferentes timeY con un par de imagenes, una en campo claro y otra de fluorescencia (ver Anexo 5).
Luego, se probd con cada timeY la segmentacién, esto es la identificacion de las células de levadura
por el software. Entonces se uso6 la herramienta Segmentation Setup y se establecié dentro de Frame
alignment: no frame alignment y dentro de Cell alignment: align individual cells, dejando el resto de
los parametros igual a lo que ya viene por default ya que funcionan muy bien para células de levadura
y se realiz6 el Test Cell-ID. Este punto fue clave, ya que se hizo el Test Cell-ID para los distintos
timeY dentro de las imagenes de un stack a modo de poder testear la segmentacién en cada plano y
elegir la mejor imagen para determinar el volumen. El software Cell-ID identifica células que estén
desenfocadas por lo que se compar6 entre los distintos planos cual es el que obtuvo una mejor
segmentacion, esto se observé viendo que el software no tome restos de células como células vivas o
la forma en como las toma ya que a veces las selecciona generando una forma deforme que no es
real.

Habiendo seleccionado la imagen en campo claro para seguir con la determinacion del volumen
celular, se realizé la segmentacién del timeY que contiene dicha imagen elegida usando la
herramienta Segmentation Setup pero en vez de seleccionar Test Cell-ID se seleccioné la opcién
Show Run Dialog. El software Cell-ID automéaticamente genero imégenes idénticas a las del timeY
escogido, pero se les afiade al nombre “.out.tif’, por ejemplo, BF_Position1_time1.tif.out.tif y
RFP_Positionl_timel.tif.out.tif. Estas imagenes se guardan en la carpeta que se trabaja, es decir, en
donde se seleccionaron las imagenes para cargar al Cell-ID inicialmente. Ademés de las im4genes se
crea una carpeta dentro de la carpeta recién mencionada, que contiene archivos con informacion
acerca de las imagenes segmentadas como ser célculos de variables morfologicas (incluye el
volumen) y otras variables especificas de la imagen de fluorescencia. Estos archivos son los que se
analizaron en el software estadistico R usando el paquete Rcell.

En el paquete Rcell lo primero que se realiz6 fue el filtrado de las imagenes, ya que a veces cuando
se segmentan las células no se puede eliminar la segmentacién de otras cosas que no sean células,
como por ejemplo una burbuja. También se filtra para solo tomar dentro del andlisis las células que
hayan sido bien segmentadas ya que es muy dificil que todas las células sean identificadas de la
forma correcta y no generandoles otras formas irreales. Esto Ultimo ocurre generalmente si las
imagenes adquiridas son de acumulaciones de células, por lo que para un mejor analisis es
importante que las células no estén en racimos grandes. Luego se arreglaron los valores de
fluorescencia de las células muertas, es decir, se les resto la fluorescencia que hay en el background
de la imagen.

Por dltimo, se extrajo una tabla en formato .csv que permite trabajar en el software de Microsoft
Office-Excel 2010, la cual contiene el nimero para cada célula identificada en la imagen con
informacion del volumen y la fluorescencia de la misma. Una gran ventaja que brinda el software R es
que permite la visualizacién de las imagenes con todas las células numeradas vy los filtros que se le
aplican, facilitando asi el analisis porque se puede comparar los valores de la tabla que se extrajo con
las imagenes. Por dltimo, se seleccionaron todos los voliumenes de las células que no presenten
fluorescencia. En los casos que las células tienen valores de fluorescencia intermedios (comparado
con fluorescencias altas que siempre corresponden a células muertas) se realizd la decision de
agregarlas al posterior andlisis mirando las imagenes en campo claro y fluorescencia con las células
numeradas.
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Una vez que se obtuvieron un conjunto de valores de volumen de todos los campos tomados para
una cepa en determinado dia se realiza un promedio de todos los valores y su desvio estandar
usando las funciones del Microsoft Office Excel 2010. También se hicieron graficos de caja para
representar la distribucién de volumen por cepa a determinada viabilidad celular.

El volumen que es calculado en Cell-ID (variable= sphere.vol) es a través del método de la unién de
esferas, el cual se basa en la distribucién de esferas que estan centradas en todos los posibles
pixeles que se encuentran en el plano ecuatorial de la célula identificada en el campo claro y que sus
radio son tales que los limites de las esferas solo tocan el limite de las células. La unién de todos los
pixeles en estas esferas, encierra un espacio que su volumen es aproximadamente el volumen de la
célula.

En el Anexo 5 se encuentran figuras que ayudan a la interpretacién del protocolo y los cédigos
utilizados tanto en ImageJ para el filtro inicial de la iluminacién de imagenes como el usado en R.
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4. RESULTADOS OBTENIDOS

4.1 Obtencion de cepas mutantes

Se logré obtener de forma exitosa las ocho cepas mutantes (Tabla 3) requeridas para el posterior
estudio de envejecimiento.

Tabla 3. Lista de cepas mutantes generadas en los dos backgrounds genéticos.

Nombre Background Genotipo relevante Fuente
#1197 W303; MATa pill::LEU2 Ispl::NAT Este trabajo
#1217 W303; MATa sir2::kanMX4 Este trabajo
#1218 BY4741 Ispl::NAT Este trabajo
#1224 BY4741 pill:LEU2 Este trabajo
#1225 W303; MATa hxk2::kanMX4 Este trabajo
#1226 W303; MATa sch9::NAT Este trabajo
#1227 BY4741 pill::LEU2 Ispl::NAT Este trabajo
#1232 BY4741 sch9::NAT Este trabajo

Las cepas mutantes que corresponden a la delecion de los genes LSP1 y PIL1, como ya se mencion6
anteriormente, son los genes que codifican para las proteinas que conforman principalmente a los
eisosomas. Por lo tanto, se estudiard y se vera si existe una relacion entre dichos genes y el
envejecimiento cronolégico y replicativo (no en este proyecto) de la levadura. Una de las cepas
mutantes de genes eisosomales va a ser doble (pil1A Isp1A). Se planted generar un mutante de este
tipo para poder estudiar el efecto que pueda tener en el envejecimiento y ademas poder compararlo
con las mutantes simples, ya que se pueden observar resultados muy diferentes como ser que no se
determine ningun efecto con un simple mutante pero si con el doble, o viceversa, entre otros efectos.

La cepa sch9::NAT, se utiliz6 como control de envejecimiento cronoldgico, ya que esta reportado que
las células con la delecion en el gen SCH9 son mas longevas (56, 57). El otro control para el
envejecimiento cronoldgico, es decir, la cepa que acorta dicho proceso ya estaba presente en la
coleccion de levaduras del laboratorio (76).

Las cepas sir2::kanMX4 y hxk2::kanMX4, estan vinculadas al envejecimiento replicativo y se utilizan
como controles, ya que por bibliografia se sabe que la delecién de SIR2 acorta la esperanza de vida
(60) y mientras que la delecién de HXK2 la alarga (77). Los ensayos de envejecimiento replicativo no
se realizaron en este trabajo, pero las cepas control y las tres mutantes de los genes eisosomales,
van a ser usadas por el grupo de investigacion de Brian Kennedy del Buck Institute for Research on
Aging, en EEUU para poder estudiar este tipo de envejecimiento.

A continuacién se detallan los resultados generados para llegar a la construccion de las mismas,
agrupados dependiendo de la metodologia usada para cada una.
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4.1.1 Cepas generadas a partir de ADN genémico de otras cepas ya existentes

Este punto incluye la construccién de las cepas mutantes de genes eisosomales en BY4741 y
sir2::kanMX4 y hxk2::kanMX4 en w303.

Para la obtenciéon de las cepas pill::LEU2 y Ispl::NAT en BY4741 lo primero que se hizo fue la
purificacion del ADN gendémico de las cepas pill::LEU2 y Ispl::NAT (w303), guardadas en la
coleccion de levaduras del laboratorio. Luego de la extraccion de ADN se procedid a determinar la
concentraciéon de dichas muestras. Esto di6 417,9 ng/uL para pill::LEU2, 402,3 ng/uL para Ispl::NAT.

Se utilizé el cassette de un gen que codifica al aminoacido leucina (LEU2) y otro de resistencia a
nourseotricina (NAT) para la construccién de dichas cepas porque luego en el paso de transformacién
de levaduras con los productos de amplificaciéon de cassettes se seleccionaron colonias candidatas a
ser confirmadas por PCR. La seleccién se hizo observando que colonias fueron capaces de crecer en
un medio de cultivo en ausencia del aminoacido LEU o en un medio con el antibiético NAT. S.
cerevisiae tiene una alta capacidad de recombinacion homodloga siendo suficientes solamente 45
pares de bases (pb) para que la misma ocurra con eficiencia compatible con su manipulacion
genética (78). Dado que ya contdbamos con cepas delecionadas en los genes de interés, decidimos
utilizarlas para obtener productos de PCR que contuvieran extensas zonas de homologia (200-300
pb) con el sitio blanco de insercién a fines de aumentar el nimero de eventos de recombinacion
homologa y por lo tanto el nimero de transformantes correctas obtenidas.

Los resultados obtenidos de la amplificacion por PCR del cassette LEU2 con extremos homologos al
gen PIL1 y del cassette de NAT con extremos homologos al gen LSP1 estan representados en la
Figura 6. La PCR se llevdo a cabo utilizando los primers PIL1chkUP y Pil12230Rv, para la
amplificacion del cassette pill::LEU2 y los primers 768-LSP1-For y 2340-LSP1-Rev, para la
amplificacion del cassette Ispl::NAT (ver Anexo 2).

En los carriles 2 al 5 se sembraron productos de PCR del cassette completo de LEU2 flanqueado por
secuencias del locus del gen PIL1, este dio del tamafio de aproximadamente 4000 pb como era de
esperarse, ya que si se hubiera amplificado el gen PIL1 (partiendo de ADN genomico de una cepa
wild type) el producto seria de un tamafio menor a 1500 pb. Por otro lado, en los carriles 6 al 8 se
observan los resultados de los tres productos de amplificacion para el cassette de NAT flanqueado
por secuencias del locus del gen SCH9, los cuales se mencionaran méas adelante para la
construccion de sch9::NAT en ambos backgrounds a partir de ADN plasmidico. Por dltimo, en los
carriles 10 y 11 se sembraron los productos de PCR donde se buscé amplificar el cassette de
seleccién NAT inserto en el locus del gen LSP1. El tamafio de la banda observada en el gel es un
poco menor a 2000 pb, que es lo esperable ya que el producto deberia de ser de 1902 pb. Ademas, si
se hubiese amplificado el gen LSP1 en vez del cassette de seleccion se esperaria un producto de
tamafio de 1573 pb, por lo tanto se puede confirmar que dichos productos son los de interés. Como
se observa en el gel, se realiz6 mas de una reaccion de PCR para amplificar los cassettes de
delecion, esto se hizo con el fin de asegurarse que haya suficiente reactivo para el proximo paso de
transformacion. Estos resultados indican que, para cada caso, contamos con suficiente ADN lineal
para transformar cepas de levaduras por un doble evento de recombinacion homéloga.
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Figura 6. Gel de agarosa con los
productos de la PCR de
amplificacion de cassettes de
delecion, se corrié 1 hora y media a
55 V - 27mA. Carril 1. Marcador de
peso molecular (pb). Carriles 2-5.
Productos de PCR del cassette de
delecion LEU2 dirigido al gen PIL1.
Carriles 6-8. Productos de PCR del
cassette de delecion NAT dirigido al
gen SCH9. Carriles 10-11.
Productos de PCR del cassette de
delecién NAT dirigido al gen LSP1.

Las transformaciones en la cepa wild type BY4741 con los productos de PCR pill:LEU2 y
Ispl::NATde fue exitosa, esto se puede observar en la Figura 7. Para cada caso se realizd la
transformacion de interés para obtener la cepa mutante y un control negativo.
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Figura 7. Placas de medios selectivos con los
resultados de las transformaciones utilizando los
cassettes Ispl::NAT y pill::LEU2. A. Placa de medio
YPD NAT donde se plaquearon las células wild type
transformadas con el cassette Ispl::NAT para deletar
LSP1. B. Placa de medio minimo -LEU donde se
plaquearon las células wild type transformadas con el
cassette pill::LEU2 para deletar PIL1. C. Placa de
medio YPD NAT (izquierda) donde se plaquearon las
células wild type transformadas con agua (control
negativo de B) y placa de medio minimo -LEU donde se
plaquearon las células wild type transformadas con
agua (control negativo C).

Con el fin de verificar la identidad de las transformantes obtenidas se tomaron algunas de las colonias
de la placa de transformaciéon para hacer PCRs confirmatorias. Estas PCRs consisten en tres
reacciones: una dirigida a detectar la presencia del cassette mutagénico en la posicion esperada
usando el ADN de la colonia transformante y las otras estan dirigidas a detectar la presencia del locus
original sin modificar, una usando ADN de la colonia transformante (control negativo) y la otra usando
ADN wild type (control positivo). Para la primera se utiliza un primer upstream del locus a modificar y
como primer downstream se utiliza uno que hibrida solamente en el cassette mutagénico, dichos
primers son 668-PIL1Check-For y Calb CHK DW para verificar colonias pill::LEU2 y 585-LSP1Check-
For y NAT checkDW para verificar colonias Isp1::NAT (ver Anexo 2). Para las restantes se utiliza el
mismo primer upstream y como primer downstream se utiliza uno que hibride en el locus a modificar,
PIL1-594-RV y 2340-LSP1-Rev para PIL1 y LSP1, respectivamente. La deteccion de una banda del
peso molecular esperado para la primera PCR y la ausencia de un producto de PCR para el control
negativo indica la obtencién de la cepa esperada (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de reacciones de PCR diagnéstica si la colonia transformante es
positiva. Para todos casos se usa el mismo primer forward (verde), lo que cambia es
el primer reverse ya que en una se usa uno que hibride solo con el cassette
mutagénico (arriba, cassette=violeta, primer reverse =azul) y en las otras uno que
hibride con el locus de interés (medio y abajo, locus=naranja, primer reverse= rojo).

Los resultados de confirmacion de cepas mutantes pill::LEU2 y Isp1l::NAT se pueden observar en la
Figura 9. En los carriles del 2 al 10 estan los resultados de la confirmacion de 4 colonias que tienen
PIL1 mutado. La reaccién del control positivo dio del tamafio esperado (927 pb, carril 2). En los
carriles donde se sembré las mezclas control negativas dieron ausencia de banda que es lo
esperado, ya que si la recombinacion homdéloga no se hubiese dado se veria una banda de 927 pb.
Para los carriles restantes del caso pill::LEU2, donde se sembraron las reacciones de PCR que
confirman si los cassettes de seleccion recombinaron adecuadamente o no, en todos los casos dio
una banda de aproximadamente 450 pb. Esto era lo que se esperaba si el cassette recombinaba de
forma correcta. En conclusion, las cuatro colonias verificadas por la PCR confirmatoria dieron
positivas, se eligi6é una de las mismas para generar el stock.

En el caso de Ispl::NAT, se prob6 con 2 colonias que fueron productos de la transformacion. El
control positivo de la PCR dio como se esperaba un producto de tamafio de aproximadamente 1715
pb (carril 12). En los controles negativos se observa la ausencia de banda en ambos casos que es lo
correcto si la recombinacién homologa del cassette se dio bien, de no ser asi deberia de haber
aparecido una banda del mismo tamafio que la del control de la PCR.

Por dltimo, en los carriles en los que se sembraron los productos de PCR que amplificaban contra el
cassette de seleccion, dieron una banda de aproximadamente 944 pb indicando que dichos cassettes
se introdujeron correctamente. Tomando en cuenta todos los resultados se concluye que ambas
colonias son Ispl::NAT, por lo que se selecciona una y se congela como stock.

Para la construccion de sir2::kanMX4, hxk2::kanMX4 en w303 y la doble mutante pill::LEU2
Isp1::NAT en BY4741 se siguié la misma metodologia (ver en métodos item 3.2.1 y item 3.2.2.2), por
lo que los resultados obtenidos son muy similares a los presentados anteriormente para pill::LEU2 y
Ispl::NAT en BY4741.
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Figura 9. Gel de agarosa con resultados de la PCR
confirmatoria de pill::LEU y Isp1::NAT usando 4 y 2
colonias productos de la transformacion,
respectivamente, se corrié por 1 hora y 20 minutos a
55V-29 mA. Carril 1. Marcador de peso molecular
(pb). Carril 2. Producto de PCR control positivo,
donde se usa ADN sin la delecion de interés y un
primer reverse contra el ORF de PIL1. Carril 3.
Producto de PCR control negativo de la colonia 1,
donde se usa el ADN extraido de dicha colonia y el
mismo primer reverse del control positivo. Carril 4.
Producto de PCR que uso como molde el ADN
extraido de la colonia 1 y un primer reverse contra el
cassette de delecidn, por lo que confirma que dicho
cassette se haya insertado de forma correcta. Carril
5. Producto de PCR control negativo de la colonia 2.
Carril 6. Producto de PCR contra el cassette de
delecion usando ADN extraido de la colonia 2. Carril
7. Producto de PCR control negativo de la colonia 3.
Carril 8. Producto de PCR contra el cassette de
delecion usando ADN extraido de la colonia 3. Carril
9. Producto de PCR control negativo de la colonia 4.
Carril 10. Producto de PCR contra el cassette de
delecion usando ADN extraido de la colonia 4. Dieron
todas las colonias positivas a la mutacion pill::LEU2.
Carril 11. Marcador de peso molecular (pb). Carril 12.
Producto de PCR control positivo, donde se usa ADN
sin la delecién de interés y un primer reverse contra
el ORF de LSP1. Carril 13. Producto de PCR control
negativo de la colonia 1. Carril 14. Producto de PCR
contra el cassette de delecion usando ADN extraido
de la colonia 1. Carril 15. Producto de PCR control
negativo de la colonia 2. Carril 16. Producto de PCR
contra el cassette de delecion usando ADN extraido
de la colonia 2. Ambas colonias dieron positivas a la
mutacion Ispl::NAT .
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4.1.2 Cepas obtenidas a partir de ADN plasmidico

Las Unicas cepas que se construyeron a partir del plasmido pFA6a natNT2 fueron sch9::NAT para
ambos backgrounds genéticos, ya que no se contaba con una cepa de otro background con dicha
mutacion. El plasmido pFA6a-natNT2 porta el cassette que permite la resistencia al antibiético NAT
sin incluir secuencia homdloga alguna al gen SCH9 (o cualquier otro gen en particular) por lo que las
zonas de homologia que posibilitan los dos eventos de recombinacién homoéloga necesarios para la
mutagénesis son aportadas por los 45 nucleétidos del extremo 5' de cada primer utilizado para
obtener el producto de PCR especifico para deletar el gen SCH9 (primers SCH9-S1 y SCH9-2, ver
Anexo 2).

Primero, se determindé la concentracion a la que estaba el plasmido en la solucion de
almacenamiento, que fue de 314 ng/uL. A partir de esto se hizo la PCR para amplificar el cassette de
sch9::NAT. En la Figura 6, carriles del 6 al 8, se observan los resultados obtenidos de la amplificacion
del cassette NAT dirigido al gen SCH9. Las bandas dieron de un tamafio menor a las 1500pb, lo cual
es correcto, ya que se espera que el tamafio del producto sea de 1450 pb. Seguido, se hizo la
transformacion con dichos productos de PCR en w303 y BY4741 (Figura 10).

Figura 10. Placas de medios selectivos con los resultados de las
transformaciones utilizando el cassette sch9::NAT. A. Placa de medio
YPD NAT donde se plaquearon las células w303 wild type
transformadas con el cassette sch9::NAT para deletar SCH9. B. Placa
de medio YPD NAT donde se plaquearon las células w303 wild type
transformadas con agua (control negativo de A). C. Placa de medio
YPD NAT donde se plaquearon las células BY4741 wild type
transformadas con el cassette sch9::NAT para deletar SCH9. D. Placa
de medio YPD NAT donde se plaquearon las células BY4741 wild type
transformadas con agua (control negativo de C).
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Con el fin de verificar la identidad de las transformantes obtenidas se realizaron PCRs confirmatorias
con 4 colonias obtenidas de la placa de transformacion de la cepa sch9::NAT en w303 (Figura 11).

El producto de la reaccion control positivo di6 una banda aproximada a 711 pb que es el tamafio
esperado (carril 2). Luego en los carriles donde se sembraron los controles negativos de cada
colonia se observa que en tres de ellos, los carriles 3, 6 y 9, se obtuvo una banda de
aproximadamente 711 pb, lo que indica que el cassette de seleccién no recombino en el locus de
interés. En cambio, en el carril 12, correspondiente al control negativo de la colonia 4, no hay
presencia de banda que es lo esperado si la delecion en el gen SCH9 se haya generado
correctamente. Por ultimo, en los carriles restantes que confirman la integracién del cassette en el
ORF del gen dieron ausencia de banda a excepcién del 13, en el cual se observa un producto de
tamafio mayor al antes observado que se aproxima a las 869 pb. Esto confirma que la Gnica colonia
sch9::NAT es la nimero 4.

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

750
500

Figura 11. Gel de agarosa con resultados de la PCR
confirmatoria de sch9::NAT usando 4 colonias productos de la
transformacion, se corri6 por 1 hora y 10 minutos a 55V,
29mA. Carril 1. Marcador de peso molecular (pb). Carril 2.
Producto de PCR control positivo. Carril 3. Producto de PCR
control negativo de la colonia 1. Carril 4. Producto de PCR
que uso como molde el ADN extraido de la colonia 1 y un
primer reverse contra el cassette de delecién, por lo que
confirma que dicho cassette se haya insertado de forma
correcta. Carril 6. Producto de PCR control negativo de la
colonia 2. Carril 7. Producto de PCR contra el cassette de
delecion usando ADN extraido de la colonia 2. Carril 9.
Producto de PCR control negativo de la colonia 3. Carril 10.
Producto de PCR contra el cassette de delecion usando ADN
extraido de la colonia 3. Carril 12. Producto de PCR control
negativo de la colonia 4. Carril 13. Producto de PCR contra el
cassette de delecién usando ADN extraido de la colonia 4.
Solo dio positiva la colonia nimero 4.
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Para la cepa sch9::NAT en BY4741 se obtienen resultados muy similares de la PCR confirmacion, por
lo que no se van detallar en el trabajo. En base a los resultados descriptos concluimos que se ha
logrado obtener las cepas con el gen SCH9 mutado en ambos backgrounds genéticos.

4.1.3 Cepa obtenida a partir de la diseccién de ascosporas.

La cepa doble mutante para los genes PIL1 y LSP1 en el background genético w303, se hizo a través
partir de método de apareamiento, seleccion de diploides seguido de esporulacion y diseccion de
esporas (ver item 3.2.2.1). En la Figura 12 se observa la placa de YPD con el crecimiento de colonias
en los lugares donde se disecaron esporas. Al no ser un medio selectivo, se espera que por cada
tétrada disecada, crezcan 4 colonias correspondientes a cada espora. Para realizar la seleccion de la
cepa pill::LEU2 Ispl::NAT, se compararon las placas de la Figura 13, que son las réplicas en medios
selectivos, con la placa de la Figura 12, donde se debe cumplir que de las cuatro esporas disectadas,
dos de ellas sean las que den lugar a colonias en el medio en ausencia del aminoécido LEU y en el
medio con la presencia del antibiético NAT.

Las fotos de las placas en la Figura 13 fueron tomadas dos dias después de realizada la seleccién,
por lo que hay un sobrecrecimiento de las colonias y no esta muy claro a la vista para poder comparar
cual par de colonias pertenecientes a una misma tétrada crecié en ambos medios de seleccién. Sin
embargo, en ambas placas se marcé la seleccién del par de doble mutante seleccionadas. Luego se
re-aislaron en placas de medio selectivo y se determindé el mating type de cada una (ver item
3.2.2.1.5). Se concluye que se logro construir la cepa doble mutante de los genes eisosomales en el
background w303 de forma exitosa.

Figura 12. Placa de YPD con Figura 13. Placas réplica de la placa de la Figura 12, a la izquierda la
colonias crecidas a partir de placa es de medio YPD NAT y a la derecha medio minino —LEU. Se
esporas disecadas. seleccionan el par de dobles mutantes con los circulos en marcador
negro, ya que son las colonias que a partir de la misma tétrada de
esporas crecen en ambas placas.
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4.2 Resultados de los ensayos de envejecimiento cronologico

Una vez obtenidas todas las cepas necesarias se ejecutaron los ensayos de envejecimiento
cronologico mediante citometria de flujo. Es importante destacar que estos ensayos comprenden la
instalacion y seguimiento de cultivos celulares por el plazo de al menos 7 semanas. La obtencién de
datos de citometria de flujo se realizé en colaboracién con la Unidad de Biologia Celular del IPMont.

4.2.1 En el background w303.

Se llevaron a cabo tres experimentos independientes en w303 y se observé que a pesar que los
resultados son bastante variables si se comparan los experimentos, siempre existe la misma
tendencia en las curvas de viabilidad de cada cepa (Figura 14).

Tabla 4. Promedio del tiempo méaximo de supervivencia (Tiempo maximo) y tiempo al que la
viabilidad celular es del 50% (Mean Time) entre los tres experimentos independientes para todas las
cepas estudiadas en w303 con sus desvios estandar (SD).

Cepa Mean Time SD mean time Tiempo SD Tiempo
maximo maximo

wild type 8,5 1,8 15,8 3.9
sch9A 7,2 0,9 12,9 2,4
gph1A 7,2 1,2 12,9 2,1
pil1A 10,6 1,2 22,9 2,3
Isp1A 9,5 0,8 17,0 4.3
pil1A Isp1A 10,0 2,6 25,6 3,7

La Figura 14 muestra los resultados obtenidos de los tres experimentos independientes. Los genes
SCH9 y GPH1, como ya se menciond anteriormente, esti reportado que son capaces de alterar el
envejecimiento cronoldgico. Se ha descubierto que la delecién en el gen SCH9 permite una extension
en este tipo de envejecimiento (56, 57), mientras que la delecién del gen GPHL1 lo acorta (76), por lo
que se usaron como controles ademas de la cepa wild type. En los graficos se observa que la cepa
con la delecién del gen GPH1 (gph1A4) acorta el envejecimiento cronolégico, tal como la bibliografia lo
describe (76). En cambio, para la cepa sch9::NAT no se logré reproducir lo visto en la bibliografia, ya
gue parece ser la cepa sch9::NAT tiene un promedio de tiempo maximo de supervivencia igual al de
la cepa gphl::HIS3 de aproximadamente 13 dias, el cual es un poco menor al de la cepa wild type
(Tabla 4). La cepa wild type w303 llega a un 10% de viabilidad entre los dias 13 - 20 dependiendo del
experimento, si se lo compara con la bibliografia se observa que los valores no son tan diferentes (40,
76).

Por otro lado, las cepas mutantes de los genes que codifican para el nicleo estructural de los
eisosomas dieron resultados interesantes. Segun lo obtenido se puede extraer que la delecion del
gen LSP1 no afecta el envejecimiento del tipo cronoldgico en w303, ya que la curva de viabilidad a lo
largo de los dias fue muy similar a la de la cepa wild type. Ademas, la comparacion de los tiempos
maximos y los tiempos a los que los cultivos llegan a un 50% de viabilidad son muy parecidos (Tabla

47



4). Esto ultimo se verificé con el test estadistico, el cual dio que la hip6tesis nula no se rechazaba, es
decir, no hay wuna diferencia entre los datos obtenidos para ambas cepas
(tcalculadoz1 y54<tvalorcriti00:2:132; para k=4 e IC:95%)

En cambio, cuando se deleta el gen PIL1 se observa una extensién en el tiempo de vida cronoldgico
en comparacion con la cepa wild type. Este mismo comportamiento lo presenta la cepa doble
mutante, por lo que se podria sugerir que es la ausencia de PIL1 lo que genera dicha longevidad en
las células. En la Figura 15 se puede observar como el cultivo de las células wild type vs pill:LEU2
va perdiendo viabilidad a lo largo de los dias de uno de los experimentos, diagramado con
histogramas de la distribuciéon de intensidades de fluorescencia que es como se extrae la informacién
gue lee el citbmetro. Se ve claramente como al Dia 14 la viabilidad del cultivo de la cepa wild type es
casi nula, en cambio, el cultivo con la cepa mutante con la delecion en el gen PIL1 tiene
aproximadamente un 30% de células vivas y llega alrededor del Dia 28 a tener una viabilidad
comparable a la de la wild type en el Dia 14. Se realiz6 la prueba t de dos muestras para ambas
mutantes comparadas con la cepa wild type y se vio que en los dos casos la hipétesis que se cumple
es la alternativa. Por lo que se puede concluir que en comparaciéon con la cepa wild type de
background genético w303 la ausencia de PIL1 enlentece el envejecimiento cronolégico
(tcalculadopil1A/wt=6a99>tvalorcritico:21132; tcalculadopilMlsp1A/wt=9s7>tvalorcritico:21132; para k=4 e IC=95%).
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Figura 24. Graficos de viabilidad celular (%) vs tiempo (dias) de los ensayos de envejecimiento cronoldgico en
el background w303. A, B y C corresponden a los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente y la linea horizontal roja

indica el 10% de viabilidad celular.
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Figura 15. Histograma de numero de eventos vs LogllIP (Intensidad de sefial de loduro de Propidio)
correspondiente al experimento 2, se indican los porcentajes de IP negativos (células vivas, indicadas en azul) y
los IP positivos (células muertas, indicadas en gris) de los ensayos de envejecimiento cronoldégico en el
background genético w303 para la cepa wild type (izquierda) y pil::LEU2 (derecha).
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4.2.2 En el background BY4741

De manera similar a lo hecho con el background w303, para el background BY4741 se realizaron tres
experimentos independientes. Al igual que en w303 se observa una gran variabilidad entre cada
ensayo en las curvas de viabilidad.

En primer lugar se vio que el envejecimiento de tipo cronoldgico de la cepa BY4741 wild type es mas
extenso que el de su equivalente en el background w303 (comparar valores de Tablas 4 y 5), lo cual
no es lo visto en la bibliografia (40). Naturalmente esto llevd a que los experimentos de
envejecimiento cronolégico con esta cepa demandaran mayor tiempo de seguimiento, de 25-35 dias
para las cepas de background w303 a 60-70 dias para las cepas de background BY4741.

Tabla 5. Promedio del tiempo méaximo de supervivencia (Tiempo méximo) y tiempo al que la
viabilidad celular es del 50% (Mean Time) entre los tres experimentos independientes para todas las
cepas estudiadas en BY4741 con sus desvios estandar (SD).

Cepa Mean Time SD Mean Time Tiempo SD Tiempo
maximo maximo
wild type 18,0 57 38,6 13,5
sch9A 18,8 6,8 37,9 15,0
pil1A 38,5 2,6 61,3 14
Isp1A 20,3 55 49,7 17,3
pil1A Isp1A 27,7 9,5 65,3 21

Como en el otro background, la cepa sch9::NAT no tuvo un efecto méas longevo como era de
esperarse, sino que fue la cepa con el envejecimiento mas acelerado, teniendo en cuenta el promedio
de tiempo méximo calculado.

En ninguno de los ensayos se logré obtener una curva normal de envejecimiento para la mutante
gphl:kanMX4 (Figura 16). Esto se ha debido a que se registraron grandes oscilaciones en la
viabilidad celular, es decir, la misma aument6 y disminuyo al pasaje del tiempo. Esto generé6 muchas
interrogantes ya que se trabajo en condiciones de fase estacionaria, por lo cual no es normal
observar aumentos de viabilidad tan pronunciados y ademas se descarté la posibilidad de la
existencia de contaminacion a través de los controles mencionados en el item 3.2. En la discusion se
detallara mas las razones por las cuales se cree que ha ocurrido esto.
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Figura 16. Ensayo cronolégico numero 1 de la cepa gphl:KanMX4 en BY4741, se observan las
oscilaciones de % de viabilidad en funcion del tiempo.

Para el caso de las cepas mutantes de los genes que codifican el nicleo estructural de los
eisosomas, se observaron resultados similares a los obtenidos con las mismas mutantes en el
background genético w303 (comparar Figuras 14 y 17). El gen LSP1 no afecta el envejecimiento
cronolégico ya que la cepa Ispl::NAT exhibe curvas de viabilidad muy similares a las de la cepa wild
type, a excepcién del primer ensayo donde dicha mutante muestra un envejecimiento mas prolongado
que la cepa wild type. Sin embargo, si se toman en cuenta los tres experimentos independientes no
se observa en todos este mismo comportamiento, por lo que podria tratarse de que el cultivo utilizado
en el primer experimento estuviese menos estresado que el resto de los cultivos empleados en el
mismo experimento. Ademas, se realiz6 el test estadistico entre las cepas Ispl::NAT y wild type,
obteniendo como resultado que se cumple la hip6tesis nula, es decir, no hay diferencia significativa
entre esas medidas (tcacuiado=0,92<tyaiorcritico=2,132; para k=4 e 1C=95%). En cambio, tanto las cepas
pil1A como pil1A Isp1A presentan una extension en este tipo de envejecimiento (Tabla 5, Figura 17).
Para estos casos también se llevd a cabo el test estadistico para ver si realmente existe una
diferencia entre la cepa wild type y las mutantes pil1A y pil1A Isp1A. El test dio como resultado, al
igual que en el background w303, que hay wuna diferencia entre las medidas
(tealculadopiitamt=3,3>tvatorcritico=2,353; tealculadopitaisp1amt=32 7> aorcriico=2,353; para k=3 e IC=95%).

Si se comparan los ensayos se observa que en el primero y segundo las cepas en general tenian una
mayor resistencia a la senescencia, al parecer no estaban tan estresadas las células como en el
ultimo ensayo. A diferencia de los estudios realizados en w303, se contaminaron algunas cepas en el
transcurso de los experimentos, lo cual afecta el hecho de no poder tener la totalidad de las curvas de
viabilidad de tres experimentos independientes de cada cepa para el andlisis de datos. De todas
formas, si hemos podido registrar para todas las cepas en todos los experimentos la viabilidad hasta
llegar a un 50% llegando a las mismas conclusiones respecto a la influencia de la delecion del gen
PIL1 sobre el envejecimiento cronoldgico. Por ejemplo, para el caso del segundo experimento con las
curvas de las cepas pil1A y pil1A Isp1A sin terminar (ver Figura 17) se puede observar que las
mismas disminuyen su viabilidad mucho més lento que las demas, lo cual es coherente con lo visto
en los otros ensayos.
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Figura 37. Gréficos de viabilidad celular (%) vs tiempo (dias) de los ensayos de envejecimiento cronoldgico en

el background genético BY4741. A, B y C corresponden a los ensayos 1, 2 y 3, respectivamente y la linea roja
horizontal indica el 10% de viabilidad celular.
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4.3 Determinacion de volumen celular de cepas del experimento 3 en w303.

Al haber obtenido resultados interesantes con respecto a las mutantes eisosomales pill::LEU2 y
pill::LEUZ2 Ispl::NAT se investigd la morfologia basica de las distintas cepas midiendo el volumen de
las células sobrevivientes de manera de ver si variaciones en el mismo se relacionan al
comportamiento visto en los ensayos de envejecimiento cronoldgico.

25000 - A 25000 - B
20000 - 20000 -
& 15000 - T 15000 -
1S IS
> 3
S 10000 - l S 10000 - l
5000 - L 5000 - L
i 1 i | L | L 1
O T T T 1 0 T T T 1
wt  wt 70% wt 40% wt 20% pillA  pillA  pillA  pillA
100% n=93 n=50 n=77 100% 70% 40% 20%
n=57 n=36 n=70 n=118 n=53
25000 - C 25000 - - D
20000 - 20000 -
T 15000 -
& 15000 - e
g =
= © 10000 -
g 10000 - > -
5000 5000 1 l 1
| 1
| ! Y
0 w w w w pillA  pillA pillA  pillA
IsplA IsplA IsplA  IsplA IsplA IsplA IsplA  IsplA
100% 70% 40% 20% 100% 70% 40% 20%
n=75 n=56 n=84 n=44 n=109 n=97 n=105 n=44

Figura 18. Graficos de caja que muestra la distribucién de células respecto al volumen celular (en unidades
arbitrarias) a cuatro puntos de viabilidad diferentes (100%, 70%, 40% y 20%) de la cepa wild type (A), pillA (B),
Isp1A (C) y pillA IsplA (D). Los cultivos corresponden a los empleados para el ensayo ndmero 3 de
envejecimiento cronolégico en w303. n=numero de células usadas para el analisis.

Los resultados que corresponden a este punto se representaron en graficos de caja (Figura 18). Se
escogio esta representacion de datos dado a que si se reportaba el promedio con su desvio estandar
no seria un resultado representativo de las muestras, ya que la desviacién estadndar da nUmeros muy
altos llegando al mismo orden que el promedio. Esto se debe a que se calculé el volumen tanto para
células hijas como para células madres, por lo que es esperable esta gran variabilidad en los datos
obtenidos.
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Los gréaficos de caja se basan en cuartiles, como se observa se compone de una caja y dos “brazos”
(Figura 19). El extremo superior corresponde al valor maximo determinado de volumen, de forma
contraria el extremo inferior del grafico es el valor minimo de volumen calculado. La mediana, que
esta representada como la linea que divide la caja en dos colores, representa el valor de la variable
de posicién central en el conjunto de datos ordenados. Por Ultimo, los extremos de la caja (la cual
representa el rango intercuartil o IQR) son el cuartil 3 o percentil 75 (superior) y el cuartil 1 o percentil
25 (inferior) que corresponden al 75% y al 25% de los datos, respectivamente. Por lo que los valores
gue se encuentran dentro de la caja son el 50% del total que se midio (79).

<——— Maximum

<——— Upper Quartile

<—— Median

<—— Lower Quartile

<——— Minimum

Figura 19. Interpretacién de un gréfico de
cajas (79).

Con respecto a lo observado en la Figura 18, los volimenes de la cepa wild type, Isp1A, pil1A 'y pil1A
Isp1A no parecen presentar diferencias significativas a medida que la viabilidad celular disminuye.
Ademas, si se comparan las distintas cepas a una misma viabilidad celular se va a observar que
aproximadamente todas tienden a la misma medida de volumen. Por lo que de estos resultados se
puede concluir que esta variable morfolégica no parece estar relacionada al envejecimiento
cronolégico de las cepas de interés.
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5. DISCUSION

Los eisosomas son grandes ensambles proteicos citoplasmaticos que organizan dominios de la
membrana plasmatica de S.cerevisiae, compuestos por dos principales proteinas paralogas, Pill y
Lspl. Algunas evidencias, anteriormente nombradas, apuntan a que dichas estructuras puedan tener
un papel en el proceso de envejecimiento, es por eso que en el presente trabajo se estudid el
envejecimiento de tipo cronolégico de cepas que tienen comprometida la capacidad de formar
eisosomas, es decir, se estudia el lapso de tiempo que estas células mutantes son capaces de
sobrevivir una vez que entraron a la fase estacionaria. En principio, los resultados indican que la
ausencia de la proteina Pill enlentece el envejecimiento, al igual que cuando se eliminan los genes
que codifican tanto Pill como Lspl. A pesar de ser un componente estructural de los eisosomas,
Lspl no parece ser responsable del cambio en la velocidad de envejecimiento ya que su ausencia no
cambia este proceso, en comparacion con la cepa wild type. Los mismos resultados se extrajeron de
cepas con background genético w303 y BY4741.

Para llevar a cabo el estudio de envejecimiento cronolégico se usaron tres cepas control, la cepa wild
type junto a dos cepas que presentan la delecién de un gen, SCH9 y GPH1, las cuales afectan dicho
envejecimiento enlenteciéndolo o acelerandolo, respectivamente.

La cepa con la delecion del gen SCH9 tanto para los estudios en w303 como en BY4741, no resulté
en nuestros ensayos ser mas longeva que la cepa wild type, como se habia reportado en la
bibliografia (56, 57). Los chequeos por PCR confirmatorias de dichas cepas dieron positivos
evidenciando un producto de PCR generado por la interrupcién del gen SCH9 por el cassette NAT y
por otro lado evidenciando la ausencia de un producto de PCR basado en un gen SCH9 intacto
(resultados mostrados solo para el background w303). Por alguna razén, adn desconocida para
nosotros, la delecion de SCH9 no generd una cepa con longevidad cronolégica incrementada. Resta
volver a construir esta mutante en ambos backgrounds genéticos para repetir los ensayos de
envejecimiento cronoldgico a fin de dilucidar esta controversia.

Por otro lado, el otro control usado ademas de las cepas wild type, fue la cepa mutante
gphl::kanMX4. En el caso de los experimentos en el background w303 los resultados fueron acordes
a los reportados en la bibliografia. No obstante, para la mutante construida en el background BY4741
no se pudo obtener una curva de viabilidad tipica, como ya se mencioné en resultados por lo que no
se agrego su curva dentro de los demas resultados. En la Figura 16 se muestra una de las curvas de
viabilidad obtenida con dicha cepa, como se observa la viabilidad celular parece aumentar y disminuir
a través del pasaje de los dias. En el caso de esta mutante al Dia 0 en el cultivo ya habia un
porcentaje muy bajo de células IP negativas (células vivas), promediando los tres experimentos este
valor fue de 21,22%, cuando con las otras cepas por lo general este porcentaje estuvo entre un 98%
y un 70%. Partir de un porcentaje tan bajo de células vivas el Dia 0 en el caso de esta mutante
introduce la posibilidad de obtener lecturas subsiguientes de viabilidad afectadas por un mayor error.

Es factible que el tiempo de incubacion de 72 horas para que las células alcancen la fase estacionaria
(40), resulte un poco excesivo para la cepa mutante gphlA. En efecto, en el caso de esta
metodologia se mantiene durante todo el experimento los inéculos envejecidos en medio SC -que es
la eleccibn mas usada en los estudios de envejecimiento cronolégico porque las longevidades son
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bastante méas cortas que en otras condiciones (38, 80). De manera que, al partir de este inéculo
original, siempre estan presentes las células que se van muriendo antes de empezar la curva de
viabilidad. Alternativamente, hay autores que utilizan otra metodologia en la que luego de alcanzar la
fase estacionaria lavan y re inoculan las células en PBS 0 en agua, reajustando la densidad de los
inoculos en este punto (Dia 0) en el que, ademas, la viabilidad es del 100% (38, 81). Para este caso
en que gphl::kanMX4 tiene una alta velocidad de envejecimiento se podria cambiar la metodologia
para hacer més precisa la determinacion de su viabilidad. Una posibilidad es comenzar las medidas
de viabilidad (Dia 0) unas 24 horas antes, de forma de obtener una curva mas acampanada (con
menor velocidad inicial de decaimiento de la viabilidad).

Tampoco puede descartarse en este caso la posibilidad de que, como puede ocurrir en algunos
estudios de envejecimiento cronoldgico, una pequefa poblacién escapa de la quiescencia y vuelve a
entrar en el ciclo celular, fenébmeno denominado gasping (38). Segun la bibliografia hay metodologias
para el estudio de envejecimiento cronolégico como ser las que involucran la transferencia de las
células a agua o el uso de placas con medio carente de triptéfano que tienen como ventaja que este
problema desaparece (38).

A pesar de haber tenido ciertos problemas con la reproducibilidad de los resultados reportados de las
mutantes sch9A y gph1A (solo en BY4741), la comparacion de los resultados obtenidos con las
mutantes eisosomales y con las células wild type indican que la delecién de PIL1 afecta el
envejecimiento cronoldgico en los dos backgrounds genéticos estudiados. En estudios futuros se
podrian repetir los ensayos de envejecimiento cronoldgico de manera de obtener las curvas deseadas
para los controles internos, sch9A y gph1A, probando hacer lo indicado anteriormente para cada caso
en especifico. De esta forma se podra confirmar la sensibilidad de la técnica, como también se podra
comparar la mutante sch94 con pil1A y la doble mutante eisosomal.

Dadas las complejidades que se presentan en los ensayos de estudio de envejecimiento cronoldgico
es recomendable la confirmacion de dichos resultados empleando otros métodos y condiciones de
estudio. Estas confirmaciones son muy importantes para poder identificar las mutantes que aparentan
ser mas longevas porque pasan por un crecimiento atrasado o un re-crecimiento durante la fase
estacionaria, lo cual ayuda a remover falsos positivos que son generados por otras causas. Al menos
hay tres métodos establecidos para medir este tipo de envejecimiento, como ya se mencioné
anteriormente, el que se uso6 en este trabajo es generalmente el mas comun. Otro de los métodos, al
gue también hicimos mencién antes, consiste en monitorear la viabilidad de células pasadas de
medio SC 6 YPD a agua a partir de la fase postdiauxica. El Gltimo método se basa en monitorear la
viabilidad celular en placas de agar con 2% de glucosa conteniendo todos los nutrientes excepto
triptéfano, el cual es usado solo para células que carecen de la capacidad biosintética de dicho
aminoacido.

5.1 Pill afecta el envejecimiento cronoldgico en w303y BY4741

A través del estudio del envejecimiento cronoldgico en dos backgrounds diferentes, w303 y BY4741,
se observo que Pill afecta dicho tipo de envejecimiento. Como ya se menciond, esta proteina es un
componente fundamental de los eisosomas y su delecién afecta la formacién de dichas estructuras,
el tamafio y causa la agrupaciéon de los componentes remanentes de los eisosomas en uno o unos
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pocos puntos de la periferia de la célula (Figura 20). La raz6n por la cual la ausencia de esta proteina
parece extender el envejecimiento cronolégico queda aln por esclarecerse, pero se pueden proponer
diferentes hip6tesis en base a otros estudios ya reportados.

a Lsp1=GFP c

PiTA

Figura 20. Pill es requerida para la localizacion de Lspl y
Sur7. (a) Imagen confocal de la expresion de Lspl-GFP en
células wild type y pillA. (b) Imagenes de microscopia
confocal de la expresion de Sur7-GFP en cepas wild type,
pill4, IsplA y pillA Isp1A, escala de barra 2mm. (c)Grandes
invaginaciones de membrana afectada solo vistas en células
pil1A, escala de barra 0,5 mm (9).

En un estudio reciente (37) se reconstruyd una red de envejecimiento cronolégico de S. cerevisiae,
donde se us6 un algoritmo que integraba los términos de anotaciéon de Gene Ontology (GO) con
informacion de interaccién proteina-proteina de forma automatica. Se investigaron las vias que
comienzan con proteinas que se sabe que regulan la longevidad como ser Torlp, Sch9p y Rasp,
homoélogas a las de mamiferos mMTOR, Akt/PKB y al proto-oncogen Ras, respectivamente. El analisis
de estas vias reveld proteinas que tienen un rol intermediario en los eventos de sefializaciéon que
llevan al envejecimiento cronoldgico, lo que se denominé como el “corazén” de la red. A partir de esto
Ultimo se hallaron cuatro genes (TCB3, SNA3, PST2 y YGR130C) que no habian sido previamente
relacionados al envejecimiento cronolégico en S. cerevisiae. La ausencia de la proteina Ygrl30c, la
cual forma parte del grupo de proteinas asociadas a la membrana de los eisosomas, fue capaz de
extender el envejecimiento cronoldgico en comparaciéon con la cepa wild type al igual que las otras
tres proteinas encontradas en la red. Las cuatro proteinas comparten un rol en el transporte
intracelular, principalmente en la via endocitica y responden al tratamiento con rampamicina en
células de levadura. En este estudio se propuso que dichas proteinas, afectan el envejecimiento
cronolégico a través de la alteraciéon de la via endosomal, dado que la endocitosis y el proceso de
clasificacion de proteinas de vacuola estan involucrados en la regulacion de este proceso en
levaduras (37).

Teniendo en cuenta que Ygrl30c, proteina asociada a los eisosomas, podria estar cumpliendo un rol
en vias de sefalizacidon que afectan el envejecimiento, también se puede sugerir que los eisosomas
per se formarian parte de una o varias vias de sefializacion. Debido a que en ausencia de Pill no hay
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una buena formacién de los eisosomas, como se explicé anteriormente, esto podria afectar a las vias
de sefializacién de las que forman parte, como por ejemplo, generar respuestas de resistencia a
distintos tipos de estrés.

Una de las vias de la que se cree que forman parte las proteinas Pill y Lspl es la via de sefializacién
Pkh, ya que se caracterizaron como proteinas modificadoras de la misma (Figura 21). Los
componentes centrales de la sefializacion Pkh son dos quinasas Pkhl y Pkh2, que como ya se
menciond antes, son homélogos funcionales de la quinasa PDK1 en mamiferos y las caracteristicas
de ambas vias de sefializacion estan conservadas (19).
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Pkc1 - Cell wall integrity
Ypk1 - Lipid Flipases
Sch9 - P-bodies

Figura 21. Modelo de la estructura de eisosomas/MCC (1).

A pesar de que los eventos moleculares que conllevan a la activacion de las quinasas Pkh todavia
estan poco comprendidos, se sabe que estan reguladas por bases de cadenas largas (LCBs),
fitosfingosina (PHS) y dihidroesfingosina (DHS) (82). Hay muchas evidencias que apuntan a una
conexion funcional entre los eisosomas y la sefalizacién de Pkh, como ser que Pill y Lspl regulan
negativamente las quinasas Pkh y vias de sefalizacion downstream (21). También se encontrdé que
ambas Pkh1/2 estdn al menos parcialmente localizadas en los eisosomas y que Pkhl, pero no Pkh2
requiere de Pill para esta asociacion, ademas las quinasas Pkh son capaces de fosforilar Pil1 y Lspl
in vitro e in vivo (19, 83).

Otros hallazgos demostraron que las quinasas Pkh1/2 activan las proteinas quinasas Ypk1/2, Pkcl y
Sch9 (Figura 21). Las vias de sefializacion Ypk1/2 y Pkcl se han visto afectadas en células pil1A.
Sorprendentemente Pkhl, pero no Pkh2, ha sido implicada en la regulacién de envejecimiento celular
en levaduras, mas especificamente, la cepa mutante nula de PKH1 es capaz de extender el
envejecimiento cronolégico al igual que lo que ocurre con la mutacion nula de la proteina quinasa
Sch9 (20, 84). Por lo que, es probable que Pill forme parte de una via de sefializacién con Pkhl, al
menos, que esté implicada en el envejecimiento cronolégico celular. Dado que se ha reportado que
Pil1 es un regulador negativo de la actividad de Pkh1 es dificil explicar por qué la delecion de ambos
genes por separado lleva al mismo fenotipo de envejecimiento cronolégico (aumento de la
longevidad) Asi, sera de sumo interés para resolver esta controversia estudiar que efecto tiene en la
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longevidad cronoldgica la doble delecion de los genes PIL1 y PKH1 y la sobre-expresion de un gen
en ausencia del otro. También, de manera mas general se puede estudiar el efecto sobre el
envejecimiento cronoldgico que tiene la delecién simultdnea (o sobre-expresion) de PIL1 junto a
diferentes mutantes de genes que codifiquen proteinas involucradas en la via de sefializacion Pkh.

Ademas ha sido sugerido que tanto Pill como Lspl podrian jugar un rol en otras vias de sefializacion
ya que ambas proteinas se encontraron asociadas a muchas otras proteinas incluidas Pkh1/2 (20).
En este sentido es necesario realizar una busqueda de las proteinas con las que se encontraron
asociadas, algunas de las cuales fueron nombradas en el item 1.3, de manera de poder hacer
experimentos de envejecimiento que involucren a cepas mutantes del gen PIL1 y de los genes que
codifican las proteinas asociadas.

Por dltimo, se podria también hipotetizar que Pill esta involucrada en otra maquinaria de regulacion
que pueda resultar en un enlentecimiento del envejecimiento cronolégico cuando dicha proteina esta
ausente. Un reciente estudio proteémico en C. albicans sugiere que Pill y Lspl son reguladas por
SUMO, una modificadora post-traduccional (85). Se vio que Pill se modific6 por la asociacion con
SUMO en el residuo Lys-63, que se piensa que esta ubicado en la superficie de Pill que enfrenta a la
membrana plasmética y podria tener un efecto en la asociacién a membrana (13, 23). El residuo Lys-
63 esta conservado en Pill y Lspl de otras especies, sugiriendo que el mismo es funcionalmente
importante. Las proteinas SUMO son similares a la proteina ubiquitina, modifican covalentemente
otras moléculas de la célula mediante un proceso denominado sumoilacion, dirigido por una cascada
enzimatica anéloga a la que involucra la ubiquitinacion. En cambio a este ultimo, el proceso de
sumoilacién no es usado para etiquetar proteinas para la degradacion. Estas modificaciones estan
involucradas en varios procesos celulares, como ser transporte nucleo-citosol, regulaciéon
transcripcional, estabilidad de proteina, respuesta a estrés y progresion a través del ciclo celular. Las
proteinas SUMO estan altamente conservadas en todas las células eucariotas y en organismos
superiores, estan presentes en todos los tejidos y etapas de desarrollo (86).

La via de accion de las proteinas SUMO recientemente ha sido implicada en el proceso de
senescencia celular, un buen indicativo de esto ha sido la identificacion de proteinas asociadas a la
senescencia como blancos de la conjugacién de SUMO. Ademds, como la maodificaciéon post-
traduccional ha mostrado una gran influencia en la actividad proteica, estabilidad e interaccién de
substratos con otras macromoléculas, la participacién activa de la via SUMO en los mecanismos de
induccién de senescencia y subsecuentemente envejecimiento es una suposicion atractiva (86).

Por lo tanto, Pill podria relacionarse con el proceso de envejecimiento a través de la proteina SUMO
Smt3, la cual se vio que es capaz de modificarla (85, 87), siendo ésta la Unica forma de SUMO que se
codifica en S.cerevisiae. La sumoilacién de proteinas blanco puede regular la localizacién subcelular,
la modulacién de interacciones proteina-proteina y la inhibicion de la ubiquitinacion o de otras
modificaciones que tengan como blanco la lisina. En células de mamiferos la abundancia de las
conjugaciones con proteinas SUMO aumenta en respuesta a la temperatura o estrés oxidativo. En
levaduras, la deficiencia en homologos de este tipo de proteinas y ligasas E3 de la familia PIAS
provoca un significativo aumento en el largo de los telomeros. Estos resultados apuntan que SUMO
tiene un rol en el mantenimiento del largo de los telomeros y sugiere que su via podria ser un
modulador negativo en este proceso (86).
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Seria de gran interés estudiar si la proteina Pill tiene alguna relacién con la via de sefalizacién de
SUMO para el mantenimiento de los telémeros. Para ello en principio se deberia de analizar con
mayor profundidad la modificacion de Smt3 en Pill, y si genera un cambio en la unién a membrana o
no. Para esto se podria hacer una cepa que exprese un fluoréforo unido a Pill y comparar la unién a
membrana con otra cepa que tenga la proteina Pill modificada en el residuo Lys-63 también
expresando un fluoréforo. Ademas seria esclarecedor analizar el impacto de la ausencia de Pill en el
largo de los telémeros, usando la técnica de fragmento de restriccion terminal (TRF) por Southern blot
que es la gold-standard (88).

5.2 Laausenciade Pilly de Lspl no afecta el volumen celular en S. cerevisiae

Por otro lado, tomando en cuenta que los resultados de la delecidn del gen PIL1 parecen alterar el
envejecimiento cronolégico en las células de levadura extendiéndolo, en el trabajo se planted estudiar
como varia el volumen celular a lo largo de los experimentos de envejecimiento con el fin de ver si
esta variable morfolégica compartia alguna relacion con lo visto en dichos estudios.

Se ha reportado que las células sufren cambios en el volumen cuando se ven expuestas a diferentes
tipos de estrés, como ser el osmético (89). Por lo que se planteé que la ausencia del gen PIL1
generara una respuesta a estrés diferente a la de la cepa wild type y a la que presenta la delecion en
LSP1, teniendo una repercusion en el volumen como a modo de resistencia.

Los resultados demostraron que no parece haber ninguna relacién entre el volumen celular y la
extension cronolégica de las cepas estudiadas, ya que todas dieron medidas aproximadamente
similares.

Finalmente, se cree que Pill y Lspl podrian tener un rol en respuesta a diferentes tipos de estrés,
dado a que el promotor de cada gen que las codifica contiene 3 elementos putativos en respuesta a
estrés y su transcripcion es inducida por diferentes tipos de estrés (90). Por lo que seria muy atractivo
estudiar como responde el envejecimiento cronolégico de pil1A a factores generales de modulacion
de esta longevidad, cepas mutantes de los elementos de respuesta a estrés como ser los factores
transcripcionales Msn2/Msn4 y la proteina quinasa Rim15 (57).
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6. ANALISIS ECONOMICO

En el presente trabajo no corresponde hacer un analisis econémico dado a que se trata de una
investigacién que a corto plazo no se espera ver ninguna aplicacion de la misma en el mercado. Sin
embargo, dado a los resultados motivadores que se obtuvieron esto podria ser la base de futuras
aplicaciones en la salud humana.

Un mejor entendimiento de los mecanismos de funcion de los eisosomas podria servir como modelo
de la organizacion de membranas plasmaticas en células de mamiferos, ya que por mas que no haya
una gran conservacion de las proteinas que los componen fuera de los hongos, estas comparten
fundamentos similares a las proteinas de membrana de las células de mamiferos.

Por ejemplo, los eisosomas estan presentes en el patégeno humano C. albicans, el cual
comunmente existe como un organismo comensal no dafiino presente en la piel y el tracto
gastrointestinal. Intervenciones médicas o inmunosupresiones permiten la entrada de este organismo
al torrente sanguineo y a invadir tejidos, que puede llevar a la falla de algin érgano o a la muerte.
Cambios en el cuidado médico han llevado al aumento en candidiasis y la falta de una droga anti
fungica eficiente hace dificil el tratamiento (91). Se ha reportado que la integridad de los eisosomas
en C. albicans tiene implicancias claras en la patogenicidad de este microorganismo (92). Por lo que,
un mejor entendimiento en los mecanismos que permiten la supervivencia de este organismo es
necesario para desarrollar nuevas terapias. En particular, el conocimiento de la membrana plasméatica
de C.albicans es limitado, aunque se sabe que juega muchos roles en la patogenia de dicho
organismo (1).
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7. CONCLUSIONES

Se ha logrado construir todas las cepas mutantes en genes eisosomales y en genes
vinculados al envejecimiento en dos backgrounds genéticos, BY4741 y w303. Para llevar a
cabo esto, se utilizaron técnicas de genética molecular, como la purificacion de ADN
genomico, PCR destinada a la amplificacion de fragmentos y confirmacion de cepas y
transformacion de levaduras. Ademas, se utilizd un microscopio con micromanipulador para
la generacion de la cepa doble mutante en el background w303.

Se pudo ensayar la supervivencia cronoldgica de las cepas construidas. Para llevar a cabo
esto, se utilizaron técnicas de citometria de flujo, microscopia de fluorescencia y andlisis de
imagenes. Se concluyd que la ausencia del gen PIL1 extiende este tipo de envejecimiento en
ambos backgrounds genéticos, mientras que la ausencia del gen LSP1 tiene un
comportamiento similar a la cepa wild type, por lo que no altera dicho proceso.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1: Composicion de medios y soluciones usadas

Medios:

YPD: 2% de peptona (Becton, Dickson and Company #211677),1% de extracto de levadura (Becton,
Dickson and Company #212750) y se agrega agua destilada hasta un 90% del volumen total del
medio. Se autoclava y luego se agrega un 2% de dextrosa (Drogueria Industrial Uruguaya).

YPD agar: 2% de peptona, 1% de extracto de levadura, 2% de agar (Fluka # 05040) y se agrega agua
destilada hasta un 90% del volumen total del medio. Se autoclava y luego se agrega un 2% de
dextrosa.

Los medios YPD/YPD agar con resistencia a antibiotico, ya sea G418-Gentamicina (Sigma-Aldrich
#A1720) o nourseotricina, se agregan los mismos a lo Ultimo junto a la dextrosa para que haya una
concentracion final de 1x.

RICH-SPO (Medio de esporulacién): 2,5g de extracto de levadura, 15g de KOAc (concentracion final
de 150mM, Sigma-Aldrich #P1190), 100mL de suplemento de aminoacidos 10x (concentracion final
de 1x) y se autoclava. Antes de usarlo se toma una alicuota de lo que se va a ser uso y se le agrega
dextrosa a una concentracion final de 0,05%.

Medio sintético completo, SC (500mL): 50mL 10x Drop Out —LEU —HIS —-URA (Sunrise Science
#1002), 50mL 10x Yeast Nitrogen Base (YNB, Sunrise Science #1500), 50mL 20% de dextrosa, 5mL
L-Histidina 50x (Sigma-Aldrich # H8000), 5mL L-Leucina 50x (Sigma-Aldrich #L8000), 5mL Uracil 50x
(Sigma-Aldrich #U0750) y el resto de agua estéril. No se autoclava, este medio ya se realiza con
todos los componentes estériles y se agrega cada uno en condiciones de esterilidad.

SC -LEU: Se realiza de la misma forma que el medio SC, solo que no se le agrega el aminoacido L-
Leucina a la solucion.

Soluciones:

TBE 5x (1 Litro): 54g de Tris (Sigma-Aldrich # T1503), 27,5g de Acido Borico (Sigma-Aldrich #B9798)
y 20mL de EDTA 0,5M pH 8 (Sigma-Aldrich #EDS). Luego se diluye 200mL de TBE 5x en 800 mL de
agua destilada para obtener TBE 1x.
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LiTE 5x: LIOAc 0,5M (Sigma-Aldrich #517992), Tris-HCI 50mM (HCI, Sigma-Aldrich # H7020) y EDTA
5mM pH 7,6. Se filtra luego de agitar la mezcla. Se realiza la dilucion 1/5 para obtener LIiTE 1x.

PEG LITE: 20mL LITE 5X, 20mL agua destilada y 40g PEG (PEG,y, Sigma-Aldrich #295906). Se
filtra luego de agitar la mezcla.

PBS 1x: MgCl, 88,5mM (Sigma-Aldrich #M8266), KCI 0,2g/L (Sigma-Aldrich #P9541), KH,PO,
anhidro 0,2¢g/L (Sigma-Aldrich #P9791), NaCl 8g/L (Sigma-Aldrich #53014), Na,HPO, 1,15¢g/L (Sigma-
Aldrich #71505).
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9.2 Anexo 2: Primers utilizados para la construccion de cepas.

Tabla 6. Primers utilizados para la amplificacion de cassettes de delecién y para la confirmacion de

cepas mutantes.

Primers usados para la amplificacién de los cassette de delecién

Nombre Secuencia (orientacién 5'-3") Fuente
707-SIR2-For AGCACTCCTTCCAACCATG Este trabajo
2898-SIR2-Rev TTTGTGAGAGCCTTGCGTC Este trabajo
733-HXK2-For CACCTTTGATTGCGAGATCC Este trabajo
2892-HXK2-Rev AAGTGCTTCCGTTCGTTCC Este trabajo
PIL1chkUP CTGCTTTGGCTCATCTCTTTG LBCM-IPMont
Pil12230Rv AGGAGGGGGAAGAGATATTGA LBCM-IPMont
768-LSP1-For CGTTGCAGCCGAGTGAAAAG LBCM-IPMont
2340-LSP1-Rev TAAGTGCCCTGGCATTTGG LBCM-IPMont

ATTGAGAAATCAATCGATGAATTCGAGCTCG

SCH9-S1 GAGAATTATACTCGTATAAGCAAGAAATAAAGATACGAAT Este trabajo
ATACAATATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
SCH9-S2 AAAAGAAAAGGAAAAGAAGAGGAAGGGCAAGAGGAGCG Este trabajo

Primers usados para la confirmacion de las cepas

574-SIR2Check- CTGCAACTCCTCAATGTGTC Este trabajo
For
2898-SIR2-Rev TTTGTGAGAGCCTTGCGTC Este trabajo
511- AATGGCTATCATGCCGGAC Este trabajo
HXK2Check-For
2892-HXK2-Rev AAGTGCTTCCGTTCGTTCC Este trabajo
kanB Rev CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT LBCM-IPMont
668-PIL1Check- TGGCCCACAGGTCATATTG Este trabajo
For
PIL1-594-RV AGCAGCTCTCAACTTTGACC LBCM-IPMont
Calb CHK DW GGTCATAGCTGTTTCCTGTG LBCM-IPMont
585- ACTATCTTGGCCCAATGCTC Este trabajo
LSP1Check-For
2340-LSP1-Rev TAAGTGCCCTGGCATTTGG LBCM-IPMont
660-SCH9-For CGCTGGTCGCTTATATTC Este trabajo
1370-SCH9-Rev TTTCTTCCTGTGACGTGG Este trabajo
NAT checkDW TGAAGGACCCATCCAGTG LBCM-IPMont
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9.3 Anexo 3: Estrategia de gating para el andlisis por citometria de flujo.

Para llevar a cabo el analisis por citometria de flujo, se utilizaron dos graficos. El primero brinda
informacién acerca de la granularidad en funcién del tamafio de cada evento que se midi6 en el
citobmetro, es decir, se hizo el Side Scatter (SS) en funcion del Forward Scatter (FS). En dicho grafico
se aplicé un gate R1, donde se seleccionaron 10.000 eventos, los cuales se van a aplicar en un
histograma para estudiar dicha poblacién. En el histograma se graficaron los eventos en funcién de la
intensidad de sefial del ioduro de propidio, del cual se obtiene el porcentaje de células vivas y de
células muertas.

Para poder obtener estos porcentajes de células, primero se pasaron las muestras que no contenian
ioduro de propidio por cada cepa a estudiar, que se utilizaron como blanco para todas las muestras
con dicho fluoréforo agregado. Estas muestras se observan como aparece en la Figura 22, donde en
el histograma no existe una poblacion ioduro de propidio positiva, es decir, una poblaciéon con una
intensidad de fluorescencia alta. Por lo que se puede delimitar en el histograma el gate R2 y R3 que
hacen referencia a la poblacion de células vivas y células muertas en la muestra, respectivamente.

= || 13_07_Oct_13G1: R1=10000> X 5| 1a_07_0ct_13 61: R1=10000> (G1:R1) X
g 351
256

192

R3

o

100 101 102 ;

0 84 12 192 2% PLog
FS Lin

Region|  Count| %Hist| Mean|  cv]

Region Count| % Hist]| Mean Total 9916 10000 817 8565
Total 10561  100.00 9481, 4545 R2? 0914 99.9% 815 84.36

R1 9916  93.89 100.35, 47,84 R3 2 002 9379 10.79
< ([} 3

Figura 22. Andlisis de datos de citometria para una muestra sin el agregado de ioduro de propidio
(blanco). Se observa el grafico de Side Scatter (SS) en funcion del Forward Scatter (FS) donde se
selecciona una poblaciéon (R1) y se estudia en un histograma los eventos de R1 en funcién de la
Intensidad de sefial del loduro de Propidio (LoglIP).

Luego de haber delimitado los gates R2 y R3 con las muestras blanco, anteriormente mencionadas,
se pasaron las muestras que presentan ioduro de propidio. Con dichas muestras se logré obtener los
eventos ioduro de propidio negativos (células vivas) y ioduro de propidio positivas (células muertas).
A continuacién se pueden ver en la Figura 23 dos muestras con ioduro de propidio de una misma
cepa wild type (background w303), una correspondiente al Dia 0 (A) y la otra correspondiente al Dia
14 (B). Esto permite ver las diferencias significativas que existen entre los dos histogramas al
principio y al final del ensayo cronolégico, como es de esperar.
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Figura 23. Gréaficos de SS vs FS e histogramas de dos muestras de cepa wild type con
propidio, al Dia 0 (A) y al Dia 14 (B) del ensayo de envejecimiento cronolégico.
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9.4 Anexo 4: Tabla usada para el test estadistico.

LA DISTRIBUCION ¢

51X dlepe Eradns de liberiad, entonces Pr.(X < z) = P,

v | P=0580 | P=0.95] 0.975 | 0.890 | 0.995 | 0988 | 0.99935
1 3078 G514 12706 | 3121 | GR.65T | S15.302 | 636.410
2 1586 2.920 4303 | 6965 | 9825 | 22327 | 31588
) LGS 2,353 3.182 | 4.541 5841 | 10,215 | 12941
4 15453 2,132 LTTE | BT | 4604 | TOTS 8410
3 147G 2,015 2471 | 3365 | 4.032 | 5.894 G.859
i L.440 1.943 2447 | 3143 | AT0T7 | B20E 506N
7 1415 1,895 2365 | 2008 | 3499 | 1.785 a.A05
8 1307 1860 2306 | 2806 | 3355 | 4501 GRIEA
4 138G 1843 2262 | 2821 | 3250 | 4.297 4.7581
10 1372 1.812 2228 | 2764 | 5060 | 4044 4587
L O I I 15 174G 2201 | 2718 | 106 | 4.025 4,437
12 | 1456 .78 207 | 2681 | 055 | A0 AablB
13 [.350 1771 2060 | 26300 | 4012 | BE53 4,221
14 1344 1,761 2145 2624 2977 5787 LG
15 1.341 1.753 2131 a0z | 2847 | 4754 40T
G| 1357 1746 2,120 | 2585 | 2921 | L.G6EG 4015
17 1334 1740 2010 | 56T | 2808 | dB48 R
1= |.ad0 |. 7344 2.1 2552 | 28VE | 3611 3.922
19 | 1328 1729 2093 | 2539 | 2861 | 3879 3883
2| 1.325 1.725 2086 | 2528 | 2845 | 3552 A.850
24| 1318 1.711 2064 | 2452 | 2797 | 3A4GT 3.4
a0 | 1810 1697 2042 | 2A5T | 2.TH0 | G385 5.618
40| 1.303 1G854 2021 | 2423 | 2704 | 3507 3.551
a0 1209 LLGTG 2000 | 2403 | 2678 | 3.261 349G
Gy | 1.256 LLGT1 2000 | 2380 | 2660 | 4242 S.AG0
| 1202 1.664 1.090 | 2374 | 2630 | 3195 3416
100 | 12200 1.6 1484 | 2a6d4 | 2628 | 3074 3.4301
00 | 1.286 1G53 1972 | 22345 | 2.401 | 3131 3.340
oo | 1L2EE 1.5 1.960 | 2328 | 2576 | 5.090 J201

Figura 24. Distribucion t para el test estadistico.
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9.5 Anexo 5: Scripts y lineas de comando usadas para el procesamiento de imagenes de
microscopia.

Script usado para filtrar las imagenes en campo claro de cada Z-stack, el cual fue desarrollado por el
grupo de investigacion de Bush A et al, 2012 (75).

dirl = getDirectory("Choose Source Directory ");
list = getFileList(dirl);
Dialog.create("Replacing files™)
Dialog.addMessage("Are you sure you want to replace the BF files in the selected folder?")
Dialog.show()
setBatchMode(true);
for (i=0; i<list.length; i++) {
if(startsWith(list[i],"BF") && endsWith(list][i],".tif") ){
open(dirl+list[i]);

run("Bandpass Filter...'
autoscale saturate");

, "filter_large=80 filter_small=1 suppress=None tolerance=5

run("Save");

close();

Luego de pasarle los filtros a las imagenes de campo claro, cambiarles la calidad y los nombres a
todas las imagenes se procede a utilizar el software Cell-ID. La interfase de este software se puede
ver en la Figura 25.
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Figura 25. La ventana principal de Cell-ID, a la izquierda se encuentra la guia donde estan todas las imagenes
ordenadas por plano (timeY) dentro de una PositionX.

Lineas de comando usadas en el software estadistico R para la determinacién del volumen (todo lo
gue esta escrito detras de // y subrayado son comentarios de los comandos usados):

library("Rcell") // Se carga el paquete Rcella R

library(EBImage) // Se carga el paguete EBImage, requerido para que Rcell funcione

setwd("C:\\Carpeta de interés") // Se carga la carpeta donde estan las im&genes segmentadas
“.out.tif” que ademas contiene una carpeta con archivos que contienen variables de interés calculadas

x<-load.celllD.data() // Esta funcién carga todos los archivos que pueden ser leidos en R de la carpeta

summary(x) // Se usa para ver rdpidamente que contiene el objeto x

cplot(x,~fft.stat) // fft.stat es una medida de no-circularidad, acé se genera un grafico donde se puede
ver la distribuciéon de las células circulares (valores pequefios) y las no circulares (valores mayores)

X<-QC filter(x, fft.stat<0.3) // Se aplica un filtro de tomar células menores a un valor de 0,3 de
circularidad que es lo suficiente para eliminar formas segmentadas que no son de interés.
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Generalmente en células de levadura y mamifero es suficiente usar 0,3 como filtro para eliminar estas
formas

show.img(X,pos=1) //Se observa la imagen en campo claro con el filtro aplicado, te marca que células
elimino por lo gue esto se mira como control del paso anterior

/[Filtro a.tot : es una medida del tamafio de superficie. No se aplicd casi, solo en unas veces cuando
se tenia formas segmentadas muy grandes que no eran células podrian ser por ejemplo una burbuja
0 una basura.

cplot(X,~a.tot) //_Se grafica un histograma gque muestra la distribucidon de tamafios de superficie de
cada célula segmentada.

X<-QC. filter(X, a.tot<300) //Por ejemplo, aca se aplica el filtro para que tome solo las células con un
tamafio superficial menor a 300, el valor se establece mirando el grafico.

show.img(X,pos=1)

X<-transform(X,f.total.r=f.tot.r-f.bg.r*a.tot)_//Terminados los filtros, se va a restar la fluorescencia
existente en el fondo a la fluorescencia de cada célula

X<-transform(X,f.a=f.total.r/a.tot)

cplot(X, f.a~celllD, subset=pos==1) // Grafico que permite observar la fluorescencia en funcién a cada
célula segmentada

df<-X[[pos==1,c("celliD","sphere.vol","f.a")]] //_Se genera un vector con la datos del nhumero de célula
segmentada (celllD), el volumen celular (sphere.vol) y la fluorescencia por célula (f.a)

write.csv(df,"tabla.csv") // Se extrae una tabla de formato csv con el vector df

show.img(X,pos=1) //Se abren las imagenes con las células segmentadas y con los filtros aplicados
para corroborar de modo visual la seleccién de células vivas para la determinacién del volumen
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show.img(X,pos=1,channel="RFP.out") // Imagen de fluorescencia

En la Figura 26 se muestra un ejemplo de como se segmentan las células con el software Cell-ID,
tanto imagenes de campo claro como de fluorescencia. Esta dos imagenes son las que se usaron
para el andlisis final por lo que ya se les aplico los filtros en R, se observa a la izquierda arriba una
célula con forma amorfa que el software elimino del analisis (se ilustra con una cruz).
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Figura 26. Imagenes con células segmentadas en el software Cell-ID. Imagen de arriba, de campo
claro, se marcé un ejemplo de células que se filtran para el andlisis. Con la foto de fluorescencia,
abaio. se seleccionan las células vivas (no fluorescen).
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