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The Ppz enzymes are Ser/Thr protein phosphatases present only in fungi that are
characterized by a highly conserved C-terminal catalytic region, related to PP1c
phosphatases, and a more divergent N-terminal extension. In Saccharomyces cerevisiae,
Ppz phosphatases are encoded by two paralog genes, PPZ1 and PPZ2. Ppz1 is the most
toxic protein when overexpressed in budding yeast, halting cell proliferation, and this
effect requires its phosphatase activity. However, the reasons for such toxicity have not
been elucidated. In this study, we tried to unveil the mechanisms behind the toxicity of
Ppz1l. We have identified several genes encoding ribosomal proteins and ribosome
assembly factors as mild high-copy suppressors of the toxic Ppz1 effect. This phosphatase
binds to ribosomes engaged in translation, and the Ppz1 excess leads to a decrease in the
polysome content. The absence of the Gcn2 kinase (a translation initiation negative
regulator) partially suppresses the growth defect of a Ppzl overexpressing strain,
consistently with an impact in the initiation process. We propose that the deleterious

effects of Ppz1 overexpression are in part due to alteration in normal protein synthesis.

Despite its conserved catalytic domain, we report that Ppz2 was not toxic when
overexpressed in the same conditions that Ppz1, albeit Ppz2 levels were somewhat lower.
Remarkably, a hybrid protein composed of the N-terminal extension of Ppz1 and the
catalytic domain of Ppz2 was as toxic as Ppz1 even if its expression level was comparable
to that of Ppz2. Thus, the N-terminal extension of Ppz1 plays a key role in defining Ppz1

toxicity.

The toxic effect of two Ppz1 versions was also analyzed. The G2A mutation generates a
non-myristoylable Ppz1 and the R451L version is catalytically inactive. The G2A change
slightly attenuated the toxicity of Ppzl, while the R451L mutation strongly reduced the
growth defect associated with the excess of Ppz1. Ppz1 is capable to inhibit K* uptake via
the Trk1 transporter. The addition of external potassium ameliorated the growth of cells
carrying the native Ppz1 and G2A version. We also analyzed the growth of mutants
related to the HOG pathway containing these Ppzl versions. The deletion of HOGL,
which encodes the central MAPK of the HOG pathway, notably reduced the toxicity
associated with the 2 Ppz1 versions. The absence of Nhal, a Na*,K*/H* antiporter, led to
a strong reduction of the toxic effect of the G2A variant. Finally, we hypothesize a model
in which overexpression of Ppzl might alter the function of both Nhal and Trkl

transporters, thus explaining the behavior of the G2A version of Ppz1.
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Los enzimas Ppz son proteinas fosfatasas que se encuentran solo en hongos y se
caracterizan por un dominio catalitico C-terminal muy conservado, parecido al de las
fosfatasas PP1c, y una region N-terminal poco conservada. En Saccharomyces cerevisiae,
las fosfatasas Ppz estan codificadas en los genes paralogos PPZ1 y PPZ2. Ppzl es la
proteina mas toxica en sobreexpresion en levadura, alterando la proliferacion celular de
manera dependiente de su actividad fosfatasa, aunque los mecanismos que recaen sobre
esta toxicidad aun no han sido descubiertos. En este estudio intentamos conocer estos
mecanismos. Hemos identificado varios genes que codifican proteinas ribosémicas, asi
como factores implicados en la biogénesis de ribosomas como supresores en multicopia
del efecto tdxico de Ppzl. Esta fosfatasa se une a los ribosomas que empiezan a traducir,
y el exceso de Ppzl produce una caida en la cantidad de polisomas. La ausencia de la
quinasa Gcn2 (regulador negativo del inicio de traduccién) parcialmente suprime el
defecto de crecimiento de una cepa que sobreexpresa Ppzl. Por todo esto, proponemos
que parte de los efectos de la sobreexpresion de Ppz1 se deben a la alteracidn de la sintesis
de proteinas.

A pesar de su dominio catalitico conservado, describimos que Ppz2 no es toxica cuando
se sobreexpresa en las mismas condiciones que Ppzl, aunque los niveles de Ppz2 son
menores. Sorprendentemente, una version hibrida compuesta por el segmento N-terminal
de Ppzl y el dominio catalitico de Ppz2 presentd la misma toxicidad que Ppz1, incluso
mostrando niveles de expresién comparables a los de Ppz2. Por tanto, creemos que la

extension N-terminal es importante para la toxicidad de Ppz1.

También analizamos el nivel de toxicidad de dos versiones de Ppz1: G2A (no miristilable)
y R451L (cataliticamente inactiva). EI cambio G2A atenu6 solo levemente la toxicidad
de Ppz1, mientras que la version R451L elimind gran parte de la toxicidad. Es sabido que
Ppzl es capaz de inhibir la entrada de K* via Trk1. La adicion de K* logré mejorar el
crecimiento de las células que portaban las versiones tanto de la Ppz1 nativa como de la
version G2A. Analizamos también el crecimiento de varios mutantes de la via de
respuesta a estrés osmotico (HOG) al sobreexpresar estas versiones de Ppz1. La delecion
de HOG1 (que codifica la MAPK central de la via HOG) redujo visiblemente la toxicidad
de las 2 versiones. La ausencia de Nhal, un antiportador Na*,K*/H*, produjo una
reduccion muy drastica de la toxicidad de la versién G2A. Por ultimo, hipotetizamos un
modelo en el que la sobreexpresion de Ppzl podria alterar el funcionamiento de los
transportadores Nhal y Trk1, explicando el comportamiento de la version G2A de Ppz1l.
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Els enzims Ppz son proteines fosfatases que es troben només en fongs i es caracteritzen
per un domini catalitic C-terminal molt conservat, semblant al de les fosfatases PP1c, i
una regid N-terminal poc conservada. En Saccharomyces cerevisiae, les fosfatases Ppz
estan codificades en els gens paralegs PPZ1 i PPZ2. Ppzl és la proteina mes toxica en
sobreexpressio en llevat, alterant la proliferacio cel-lular de manera dependent de la seva
activitat fosfatasa, tot i que els mecanismes darrer d’aquesta toxicitat encara no han estat
establerts. En aquest estudi intentem conéixer aquests mecanismes. Hem identificat
alguns gens que codifiquen proteines ribosomiques, aixi com factors implicats en la
biogénesi de ribosomes com a supressors en multicopia de I’efecte toxic de Ppzl. Aquesta
fosfatasa s’uneix als ribosomes que comencen a traduir, i ’excés de Ppz1 produeix una
disminuci6 en el contingut de polisomes. L’abséncia de la quinasa Gcn2 (regulador
negatiu de I’inici de la traduccid) parcialment suprimeix el defecte de creixement d’una
soca que sobreexpressa Ppzl. Per tot aixo, proposem que part dels efectes de la

sobreexpressio de Ppzl1 es deuen a I’alteraci6 de la sintesi de proteines.

Malgrat el seu domini catalitic conservat, descrivim que Ppz2 no és toxica quan se
sobreexpressa en les mateixes condicions que Ppzl, tot i que els nivells de Ppz2 s6n mes
baixos. Sorprenentment, una versio hibrida composada pel segment N-terminal de Ppz1l
i el domini catalitic de Ppz2 va presentar la mateixa toxicitat que Ppz1, tot i mostrar
nivells de proteina comparables a Ppz2. Per tant, creiem que la extensié N-terminal és

important per a la toxicitat de Ppz1.

També vam analitzar el grau de toxicitat de dos versions de Ppz1: G2A (no miristilable)
i R451L (cataliticament inactiva). El canvi G2A va atenuar lleument la toxicitat de Ppz1,
mentre que la versié R451L va eliminar gran part de la toxicitat. Es conegut que Ppz1 és
capag d’inhibir ’entrada de K* via Trk1l. L’addici6é de K+ va millorar el creixement de
les cel-lules que portaven les versions tant de la Ppz1 nativa com de la versio G2A. Vam
analitzar també el creixement d’alguns mutants de la via de resposta a 1’estrés osmotic
(HOG) quan se sobreexpressaven aquestes versions de Ppzl. La delecié de HOG1 (que
codifica la MAPK central de la via HOG) va reduir de manera notable la toxicitat de les
2 versions. L abséncia de Nhal, un antiportador Na*,K*/H", va produir una reduccié molt
drastica de la toxicitat de la versi6 G2A. Per ultim, hipotetitzem un model on la
sobreexpressio de Ppzl podria alterar el funcionament dels transportadors Nhal y Trk1,

explicant el comportament de la versié G2A de Ppz1.
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3.1. El organismo modelo Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo unicelular del filo Ascomycota,
perteneciente a la familia de los Saccharomycetaceae. En la naturaleza, se puede
encontrar en la piel de la fruta y tiene una temperatura de crecimiento dptima de 28-30°C.
Las cepas de laboratorio pueden existir en dos formas estables: haploide y diploide. Las
células haploides proliferan mediante mitosis y son diferenciadas por sexo: tipo a o tipo
a. Dos tipos opuestos de apareamiento pueden generar una célula diploide que, a su vez,
puede: i) proliferar mediante mitosis o ii) llevar a cabo la meiosis, en condiciones de falta
de nutrientes, produciendo 4 esporas haploides. S. cerevisiae puede crecer de manera
aerobica y anaerdbica utilizando como fuente de carbono diferentes azucares, siendo la
glucosa el preferido. Su genoma esta compuesto por 16 cromosomas que contienen 12,1
Mpb y 6.604 presuntos genes, de los cuales un 79% ha sido verificado, un 11% estan ain

por caracterizar y un 10% son dudosos (https://www.yeastgenome.org/genomesnapshot;

visitado el 17/08/2020).

La levadura S. cerevisiae se emplea en la industria alimentaria para realizar la
fermentacion alcoholica necesaria para la produccion del pan, la cerveza o el vino.
Ademas, se usa para la produccion de diferentes compuestos de interés comercial y para
la expresidn heter6loga de proteinas. Debido a la sencillez de su cultivo y manipulacion
y al hecho de no ser un patdgeno para humanos, S. cerevisiae se empez6 a usar como
organismo modelo para estudios metabdlicos y genéticos. Fue el primer genoma eucariota
en ser secuenciado (Goffeau et al., 1996), y se ha convertido en una herramienta muy
potente en genética molecular y metabdlica. Dado que los mecanismos celulares que
controlan las funciones basicas, como la replicacion o la division celular, estin muy
conservados entre las levaduras y eucariotas superiores, S. cerevisiae es un modelo

perfecto para revelar los misterios que la vida eucariotica esconde.
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3.2. La fosforilacion de proteinas como método de regulacion

3.2.1. Vision general sobre la fosforilacion de proteinas

La fosforilacion de proteinas es uno de los mecanismos de regulacion mas importantes y
extendidos en procesos bioldgicos como el metabolismo, la regulacién génica, el ciclo
celular y la respuesta a estimulos intra- y extracelulares. Se considera la modificacion
postraduccional mas comun: el 50% del proteoma de S. cerevisiae puede ser fosforilado
(Oughtred et al., 2019). Las proteinas se pueden fosforilar en nueve residuos: serina,
treonina, tirosina, cisteina, arginina, lisina, aspartato, glutamato e histidina. La
fosforilacion de serina, treonina y tirosina es la predominante en células eucariotas, donde
juega un papel regulador clave (Moorhead, 2009). Estudios realizados en el proteoma
humano demuestran que la fosforilacion de serina, treonina y tirosina representa
aproximadamente el 86,4, 11,8 y 1,8%, respectivamente, del total de residuos fosforilados
(Olsen et al., 2006). El estado de fosforilacion de una proteina depende de la accién
opuesta de las proteinas quinasas (PK) y las proteinas fosfatasas (PP). La fosforilacidn
cambia la carga neta de la proteina, alterando sus propiedades funcionales como, por
ejemplo: i) su actividad bioldgica (ya sea aumento o disminucion), ii) su localizacién
subcelular (i.e. de citosol a nucleo), iii) su vida media o iiii) las posibles interacciones con

otras proteinas (creando o destruyendo éstas) (Cohen, 2002).

Un eucariota tipo dedica entre un 2 y un 4% de su genoma a codificar quinasas y
fosfatasas (Manning et al., 2002), y el nimero de quinasas suele ser mucho mayor que el
de fosfatasas. En S. cerevisiae existen 127 quinasas y solo se han identificado 43
fosfatasas (Offley and Schmidt, 2019), y esta proporciéon se mantiene en eucariotas
superiores. El genoma humano se cree que codifica 518 potenciales quinasas (Johnson
and Hunter, 2005), de las cuales 428 son Ser/Thr quinasas, mientras que solo contiene ca.

150 genes que codifiquen fosfatasas, de los cuales alrededor de 30 serian Ser/Thr
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fosfatasas. En el caso de Drosophila melanogaster, la relacion quinasas / fosfatasas

especificas de Ser/Thr es mayor que 6:1 (Morrison et al., 2000).

Las fosfatasas han sido agrupadas segun el residuo desfosforilado y clasificadas en tres
familias: i) el grupo de las proteinas fosfatasas especificas de Ser/Thr, ii) la superfamilia
de las proteinas fosfatasas de tirosina (PTP) y iii) el conjunto de las fosfatasas duales,

capaces de desfosforilar tanto serina y treonina como tirosina.

3.2.2. Propiedades de las fosfatasas especificas de Ser/Thr

Las fosfatasas especificas de Ser/Thr conforman el grupo de fosfatasas méas abundante.
En un primer momento, las fosfatasas especificas de Ser/Thr fueron clasificadas mediante
ensayos bioquimicos y divididas en tipo 1 (PP1) o tipo 2 (PP2). Una clasificacion basada
en ensayos bioquimicos y funcionales establecié criterios para subdividirlas en 4

categorias principales: PP1, PP2A, PP2B y PP2C (Cohen, 1989).

En la actualidad, las fosfatasas especificas de Ser/Thr se dividen en funcidon de su
secuencia, estructura y propiedades enzimaticas en 2 grandes familias: fosfoproteinas
fosfatasas (PPP) y proteinas fosfatasas dependientes de metales (PPM) (Figura A),

aunque también se han descrito fosfatasas basadas en aspartato (Cohen, 1997).

a. Fosfoproteinas fosfatasas (PPP)

La familia de PPP la componen: PP1, PP2A, PP2B, PP4, PP5, PP6 y PP7. La
caracterizacion bioquimica de las primeras fosfatasas purificadas indic6 que PP1
desfosforila preferiblemente la subunidad B de la fosforilasa quinasa, mientras que las
PP2 acthan sobre la subunidad a. Ademas, las PPP tienen distintas subunidades
reguladoras. La actividad de la PP1 es sensible a los polipéptidos llamados Inhibidor-1 y
-2, pero las PP2 no responden a éstos. La PP1 depende de iones de Mn?* para catalizar la

reaccion de desfosforilacién in vitro, mientras que la PP2A, no; la PP2B requiere iones
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Ca?* para realizar su funcion (Ingebritsen and Cohen, 1983). Estructuralmente, todas las
PPP comparten un elevado grado de similitud, especialmente en el que se considera el
core catalitico (compuesto por unos 150 residuos) (Cohen, 1991). Ademas de las
fosfatasas tipo 1 y 2A, la familia de las PPP incluye un conjunto de enzimas
estructuralmente relacionados, pero funcionalmente diferentes a éstas. Como se muestra
en la Figura A, en S. cerevisiae podemos identificar ejemplos del tipo PP4 (Pph3), PP5

(Pptl) y PP6 (Sit4) (Stark, 1996), mientras que no hay equivalentes del tipo PP7.

b. Proteinas fosfatasas dependientes de metales (PPM)

Esta familia estd compuesta por la PP2C y las fosfatasas del enzima piruvato
deshidrogenasa. La PP2C comparte las caracteristicas tipicas de PP2 (actuar sobre la
subunidad o de la fosforilasa quinasa y no responder a los Inhibidor-1y -2), pero no esta
relacionada por secuencia con las PPP y se caracteriza por su dependencia de iones Mg?*
y Mn?*, En contraste con la familia de las PPP, las PPM no disponen de subunidades
reguladoras, sino que funcionan como enzimas monomeéricos. De hecho, la cantidad de
funciones realizadas por las PP2C posiblemente sea fruto de las diversas isoformas que
existen. Por ejemplo, se han identificado al menos 14 genes en humanos, que darian lugar
a mas de 20 polipéptidos distintos debido a mecanismos de splicing. En S. cerevisiae,
existen 7 isoformas de PPM (Ptcl-7, Figura A) que comparten un dominio PP2C
conservado, que puede venir acompafiado de extensiones amino-terminales (Ptc5 y Ptc7)
o carboxilo-terminales (Ptc2 y Ptc3). De las 7 PPM, Ptcl es la mejor caracterizada en

levadura (Arifio et al., 2011).
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c. Las fosfatasas basadas en aspartato

Este grupo lo conforman las proteinas FCP/SCP (TFIIF-associating component of RNA
polymerase Il CTD phosphatase/small CTD phosphatase), que usan un mecanismo de
catalisis basado en aspartato. Unicamente se ha encontrado como sustrato el dominio C-
terminal (CTD) de la RNA polimerasa Il, que contiene repeticiones en tdndem de un
heptapéptido rico en serinas (Shi, 2009). Estas fosfatasas dependen de magnesio para

realizar sus funciones.

Ptc7
Ptc6
Ptc5

Ptc1 PP2C PPM
Ptc4
_|:Pt03
Ptc2
—Ppt1 | PP5
g LR
Glc7 | PP1
i PP1
Ppz2 | PP1-like
[ Ppz1
Pph21
Pph22
Ppg1 | PP2iike | PP2A
Pph3 | PP4
sit4 | PP6

PPP

PP2

Figura A: Andlisis filogenético de las subunidades cataliticas de las proteinas fosfatasas de S.
cerevisiae S288C. El arbol fue obtenido a través de la funcion ETE3 del portal GenomeNet seguin los
pardmetros estandar (por defecto) (https://www. genome.jp/tools-bin/ete). Se empleo el programa libre
Dendroscope (version 3.7.2) para dar formato a los datos proporcionados por el portal web. El fondo esta
coloreado de acuerdo con la familia a la que pertenecen (PPP o PPM). Las secuencias de las proteinas
mencionadas han sido extraidas de UniProt (https://www.uniprot.org/), con los codigos P32598 (Glc7),
P26570 (Ppzl), P33329 (Ppz2), P32945 (Ppql), P23594 (Pph21), P23595 (Pph22), P32345 (Pph3), P32838
(Ppgl), P20604 (Sit4), P23287 (Cnal), P14747 (Cmp2), P35182 (Ptcl), P39966 (Ptc2), P34221 (Ptc3),
P38089 (Ptc4), Q12511 (Ptc5), P25646 (Ptc6), P38797 (Ptc7) y P53043 (Pptl).
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3.3. Las fosfatasas especificas de Ser/Thr tipo 1

Dentro de la familia de las PPP, la proteina fosfatasa 1 (PP1) fue uno de los primeros
miembros en ser caracterizado bioquimicamente y es, probablemente, el més estudiado.
En células eucariotas, la PP1 estd involucrada en una gran variedad de funciones, a saber:
la regulacion del metabolismo del glucogeno, la contraccion muscular, el procesamiento
del RNA, la sintesis de proteina, la transmision de los impulsos nerviosos, la induccién
de la apoptosis y el control de los diferentes checkpoints presentes a lo largo del ciclo
celular (Cannon, 2010; Verbinnen et al., 2017). Para llevar a cabo dichas funciones cada
enzima PP1 funcional se compone de una subunidad catalitica (PP1c) que se une a
diversas subunidades reguladoras, necesarias para situar la PP1c en una localizacion

subcelular concreta, modificar la especificidad de sustrato o la actividad enzimatica.

La subunidad catalitica PP1c estd muy conservada en todos los eucariotas, compartiendo
una identidad de secuencia del 70% o superior. EI nimero de genes que codifican la PP1
varia desde 1 gen presente en el genoma del protozoo parasitario Giardia lambdia o en el

del mismo S. cerevisiae hasta 9 isoformas encontradas en la planta Arabidopsis thaliana.

En mamiferos, tres genes codifican la PP1c: PP1a, PP1B/6 y PP1y. Esta Gltima da lugar a
dos isoformas producidas por splicing alternativo (PP1yl y PP1y2). En S. cerevisiae, el
enzima PP1c esta codificado en el gen esencial GLC7 (Ohkura et al., 1989; Feng et al.,
1991; Clotet et al., 1991). El gen GLC7, asi como todos los genes GLC, fue aislado en el
estudio de mutantes que presentan una reduccion del contenido de glucogeno (Feng et al.,

1991; Cannon et al., 1994).

El gen GLC7 codifica una proteina de 312 aminoéacidos (36 kDa) idéntica en un 85% a
las cuatro proteinas PP1 humanas. La region central de Glc7 es también similar a las

PP2A, PP2B vy las fosfatasas Ppz de levadura. Se ha verificado la ortologia de Glc7 con
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los isoenzimas humanos de PP1 por ensayos de complementacion del mutante glc7 con

los 4 cDNAs de PP1c (Gibbons et al., 2007).

Estan disponibles mudltiples estructuras tridimensionales de las diversas PPlc de
mamiferos. La estructura de estas PP1 es practicamente idéntica, a pesar de las diferencias
entre sus secuencias y las condiciones necesarias para la cristalizacion. La subunidad
catalitica PP1¢ adopta una estructura de plegamiento o/ compacto (Figura B), con un
sandwich B entre dos dominios en hélice a, que son los extremos N- y C-terminal de la
proteina (Egloff et al., 1995). El sandwich B y los dos dominios en hélice o conforman
un hueco en forma de Y en el centro del cual se encuentra el centro activo, compuesto
por tres histidinas, dos aspartatos y una asparagina. Estos residuos son necesarios para la
reaccion, catalizada por un i6n Mn?* y un ién Fe?*, y estan muy conservados en todos los
miembros de la familia PPP, sugiriendo un mecanismo comun de la reaccion catalizada
por metales (Shi, 2009). La estructura en forma de Y dibuja tres surcos: el hidrofobico, el

acido y el C-terminal.

Figura B: Estructura de la
. subunidad catalitica de la
B sandwich proteina fosfatasa 1 (PP1c) de
musculo de conejo. En azul, la
estructura de la PP1c unida al

La r.ge acido okadaico (en amarillo).
hel |Ca_| La superficie en forma de Y esta
domain resaltada en rosa, y se define por

tres  dominios  claramente
diferenciados. Los iones Mn?*y
Fe?* estan representados por
esferas rojas (Shi, 2009).

Small
helical
domain
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3.3.1. Subunidades requladoras

La subunidad catalitica de la PP1 nunca se encuentra libre en la célula, sino asociada al
menos a una de las més de 100 posibles subunidades reguladoras descritas en mamiferos
(Moorhead et al., 2007) o de las 30 presentes en S. cerevisiae (Cannon, 2010; Offley and
Schmidt, 2019). Estas dotan a la PP1c, que es relativamente pequefia, de gran diversidad

funcional, modificando su actividad, localizacion subcelular o afinidad por el sustrato.

La mayoria de las subunidades reguladoras de PP1 se unen a ésta de la misma manera. A
pesar de las diferencias en su secuencia, todas ellas contienen secuencias cortas de 4-8
residuos que proporcionan una superficie de interaccion con la PP1c. Si bien estos
motivos estan conservados a lo largo de la evolucidn, han degenerado: se encuentran hasta
10 motivos diferentes en mamiferos, aunque no todos han sido descritos en levadura. En
S. cerevisiae, la mayoria de las subunidades reguladores interaccionan con el surco
hidrofébico de Glc7 mediante la secuencia consenso identificable RVxF. De hecho,
mutaciones en algunos residuos de este surco hidrofobico reducen la afinidad por algunas
subunidades reguladoras, causando defectos fenotipicos compatibles con una reduccién
de la actividad PP1c (Wu and Tatchell, 2001). Las subunidades reguladoras Afrl, Bni4,
Bud14, Gacl, Gip2, Ref2, Regl, Reg2 y Slal presentan un motivo RVXF necesario para
la interaccién con Glc7. Hay casos en los que la proteina reguladora contiene mas de un
motivo RVxF posible, aunque no necesariamente todos son requeridos para la
interaccién. También existen subunidades reguladoras gque interaccionan con GIc7 sin
necesidad de motivo RVXF: i) Sds22 interacciona, mediante sus repeticiones ricas en
leucina, con una region cercana al core catalitico de Glc7 (Ceulemans and Bollen, 2004)
y ii) Ptil, componente necesario del cleavage and polyadenylation factor (CPF) que,
aunque se desconoce el método de interaccion con Glc7, se cree que no es basado en la

secuencia RVxF. Por ultimo, ha sido descrito el complejo en forma de trimero formado
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por las subunidades Sds22 e Ypil con Glc7 como necesario para la translocacion de la

PP1c al nacleo (Pedelini et al., 2007).

3.3.2. Funciones

La fosfatasa Glc7 puede jugar papeles diversos en diferentes compartimentos celulares.
En el citosol, Glc7 se encarga de la sintesis de quitina, la regulacion de las septinas, la
endocitosis, la organizacion de la actina y la localizacién de la gema. En el nucleo, se
encarga de la regulacion transcripcional, la unién de los microtabulos al cinetocoro y de

diversos checkpoints de ciclo celular (revision en Cannon, 2010 y en Figura D).

Glc7 esta también involucrado en el metabolismo de carbohidratos. La PP1 se encarga de
desfosforilar y activar la glucdgeno sintasa, tanto en mamiferos como en levadura. En S.
cerevisiae, se cree que Gacl es la subunidad de Glc7 que regula el proceso de activacion,
ya que contiene un motivo RVxF de unién a la fosfatasa y una region de union a la

glucdgeno sintasa (Wu and Tatchell, 2001).

La fosfatasa Glc7 juega un papel crucial en la via de represién por glucosa. Las
subunidades paralogas Regl y Reg2, con la colaboracién de Sip5, regulan la
desfosforilacion e inactivacién de la proteina quinasa Snfl en presencia de elevadas
concentraciones de glucosa (Sanz et al., 2000; Maziarz et al., 2016). La quinasa Snfl
forma parte del complejo SNF1, y es la homdloga en levadura de la AMPK de mamiferos.
El complejo SNF1 estd compuesto por: i) la subunidad a catalitica Snfl, ii) las tres
subunidades B reguladoras Sip1, Sip2 y Gal83, y iii) la subunidad y Snf4. La subunidad
Snfl contiene un dominio quinasa en la regién N-terminal y un dominio regulador en el
extremo C-terminal (Celenza and Carlson, 1986; Celenza and Carlson, 1989). El principal
elemento regulador de la actividad catalitica de Snfl es la fosforilacion del residuo

Thr210, situado en su dominio catalitico, por parte de las tres quinasas redundantes
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upstream: Sak1, EIm1y Tos3 (McCartney and Schmidt, 2001). Inicialmente, se describid
que la presencia de las subunidades B era necesaria para la interaccion entre Snfl y Snf4
para formar el complejo (Jiang and Carlson, 1997). Poco después, se descubrio que las
diferentes subunidades P regulan la localizacion subcelular del complejo SNF1: bajo
condiciones de escasez de glucosa, las subunidades [ se translocan a distintos
compartimentos celulares, dirigiendo asi la actividad quinasa hacia sustratos especificos
(Vincent et al., 2001). Gal83 es la subunidad p mas abundante, la unica que dirige al
complejo al nucleo (Hedbacker and Carlson, 2006) y la responsable en mayor medida de
la respuesta del complejo SNF1 a la limitacion de glucosa (Hedbacker et al., 2004). EI
holoenzima Regl-Glc7 se une preferentemente a la isoforma que contiene Gal83,
desfosforilando Snfl y promoviendo su inactivacion. Aunque Regl-Glc7 es el principal
regulador de la sefializacion mediante la ruta Snfl, otras fosfatasas como Ptcl o Sit4
contribuyen a mantener Snfl en su forma desfosforilada mientras la célula crece en
presencia de glucosa (Ruiz et al., 2011; Ruiz et al., 2013). Una de las principales dianas
de Snfl es el represor transcripcional Migl, encargado de silenciar la expresion de genes
relacionados con la adaptacién al crecimiento en condiciones de escasez de glucosa, y
cuya fosforilacion promueve su salida del nucleo (Figura C). Recientemente, se ha
descrito la desfosforilacion de Migl por parte de Regl-Glc7, aparentemente de manera
dependiente de glucosa, pero también se ha postulado la posible existencia de un
mecanismo de regulacion independiente de la PP1 y de la glucosa, que involucraria la

fosforilacion de un residuo de tirosina (Shashkova et al., 2017).

Glc7 esté relacionada también con la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR). La falta
de Regl provoca hipersensibilidad a inductores de UPR, a la vez que se observa un

aumento en la respuesta transcripcional dependiente de elementos UPR. Estos efectos son
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compatibles con un estado de activacion anémalo de Snfl (Ferrer-Dalmau et al., 2015;

Kimura et al., 2017).
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Figura C: Esquema del mecanismo de respuesta a baja disponibilidad de glucosa. La quinasa Snfl se
fosforila en condiciones de baja glucosa a través de una cascada de sefializacién (panel derecho), entra en
el nicleo y desfosforila el represor transcripcional Migl, promoviendo su salida hacia el citosol. En
condiciones de alta glucosa (panel izquierdo), el titndem Regl-Glc7 desfosforila Snfl, forzando su salida
del ndcleo. Se ha postulado la posible desfosforilacién de Migl por parte del complejo Regl-Glc7 (flecha
discontinua).

La fosfatasa Glc7 es importante para muchos checkpoints de ciclo celular. La falta de la
subunidad reguladora esencial Ypil, el homodlogo en levadura del Inhibidor-3 de
mamiferos, activa el checkpoint morfogenético. Tras la pérdida de Ypil se observa una
estabilizacion de Pdsl, indicando la activacion del checkpoint Go/M (Marquina et al.,
2012). En condiciones normales, la mayoria de Glc7 se encuentra en el nicleo, asi que es
posible que los defectos observados puedan deberse a una alteracion en la localizacion
nuclear de la fosfatasa descrita en células sin Ypil (Pedelini et al., 2007). La proteina
Shpl, relacionada con la formacion del shmoo y la localizacion de la gema, también
podria ser un regulador de Glc7, trabajando de manera conjunta con la AAA-ATPasa
Cdc48 y promoviendo la progresion del ciclo celular (Bohm and Buchberger, 2013). El
complejo Cdc48-Shpl funcionaria como una chaperona del complejo PP1,
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especificamente promoviendo el ensamblaje de Glc7-Sds22-Y pil para la entrada a ndcleo
(Cheng and Chen, 2015). Recientemente, Shpl ha sido descrita como necesaria para la
desfosforilacion de Rps6 (una proteina ribosomica relacionada con la activacion de la via

TOR) por parte de Glc7 (Yerlikaya et al., 2016).

Las subunidades reguladoras Afrl, Bni4 y Gipl estan relacionadas con la localizacion de
diferentes septinas. El holoenzima Glc7-Bni4 es necesario para encontrar Chs3 (quitina
sintasa I11) en las gemas incipientes cuando Pho85-Pcl1,2 fosforila Bni4 (Kozubowski et
al., 2003; Zou et al., 2009). Cabe destacar que la pérdida de Ypil causa también una caida
en los niveles de la septina Cdc11 que podria explicar el defecto en el correcto ensamblaje
de los anillos de septinas en el cuello de la gema (Marquina et al., 2012). Recientemente,
se ha propuesto a Ref2 como la subunidad reguladora de GIlc7 necesaria para la
desfosforilacion de la formina Bnrl, permitiendo asi la formacion del anillo de actina y

miosina previo a la citocinesis (Orii et al., 2016).

La fosfatasa Glc7 esta también implicada en la homeostasis de cationes monovalentes
(Williams-Hart et al., 2002). La ausencia de la subunidad reguladora Ref2 produce una
sensibilidad a estrés salino que no se normaliza con la expresion de la variante F374A,
incapaz de unirse a Glc7. Esto se explica por la incapacidad del mutante ref2 de inducir

completamente la expresion de ENAL (Ferrer-Dalmau et al., 2010).

El factor de inicio de la traduccion elF2 es clave para el desarrollo del proceso de
traduccion. El complejo eIF2 esta compuesto por tres subunidades: elF2a, elF2f y elF2y,
y el inicio de traduccion requiere un elF2a desfosforilado en el residuo Ser51. La PP1 fue
identificada como la fosfatasa de elF2a hace muchos afios (Wek et al., 1992). En
mamiferos, se conocen dos subunidades de la PP1 necesarias para esta desfosforilacion:

GADD34 (Novoa et al., 2001) y CReP (Jousse et al., 2003), aunque no parecen tener
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homélogos en levadura. En S. cerevisiae, Glc7 desfosforila eIF20 interaccionando con un
dominio NTD (amino terminal domain) presente en elF2y (KKVAF) parecido al motivo

RVXF que contienen muchas de sus subunidades reguladoras (Rojas et al., 2014).

Por altimo, el gen GLC7 es deletéreo para la célula cuando se sobreexpresa (Liu et al.,
1992), ya que provoca un mayor nimero de errores en la segregacién cromosomica,
parecido al que presenta un mutante ipl1 (Francisco et al., 1994). La letalidad que provoca
el exceso de Glc7 precisa la funcion de Glc8, Reg2 y Sds22, indicando una correlacion

entre la importacion al ndcleo y la toxicidad de Glc7 (Ghosh and Cannon, 2013).

Shpl

Gle7

-

IVl GENES GLUCOSE-
= REPRESSED

_____

Figura D: Representacion de las funciones realizadas por la PP1c en conjunto con sus subunidades
reguladoras en S. cerevisiae. RE, Reticulo endoplasmaético.
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3.4. Las fosfatasas Ppzly Ppz2 en S. cerevisiae

Las fosfatasas Ppz son enzimas parecidas a las PP1, pero mientras que éstas son ubicuas,
las Ppz aparentemente estan restringidas a hongos. Estos enzimas fueron identificados
por primera vez en S. cerevisiae, donde encontramos los dos paralogos PPZ1y PPZ2. Se
caracterizan por un dominio catalitico C-terminal muy bien conservado y parecido al de
la fosfatasa PP1c (Glc7 guarda un 60,4% de identidad con el dominio catalitico de Ppz2
y un 57,1% con el de Ppz1), y una region N-terminal ampliamente desestructurada, rica
en Ser, Thry Asn, y muy variable en secuencia y tamafio entre hongos. Los genes PPZ1
y PPZ2 codifican proteinas de 692 y 710 aminoacidos, respectivamente, presentando un
32% de identidad en sus regiones N-terminales y un 86% en sus dominios C-terminales.
PPZ1y PPZ2 no son esenciales, mientras que GLC?7 si lo es, por lo que las funciones que

Ilevan a cabo las fosfatasas Ppz no deben coincidir por completo con las de la PP1c.

En su extension N-terminal, las Ppz incluyen una Gly conservada en la posicion 2 dentro
de una secuencia consenso de N-miristilacion. Se ha demostrado la miristilacion in vivo
de Ppzl (Clotet et al., 1996), y se ha descrito la miristilacién in vitro de los octapéptidos
iniciales de las fosfatasas Ppz por parte de la N-miristiloil transferasa Nmt1 (Johnson et
al., 1994). Esta modificacion postraduccional confiere una localizacion subcelular
concreta, mediando la interaccion de la proteina con la membrana o favoreciendo su
estabilidad (Yonemoto et al., 1993). Recientemente, se ha descrito como residuo
necesario para la localizacion de Ppz1 en la periferia celular (Lee et al., 2019). Ademas,
la regién N-terminal de Ppzl y Ppz2 contiene una secuencia relativamente conservada
(“*SSRSRRSLPS*? y SSRSLRSLRS®, respectivamente) en varios hongos bajo la forma
consenso SXRSxRxxS, importante para la regulacion de la homeostasis cationica (Minhas
et al., 2012) (ver mas abajo). Por otro lado, se han caracterizado fosfatasas Ppz en otros
hongos, como Schizosaccharomyces pombe (Pzhl), Neurospora crassa (Pzl-1),
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Aspergillus nidulans (PpzA), Candida albicans (CaPpz1), Ustilago maydis (UmPpzl) y
Criptococcus neoformans (CnPpz1) (Balcells et al., 1997; Vissi et al., 2001; Adam et al.,
2012; Leiter et al., 2012; Zhang et al., 2019a; Zhang et al., 2019b). Estructuralmente,
estas fosfatasas disponen de extensiones N-terminales mas cortas que la Ppzl de S.
cerevisiae. En cuanto a funcionalidad, todas normalizan el fenotipo de sensibilidad a
cafeina (ver mas abajo) que presenta la delecion del gen PPZ1, mientras que solo Pzl-1y

CnPpz1 normalizan también la tolerancia a litio por completo.

3.4.1. Las funciones de Ppzl en S. cerevisiae

Las propiedades cataliticas de la Ppz1 recombinante son reminiscentes a las de PP1. El
dominio C-terminal es cataliticamente activo contra multitud de sustratos, como la
proteina basica de la mielina, la histona 2A, la caseina (Posas et al., 1995a) o la cadena
ligera de la miosina (Petrényi et al., 2016). Esta actividad fosfatasa, como en el caso de
la PP1, depende de la presencia de iones Mn?*. Ppz1 es sensible también a algunas toxinas
que se unen al sitio activo de PP1c (&cido okadaico, microcistina-LR). Se cree que esto
se debe a la secuencia GEFD presente en la region C-terminal de PP1c, que se encuentra
representada también en los residuos 629-632 de Ppz1 (Posas et al., 1995a). La principal
diferencia con PP1y PP2A es que Ppzl es incapaz de desfosforilar in vitro la glucdgeno
fosforilasa (Posas et al., 1995a). La actividad fosfatasa de Ppzl es necesaria para su
funcién y la actividad catalitica se pierde practicamente por completo con la mutacion en
Arg451, un residuo altamente conservado en varias fosfatasas especificas de Ser/Thr de

eucariotas que corresponde a la Arg95 de la PP1c (Clotet et al., 1996).

Ppzl fue descrita inicialmente en S. cerevisiae como una fosfatasa involucrada en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular (Posas et al., 1993). No obstante, hace

bastantes afios se postuld que la actividad de Ppzl es determinante en la homeostasis
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catidnica (Posas et al., 1995b; Yenush et al., 2002). Cabe destacar que alteraciones en la
homeostasis de Na*, Ky pH pueden tener un impacto notable en otros procesos celulares,
como la regulacién del ciclo celular, la traduccion de proteinas, el establecimiento del

potencial de membrana y la integridad de la pared celular.

En S. cerevisiae, la delecion de PPZ1 causa varios fenotipos, mientras que la delecion de
PPZ2 no tiene ningun efecto observable, indicando la predominancia de la primera en las
funciones celulares. Sin embargo, la delecién de PPZ2 sobre una cepa ppz1 normalmente

potencia la intensidad de los fenotipos de ésta.

a. Ppzl v la requlacién de la homeostasis catiénica en S. cerevisiae

Una caracteristica importante de la fisiologia de las células es el mantenimiento de la
homeostasis ionica, que se consigue mediante mecanismos que regulan el tamafio de la
célula, la concentracién de cationes intracelulares, la turgencia, el pH interno y el
potencial de membrana. Las células regulan cuidadosamente el flujo de iones a través de
la membrana para llegar a un equilibrio interno, sobre todo en situaciones de cambios en
el entorno. En particular, la concentracion intracelular de los principales cationes
monovalentes (H*, Na" y K*) debe estar estrictamente regulada para evitar que se

produzca un dafio en la célula (Serrano, 1996).

Las levaduras son microorganismos que presentan una adaptacion rapida a las continuas
variaciones en el medio externo al que estan expuestas. Estas células mantienen la
homeostasis idnica mediante el uso que hacen de transportadores de membrana, en
algunos casos diferentes a los de mamiferos. En S. cerevisiae, han sido identificados y
caracterizados varios transportadores de iones y sus reguladores. Sus diferencias con los
de mamiferos han promovido su estudio como posibles dianas antifungicas (Arifio et al.,

2010).
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El cation Na* puede ser abundante en la naturaleza y puede entrar en la célula a través de
multitud de sistemas de baja afinidad de transporte de cationes. S. cerevisiae es capaz de
mantener una baja concentracion intracelular de Na*, incluso en presencia de
concentraciones extracelulares elevadas de este cation, mediante la regulacion coordinada
de los sistemas de entrada y salida. Se han descrito dos importantes clases de
transportadores para mediar la salida de sodio en S. cerevisiae: el antiportador Na*,K*/H*

Nhal y la familia de ATPasas Ena.

El descubrimiento de la relacion entre Nhal y la tolerancia a concentraciones toxicas de
sodio deriva de un escrutinio en el que se identific6 NHAL como un gen que, en
sobreexpresion, mejoraba el crecimiento de una cepa sensible a sal (Prior et al., 1996). El
gen NHAL codifica una proteina de 985 aminoacidos, con prediccion de contener 12
segmentos transmembrana y una region citosélica C-terminal muy extensa (550
residuos). Nhal esta localizada en la membrana y actla como antiportador de protones
electrogénico que actia en forma dimérica, con similar afinidad por Na* y K*, pero capaz
de transportar también Rb* y Li* (Bafiuelos et al., 1998; Ohgaki et al., 2005; Mitsui et
al., 2005). Por tanto, bajo condiciones de pH acido, Nhal puede transportar sodio fuera
de la célula, aunque podria no ser su funcion fisiolégica mas relevante. De acuerdo con
esto, el defecto o el exceso de Nhal tienen un impacto en el pH citosélico, el potencial
de membrana, la captacion de potasio mediante el sistema Trk (ver mas abajo) y en la
adaptacion temprana al estrés osmético y por pH alcalino (Prior et al., 1996; Sychrova et
al., 1999; Baiiuelos et al., 2002; Proft and Struhl, 2004; Kinclova-Zimmermannova and

Sychrova, 2006; Kinclova-Zimmermannova et al., 2006).

NHA1 esté considerado un gen housekeeping que se expresa de manera constitutiva, ya
que se ha descrito que su expresion no esté regulada por condiciones de estrés osmatico

o de pH (Bariuelos et al., 1998). Han sido identificados varios residuos necesarios para la
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actividad y para la especificidad de sustrato (Arifio et al., 2010). Una secuencia corta de
16 residuos situada entre el Gltimo dominio transmembrana y el principio de la region
citosélica es necesaria para su funcion y para su correcta localizacion en la membrana,
mientras que la regién 920-930 esta relacionada con el transporte de Li* (Kinclova et al.,
2001; Mitsui et al., 2004). La cola citosolica C-terminal se ha relacionado con la
progresion del ciclo celular (ver seccion 3.5). Como se ha mencionado arriba, Nhal esta
relacionada con la adaptacion inicial al estrés hiperosmotico. Se ha descrito que la MAPK
Hog1 fosforila rapidamente los residuos Thr765 y Thr876 de Nhal ante un estrés salino,
lo que se postula que provoca la activacion del antiportador (Proft and Struhl, 2004). La
proteina quinasa Hogl es el regulador central de la via de respuesta al estrés
hiperosmotico (HOG). La exposicion de las células a elevadas concentraciones de sal
activa toda una cascada de sefializacion que termina activando Hogl (Brewster et al.,
1993; Maeda et al., 1994). La actividad de Hogl depende absolutamente de la doble
fosforilacion de su motivo TGY por parte de su MEK Pbs2. Por lo que respecta a la
homeostasis cationica, una vez activado Hogl, se activa un programa de adaptacion
celular basado en: i) la acumulacién de glicerol (Albertyn et al., 1994; Hohmann et al.,

2007) y ii) la restauracion del balance ionico (Proft and Struhl, 2004).

Hogl se inactiva a los 30 minutos del choque osmético mediante la desfosforilacion de
uno de sus dos residuos fosforilados. Las fosfatasas Ptcl, Ptc2 y Ptc3 desfosforilan el
residuo Thr174, mientras que Ptp2 y Ptp3 se encargan de la Tyr176. Sin embargo, Ptcly
Ptp2 son las principales reguladoras del estado de fosforilacién de Hogl. De hecho, la
doble mutacion ptcl ptp2 es sintética letal debido a la hiperactivacion de Hogl (Maeda
et al., 1993). La delecion de PTC1 produce una actividad basal de Hogl elevada y una
activacion de Hogl que permanece mas en el tiempo tras un choque osmotico (Warmka

et al., 2001). Cabe resaltar que la desfosforilacion de Hogl por parte de Ptcl requiere la
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presencia de Nbp2, que facilita la interaccion entre la fosfatasa y el sustrato (Mapes and

Ota, 2004).

En condiciones de pH extracelular acido, Nhal permite la exportacion de sodio, mientras
que a pH maés elevados, el transportador Enal es el principal responsable de la salida de
este cation (Bafuelos et al., 1998). EI cromosoma IV de muchos genomas de levadura
contienen 3-5 copias de ENA en tandem que codifican proteinas practicamente idénticas
(Arifio et al., 2010), compuestas por 1091 residuos y cuya estructura predicha contiene
10 segmentos transmembrana y un dominio de unién a nucle6tidos entre la cuarta y la
quinta hélices transmembrana. Los transportadores Ena se localizan en la membrana, y
utilizan la energia generada por la hidrolisis del ATP para transportar K*, Na* y Li* (con
distintas afinidades) en contra de gradiente (Haro et al., 1991; Benito et al., 1997). La
ausencia de todos los genes ENA produce una marcada sensibilidad a sal y a pH alcalino,
confirmando la implicacién de estos genes en la exportacion de sodio y litio (Haro et al.,
1991). ENAL fue el primer miembro del grupo en ser identificado y es ampliamente
aceptado como el componente funcionalmente relevante del cluster ENA (Haro et al.,

1991; Wieland et al., 1995; Yenush et al., 2005).

En condiciones normales de crecimiento, la expresion de los genes ENA es muy baja,
pero cuando las células son expuestas a una elevada concentracién de sodio o litio, 0 a un
pH alcalino, la expresion de ENA1L, pero no la del resto de genes del tindem, se induce de
manera potente (Garciadeblas et al., 1993; Mendoza et al., 1994). Ademas, se ha
observado una respuesta transcripcional de ENAL bajo condiciones de escasez de glucosa
(Alepuz et al., 1997), mostrando una represion de la expresion en presencia de glucosa
en el medio. La regulacion transcripcional de ENA1 requiere la intervencion de maltiples
rutas (calcineurina, Snfl, PKA, Hogl...) que transmiten las sefiales a su promotor, ¢l cual

contiene diversos elementos de regulacion reconocidos especificamente por factores de
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transcripcion (Crzl, Migl, Nrgl, Skol...) que activan o silencian la transcripcion de

acuerdo con la sefial.

Las fosfatasas Ppz de S. cerevisiae juegan un papel importante en la homeostasis cationica
(Figura E), en parte, porque afectan al nivel de expresion de ENAL (Posas et al., 1995b;
Arifio, 2002). Ppz1 juega un rol en la tolerancia a sal, y cepas carentes de PPZ1 presentan
un fenotipo fuerte de hipertolerancia a iones litio y sodio, exacerbado por la delecion
adicional de PPZ2 (Posas et al., 1995b). Por tanto, el efecto de Ppzl sobre la expresion
de ENA1 es opuesto al descrito para la Ser/Thr fosfatasa calcineurina, un efector positivo
del gen de la ATPasa (Mendoza et al., 1994). Se ha descrito que el efecto de la ausencia
de Ppzl en la expresién de ENAL requiere la integridad funcional de la via de la
calcineurina (Ruiz et al., 2003), sugiriendo que Ppz1 regula negativamente la actividad
de la calcineurina. Sin embargo, Ppz1 también impacta en la tolerancia a sal de manera
independiente de ENAL. La primera evidencia fue la observacion de que la sobreexpresion
de la proteina quinasa Sky1 incrementa la sensibilidad a LiCl de manera dependiente de

Ppz1, pero no de Enal (Erez and Kahana, 2001).

Las fosfatasas Ppz también estan implicadas en la regulacion de la concentracion del
potasio intracelular (Figura E). Dicha regulacién es importante, ya que el K* es el cation
intracelular responsable en mayor medida del volumen celular, la turgencia, el potencial
de membrana y la fuerza ionica. La captacién de potasio es necesaria para reducir el
potencial de membrana, previniendo asi la entrada de cationes tdxicos, como el sodio o
el litio (Gomez et al., 1994). La levadura S. cerevisiae dispone de un sistema de alta
afinidad y un sistema de baja afinidad para el transporte de potasio (Rodriguez-Navarro
and Ramos, 1984). El sistema de alta afinidad se compone de los transportadores Trk1 y
Trk2 (Gaber et al., 1988; Ko et al., 1990; Ko and Gaber, 1991), donde Trkl es el

transportador fisiolégicamente mas relevante. Trk1 es una proteina de membrana de 180
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kDa, cuya estructura predicha se compone de 12 dominios transmembrana, presente
exclusivamente en los llamados lipid rafts (Yenush et al., 2005). La delecion de los dos
genes TRK resulta en un defecto notable en el transporte de potasio y un fenotipo de
crecimiento lento en condiciones de escasez de potasio, que se normaliza con la adicién

de este catién al medio.

Los transportadores Trk son regulados mediante modificaciones postraduccionales, como
por ejemplo la fosforilacion. Varias proteinas quinasas y fosfatasas controlan la actividad
y/o la estabilidad de Trk1 y Trk2. Por ejemplo, las quinasas Hal4 y Hal5 son necesarias
para mantener las proteinas Trk en la membrana plasmatica, especialmente bajo
condiciones de escasez de potasio. No obstante, no se ha demostrado la fosforilacidn
directa de los Trk por parte de Hal4 ni de Hal5, aunque la fosforilacion de Trk1 por parte
de quinasas ha sido demostrada in vivo e in vitro (Mulet et al., 1999; Yenush et al., 2005;

Swaney et al., 2013).

Las fosfatasas Ppz1 y Ppz2 estan implicadas en la regulacion de la actividad Trk. Se
desconoce cémo se regula el transporte de K™ por parte de las Ppz, pero se ha descrito
que Trkl interacciona fisicamente con Ppzl, y que el nivel de fosforilacion de Trkl
incrementa en una cepa carente de los genes PPZ (Yenush et al., 2005). Sin embargo, no
se ha demostrado la desfosforilacion directa de Trkl por parte de Ppzl. Aun asi, cabe
destacar que la aportacion a la entrada de K* por parte de HvHak1 (un transportador de
K™ de cebada presente también en algunas especies de hongos, pero no en S. cerevisiae)
expresado de manera heter6loga en S. cerevisiae, aumento en ausencia de PPZ1 (Fulgenzi
etal., 2008). Esto sugiere que los mecanismos de regulacion que controlan la homeostasis

de K™ en los hongos podria estar conservada.
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Una regulacion apropiada del sistema Trk por parte de las fosfatasas Ppz es esencial para
el mantenimiento de la homeostasis del pH y del K*. El defecto o el exceso de los genes
PPZ produce diversos efectos que dependen de Trk causados por alteraciones en las
concentraciones intracelulares de potasio. Un aumento en la concentracién de potasio
provoca la salida masiva de protones para mantener el balance eléctrico y, por tanto, una
alcalinizacidn del citosol. El incremento del pH intracelular podria sefializar el promotor
de ENA1, que responde a pH alcalino. Ademas, el incremento en la turgencia causa un
estrés constante en la pared celular activando asi la ruta SIt2/MpkZ1, como se detalla méas

abajo.

Figura E: Esquema en el que se resumen los diferentes mecanismos de regulacion de los
transportadores Trk, Enal y Nhal. Modificado a partir de Arifio et al., 2010.

b. Las fosfatasas Ppz y el mantenimiento de la integridad de la pared celular

La levadura S. cerevisiae consume una cantidad considerable de su energia en la
construccion de la pared celular, cuya masa puede llegar a ser el 10-25% del total de la

masa celular (peso seco), dependiendo de las condiciones de crecimiento (Aguilar-
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Uscanga and Frangois, 2003). La principal funcion de la pared es mantener la forma
celular y actuar como barrera de proteccion contra agentes externos fisicos o quimicos
(Klis et al., 2006). Dada la importancia de esta estructura, su formacion y mantenimiento
estd bajo el control estricto de un mecanismo de regulacion conocido como la via de la
integridad de la pared celular (CWI). Esta ruta esta compuesta por varias proteinas de
membrana, como Wscl y Mid2, que actian como sensores de la via de sefializacion. Su
sefial activa una GTPasa pequefia (Rhol), que transduce la sefial y activa la proteina
quinasa C (Pkcl). La quinasa Pkcl es un miembro de una via de MAPK, que consiste en
varias proteinas quinasas (Bck1, Mkk1, Mkk2 y Slt2) que, en respuesta a ciertos estimulos
y mediante una cascada de fosforilacion, termina activando la MAPK SIt2. Esta
activacion provoca la fosforilacion de multitud de proteinas diana nucleares (como el
factor transcripcional RIm1) y citosolicas que activan la transcripcion especifica de genes

para responder a un dafio en la pared celular (Levin, 2005).

La ruta CWI esté activa durante el crecimiento vegetativo y la morfogénesis inducida por
feromonas en las células de levadura. De hecho, Wsc1 actlla como un sensor en el primer
caso, mientras que Mid2 lo hace en el segundo. La via de sefializacion CWI también
interviene en la respuesta a agentes (Rojo Congo, blanco de CalcoflGor, zimoliasa o
cafeina) o condiciones ambientales (choque térmico, hipoosmético o pH alcalino) que
dafan la pared celular (Levin, 2005). Mutaciones en determinados elementos que
componen esta via, como la delecion de SLT2, da lugar a células que se lisan ante
condiciones que comprometen la integridad de la pared celular, como elevadas
temperaturas o concentraciones de sal. Ademas, las células carentes de Slt2 son
particularmente sensibles a la cafeina o al blanco de Calcofluor. El fenotipo litico de este
mutante se puede evitar con la adicion de sorbitol 1 M al medio, que actia como

estabilizador osmotico.
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Las fosfatasas Ppz se relacionaron inicialmente con el mantenimiento de la integridad de
la pared celular en S. cerevisiae, ya que el gen PPZ2 fue identificado como un supresor
en multicopia del fenotipo litico asociado con la delecion de SLT2 (Lee et al., 1993).
Defectos liticos similares a los observados en cepas que carecen de componentes de la
via Slt2 (mutantes bck1, mkk1/mkk2 o slt2) se han descrito también en los mutantes PPZ,
como mayor tamafio celular (morfologia alargada), y sensibilidad a cafeina o
temperaturas altas, que provocan la lisis celular. Como en el caso del mutante slt2, los
defectos de los mutantes ppz se suprimen con la presencia de sorbitol 1 M (Hughes et al.,
1993; Posas et al., 1993). Ademas, los efectos causados por las deleciones de los genes
PPZ son aditivos a los causados por la falta de SIt2. La relacion entre la via SIt2 y las
fosfatasas Ppz se explica por el nexo existente entre estas fosfatasas y la regulacion de la
captacion de potasio. Asi, el incremento en la turgencia intracelular causado por la mayor
captacion de potasio de la cepa doble mutante ppzl ppz2 provocaria un aumento en la
presion sobre la pared, que produciria una activacién de la via. De hecho, en el doble
mutante ppzl ppz2 se observa una mayor actividad Slt2 (Yenush et al., 2002; Merchan et

al., 2004).

c. La relacidn entre la fosfatasa Ppzl v el ciclo celular

En cualquier célula eucariota, y por tanto en S. cerevisiae, el ciclo celular consiste en una
sucesion de etapas: la replicacion del DNA (conocida como fase S) y su particién en dos
genomas completos (fase M), separadas entre si por dos intervalos llamados G1 (previo a
la fase S) y G2 (previo a la fase M). El ciclo celular esta estrictamente regulado a través
de dos checkpoints principales: i) G1/S, que determina la replicacion del DNA, ya que
controla la adecuacion de las condiciones para llevar a cabo un nuevo ciclo de divisién
(condiciones externas apropiadas, tamafo de la célula...), y ii) Go/M, que regula la

entrada a mitosis tras la verificacion de que el DNA se ha duplicado correctamente en la
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fase S (Tyson et al., 2002). En S. cerevisiae, un nuevo ciclo de duplicacion esta regulado
por un punto de control llamado START en la transicion G1/S (Johnson and Skotheim,
2013). Para entrar en el ciclo celular, la célula precisa unos niveles de actividad del
complejo formado por la quinasa dependiente de ciclinas (CDK) Cdc28 y las ciclinas de
G1 suficientes para proceder con la sintesis de DNA, la formacion de la gema y la

replicacion del spindle pole body.

En mamiferos, existen varias CDK que regulan el ciclo celular, mientras que S. cerevisiae
solo dispone de Cdc28 (Mendenhall and Hodge, 1998; Miller and Cross, 2001). Hacia el
final de la mitosis, el complejo formado por Cdc28 y la ciclina CIn3 se encarga del control
del tamafio de la célula. Cuando la célula alcanza las dimensiones apropiadas, Cdc28-
ClIn3 activa factores de transcripcion que inducen la expresion de genes especificos de la
fase Gy, que incluyen las ciclinas CLN1, CLN2, CLB5 y CLB6 (Koch et al., 1996). La
transcripcion de genes especificos para la transicion Gi/S también requiere la actividad
de algunas fosfatasas, como Glc7 y Sit4 (Fernandez-Sarabia et al., 1992; Hisamoto et al.,

1994).

En S. cerevisiae, el gen SIT4 codifica una fosfatasa de 311 residuos que fue identificada
inicialmente en un screen como supresor de un defecto transcripcional en HIS4 (Arndt et
al., 1989). Mas tarde, se describié como necesario para la transicion G1/S (Sutton et al.,
1991). La fosfatasa Sit4 se requiere para la expresion de las ciclinas de G1 Cinly CIn2,
y del factor de transcripcion Swi4, y células carentes de SIT4 presentan defectos en la
formacion de la gema (Fernandez-Sarabia et al., 1992; Di Como et al., 1995). La delecién
de SIT4 en algunos fondos geneticos (células carentes de SSD1 o que contienen alelos
ssd1-d) es letal, mientras que en otros solo presenta un fenotipo notable de crecimiento

lento (Sutton et al., 1991; Doseff and Arndt, 1995).
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La fosfatasa Ppz1 también ha sido postulada como un elemento regulador de la transicion
G1/S (Figura F). La sobreexpresion de HAL3, que codifica la subunidad reguladora de
Ppz1 (ver seccion 3.5), mejord considerablemente el defecto de crecimiento del mutante

sit4, de manera dependiente de PPZ1 (Di Como et al., 1995; Clotet et al., 1999).

De acuerdo con esto, la sobreexpresion de PPZ1 causa un bloqueo del crecimiento, una
caida en la expresion de las ciclinas CLN2 y CLB5, y un mayor nimero de células sin
gema, todas ellas caracteristicas de un retraso en la transicion Gi/S (Clotet et al., 1999;
Merchan et al., 2004). Por el contrario, la delecion de PPZ1 atenda el defecto de
crecimiento lento del mutante sit4 y adelanta la expresion de CLN2 y CLB5, favoreciendo
la entrada en la fase S. La conexion entre las fosfatasas Sit4 y Ppz1 muestra que Ppzl
afecta la transicion G1/S de manera opuesta a como lo hace Sit4. Ademas, Ppz1 regula
negativamente ciertos procesos que afectan el proceso de gemacion, y este efecto es

independiente de Sit4, Bck2 o CIn3 (Clotet et al., 1999).

Formacion
ﬁ_{ de 1a gema ‘j
| Ppzl Transicion G,/S Sit4
A I Expresion de /

CLN1 v CLN2Z

Figura F: Representacién simplificada de la regulacion del ciclo celular por parte de las fosfatasas
Ppzly Sit4. Adaptado de Clotet et al., 1999.

d. Ppzl vy el proceso de traduccion de proteinas

La traduccion de proteinas se conoce como el proceso por el cual la informacion
contenida en un RNA mensajero es descodificada por los ribosomas y, a su vez, estos

generan polipéptidos especificos. Este proceso se compone de las fases de iniciacion,
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elongacion y terminacion, y se cree que las fosfatasas Ppz podrian estar influenciando la
elongacion. Asi, se ha descrito la interaccion in vivo entre Ppzl y el factor de elongacién
1Ba (Tef5), que es el factor de intercambio de GDP por GTP (GEF) del factor de
elongacion 1, y que el residuo conservado Ser86 de Tef5 esta hiperfosforilado en la cepa
doble mutante ppzl ppz2. De hecho, la falta de las fosfatasas Ppz resulta en un aumento
del readthrough en los tres codones STOP, sugiriendo que la fidelidad de traduccion
podria estar afectada (De Nadal et al., 2001). Esta relacion se ha visto reforzada por la
influencia de Ppzl en la eficiencia del readthrough y la manifestacion del determinante

antisupresor no Mendeliano [ISP(+)] (Aksenova et al., 2007).

e. Otras funciones de las fosfatasas Ppz

Se ha descrito la implicacién de las fosfatasas Ppz en la homeostasis de ubiquitina. La
delecion de PPZ1 y PPZ2 provoca una caida en los niveles de ubiquitina que se debe,
en parte, a un aumento en la fosforilacion de la Ser57 (Lee et al., 2017). Poco después,
se ha descrito que Ppz1 regula mediante fosforilacion la endocitosis del transportador de
metionina Mupl (Lee et al., 2019). La disponibilidad de metionina externa provoca la
endocitosis de Mupl de manera dependiente de Artl, una proteina adaptadora de la
ubiquitina ligasa Rsp5. La fosfatasa Ppz1 desfosforila Artl, y es necesaria para facilitar

la union entre Artl y Mupl.

3.5. Las subunidades reguladoras de las fosfatasas Ppz: Hal3 y Vhs3

En S. cerevisiae, se han descrito mas de 30 subunidades reguladoras para PP1c, mientras
gue solo dos han sido identificadas para las fosfatasas Ppz. Estas subunidades funcionan

como reguladores negativos y se llaman Hal3 y VVhs3.

En 1995, el gen HAL3 fue aislado en dos laboratorios de manera independiente. Por un

lado, Di Como y colaboradores caracterizaron HAL3 (Illamado entonces SIS2) como un
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supresor en multicopia del defecto de crecimiento del mutante sit4 (Di Como et al., 1995).
Por otro lado, Ferrando y colaboradores mostraron un fenotipo de tolerancia a sodio
cuando una cepa silvestre sobreexpresaba el gen HAL3 (Ferrando et al., 1995). HAL3 se
expresa constitutivamente y codifica una proteina de 562 aminoacidos localizada en el
citosol (Ferrando et al., 1995). La proteina Hal3 contiene una cola C-terminal de unos 80
residuos caracterizada por un elevado numero de residuos acidos, sobre todo asparticos.
Se ha descrito que la expresion de ENAL es mayor en células que sobreexpresan HAL3,
sugiriendo un mecanismo que explica la tolerancia observada a elevadas concentraciones
de sal (Ferrando et al., 1995; De Nadal et al., 1998; Ruiz et al., 2003). Ademas, la
sobreexpresion de HAL3 incrementa la captacién de potasio en una cepa silvestre
mediante la regulacion de los transportadores Trk (Ferrando et al., 1995; Yenush et al.,
2002) e induce la lisis celular en un mutante slt2, que puede ser rescatado con un
estabilizador osmético (De Nadal et al., 1998). Todos estos fenotipos se explicarian
mediante una regulacion de Ppzl por parte de Hal3. Efectivamente, Hal3 interacciona
con el dominio catalitico C-terminal y la Ppzl entera, inhibiendo asi su actividad (De

Nadal et al., 1998).

Como se ha mencionado més arriba, la sobreexpresion de HAL3 mejora el crecimiento
del mutante sit4, debido a la restauracion de los niveles de expresion de las ciclinas de G
(Di Como et al., 1995; Clotet et al., 1999). Ademas, se ha demostrado que la doble
mutacion sit4 hal3 es sintética letal, y que esta letalidad se puede suprimir con: i) la
delecion de PPZ1 (Clotet et al., 1999), lo cual sugiere que la hiperactivacion de Ppzl
podria bloquear el ciclo, y ii) la sobreexpresion de NHA1, que podria sugerir un rol de
Nhal en la progresion del ciclo celular, aunque se desconocen los mecanismos (Simon et
al., 2001). Cabe destacar que el efecto positivo de Nhal no depende de su capacidad para

transportar iones, y que no se observo el efecto supresor sobreexpresando Enal o el
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antiportador Sod2 de Schizosaccharomyces pombe. Se ha descrito que la sobreexpresion
de Hal3 produce un aumento en el nivel de fosforilacion de Tef5, de acuerdo con su papel
como regulador negativo de Ppzl (De Nadal et al., 2001). Por todo esto, Hal3 ha sido
caracterizado como regulador negativo de Ppzl en todos los roles conocidos de la

fosfatasa.

La proteina Hal3 no guarda similitud con ninguna de las subunidades reguladoras de
PP1c, y tampoco es capaz de interaccionar con Glc7 (De Nadal et al., 1998; Garcia-
Gimeno et al., 2003), pese a que contiene una secuencia parecida (**KLHVLF?%) al
motivo RVXF que contiene la mayoria de subunidades de PP1c (Bollen et al., 2010). En
nuestro laboratorio se habia demostrado previamente que la sustitucion del residuo
His265, que forma parte de esta secuencia, por Gly, no afectaba a la capacidad de unién
e inhibicion de Ppzl, sugiriendo que el mecanismo de interaccion entre Hal3 y Ppz1 no
es similar al de PP1c con sus subunidades reguladoras (Mufioz et al., 2004). Un estudio
de mutagénesis al azar revel6 residuos de Hal3 relevantes para su funcion sobre Ppzl. Se
identificaron 2 residuos (Glu460 y Val462) cuyas mutaciones generaron versiones de
Hal3 incapaces de inhibir a Ppz1, pero sin afectar su capacidad de union a la fosfatasa.
Por tanto, se cree que existen elementos estructurales de Hal3 diferenciales para la union

y para la inhibicion de Ppz1 (Mufioz et al., 2004).

Vhs3 esté relacionada estructuralmente con Hal3 y también regula negativamente Ppz1
(Ruiz et al., 2004). El gen VHS3 fue identificado como supresor en multicopia de la
letalidad de la cepa doble mutante condicional sit4 hal3 (Mufioz et al., 2003). La proteina
Vhs3 consta de 674 residuos, comparte un 49% de identidad de secuencia con Hal3, y
mantiene su cola acida C-terminal caracteristica (Ruiz et al., 2004). Se ha demostrado
que el exceso de VHS3 produce una variedad de fenotipos semejantes a los que provoca

la sobreexpresion de HAL3 (Ruiz et al., 2004). Por ejemplo, la sobreexpresion de VHS3:
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i) rescata el bloqueo de la transicion en G1/S del mutante sit4, ii) agrava el fenotipo litico
del mutante slt2 y iii) mejora la tolerancia a sal en una cepa silvestre e incrementa los
niveles de expresion de ENA1L, aunque los efectos son menos notables que en el caso de
HALS3. Vhs3 se une al dominio catalitico y a la Ppz1 entera e inhibe su actividad fosfatasa
in vitro con eficiencia practicamente idéntica a Hal3. Sin embargo, la delecion de VHS3
no reduce la tolerancia a sal, fenotipo observado en un mutante hal3. Por eso, VVhs3 se
considera un regulador negativo de Ppz1 con un rol biolégico menos relevante que Hal3.
De hecho, esta menor relevancia se podria explicar porque los niveles de proteina VHS3
son inferiores a los de HAL3 (Ho et al., 2018). Cabe destacar que el doble mutante hal3
vhs3 es sintético letal, pero este fenotipo no mejoré al delecionar PPZ1, PPZ2, o0 ambos
genes. Esto sugirié que Vhs3 y/o Hal3 debian tener alguna funcion independiente de las

fosfatasas Ppz pero necesaria para la supervivencia de la célula (Ruiz et al., 2004).

En S. cerevisiae encontramos tambien CAB3, que codifica una proteina esencial
relacionada estructuralmente con Hal3, con la que comparte una identidad de secuencia
del 28%. Ademas, contiene una cola &cida C-terminal de longitud similar a la de Hal3.
Sin embargo, se ha demostrado que Cab3 no es capaz de inhibir la actividad fosfatasa de

Ppzl (Ruiz et al., 2009).

Se ha descrito que Hal3 y VVhs3 son proteinas moonlighting que se asocian con Cab3 para
formar un enzima heterotrimérico con actividad PPCDC (Ruiz et al., 2009). En la mayoria
de los organismos eucariotas, la actividad PPCDC recae sobre un homotrimero con tres
centros cataliticos (ver méas abajo), cada uno situado en la zona de unién entre dos
mondmeros, mientras que en S. cerevisiae se forma un solo centro catalitico, en la zona
de interaccion de Cab3 con Hal3 o Vhs3. Esto explica la necesidad del gen CAB3 para la
supervivencia de la célula y el fenotipo sintético letal de la doble mutacion hal3 vhs3

(Ruiz et al., 2009). Se ha propuesto que Vhs3 tendria una mayor tendencia a formar
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heterotrimeros, de manera que Hal3 tendria méas facilidad para estar en forma

monomeérica, interaccionar con Ppz1 e inhibir su actividad (Abrie et al., 2015).

Como se ha mencionado previamente, la condicion heterotrimérica del complejo PPCDC
de S. cerevisiae es bastante sorprendente ya que, en la mayoria de los organismos
eucariotas, éste funciona como un homotrimero. Por ejemplo, la proteina Hal3 de
Arabidopsis thaliana es capaz de conformar un homotrimero con funcién PPCDC. Sin
embargo, este Hal3 es mucho mas pequefio, carece de la extension N-terminal y de la cola
acida presente en algunos de sus ortologos fungicos, como el de C. albicans (Petrényi et
al., 2016). Esta region central conservada conforma el llamado dominio PD. En S.
cerevisiae, el dominio PD es necesario para la union y regulacion de Ppzl, aunque la cola
acida C-terminal es necesaria para su inhibicion (Mufioz et al., 2004; Abrie et al., 2012).
Ademas, se ha descrito que, tanto la version nativa de Hal3 como una version que solo
contiene la region PD, es capaz de formar homotrimeros. La variante L405E no presenta
esta capacidad, y se cree que la mutacion podria disrumpir un posible core hidrofébico
del trimero. Sin embargo, esta versién de Hal3 mantiene intacta su capacidad de
interaccion con Cab3, lo que explica que la funcion PPCDC no se vea alterada in vivo.
Cabe destacar que esta mutacion también disminuyd la capacidad de union a Ppz1 in vitro

y supuso una pérdida parcial de la regulacion de Ppzl in vivo (Santolaria et al., 2018).

3.6. El efecto toxico derivado de la sobreexpresion de Ppzl

La actividad de Ppzl, igual que la de Glc7, debe estar sometida a una constante
regulacion, ya que la sobreexpresion de esta fosfatasa se ha descrito como deletérea para
la célula (Clotet et al., 1996; De Nadal et al., 1998). La expresion de PPZ1 bajo el control
de su propio promotor en un vector episomal produce ya un defecto de crecimiento

significativo, exacerbado cuando la Ppz1 se sobreexpresa desde un promotor fuerte, como
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GAL1-10. También se ha demostrado que la sobreexpresion de la mitad C-terminal de
Ppz1 causa un fenotipo similar, mientras que en el caso de la mitad N-terminal no se
observa ningun efecto (Clotet et al., 1996). El defecto de crecimiento causado por la
sobreexpresion de PPZ1 se contrarresta notablemente cuando se sobreexpresa HAL3 (De

Nadal et al., 1998).

De acuerdo con estos resultados, un estudio a gran escala en S. cerevisiae, en el que se
analizaron cuéntas copias de un gen bajo el control de su propio promotor tolera la célula,

identificd Ppz1 como la proteina mas tdxica en sobreexpresion (Makanae et al., 2013).

Un trabajo paralelo realizado en nuestro laboratorio ha demostrado que el efecto toxico
del exceso de Ppz1 se debe al incremento de la actividad fosfatasa (Chunyi Zhang, Tesis
Doctoral; Calafi et al., 2020). La sobreexpresion de la version nativa bloque6 el
crecimiento, mientras que la version cataliticamente defectiva R451L permitié un
crecimiento sustancial de las células. Cabe destacar que esta mutacion no altera la unién
de Ppz1 con su subunidad reguladora Hal3 (De Nadal et al., 1998). Por Gltimo, el defecto
de crecimiento provocado por el exceso de Ppz1 no se atenu6 con la sobreexpresion de la
PPCDC de humanos (Chunyi Zhang, Tesis Doctoral). Estos resultados indican que la
toxicidad no se deberia a un posible secuestro de las subunidades reguladoras Hal3 y

Vhs3, esenciales en la via de la biosintesis de coenzima A.

Por otro lado, se ha postulado que las fosfatasas Ppz podrian compartir funciones con
Glc7. Por ejemplo, la doble mutacion ppzl ppz2 presenta interaccion genética negativa
con algunos alelos de GLC7 (Venturi et al., 2000). De hecho, se ha descrito, mediante
ensayos de doble hibrido, una interaccion fisica entre Ppz1 y Glc8 (subunidad reguladora

de Glc7 homologa al Inhibidor-2 de mamiferos) mas potente que entre Glc8 y la propia
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Glc7 (Venturi et al., 2000). Estas evidencias sugieren que Ppz1y Glc7 podrian compartir

ciertas subunidades, y que podria existir un solapamiento en sus funciones.

3.7. Biogénesis de ribosomas y traduccion de proteinas en S. cerevisiae

Los ribosomas son los organulos celulares que catalizan la sintesis de proteinas, conocida
universalmente como traduccion. En el proceso de traduccidn, los ribosomas descodifican
el cddigo genético del mMRNA vy sintetizan las proteinas (Wool, 1979). Los ribosomas
maduros estan compuestos por dos subunidades: una grande (LSU) y una pequefia (SSU),
ambas formadas por RNA ribosémico (rRNA) y proteinas ribosdmicas (RP) asociados
por uniones intermoleculares. Ambas subunidades ribosomicas realizan funciones
distintas en la sintesis de proteinas: la LSU cataliza la formacion del enlace peptidico y
la SSU es la responsable de la descodificacion (Schmeing and Ramakrishnan, 2009). En
eucariotas, los ribosomas maduros son conocidos como 80S, y se componen de la
subunidad grande 60S y de la subunidad pequefia 40S. En S. cerevisiae, la LSU esta
formada por 46 RP y los rRNA 25S, 5,8S y 5S, mientras que la SSU consiste en 33 RP y

el rRNA 18S (Ben-Shem et al., 2011).

3.7.1. Proteinas ribosémicas

Las proteinas ribosémicas comparten ciertas caracteristicas: la mayoria son pequefias,
ricas en residuos basicos (excepto las proteinas del tallo del ribosoma, que son éacidas) y
tienen dominios intrinsecamente desestructurados. Su naturaleza bésica es importante
para neutralizar las cargas negativas de los rRNA, ya que practicamente todas las RP
interaccionan directamente con el rRNA. En general, las RP estan distribuidas por la

superficie de las subunidades del ribosoma (Ben-Shem et al., 2011).

Como se menciona mas arriba, existen 79 RP en S. cerevisiae, 59 de las cuales estan

codificadas en parejas de genes paralogos (Kellis et al.,, 2004). Las secuencias
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aminoacidicas de los paralogos son muy similares, pero no idénticas, y los efectos
causados por la ausencia de uno u otro gen son diferentes, sugiriendo la posibilidad de
funciones especificas para cada paralogo (Chaillou, 2019). EI ensamblaje del ribosoma
conteniendo una u otra RP resulta en poblaciones ribosémicas heterogéneas, y se especula
con la posibilidad de que cada poblacion pueda llevar a cabo roles fisioldgicos distintos.
Los cambios en la composicion ribosomica ocurren también a otros niveles:
modificaciones postraduccionales de RP, formas alternativas de rRNA y modificaciones
postranscripcionales de rRNA, asi como la unién a otras proteinas (Genuth and Barna,
2018). Dada esta heterogeneidad, ha surgido la idea de ribosomas especializados

(Chaillou, 2019).

3.7.2. Biogénesis de ribosomas

La sintesis de ribosomas es un proceso muy importante. Las células producen 2000
ribosomas por minuto en la fase de crecimiento exponencial (Warner, 1999). Esto
consume muchos recursos celulares, ya que requiere la sintesis de rRNA y de RP, y la
presencia de 76 RNA nucleolares pequefios (SnoRNA) y méas de 200 proteinas no
ribosémicas, también conocidas como factores de ensamblaje del ribosoma (para una
revision, véase Woolford and Baserga, 2013). Estos factores aportan velocidad, eficiencia

y direccionalidad al proceso de la sintesis de ribosomas y participan en su regulacion.

La biogénesis de ribosomas empieza en el nucleolo, donde se producen los pre-rRNA 'y
se forman las particulas pre-ribosdmicas (Figura G). Estas particulas pre-ribosémicas
viajan a través del nucleoplasma hasta el citosol, donde se realizan los Gltimos pasos de
maduracion (Woolford and Baserga, 2013). Este proceso es extremadamente dindmico:
muchos factores se tienen que asociar, realizar su funcion y disociarse para permitir el

siguiente paso. Por tanto, la biogénesis ribosomica debe estar bajo una regulacion
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rigurosa, ya que defectos en el ensamblaje del ribosoma tienen consecuencias deletéreas.
De hecho, la desregulacion del proceso de biogénesis del ribosoma se ha relacionado con

varias enfermedades humanas (Teng et al., 2013).
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Figura G: Esquema de la via de maduracion del ribosoma. Durante la transcripcion, el pre-rRNA se
pliega, se procesa y sufre modificaciones postranscripcionales. En este punto, los factores de ensamblaje
del ribosomayy las proteinas ribosdmicas se van uniendo a los pre-rRNA nacientes para formar las particulas
pre-ribosémicas, que van madurando a lo largo de su paso por el nucleoplasma y, finalmente, el citosol.
Una vez alli, las subunidades 40S y 60S maduras se unen formando un ribosoma 80S competente. Imagen
extraida de BaRler and Hurt, 2019.

La produccién de ribosomas depende de la disponibilidad de nutrientes, de la adaptacion
al estrés y de la capacidad de progresar a través del ciclo celular. Las vias de sefializacién

de TORC1 Yy de la proteina quinasa A (PKA) regulan este proceso, controlando los niveles
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de pre-rRNA y de RP de manera transcripcional y postranscripcional (de la Cruz et al.,

2018).

El primer paso en la biogénesis de ribosomas es la transcripcion del DNA ribosémico
(rDNA). En S. cerevisiae, existen unas 150 repeticiones en tdndem de la unidad
transcripcional de rDNA localizadas en el cromosoma XIl. Cada unidad transcripcional
contiene los pre-rDNA 35S (que sera procesado para dar lugar a los rRNA maduros 18S,
5.8Sy 25S) y 5S (Woolford and Baserga, 2013). A pesar del elevado nimero de copias
del rDNA, solo la mitad se transcribe simultdneamente bajo condiciones de crecimiento
exponencial, mientras que la otra mitad se mantiene inactiva. Las condiciones de
crecimiento pueden modular esta proporcion, ya que ciertos estreses ambientales como
una deplecidén de nutrientes provoca una caida en los niveles de traduccion del rDNA. Se
ha postulado que el elevado nimero de repeticiones de la unidad transcripcional de rDNA
podria servir como una defensa contra las mutaciones, manteniendo la integridad

gendmica (lde et al., 2010).

En levadura, la RNA polimerasa (RNAP) Il transcribe el pre-rRNA 5S, mientras que la
RNAP 1 transcribe el 35S. Ambos transcritos son procesados (mediante un proceso
Ilamado maduracion) de manera post- o cotranscripcional, aunque esta Gltima se observa
con mayor frecuencia. El procesamiento de los pre-rRNA comienza en el nucleolo, en el
contexto de particulas pre-ribosémicas y es un proceso que consta de multiples pasos
(para una revision, véase Woolford and Baserga, 2013). Mediante sucesivos cortes en los
pre-rRNA, los transcritos iniciales son divididos en segmentos de distinta longitud, en un
proceso donde participan los ya mencionados factores de ensamblaje. A medida que los
rRNA van madurando, nuevas proteinas ribosdmicas van interaccionando con éstos,
formando las particulas pre-ribosémicas Ilamadas pre-40S y pre-60S, que son

translocadas al citosol, donde se llevan a cabo los ultimos pasos de maduracion.

64



Finalmente, la célula dispone de subunidades ribosémicas maduras capaces de realizar el

proceso de traduccion.

3.7.3. Lainiciacion de la traduccion y su requlacion

El proceso de traduccion se divide en tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion.
El inicio de la traduccion es el proceso por el cual las dos subunidades del ribosoma se
ensamblan correctamente para dar lugar a un ribosoma 80S funcional, en el que el codén
de inicio esta emparejado con el anticoddn del tRNA iniciador (tRNAM®) en el sitio P del

ribosoma (Jackson et al., 2010).

El mecanismo de inicio de traduccion esta regulado por un grupo de proteinas altamente
conservado llamados factores de inicio (elF, e por eucariotas) y proteinas asociadas. Este
proceso se compone de dos pasos: i) la formacion del complejo de inicio 48S, en el que
la interaccion codon-anticodon se da correctamente en el sitio P de la subunidad 40S, y
i) la unién del complejo 48S con la subunidad 60S, para formar el ribosoma 80S (Figura

H).

Para la formacion del complejo 48S, se necesita previamente el ensamblaje del complejo
de preinicio (PIC) 43S, compuesto por la subunidad ribosémica 40S, el complejo ternario
(elF26™P-Met-tRNAMEY, elF1A, elF3 y elF5 (Hinnebusch, 2005). Ademas, se requiere la
correcta formacion del llamado closed loop complex, compuesto por un loop entre la
caperuza 5’ y la cola poli-A del mRNA, y las proteinas elF4G, elF4A, elF4E y Pabl
(Tomek and Wollenhaupt, 2012). Una vez ensamblados, el PIC 43S y el closed loop
complex forman el complejo 48S, que juntamente con la subunidad ribosémica 60S y el

elF5B constituyen el complejo de inicio 80S (Jackson et al., 2010).
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Figura H: Mecanismos de regulacion del inicio de traduccién en S. cerevisiae. El inicio de la traduccién
esta regulado mediante dos vias: i) la formacién del complejo ternario y ii) la formacion del closed loop
complex. Por un lado, la quinasa Gen2 se activa en respuesta a varios estreses y fosforila la subunidad o
del factor de inicio 2 (elF2a), que impide el correcto funcionamiento de e[F2B (proteina GEF). elF2B se
encarga de realizar el intercambio de GDP por GTP en el elF2, de manera que la fosforilacion de elF2a
inhibe la formacion del complejo ternario. Por otro lado, la formacidn del closed loop complex requiere la
union de elF4E con elFAG. Las 4E-BP (en levadura, Eapl y Caf20) se unen a elF4E e impiden esta union,
inhibiendo la formacion del complejo y el inicio de la traduccion. Imagen extraida de Simpson and Ashe,
2012.

El proceso de inicio de la traduccion esta estrictamente regulado, y esto es totalmente
necesario para la célula, ya que le permite adaptarse a cambios ambientales. Las rutas de
sefializacion GAAC y TOR juegan un papel clave en la regulacion del inicio de la
traduccion frente a diferentes estreses (Sonenberg and Hinnebusch, 2009; Simpson and
Ashe, 2012). Esta regulacion afecta la formacion tanto del closed loop complex como del

complejo ternario.

Tras una deplecion de aminoacidos, hay un incremento de los tRNA descargados. Esto
activa la proteina quinasa Gcn2, responsable de la fosforilacion en el residuo Ser51 de la
subunidad a del factor de inicio elF2 (Dever et al., 1992; Dey et al., 2011), codificado en
el gen SUI2 de S. cerevisiae. El elF2a fosforilado en la Ser51 actiia como un inhibidor

competitivo de elF2B (que tiene funcién GEF), provocando una acumulacion de la forma
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inactiva de elF2 (elF2¢PP), disminuyendo la cantidad de complejos ternarios y, por tanto,
reduciendo la velocidad de inicio de la traduccion (Gordiyenko et al., 2019). Ademas, la
inhibicidn del inicio de la traduccidn se puede producir a causa de otros estreses, como la
exposicion a concentraciones elevadas de sal, estrés oxidativo o rapamicina, un inhibidor

de TORC1 (Hinnebusch, 2005; Simpson and Ashe, 2012).

La asociacion entre el factor de inicio 4F (elF4F) y la estructura de la caperuza 5’ del
MRNA es esencial para la traduccion de la mayoria de genes. elF4F es un complejo
heterotrimérico formado por elF4E, que es la proteina de union a la caperuza, elF4A, la
RNA helicasa, y elF4G, la subunidad scaffold. Esta Gltima se encarga de permitir la
interaccion entre elF4A y elF4E. El ensamblaje del complejo elF4F esta regulado por una
familia de proteinas conocidas como proteinas de union a 4E (4E-BP), que compiten con
elF4G por la union de elF4E, inhibiendo asi el inicio de la traduccion (Mader et al., 1995;
Haghighat et al., 1995). S. cerevisiae codifica dos 4E-BP, Ilamadas Caf20 (también
conocida como p20) y Eapl, que no guardan homologia ni entre si ni con las 4E-BP de
metazoos, excepto por el motivo canonico YxxxxL® (Altmann et al., 1989; Lanker et al.,
1992; Altmann et al., 1997; Cosentino et al., 2000). Estas proteinas son capaces de inhibir
el inicio de traduccidn in vitro compitiendo con elF4G y estan implicadas en distintos
procesos celulares mediante la regulacion de la traduccién de mRNA especificos
(Altmann et al., 1997; Cosentino et al., 2000; Park et al., 2018). Se ha descrito que
estreses como el choque térmico o la exposicion a rapamicina son capaces de afectar el

inicio de la traduccion via Eapl (Cosentino et al., 2000; Deloche et al., 2004).
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4.1. Cepasy medios de levadura

Las células S. cerevisiae fueron cultivadas a 28°C (si no se estipula lo contrario) en medio
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% dextrosa). En caso de albergar
plasmidos, las células fueron cultivadas en medio sintético (SC) (0,17% YNB sin sulfato
amonico ni aminodcidos, 0,5% sulfato amonico, 2% glucosa y 0,13% mezcla drop-out
carente de leucina (-LEU) o uracilo (-URA), segin necesidad). En algunos casos, se
empled menor cantidad de glucosa (Glu), o ésta fue sustituida por otra fuente de carbono
especificada en el texto, como rafinosa (Raf) o galactosa (Gal) al 2%. Las placas se
prepararon con un 2% de agar. Las cepas de levadura utilizadas en este estudio se
presentan en la Tabla Al (véase seccion 10). Las cepas que contenian el gen PPZ1 bajo
el control de un promotor reprimible por doxiciclina (sea integrado o en un vector) se
crecieron siempre en presencia de 100 pg/mL de doxiciclina, si no se especifica lo

contrario.

4.2. Técnicas de DNA recombinante

La bacteria Escherichia coli DHS5a fue empleada como hospedadora de DNA plasmidico
y se crecio a 37°C en medio LB suplementado con 50 pg/mL de ampicilina. Las técnicas

de DNA recombinante se realizaron como esta descrito en Green and Sambrook, 2012.

Las purificaciones de fragmentos de DNA, ya sean productos de PCR o digestiones
usando enzimas de restriccion, se realizaron por electroforesis en gel de agarosa. EI DNA
presente en las zonas de interés fue purificado usando el kit NucleoSpin Gel and PCR

Clean-Up (Macherey-Nagel).

Las transformaciones de S. cerevisiae y E. coli se realizaron segin los métodos estandar
(Green and Sambrook, 2012). En el caso de S. cerevisiae, cuando se emple6 un cassette

de disrupcion kanMX4, tras el choque térmico las células fueron resuspendidas en 500
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pL de YPD e incubadas con agitacion a 28°C durante 3 horas para permitir la expresion

del gen de resistencia, y sembradas en placas YPD suplementadas con G418 (200 pug/mL).

La insercion de los cassettes de delecion fue comprobada por PCR de colonia.
Brevemente, una pequefia porcion de la colonia se resuspendio en 10 pL de agua y se
hirvio durante 5 min en un blogue térmico a 95°C. Inmediatamente después, se congeld
a -20°C durante un minimo de 10 min. Para llevar a cabo la PCR se utiliz6 1 pL de esa

muestra como DNA molde.

4.3. Cassettes de delecidn y disrupciones genicas

Los cassettes kanMX4-Tta-TetO2 (3,8 kpb) y kanMX4-Tta-TetO7 (4,0 kpb) se
amplificaron por PCR empleando los vectores pCM224 y pCM225, respectivamente, y
los oligonucledtidos OMLM1y OMLM2 (Tabla A2, véase seccion 10), y se introdujeron
en la cepa silvestre BY4741 para dar lugar a las cepas MLM03 y MLMO04,
respectivamente. La insercion de los cassettes entre los nucleétidos -51 y -5 (relativos al
codon ATG iniciador de PPZ1) fue verificada por PCR usando los oligonucle6tidos

OMLMS5, OMLM6 y K2.

Para generar la cepa CCPO5, se transformo la cepa BY4741 con el cassette gal4::kanMX4
(2,7 kpb), amplificado por PCR a partir del DNA de la cepa gal4 (EUROFAN) usando
los oligonucledtidos GAL4 _Fw y GAL4 _Rv. La insercion se verificé por PCR usando
los oligonucle6tidos GAL4 Comp y K2 (1,0 kpb). La cepa CCP06 se genero6 usando los
oligonucleotidos GAL11 Fw y GAL11l Rv (2,7 kpb) y se verifico la insercion del
cassette de disrupcion empleando GAL11 Comp y K2 (0,8 kpb). La cepa CCP08 se
construyd empleando los oligonucleétidos PGD1 _Fwy PGD1 Rv (2,9 kpb) y se verificd
la insercion del cassette de disrupcién empleando PGD1 _Comp y K2 (0,9 kpb). La cepa

CCPO09 se genero6 usando los oligonucleétidos MED2_Fw y MED2_Rv (3,2 kpb) y se
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verificd la insercion del cassette de disrupcion empleando MED2_Comp y K2 (1,1 kpb).
En todas las cepas mencionadas en este parrafo, se emple6 DNA extraido de la cepa

mutante de la coleccion EUROFAN de mismo genotipo.

Las deleciones en NHA1 se introdujeron en los fondos BY4741 silvestre, la cepa MLMO04
y hogl (EUROFAN) de la siguiente manera. El cassette de disrupcion nhal::LEU2 fue
obtenido por digestion con Xbal/Sacl del vector pCRII-NHA::LEU2. Los clones que
pudieron crecer en ausencia de leucina se analizaron por PCR usando los oligonucleotidos
LEU2 3° y NHA-900/925R (que producen un fragmento de 1,7 kpb en los casos
positivos). Las cepas resultantes se Illamaron CCP01l, CCP013 y CCP014,

respectivamente.

4.4. Plasmidos

4.4.1. Vectores derivados de pCM

e Vectores pCM188, pCM189 y pCM190-PPZ1. Estos vectores contienen 2
(pCM188) y 7 copias (pCM189 y pCM190) del operador reprimible por
doxiciclina tetO (Gari et al., 1997). pCM188 y pCM189 son centroméricos,
mientras que pCM190 es el Unico episomal. El gen PPZ1 fue amplificado del
DNA gendmico de la cepa silvestre BY4741 por PCR usando los
oligonucle6tidos OMLM3 y OMLM4, generando un producto de 2,1 kpb.
Este producto fue clonado en las dianas BamHI/Pstl en los tres vectores
pCM188, pCM189 y pCM190. La version mutada G2A fue generada
empleando el oligonucleétido OMLM9 en lugar del OMLM3. La version
R451L fue construida insertando el fragmento Kpn2l/Pacl (625 pb) del vector
YCp111-PPZ1R%L (Clotet et al., 1996) en las mismas dianas de restriccion

del vector pCM190-PPZ1.
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Vectores pCM190-PPZ2 y pCM190-HA-PPZ2: El gen PPZ2 fue amplificado
por PCR a partir de la cepa BY4741 usando los oligonucle6tidos OMLM7 y
OMLMB8 y el producto (2,1 kpb) fue clonado en las dianas Kpnl/Pstl en el
vector pCM190, generando pCM190-PPZ2. La version pCM190-HA-PPZ2
se hizo de manera idéntica, pero empleando HA_PPZ2 Fw_Kpnl en lugar de
OMLMY.

Vector pCM190-HA-GLCT7: El gen GLC7 fue amplificado a partir de DNA
gendmico por PCR usando los oligonucleétidos HA_GLC7_Fw_BamHI y
OMLM11 y el producto (1,5 kpb) fue clonado en los sitios de restriccion
BamHI/Pstl en el vector pCM190.

Plasmidos pCM190-PPZ-HA: Para la construccion del vector pCM190-
PPZ1-HA se amplifico PPZ1 del DNA gendmico de la cepa silvestre BY4741
por PCR usando los oligonucleétidos OMLM3 y OCCPL1. El producto (2,1
kpb) fue clonado en las dianas BamHI/Pstl en el vector pCM190. Para la
construccién del vector pCM190-PPZ2-HA se amplific6 PPZ2 de manera
similar usando los oligonucle6tidos OMLM7 y OCCP2 y el producto (2,2
kpb) se clond tras digestion con Kpnl/Pstl en el vector pCM190. El vector
pCM190-PPZ1:2-HA se construyo de la siguiente manera. Se amplifico por
PCR la regién C-terminal de PPZ2 (desde el residuo 1153 hasta la etiqueta
HA) a partir del vector pCM190-PPZ2-HA con los oligonucledtidos PPZ2-
Cter-BspEI-Fw y OCCP2. El producto de PCR (1,0 kpb) se cloné en las
dianas BspEI/Pstl en pCM190-PPZ1-1-HA. Para generar el vector pCM190-
PPZ2:1-HA se amplificd por PCR la region N-terminal de PPZ2 (desde el

ATG iniciador hasta el residuo 1152) a partir del vector pPCM190-PPZ2-HA
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con los oligonucleotidos OMLM7 y PPZ2_Nter BspEl_Rv. EIl producto de

PCR (1,2 kpb) se clon6 como Kpnl/BspEl en pCM190-PPZ1-HA.

4.4.2. Vectores derivados del screen de supresores en multicopia

En la Tabla 2 se recogen los clones identificados en el screen (ver seccion 4.6), a partir

de los cuales se clonaron los genes supresores en los vectores empleados en este trabajo.

e Plasmido YEp195-DOT®6. Contiene el gen DOT6 bajo su propio promotor.
Fue obtenido clonando el fragmento Pstl/Xbal de 4,14 kpb del clon 13.2.10
en YEplac195 (Gietz and Akio, 1988).

e Plasmido YEp195-SP020. Vector YEplacl95 que contiene el fragmento
Sphl/Sphl de 3,23 kpb del clon 24.2.20.

e Plasmido YEp195-RPS15. Vector YEplacl95 que contiene el fragmento
Hindll1/Hindl1l de 1,55 kpb del clon 24.1.43.

e Plasmido YEp195-RPP2A. Vector YEplac195 que contiene el fragmento
EcoRI/EcoRlI de 2,4 kpb del clon 24.1.43.

e Plasmido YEp195-RPL37B. Vector YEplacl95 que contiene el fragmento
Pstl/BamHI de 2,68 kpb del clon 24.3.7.

e Plasmido YEp195-RPS6A. El gen RPS6A fue amplificado del clon 13.2.19
mediante PCR usando los cebadores RPS6A Fw_Sall y RPS6A_Rv_Sacl
(2,18 kpb) y clonado en las dianas Sall/Sacl en YEplac195.

e Plasmido YEp195-SWM1. EI gen SWML1 fue amplificado del clon 13.2.3
mediante PCR usando los cebadores SWM1 Fw_Pstl y SWM1 Rv_Sall

(1,59 kpb) y clonado en los sitios Pstl/Sall en YEplac195.
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Plasmido YEp195-RPL37A. El gen RPL37A fue amplificado del clon c2-
13d-D4 mediante PCR usando los cebadores RPL37A_Fw _BamHI y
RPL37A_Rv_Pstl (2,00 kpb) y clonado como BamHI/Pstl en YEplac195.
Plasmido YEp195-NOC?2. El gen NOC2 fue amplificado del clon c2-13-C-3d
mediante PCR usando los cebadores NOC2_Fw_Pstly NOC2_Rv_Sacl (3,45
kpb) y clonado en las dianas Pstl/Sacl en YEplac195.

Plasmido YEp195-HAL3. Vector YEplacl95 que contiene HAL3 bajo el

control de su propio promotor, descrito en de Nadal et al., 1998.

4.4.3. Otros vectores

Plasmido YEp195-PPZ1. Vector YEplac195 que contiene el gen PPZ1 bajo
el control de su propio promotor (Clotet et al., 1999).

Plasmido YEp352-PPZ2. Vector YEplac352 que contiene el gen PPZ2 bajo
el control de su propio promotor (Lee et al., 1993).

Vector pYES2-PPZ1. Vector pYES2 (Invitrogen) que contiene el gen PPZ1
bajo el control del promotor inducible por galactosa GAL1-10, descrito en
Clotet et al., 1996.

Plasmido pRS315-RFP-NOP1-RPS3-GFP. Vector pRS315 que contiene las
fusiones RPS3-yEGFP y mRFP-NOP1 descrito en Ulbrich et al., 2009.
Plasmido pRS315-RFP-NOP1-RPL25-GFP. Vector pRS315 que contiene las
fusiones RPL25-yEGFP y mRFP-NOP1 descrito en Ulbrich et al., 20009.
Plasmido pCRII-NHA::LEU2. Vector que contiene el cassette de disrupcion
nhal::LEU2, empleado para la delecién de NHA1, obtenido del laboratorio

del Dr. Alonso Rodriguez-Navarro.
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e Genotecas YEpl3 (American Type Culture Collection 37415) y YEp24
(regalo generoso del Dr. Ramon Serrano).

4.5. Cribado de la coleccién de mutantes por delecion EUROFAN
usando pCM190-PPZ1

Para realizar este escrutinio, se prepararon pools de hasta 480 mutantes simples (el
equivalente a 5 placas de la coleccion EUROFAN) que fueron transformados con el
vector pCM190-PPZ1. En este vector, la expresion de PPZ1 estd bajo el control del
promotor tetO, cuya expresion se reprime en presencia de doxiciclina. Se transformé el
equivalente a 30 ODgoo empleando 500 ng del plasmido pCM190-PPZ1, y la mezcla
transformacion se resuspendié en un volumen final de 500 pL de medio sintético sin
uracilo (SC-URA). Las células se sembraron en medio SC-URA conteniendo 2% de
glucosa: i) con 100 pg/mL de doxiciclina (se sembré un 4% del volumen y se estimo el
total de transformantes) y ii) sin doxiciclina, para permitir la sobreexpresion de PPZ1 y
obtener los posibles positivos del experimento (se deposité en la placa el 96% de volumen
restante). Todas las colonias que crecieron en la placa sin doxiciclina entre los 3 y los 6
dias después de la siembra se crecieron en una nueva placa de medio SC-URA con
doxiciclina. Cuando hubieron crecido, se realizd una extraccion de DNA gendmico para
analizarlo por PCR usando los oligonucleétidos U1 y K2, que amplifican el fragmento
que contiene el codigo de barras especifico de cada mutante (UPTAG) (Kelly et al.,
2001). Este producto de PCR se secuencié empleando el oligonucleétido K2, y se
identifico el mutante en cada caso mediante el codigo de barras. Una vez identificados
los mutantes, se consideraron positivos aquellos mutantes repetidos al menos una vez. Se
sacaron los mutantes considerados positivos individualmente de la coleccion EUROFAN,

se transformaron de nuevo con el vector pCM190-PPZ1 y se sembraron en placas con
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doxiciclina. Por altimo, se realiz6 un ensayo de crecimiento en placas con medio SC-
URA sin y con doxiciclina (100 pg/mL).

4.6. Screen de la coleccion de mutantes por delecion EUROFAN
usando pYES2-PPZ1

Se transformaron pools de hasta 96 mutantes simples (una placa de la coleccion
EUROFAN) con el plasmido pYES2-PPZ1, en el cual el gen PPZ1 esta bajo el control
del promotor GAL1-10, inducible por galactosa. Se emplearon 200 ng del vector para
transformar 30 ODeoo de cultivo, la mezcla de transformacion se resuspendio en 100 pL
de medio SC-URA y se sembro en placas de medio SC-URA con 2 fuentes de carbono
distintas. Por un lado, 2% rafinosa para contar el nimero total de transformantes (se
plaqued una décima parte de la transformacion y se estimo el total). Por otro lado, 2%
rafinosa + 2% galactosa para inducir la expresion de PPZ1 a niveles toxicos y obtener los
posibles positivos del experimento. En pruebas previas a pequefia escala transformando
la cepa silvestre BY4741 con pYES2-PPZ1 se observé el crecimiento de algunas colonias
en la placa (un 0,16% del total de transformantes). Debido a esto, solo aquellos pools que
dieron como resultado un porcentaje 3 veces superior al de la cepa silvestre fueron
considerados positivos. Aproximadamente, se analizaron un total de 2,5 millones de
clones. De estos presuntos pools positivos se selecciond un namero de clones equivalente,
al menos, al 1,5% de las colonias que crecieron en cada placa, de las cuales se extrajo el
DNA genomico y se prosiguié como en la seccion 4.5. Cuando se conocieron las
deleciones de los mutantes considerados positivos, éstas fueron construidas de novo sobre
una cepa silvestre BY4741. A continuacion, se introdujo en estos mutantes el vector

pYES2-PPZ1 y se analizd de nuevo su crecimiento.
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4.7. Escrutinio de genes supresores de la falta de crecimiento de la
cepa MLMO0O4

La cepa MLMO04 fue transformada con genotecas derivadas de YEp13 o YEp24. Las
células ya transformadas se dividieron en tres fracciones: 1) un 45% fue sembrado en
placas de medio sintético con 0,25% de glucosa sin doxiciclina, 2) un 45% fue sembrado
en placas con 0,5% de glucosa sin doxiciclina y 3) un 10% fue sembrado en placas con
0,5% de glucosa con 100 pg/mL doxiciclina. En funcion de si se empled YEp13 o YEp24,
las placas carecian de uracilo o leucina, respectivamente. De esta manera, la fraccion
sembrada con doxiciclina nos permitié conocer el nimero total de transformantes y el
resto de transformacion se empled para aislar los clones inicialmente positivos (colonias
que crecieron en las placas sin doxiciclina). Fueron analizados, aproximadamente, un
total de 100.000 transformantes usando la genoteca YEp13 y 315.000 transformantes
usando la genoteca YEp24. Los plasmidos de los clones potencialmente positivos fueron
extraidos, sometidos a restriccion enziméatica para descartar aquellos vacios o que
albergaran HAL3 y empleados para transformar de nuevo la cepa MLMO4. Solo aquellos
plasmidos que permitian de nuevo un crecimiento de la cepa MLMO04 mejor que un
plasmido vacio fueron considerados positivos. En estos casos, el fragmento de DNA
especifico de cada clon se identifico por secuenciacion de los extremos del inserto usando
los oligonucledtidos YEp13 seq 5’y YEpl13 seq 3’. Cada gen presente en cada uno de
los insertos fue clonado, de manera individual y con su propio promotor, en el vector
YEplac195 (ver seccion 4.4.2). Por ultimo, cada nuevo constructo conteniendo un unico
gen fue empleado para transformar de nuevo la cepa MLMO04 y fue analizado mediante
ensayo de crecimiento. Unicamente aquellos capaces de conferir a la cepa MLMO04 un

crecimiento mejor que un vector vacio fueron considerados finalmente positivos.
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4.8. Preparaciones para ensayos de perfil polisomico

Las cepas BY4741 y MLMO4 fueron cultivadas overnight en medio SC-URA con 100
pg/mL de doxiciclina. Se realizaron dos lavados con medio sin doxiciclina, se inocularon
en 10 mL de medio fresco SC-URA a ODegoo=0,01 y se incubaron a 28°C durante 24 horas.
Se diluyo el nuevo cultivo hasta ODgpo=0,2 en 200 mL de medio SC-URA vy se dejaron
crecer hasta ODeg0=0,8. Se afiadid cicloheximida (0,1 mg/mL, concentracion final) al
cultivo y se dejé en hielo durante 10 min. Las preparaciones de las muestras se realizaron
de manera idéntica a lo descrito en Kressler et al., 1997. En resumen, 10 unidades A2eo
se depositaron sobre gradientes lineales de 7 a 50% de sacarosa y se centrifugaron a
39.000 rpm en un rotor Beckman SW41 durante 2 h 45 min a 4°C. Se utiliz6 un aparato
Isco UV-6 gradient collector (Teledyne Isco, Lincoln, NE) con lectura continua a Azss
para captar los datos. En algunos casos, se recogieron fracciones de 500 pL de los
gradientes de sacarosa Yy se extrajeron las proteinas (ver mas abajo).

4.9. Recoleccion de muestras y preparacion de extractos para
inmunodeteccion

Los extractos crudos de proteinas para inmunoblot se prepararon de la siguiente manera.
Para la deteccion de Ppzl empleando un plasmido pYES2-PPZ1, las células fueron
incubadas en medio SC-URA con rafinosa como Unica fuente de carbono hasta llegar a
ODe00=0,6. Se recogieron muestras de 10 mL antes de la induccion con galactosa al 2%
(tiempo 0) y en los tiempos especificados en el texto. Para la deteccion de Ppzl en la cepa
MLMO04 y en cepas que contengan los plasmidos derivados de pCM, las células fueron
cultivadas como se detalla a continuacion. Tras un cultivo overnight en medio SC-URA
con doxiciclina (100 pug/mL), se realizaron dos lavados con medio sin doxiciclina, se
inocularon en medio SC-URA fresco a ODe0o=0,2 y se colectaron las células a los tiempos

indicados. Los extractos de proteinas fueron preparados como se describe a continuacion.
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Una vez centrifugadas las células, éstas fueron resuspendidas en 125 pL de tampon de
lisis A (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-100, 10% glicerol),
suplementado con EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) y DTT 1 mM frescos.
Tras afladir 125 pL de bolas de Zirconia (8=0,5 mm), las células fueron lisadas a una
potencia de 5,5 durante 45 segundos (3 ciclos, con 3 min de hielo entre cada uno) en un
equipo FastPrep (MP Biomedicals). Las muestras se centrifugaron a 500xg durante 10
min a 4°C y la proteina total presente en el sobrenadante fue cuantificada mediante el
método de Bradford (Sigma-Aldrich). Salvo si se indica lo contrario, se sometieron a
electroforesis 40 pg de proteina total. Para las versiones de Ppz etiquetadas con el epitopo
HA en el extremo C-terminal, se centrifugaron 650 pg del sobrenadante a 25.000xg
durante 30 min a 4°C. Se descartd el sobrenadante, y los pellets fueron resuspendidos en
25 uL de tampdn de carga SDS-PAGE 1x (50 mM Tris (pH 6,8), 10% glicerol, 2% SDS,

0,1% azul de bromofenol).

Para monitorizar los niveles de elF2a, las cepas BY4741 y gcn2 fueron crecidas,
recogidas y procesadas como para la deteccién de Ppz1, excepto que se empleo el tampon
de lisis B (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 15% glicerol, 0,5% Tween-20),
suplementado con Phosphatase Inhibitor Cocktail Set V' (Millipore), EDTA-free Protease

Inhibitor Cocktail (Roche) y DTT 1 mM.

Para detectar Snfl, las células BY4741 y MLMO04 crecieron en YPD overnight en
presencia de doxiciclina (100 pg/mL). Al dia siguiente, se realizaron dos lavados con
medio sin doxiciclina, se inocularon 10 mL de medio YPD sin doxiciclina a ODgo=0,01
y se dejaron crecer durante 24 horas a 28 °C. Se diluy6 el cultivo hasta ODe00=0,2 en 50
mL de YPD vy las células crecieron hasta ODs00=0,6-0,8. Tras recoger una alicuota
correspondiente al tiempo 0, el cultivo restante se recolectd por filtracion (con filtros

Metricel GN-6, PALL), se resuspendio en el mismo volumen (para no alterar la OD) de
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YP 0,05% de glucosa y se recogieron distintas muestras a los tiempos mencionados en el
texto. Para cada punto, se recogiod el volumen correspondiente a 4,5 ODeoo y se mezclo
con TCA 100% (concentracion final 6%), se dejo enfriar en hielo durante 15 min y se
centrifugo a 1.200xg durante 2 min a 4°C. Se realizaron dos lavados con 1 mL de acetona
fria (previamente a -20°C), se dejaron secar a temperatura ambiente y se congelaron a -
80°C. Los pellets se resuspendieron en 150 puL de tampon 10 mM Tris (pH 7,5)-1 mM
EDTA y se afladieron 150 puL de NaOH 0,2 M. Las muestras se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 min, se centrifugaron a 10.000xg durante 1 min vy, tras descartar el

sobrenadante, se resuspendieron los pellets con tampén de carga SDS-PAGE 1x.

Los extractos de las fracciones del gradiente de sacarosa fueron obtenidos de manera
similar, mediante el método de TCA/Acetona. Para ello, 100 uL de TCA 100% se
afiadieron a cada fraccion (500 pL), se enfrio en hielo durante 10 min y se centrifugé a
13.000xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue descartado y los pellets se lavaron
dos veces con 1 mL de acetona fria, secados y resuspendidos en 25 pyL de tampén de

carga SDS-PAGE 1x.

4.10. SDS-PAGE e inmunodeteccion de proteinas

Salvo si se indica otra cosa, los extractos de proteinas fueron mezclados con tampén de
carga SDS-PAGE 4x hasta tener una concentracion final 1x, hervidos a 95°C durante 5
min y resueltos por SDS-PAGE. Una vez acabada la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore) mediante transferencia
en semi-seco (equipo TE77XP, Hoefer; 1,1 mA/cm? membrana, 1 h 30 min). Las
proteinas Ppzl y Hal3 fueron detectadas usando anticuerpos policlonales anti-GST-Ppz1
(Posas et al., 1992) y anti-Hal3 (Ferrando et al., 1995) a una dilucién de 1:250 y 1:500,

respectivamente, en TBST (TBS con 0,1% Tween-20) suplementado con un 5% de leche
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desnatada (Reégilait). Los niveles de las proteinas ribosomicas Rps8 y Rpl14 fueron
monitorizados empleando anticuerpos especificos (un regalo de G. Dieci (Dieci et al.,
2005)) a una dilucion 1:5000 en TBST maés un 5% de leche. La fraccion fosforilada de
elF2a fue detectada usando el anticuerpo anti-phospho-elF2a (Ser51; Cell Signaling
Technology) a una dilucion 1:1000 en TBST méas un 5% de BSA (TBST-BSA). Se
monitorizo la version fosforilada de Snfl con el anticuerpo anti-phospho-Thr172-AMPK
(Cell Signaling Technology) a una dilucién 1:1000 en TBST-BSA. Para todos estos casos
se empled el anticuerpo secundario anti-rabbit lgG-horseradish peroxidase (GE
Healthcare) a una dilucion de 1:20.000. Los niveles de las versiones de Glc7, Ppzl, Ppz2
y las versiones hibridas Ppz etiquetadas con HA fueron monitorizados usando anticuerpos
anti-HA (Roche y BioLegend) a una dilucion 1:1000. La proteina Snfl total se identifico
con anticuerpos anti-polyHis (Merck, #H1029). En estos casos se empled un anticuerpo
secundario anti-mouse 1gG-horseraddish peroxidase (GE Healthcare) a una dilucién
1:10.000. En el caso de inmunodetectar dos proteinas distintas en la misma membrana,
se realizd un stripping de la membrana de la siguiente manera. Se realizaron 2 lavados de
5-10 min con una solucién que contiene 15 g/L glicina, 1 g/L SDS, 0,1% Tween-20 (pH
2,2), seguidos de dos lavados de 10 min con PBS y dos lavados de 5 min con TBST. Las
proteinas inmunorreactivas fueron visualizadas mediante el kit ECL Prime Western
Blotting System (GE Healthcare) y la quimioluminiscencia fue detectada en un sistema
Molecular Imager VersaDoc MP 4000 (BioRad). La tincion de las membranas con

Ponceau Red (AMRESCO) se usé como control de carga y transferencia.

4.11. Microscopia

Para conocer la localizacion subcelular de Rps3-yEGFP, Rpl25-yEGFP y mRFP-Nop1,
las cepas BY4741, MLMO04 y ppz1 fueron transformadas con los vectores pRS315-RFP-

NOP1-RPS3-GFP y pRS315-RFP-NOP1-RPL25-GFP. Las células fueron cultivadas de

83



manera idéntica al ensayo de perfil polisomico hasta ODe00=0,6-0,8. Las células (0,6
ODeoo) fueron fijadas con formaldehido al 2% a temperatura ambiente durante 5 min con
agitacion suave. Las muestras fueron centrifugadas a 1.000xg durante 2 min, lavadas dos
veces con PBS y resuspendidas en 30-50 pL de PBS. Se depositaron 4 pyL de la
preparacion sobre un portaobjetos, se cubrié con un cubreobjetos y se sell6 con esmalte
de ufias. La visualizacion se llevo a cabo con el objetivo 100x en un microscopio Nikon
Eclipse E-800, utilizando los filtros FITC (excitacion: 480/30 nm, emision: 535/45 nm)
y G-2A (excitacion: 435/50 nm, emision: 580 nm) para detectar GFP y RFP,

respectivamente.

4.12. Ensayos de crecimiento

Los ensayos de crecimiento en sélido fueron realizados de la siguiente manera. En
general, los cultivos saturados durante una noche fueron diluidos hasta ODes0o=0,05, y se
realizaron hasta dos diluciones 1/5 seriadas, que fueron sembradas (3 L) en las placas
correspondientes. En el caso de cepas que expresan proteinas de manera regulada por
doxiciclina, el cultivo overnight (que contenia doxiciclina) fue lavado dos veces con
medio sin doxiciclina e incubado a 28°C con agitacion durante 5 horas antes de realizar
la siembra. Las placas con doxiciclina se emplean como control positivo de carga. Se
monitoriz6 diariamente el crecimiento de las cepas y se tomaron imagenes entre 2 'y 6
dias después de la siembra. Los ensayos de crecimiento en liquido se llevaron a cabo
como se detalla a continuacion. Los cultivos overnight crecidos en medio SC-URA con
doxiciclina (100 pug/mL) se lavaron con medio sin doxiciclina dos veces y se reanudo su
crecimiento a 28°C durante 8 horas. Después, se diluyeron los cultivos hasta ODeoo=0,004
en medio SC-URA, y se depositaron 300 pL en placas Honeycomb 2. Para seguir el

crecimiento de los cultivos, las placas se incubaron 28°C y se registro la ODsoo cada 30
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min (con agitacion previa de 7 min) durante un total de 26 horas en un BioScreenC
(ThermoFisher Scientific).
4.13. Andlisis bioinformatico

El porcentaje de identidad entre Glc7, Ppzl y Ppz2 se calcul6 usando la herramienta

EMBOSS Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss needle/) basada en el

algoritmo de alineamiento Needleman-Wunsch (Squizzato et al., 2015). La composicién
de aminoécidos y el punto isoeléctrico (pl) de las secuencias polipeptidicas fue calculado

en la web de ExXPASy (https://web.expasy.org/compute pi/). La prediccién de las

regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) se llevé a cabo con el software IUPred2A,
un modelo basado en parametros biofisicos (con la opcidn short disordered regions), y
las potenciales regiones desestructuradas con capacidad de union se identificaron usando
el algoritmo de prediccion ANCHOR?2 (Erdés and Dosztanyi, 2020). La distribucion de
aminoacidos en el proteoma de levadura se calculd6 empleando un algoritmo
implementado por J. Arifio en Visual Basic usando el fichero “orf trans.fasta.gz”

(25/10/2019) del portal Saccharomyces Genome Database (http://sqd-archive.

yeastgenome.org/sequence/S288C reference/orf protein/). Este archivo contiene las

secuencias de proteina codificadas en todos los ORFs, excepto los ‘Dubious ORF’ y los

pseudogenes.
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Los objetivos que nos hemos marcado para este estudio son:

1. Encontrar genes cuya delecion o sobreexpresion atenten el defecto de
crecimiento derivado de un exceso de la fosfatasa Ppz1, como un
medio de identificar las bases moleculares de esta toxicidad

2. Estudiar los posibles elementos estructurales que determinan la
toxicidad de Ppz1, en comparacion con Ppz2

3. Estudiar el posible nexo entre la sobreexpresion de Ppzly la

homeostasis de cationes monovalentes
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6.1. El exceso de Ppz1 afecta al proceso de traduccion

En esta seccion del trabajo nos centraremos en la busqueda de genes que, sea por carencia

0 exceso, logren atenuar el defecto de crecimiento causado por la sobreexpresion de Ppz1.

6.1.1. Escrutinio de mutantes por delecién usando pYES2-PPZ1

Como primera aproximacién en busca de genes cuya delecion aliviase la toxicidad
derivada de Ppzl, se transformo la coleccion de mutantes por delecion EUROFAN con
el vector pYES2-PPZ1. Este contiene el gen PPZ1 bajo el control del promotor inducible
por galactosa GAL1-10, que es capaz de expresar niveles elevados de proteina de manera
muy rapida si el cultivo se lleva a cabo en una fuente de carbono no represora. La hipotesis
de trabajo era: si la causa de la toxicidad fuese una Unica proteina desregulada -directa o
indirectamente- por Ppzl, la ausencia del gen que codifica esa proteina eliminaria la
toxicidad. Las posibilidades esperables eran que las cepas mutantes aisladas usando esta
estrategia estuvieran relacionadas con: i) el mecanismo de induccion de GAL1-10 o ii) la
supresion directa de la toxicidad causada por la sobreexpresion de Ppzl. Identificamos 6
mutantes que fueron capaces de crecer en condiciones de sobreexpresion después de la

transformacion con pYES2-PPZ1 (Tabla 1y Figura 1).

Cuando construimos las cepas de novo, el mutante ttm62 no fue capaz de mantener la
condicion supresora. Por tanto, finalmente solo encontramos 5 genes cuya delecion alivié
la toxicidad derivada del exceso de Ppzl. Dos de éstos fueron los mutantes simples que
presentan deleciones en los genes GAL3 y GAL4, involucrados directamente en la
activacion del promotor GAL1-10 y, por tanto, estas cepas posiblemente no fueran
capaces de inducir la expresion de Ppzl. Los otros tres positivos aislados fueron galll,
pgdly med2, todos ellos con deleciones en genes relacionados con el complejo Mediator.

Aunque estos genes no parecen directamente relacionados con la regulacion del promotor
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Tabla 1. Resumen de resultados obtenidos en el escrutinio empleando pYES2-PPZ1. Se muestra
el pool de BY4741 silvestre como control representativo. El pool Chr 2.1 fue considerado negativo, y
se muestra como ejemplo. CFU representa las unidades formadoras de colonias. La columna ‘%’ indica
la razén entre ‘CFU RAF + GAL’ y ‘CFU RAF’. El fondo de color salmén sefiala el control negativo
y un ejemplo de pool considerado negativo. El fondo de color verde resalta los pools considerados
positivos (valor al menos tres veces superior a 0,16%).

POOL | CFURAF | CFU RAF + GAL | % |DELECION
BY4741 | 81600 131 0,16

Chr 2.1 40000 38 0,10

Chr 2.2 54200 258 0,48 | tcmé62
Chr 4.3 13600 293 2,15 | gal3

Chr 7.1 48400 1600 3,31 | pgd1
chr15.5 | 24100 339 1,41 | gal11
Chr16.1 | 13800 293 2,12 | gal4
BCN2 22100 1494 6,76 | med2

GAL1-10, descubrimos que estos tres mutantes habian sido reportados previamente como

deficientes en la induccion por galactosa del promotor GAL1-10 (Piruat et al., 1997; Park

et al., 2000; Liu and Myers, 2015). Por tanto, todos los posibles supresores estarian

relacionados con la induccién del promotor, mas que con el mecanismo de accion de la

fosfatasa Ppz1. Esto se comprobd mediante inmunoblot (Figura 2), donde se observa que

pgd1

med?2

gal4

gall1

Galactosa

0%

2%

Figura 1. Determinacion de la
toxicidad de Ppzl en los mutantes
obtenidos en el escrutinio. Las cepas
BY4741 (WT) y sus derivadas gal4
(CCP05), galll (CCP06), pgdl
(CCP08) y med2 (CCP09) se
transformaron con los plasmidos
pYES2 (¢) y PpYES2-PPZl. Se
sembraron las células a ODgyo=0,05 y
dos diluciones 1/5 seriadas en placas
SC-URA conteniendo rafinosa con
(2%) y sin (0%) galactosa. Las placas
fueron incubadas a 28°C y las
imagenes fueron tomadas a los 6 dias.
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en estas cepas los niveles de Ppzl en presencia de galactosa son similares a los de las

condiciones de no induccion.

WT gal4 pgd1 gal11 med2
pYES2 | 2] PPZ1 ] PPZ1 ] PPZ1 ] PPZ1 [“] PPZ1
W ] ] (Y] O Y
v SES SEPSS
wa O Fe TP d Fde & Fde & & e &
100 - e e el Rl R R I Ll
70 . ' Y I 2 T A RTRTETTYTTY
55 Ponceau
Red

40

Figura 2. Analisis de la induccion de la expresidn de Ppzl en los mutantes obtenidos en el escrutinio. Las
cepas BY4741 (WT) y sus derivadas gal4 (CCPO05), galll (CCP06), pgdl (CCP08) y med2 (CCPQ9) se
transformaron con los plasmidos pYES2 (g) y pYES2-PPZ1. Los cultivos fueron inoculados a ODg=0,2 en
medio SC-URA con glucosa (Glu) o rafinosa (R), segun se indique. A las 4 horas de crecimiento, se afiadié un
2% de galactosa en la mitad del cultivo crecido en rafinosa (R) para inducir la expresion de Ppz1 (R+G). Tras 2
horas de induccidn, se recogieron las muestras y se trataron como se detalla en Materiales y Métodos. Las
muestras fueron sometidas a electroforesis (gel 10% poliacrilamida) y transferidas a una membrana de PVDF. Se
inmunodetectd Ppz1 usando anticuerpos policlonales. La tincion con Ponceau Red se empled como control de
carga y de transferencia.

6.1.2. Caracterizacion del set de vectores pCM-PPZ1 vy su uso en el
escrutinio de mutaciones supresoras de la toxicidad de Ppz1

Dado que la aproximacion descrita no permitié identificar ningun supresor real de la
toxicidad de Ppzl, planteamos un segundo screen cambiando el sistema de expresion.
Basandonos en los resultados obtenidos con el promotor GAL1-10, pensamos que para
tratar de encontrar mutaciones supresoras seria mejor llevar a cabo la sobreexpresion de
Ppzl empleando un promotor menos potente. Para ello, empleamos el sistema de
expresion regulable por doxiciclina tetO, descrito por Gari y colaboradores (Gari et al.,
1997), que dispone de dos versiones: tetO. (promotor débil) y tetO7 (promotor fuerte).
Recurrimos a un set de 3 vectores que contiene este sistema de expresion para
sobreexpresar Ppz1, de manera que disponemos de 3 potencias de expresion (de menor a
mayor): pCM188 (centromérico, tetOz), pCM189 (centromérico, tetO7) y pCM190

(episomal, tetO7).
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El crecimiento de la cepa silvestre albergando los vectores pCM se muestra en la Figura
3A. Se observé un blogqueo del crecimiento en glucosa al 2% en las células con el vector
pCM190-PPZ1, mientras que pCM188-PPZ1 y pCM189-PPZ1 solo consiguieron
provocar un pequefio defecto de crecimiento. Sin embargo, el crecimiento se vio afectado
por la disponibilidad de glucosa, de manera que empeoraba a medida que disminuia la
concentracion del azucar. El defecto se observo ya en células que contenian los plasmidos
pCM188-PPZ1 y pCM189-PPZ1 en la placa con glucosa al 1%. También se observo un
efecto muy drastico al cambiar la fuente de carbono: en galactosa al 2% el crecimiento
fue nulo en todas las cepas que sobreexpresaban Ppzl. El efecto tdxico de la
sobreexpresion de Ppzl se observé también en otros fondos genéticos. Como se observa
en la Figura 3B, las cepas BY4741 y KT1112 que albergaban pCM190-PPZ1 crecieron
algo mejor que el resto. En la Figura 3C se muestra la cinética de expresion de Ppz1 desde
los vectores pCM189 y pCM190 en ausencia de doxiciclina. En el caso del primero, la
expresion de Ppzl fue relativamente lenta y llegé a unos niveles de sobreexpresion
moderados comparados con el promotor GAL1-10 (Figura 2, carril WT R+G). En el caso
del pCM190-PPZ1, la expresion fue mucho mas potente, de manera coherente con el

namero de copias de cada vector.

La estrategia que se empled para llevar a cabo este escrutinio fue similar a la que se us6
para el screen con pYES2-PPZ1. Brevemente, se usé pCM190-PPZ1 para transformar la
coleccion de mutantes por delecion EUROFAN Yy se intent6 aislar mutantes que fueran
capaces de crecer en condiciones de sobreexpresion de Ppz1. De esta manera, solo serian
capaces de crecer aquellas cepas carentes de un gen implicado en la toxicidad derivada
de la sobreexpresion de Ppzl. Desgraciadamente, el cribado genético se abandond por un

excesivo numero de falsos positivos, ya que ninguno de los mutantes presuntamente
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positivos mantuvo su capacidad atenuante de la toxicidad después de ser transformado de

nuevo con el vector pCM190-PPZ1.
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pCM190
pCM188-PPZ1
pCM189-PPZ1
pCM190-PPZ1

B)
YPH499 DBY746 JA100 BY4741 KT1112 W303-1A
pCM190-PPZ1 | -

+oox|mm
o XS ICC R RES

C) pCM189-PPZ1  pCM190-PPZ1
N
v © “ ) .
kDa R o ~ o o & N o o a | Tiempo sinDOX (h)
i
100 — i
- «— Ppz1
70 — !
I
70 -
‘ Ponceau
%5 Red
40

Figura 3. Caracterizacién del set de vectores pPCM-PPZ1. A) La cepa BY4741 fue transformada con
el pCM190 vacio (@) y los 3 vectores pCM-PPZ1. Las células crecieron overnight en medio SC-URA
con 100 pg/mL de doxiciclina. Se realizaron dos lavados con medio fresco sin doxiciclina y se dejaron
crecer a 28°C durante 5 horas. Después, se sembraron los cultivos a ODgg=0,05, mas dos diluciones
seriadas 1/5, en placas sin (-DOX) y con (+DOX) doxiciclina (100 pg/mL), en presencia de las fuentes
de carbono mencionadas. Las placas fueron incubadas a 28°C y las imagenes fueron tomadas a los 3
dias. B) Las cepas mencionadas fueron transformadas con pCM190 (-) y pCM190-PPZ1 (+), se
cultivaron como en Ay se sembraron las células a ODgy=0,05 en placas de medio SC-URA conteniendo
2% de glucosa sin (-DOX) y con (+DOX) doxiciclina. Las placas fueron incubadas a 28°C durante 6
dias. C) La cepa BY4741 se transformd con los vectores pCM190, pCM189-PPZ1 y pCM190-PPZ1.
Las células se crecieron como se detalla en Materiales y Métodos y se prepararon extractos de proteinas
a los tiempos indicados después de retirar la doxiciclina. Las muestras fueron sometidas a electroforesis
(gel 10% poliacrilamida) y transferidas a una membrana de PVDF.
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6.1.3. Construccidn y caracterizacion de la cepa requlable por doxiciclina
MLMO04

Ya que el segundo escrutinio no permitio identificar ningan supresor real de la toxicidad
de Ppz1, planteamos un tercer screen para encontrar genes cuya sobreexpresion pudiera
contrarrestar el defecto de crecimiento causado por la sobreexpresion de Ppz1l. A pesar
de que el screen anterior no nos dio buenos resultados, nos sirvié para caracterizar la
sobreexpresion de PPZ1 a partir del promotor tetO. Pudimos observar que esta expresion
era moderada, y que la toxicidad de Ppzl podia ser modulada por la disponibilidad de
glucosa y agravada en presencia de galactosa. Estos resultados sugirieron que el sistema
de expresion tetO seria mas apropiado para esta aproximacion. Sin embargo, el uso de los
vectores pCM para sobreexpresar PPZ1 implicaba una cotransformacién poco deseable,
por tanto, decidimos poner bajo el control del promotor tetO la copia de PPZ1 presente
en el genoma de S. cerevisiae. Para ello generamos dos cepas nuevas, llamadas MLMO03

(tetO2) y MLMO04 (tetO7) (Tabla A1, véase seccion 10).

El crecimiento de las cepas MLMO03 y MLMO04 en medio sintético se muestra en la Figura
4A. No se observo practicamente ningun efecto en el crecimiento en glucosa al 2% en
ausencia o presencia de doxiciclina. Como hemos destacado en el caso de los vectores
derivados de pCM (Figura 3A), el crecimiento estuvo relacionado directamente con la
cantidad de glucosa disponible. El defecto de crecimiento se observd en ambas cepas,
siendo mas notorio en MLMO04 que en MLMO03, como se puede apreciar en la placa de
glucosa al 0,25%, consistente con la mayor potencia del promotor de la primera (tetO-).
Se observd un crecimiento normalizado cuando ambas cepas sobreexpresaban Hal3,
incluso en la placa de galactosa al 2%, de acuerdo con el conocido papel que juega Hal3
como regulador negativo de Ppz1. La sobreexpresion de Ppz1 tampoco les permitio crecer

en otras fuentes de carbono, como galactosa, rafinosa o glicerol (Figura 4B). La Figura
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4C muestra la cinética de expresion de Ppz1l en la cepa MLMO4 al retirar la doxiciclina.

En esta cepa observamos una cinética similar a la que vemos en pCM189-PPZ1 (Figura
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Glucosa Galactosa
YEp195 2% 2% 0,5% 0,25% 2%
WT
MLMO3
MLMO4
B) +DOX -DOX
2% Glu 2% Glu 2% Gal 2% Raf 2% Gili
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C) MLMO04
YEp195 | %] HAL3
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Figura 4. Expresion cromosémica de Ppzl a partir de los promotores tetO. A) La cepa BY4741
(WT) y sus derivadas MLMO03 y MLMO04 (tetO; y tetOy, respectivamente) fueron transformadas con
el plasmido YEp195 (9) y YEp195-HAL3 y tratadas como se especifica en la Figura 3A. Las placas
fueron incubadas a 28°C y las imagenes fueron tomadas a los 3 dias. B) Las cepas BY4741 (WT),
MLMO03 y MLMO04 se trataron como en la Figura 3A y se sembraron en placas de medio SC que
contenian las fuentes de carbono sefialadas (Glu, Glucosa; Gal, Galactosa; Raf, Rafinosa; Gli,
Glicerol). Las placas fueron incubadas a 28°C durante 5 dias. C) Las cepas BY4741 (WT) y sus
derivadas ppzl y MLMO04 se crecieron y se trataron como en la Figura 3C. Las muestras fueron
sometidas a electroforesis (gel 8% poliacrilamida) y transferidas a una membrana de PVDF. Se
inmunodetectaron Ppz1 y Hal3 en la misma membrana.
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3C), logrando unos niveles de Ppz1 mayores que en la cepa silvestre 18 horas después de

retirar la doxiciclina. Sin embargo, la presencia del inhibidor Hal3 permitid llegar a unos

niveles de Ppz1 maés elevados, compatible con el bloqueo de la actividad fosfatasa.

6.1.4. La sobreexpresion de Ppz1 provoca la desfosforilacion de Snfl

Una vez caracterizada la cepa MLMO04 y observado el fenotipo relacionado con las

fuentes de carbono, decidimos explorar este fendmeno. La quinasa Snfl es el homdélogo

en levadura de la AMPK de mamiferos, y esta relacionada con la disponibilidad de

glucosa: cuando hay falta de glucosa, Snfl se activa rapidamente por fosforilacion.

Nosotros nos preguntamos si el exceso de Ppz1 provocaria algin defecto en la activacion

de Snfl. Como se muestra en la Figura 5A, la transiciéon desde un medio con un 2% de
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Figura 5. Efecto del exceso
de Ppz1 en la fosforilacion
de Snfl. A) Las cepas
BY4741 (WT)y su derivada
MLMO04 se crecieron, se
recogieron y los extractos
de proteinas se realizaron
como se detalla en
Materiales y Meétodos. El
volumen correspondiente a
0,5 ODgypo Se sometio a
electroforesis  (gel 10%
poliacrilamida) y  las
proteinas fueron
transferidas a una
membrana PVDF. B)
Gréfico de barras donde se
muestra la razon Snfl-
P/Snfl en MLMO4 respecto
a la de la cepa silvestre. Se
cuantificd la intensidad de
cada banda usando el
software GelAnalyzer. Los
datos corresponden a la
media £+ SEM calculada a
partir de 3 experimentos
independientes.
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glucosa a un medio con un 0,05% de glucosa dio lugar a la fosforilacion de Snfl (Snfl-
P) tanto en la cepa BY4741 como en la MLMO04. Sin embargo, los niveles de fosforilacion
que se observaron fueron algo menores en la cepa MLMO04, sobre todo a los 180 segundos
(Figura 5A), con una reduccion que casi alcanzé el 50% (Figura 5B). Estos resultados
sugieren que el exceso de Ppz1 no produce un defecto en la activacion inicial de Snfl,
pero si provoca una desfosforilacion de Snfl en pocos minutos. Una de las proteinas diana
de Snfl es Mig1, represor de los genes necesarios para la adaptacion al crecimiento en
ausencia de glucosa. Cuando no hay glucosa, Snfl fosforila Mig1, forzando su salida del
nucleo y la activacion transcripcional de dichos genes. En un resultado obtenido en el
laboratorio, hemos observado una mayor cantidad de Migl nuclear, en condiciones de
baja glucosa, en células que sobreexpresan Ppzl (Velazquez et al., 2020). El hecho de
gue Migl permanezca en el ndcleo, reprimiendo la expresion de genes relevantes para la
adaptacion, podria explicar el defecto de crecimiento que produce el exceso de Ppzl
cuando baja la disponibilidad de glucosa. Por ello, analizamos el crecimiento de las cepas
migl y migl mig2 en condiciones de sobreexpresion de Ppzl. Como se observa en la
Figura 6, la mutacion simple migl y la doble mutacion migl mig2 empeoraron el
crecimiento de las células portadoras de los vectores pPCM-PPZ1. En el caso del mutante
simple migl, el crecimiento empeord de manera moderada, mientras que en migl mig2,
el efecto se observd ya en la placa con un 2% de glucosa. Estos resultados sugieren que

la retencion nuclear de Migl no es la causa principal de la toxicidad de Ppz1.

La fosfatasa Glc7 regula multitud de procesos celulares, por lo que nos preguntamos si
existia la posibilidad de que Ppzl estuviese realizando funciones de la PP1. Decidimos
evaluar la respuesta al exceso de Ppzl de cepas carentes de alguna de las subunidades
reguladoras de Glc7. Hace unos afos, se describid que Sds22, Reg2 y Glc8 eran las

subunidades necesarias para la toxicidad de Glc7 (Ghosh and Cannon, 2013). Como se
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Figura 6. Efecto de la sobreexpresion de Ppzl en el crecimiento de mutantes mig. Las cepas
BY4741 silvestre y sus derivadas migl (SP038) y migl mig2 (SP010) fueron transformadas con el
pCM190 vacio y los 3 vectores pPCM-PPZ1, cultivadas y tratadas igual que en la Figura 3A. Las placas
fueron incubadas a 28°C y las iméagenes fueron captadas a los 6 dias.

observa en la Figura 7, ni la delecion de REG2, ni la falta de GLC8 mejoraron el
crecimiento de las células que sobreexpresan Ppz1. Tampoco observamos una mejoria en
ausencia de Gacl, otra subunidad de PP1 relacionada con el glucdgeno. Estos resultados

apuntan a que el efecto toxico de Ppz1 no esta relacionado con funciones de Glc7.
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Figura 7. Efecto de la sobreexpresion de Ppz1l en el crecimiento de mutantes relacionados con
la funcion de Glc7. Se transformaron las cepas mencionadas con el vector pCM190 vacio y los 3
vectores pCM-PPZ1, cultivadas y tratadas igual que en la Figura 3A. Las placas fueron incubadas a

28°C y las imégenes fueron captadas a los 6 dias.

6.1.5. Escrutinio de genes supresores del defecto de crecimiento de la

cepa MLMO0O4

Tras los resultados obtenidos con la cepa MLMO04, pensamos que ésta seria mucho mas

apropiada que los vectores pCM para llevar a cabo un escrutinio de genes supresores, por

tres motivos: i) al tratarse de una integracién cromosomica del promotor, el sistema de
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expresion tiene mayor estabilidad, ii) la expresion cromosémica de Ppz1 asegura 1 sola
copia del gen, mientras que con los vectores puede haber una variacion del nimero de
copias v iii) empleando esta cepa, podemos evitar cotransformar para realizar el screen.
Este escrutinio se realiz6 en placas que contenian un 0,25 y un 0,5% de glucosa, es decir,
en condiciones en las que el crecimiento de MLMO4 se ve ya perceptiblemente afectado.
Conseguimos aislar 8 clones capaces de mejorar el crecimiento de la cepa MLMO04 en
condiciones de sobreexpresion. El fragmento del genoma presente en cada clon se
muestra en la Figura 8. Se construyeron 12 vectores clonando algunos de los genes
presentes en los clones considerados positivos, y se analiz6 su capacidad atenuante de la
toxicidad de Ppzl. Del total de construcciones, nueve fueron capaces de mejorar el
crecimiento de la cepa MLMO04 en condiciones de 0,25% glucosa (Figura 9A y Tabla 2).
Curiosamente, el clon 24.1.43 contenia dos genes supresores: RPS15y RPP2A. Dado que
en el escrutinio previo obtuvimos como resultado Unicamente genes involucrados en la
expresion de Ppzl, en este quisimos verificar de inmediato si los supresores afectaban la
expresion de Ppz1. Como muestra la Figura 9B, la sobreexpresion de estos genes no causo
ningun defecto en la expresion de Ppz1 a partir del vector episomal pCM190, que contiene
el mismo promotor (tetO7) que la cepa MLMO04, confirmando que su efecto beneficioso
sobre el crecimiento podria deberse a una neutralizacion parcial de la toxicidad causada

por la sobreexpresion de Ppzl.

Desde un punto de vista funcional, dos de los genes supresores estan relacionados con el
proceso de esporulacion (SPO20 y SWM1), otros dos con la biogénesis de ribosomas
(DOT6 y NOC2), y los cinco restantes codifican proteinas ribosémicas (RPS6A, RPS15,
RPP2A, RPL37A y RPL37B). Todos ellos fueron capaces de mejorar el crecimiento de la
cepa MLMO04 (en mayor o menor medida) en 0,25% de glucosa, siendo NOC2 y SPO20

los méas potentes y DOT6 el peor de los supresores. No obstante, ninguno de ellos fue
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capaz de permitir el crecimiento en galactosa, excepto NOC2, que presentd un
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Figura 8. Resumen de los clones obtenidos en el escrutinio de supresores en multicopia de la
toxicidad de Ppz1. Laregion comprendida entre las lineas discontinuas negras corresponde al segmento
de DNA cromosomico de cada clon. Las lineas azules denotan la zona del inserto clonada en el vector
YEplac195 mediante técnicas de subclonacion. Las lineas naranjas representan la zona amplificada
mediante PCR y clonada en el vector YEplac195. Las lineas continuas y discontinuas corresponden a
los genes analizados y considerados positivos y negativos, respectivamente.
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crecimiento sutil al 6° dia de incubacion (Figura 10A, panel derecho). Estos resultados

sugieren que la sobreexpresion de Ppzl podria tener alguna relacién con el

funcionamiento del ribosoma.
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Figura 9. Caracterizacion de los genes supresores obtenidos en el escrutinio de supresores en
multicopia. A) Las construcciones creadas de novo en YEp195 con todos los genes obtenidos en el
screen se utilizaron para transformar la cepa MLMO4. Estos cultivos se crecieron y se trataron como en
la Figura 3A. Las placas fueron incubadas a 28°C y las imagenes fueron tomadas a los 3 dias. B) Las
cepas BY4741 silvestre y su derivada ppzl fueron cotransformadas con las mismas construcciones de A,
pero en YEp181, y con los vectores pCM190 o pCM190-PPZ1, segln se indica en la figura, y crecidas
como se detalla en Materiales y Métodos. Se prepararon extractos de proteinas 6 horas después de retirar
la doxiciclina. Las muestras fueron sometidas a electroforesis (gel 8% poliacrilamida) y transferidas a
una membrana de PVDF. g denota plasmido YEp195 (panel A) o YEp181 (panel B) vacio.
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Tabla 2. Resumen de los genes identificados en el escrutinio de supresores en multicopia. El
asterisco corresponde a la genoteca YEp24.

Gen Descripcién Funcién

Forma parte del complejo t-SNARE, subunidad especifica
SPO20* |de meiosis. Necesaria para la formacion de la membrana
de la pro-espora durante la fase de esporulacion.

Meiosis
Esporulacion

Forma parte del anaphase-promoting complex (APC).

SwM1 Regula la transicién metafase-anafase y la salida de Ciclo celular
mitosis. Necesaria para la maduracion de la paredde la | Esporulacion
espora.

DOT6 Biogénesis ribosémica
Forma parte de complejos nucleolares. Involucrada en el |Biogénesis del
No transporte intranuclear de precursores ribosémicos. Se ribosoma

asocia con pre-rRNA.

Componente de la subunidad ribosémica pequena (40S).

RE6A Gen ortdlogo de la proteina ribosomica S6 de mamiferos.

Componente de la subunidad ribosémica pequena (40S).
RPS15% |Gen ortdlogo de la proteina ribosdmica S15 de
mamiferos.

Componente del tallo del ribosoma. Involucrada en la Proteinas
interaccion entre factores traduccionales de elongaciony | ribosémicas
el ribosoma. Fracciones libres de P2a estimulan la
fosforilacion de elF2a mediante Gen?2.

Componente de la subunidad ribosémica grande (60S).
RPL37A |Gen ortdlogo de la proteina ribosémica L37 de
mamiferos.

RPL37B* |Gen paralogo de RPL37A.

RPPZA*

Para identificar el posible efecto aditivo al sobreexpresar dos de los supresores a la vez,
la cepa MLMO4 fue transformada con cada combinacion posible de genes supresores, uno
clonado en el vector YEplac195 (marcador URA3) y el otro en el vector YEplac181
(marcador LEU2). Estudiamos la posible aditividad en dos condiciones: i) 0,25% glucosa
y ii) 2% galactosa; la segunda (a juzgar por los resultados mostrados en la Figura 9A)
mas restrictiva que la primera. En presencia de glucosa al 0,25%, el efecto mas fuerte se
observad cuando se sobreexpresdo SWM1 junto con DOT6, RPS6A o RPL37A (Figura 10A).
Una interaccion genetica algo menos fuerte se dio entre RPS15 y el resto de los genes que
codifican proteinas ribosomicas. No se observo aditividad entre genes pertenecientes al
mismo grupo funcional: ni entre SPO20 y SWML1, ni entre DOT6 y NOC2 (de hecho,

ningun supresor mejoré el rendimiento dado por NOC2). En presencia de galactosa al 2%,
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Figura 10. Ensayos de crecimiento para estudiar la posible aditividad entre genes supresores. A) Se
transformé la cepa MLMO4 con las construcciones mencionadas en la imagen. Estos cultivos se crecieron
y se trataron como en la Figura 3A, excepto que el medio utilizado fue SC-URA-LEU. Las placas fueron
incubadas a 28°C durante 6 dias antes de tomar las fotografias. B) Red que muestra las interacciones
genéticas observadas entre los genes supresores en cada condicién (0,25% Glu y 2% Gal). Los datos
empleados han sido extraidos de las Tablas 3y 4. Los nodos estan coloreados segun sus funciones, descritas
en la Tabla 2. Las lineas de unidn estan coloreadas segun la intensidad de la mejora de crecimiento
producida respecto al supresor mas efectivo de ese par, siendo la azul la mas baja y la roja, la més alta.

no se observo interaccion alguna entre proteinas ribosomicas. La coexpresion de NOC2
junto con RPS6A, RPP2A y RPL37A, asi como con SPO20 y SWM1, resulté aditiva
(Figura 10B y Tablas 3y 4). De la misma manera que en la condicion de glucosa al 0,25%,
en 2% de galactosa no se observé aditividad entre genes de la misma categoria funcional:

ni entre SPO20 y SWML, ni entre DOT6 y NOC2. Es interesante resaltar que la mayoria
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de las interacciones positivas se dan entre genes que pertenecen a categorias funcionales

distintas (Figura 10B y Tablas 3y 4).

Tabla 3. Valores de crecimiento de la cepa MLMO04 sobreexpresando combinaciones de genes
supresores en medio sintético con 0,25% de glucosa. Los valores van de 0 (crecimiento nulo) a 5 (el
crecimiento de la cepa MLMO04 sobreexpresando Hal3).

YEp181
@ HAL3 | DOT6 | RPS6A | sPo20 | RPS15 | swmi | RPP2A | RPL37A
@ 0
HAL3 5
DOT6 2 4,5
alRPseA| 3 4,5 3
alspozo| 4 45 4 4,5
S| RPSI5| 3 4,5 3 3,5 45
swMmi| 3 4,5 4 4 4 3
RPP2A| 3,5 4,5 4 4 3,5 4 4
RPL37A| 3 5 3 3 45 3,5 4 3,5
NOC2 | 4 5 4 4 4 4 4 4 4

Tabla 4. Valores de crecimiento de la cepa MLMO04 sobreexpresando combinaciones de genes
supresores supresores en medio sintético con 2% de galactosa. Los valores van de O (crecimiento nulo)
a 5 (el crecimiento de la cepa MLMO04 sobreexpresando Hal3).

YEp181
7] HAL3 | DOT6 | RPS6A | SPO20 | RPS15 | SwM1 | RPP2A | RPL37A
2 0
HAL3 5
DOT6 0 5
& | RPS6A 0 5 0
2l srPo20| o 5 1 4,5
SlRreSi5| 0 5 0 0 2
SWM1 0 4,5 2,5 2,5 0 0
RPP2A| 0 5 0 0 0 0 0
RPL37A| 0 5 0 0 4 0 0 0
NOC2 2 5 2 3 3,5 2 3,5 2,5 2,5

6.1.6. El exceso de Ppzl tiene un impacto en el perfil polisbmico

Las proteinas Dot6 y Noc2 estan relacionadas con la maduracion del RNA ribosémico
(rRNA). Este proceso esta vinculado con la biogénesis del ribosoma y su trasiego
nucleocitoplasmatico, por lo que decidimos monitorizar el transporte de las particulas
pre-ribosdmicas desde el nucleo hacia el citosol empleando dos proteinas ribosomicas
etiquetadas con un fluorocromo. Utilizamos Rps3-yEGFP (subunidad pequefia) y Rpl25-
YEGFP (subunidad grande) porque es conocida la incorporacion temprana de ambas al

pre-ribosoma. Como marcador nucleolar, que es donde se inicia la formacion del pre-
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ribosoma, se emple6 mRFP-Nopl. La localizacion subcelular de estas proteinas en una
cepa silvestre fue generalmente citosolica, y no se observo colocalizacion con el nucleolo
(Figura 11). No se observaron diferencias con la cepa silvestre ni en el caso de

sobreexpresar Ppz1 durante 28 h (cepa MLMO4) ni en el caso de carecer de Ppzl (cepa

40S 60S
Rpl25-yEGFP mRFP-Nop1

Rps3-yEGFP mRFP-Nop1

MLMO04

ppz1

Figura 11. El exceso de Ppzl no produce un defecto en el trasiego nucleocitoplasmatico del
ribosoma. Las cepas BY4741 silvestre, y sus derivadas MLMO04 y ppz1 fueron transformadas con los
vectores mencionados y se crecieron como se describe en la seccién 4.11. Se tomaron las imagenes 28 h
después de retirar la doxiciclina. La proteina de fusién Rps3-yEGFP muestra la localizacién de la
subunidad ribosémica pequefia, Rpl25-yEGFP muestra la localizacion de la subunidad ribosémica grande
y mRFP-Nop1 marca la localizacion del nucleolo. La barra blanca de escala corresponde a 10 pm.

ppzl). Llegados a este punto, los resultados apuntan a que el exceso de Ppz1 no afecta el

trasiego nucleocitoplasmatico de las particulas pre-ribosémicas.

El siguiente paso fue investigar si la sobreexpresién de Ppzl tiene un impacto en el
proceso de traduccion de proteinas. Para ello, analizamos y comparamos el perfil
polisémico de la cepa MLMO04 creciendo sin doxiciclina durante 28 h (como en el caso
del trasiego nucleocitoplasmatico) con el perfil de la cepa silvestre creciendo en las
mismas condiciones. Como se muestra en la Figura 12A, la cepa MLMO04 presentd una
clara reduccion del contenido polisomico comparado con la cepa silvestre (WT),

disminuyendo asi la razon polisoma/monosoma desde 1,5 en la cepa silvestre hasta un

110




1,1 en la cepa MLMO4. Este resultado es compatible con un defecto moderado en el inicio
de la traduccion derivado de la sobreexpresion de Ppzl. Esta misma reduccion del
contenido polisomico se observd cuando se empled el vector episomal pCM190-PPZ1

(no se muestra), apuntando a que el exceso de Ppz1 es perjudicial para el correcto inicio
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Figura 12. Ppzl se asocia con fracciones ribosémicas y su sobreexpresién provoca una caida de la
cantidad de polisomas. A) Perfiles normalizados de los diferentes componentes ribosomicos de las cepas
BY4741 y MLMO04 albergando un plasmido vacio y de células MLMO4 con el vector YEp195-HAL3. Los
cultivos se crecieron y las muestras se prepararon como se describe en Materiales y Métodos. Los valores
corresponden a la razon polisoma/monosoma (P/M) calculada a partir de tres experimentos (media £ SEM).
B) La cepa silvestre albergando un plasmido pCM190 se cultivo, se prepararon los extractos y se
sometieron a electroforesis. La Ppz1 enddgena (en este caso no hay sobreexpresion) se detecté mediante
inmunoblot. Se incluyen extractos totales de la cepa BY4741 y del mutante simple ppzl como referencia.
Se inmunodetectaron también las proteinas Rps8 y Rpl14 como marcadores de las subunidades ribosémicas
40S y 60S, respectivamente. C) Las fracciones indicadas de la muestra a la derecha del panel A (MLMO04
+ YEp195-HAL3) se sometieron a electroforesis y fueron transferidas a membranas y ensayadas con los
anticuerpos anti-Ppz1 y anti-Hal3. Se incluyen extractos totales de la cepa BY4741 y del mutante hal3
como control.
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de la traduccion. Para comprobar la implicacion directa de la actividad fosfatasa de Ppz1,
se transformo la cepa MLMO4 con el plasmido YEp195-HAL3, que contiene el gen que
codifica el inhibidor de Ppz1 en elevado numero de copias. La sobreexpresion de Hal3
normalizo el patron del perfil polisdmico de la cepa MLMO4 hasta convertirlo en el perfil
de la cepa silvestre (Figura 12A), confirmando asi el papel de la fosfatasa Ppz1 en este

defecto.

Se recogieron fracciones de los gradientes de la cepa silvestre, y de la cepa MLMO04 (en
condiciones de sobreexpresion de Ppzl) portando el plasmido YEp195-HALZ3. Se realizd
una extraccion de proteinas y se estudio la presencia de Ppzl y Hal3 en las diferentes
fracciones mediante western blot. Como se puede observar en la Figura 12B, la cepa
BY4741, que albergaba un plasmido vacio, presenta Ppzl en numerosas fracciones
polisdbmicas. La presencia de Ppzl se detectd también en todas las fracciones que
contienen particulas ribosémicas en células BY4741 transformadas con pCM190-PPZ1
en condiciones de sobreexpresion (no se muestra). En la Figura 12C se muestra la
distribucion de Ppzl en las diferentes fracciones polisémicas en el caso de una cepa
MLMO04 sobreexpresando Hal3. En esta figura también se aprecia que el patrén de Hal3
y Ppz1 son muy distintos, ya que Hal3 aparece fundamentalmente en las fracciones 1-3,
que corresponden a las fracciones libres de ribosomas. Esta distribucion diferencial de
Ppz1y Hal3 sugiere que la Ppz1 asociada al ribosoma no estaria siendo inhibida por Hal3
y, por tanto, estaria exhibiendo su actividad fosfatasa. Por lo tanto, la sobreexpresion de
Hal3 no evita la presencia de Ppzl en los ribosomas, pero parece que favorece la
acumulacioén de Ppzl en las fracciones no polisomicas (comparado con la cepa silvestre

en la Figura 12B).
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6.1.7. La hiperfosforilacion de elF2a en células que sobreexpresan Ppzl
necesita Gen2

La regulacion del inicio de la traduccién depende principalmente de dos vias: i) la
regeneracion del elF2 unido a GTP, impedida por la fosforilacion de elF2a en el residuo
Ser51 y ii) el secuestro del factor elFAE (necesario para el inicio) por parte de las proteinas
de union a elF4E (en adelante 4E-BP). En levadura, la quinasa no esencial Gen2 es la
unica descrita encargada de fosforilar la Ser51 de elF2a, mientras que las proteinas no
esenciales Eapl y Caf20 son las Unicas 4E-BP conocidas. Diego Velazquez habia
demostrado recientemente en nuestro laboratorio que el exceso de Ppzl provoca una
hiperfosforilaciéon en elF2a, por lo que nos propusimos monitorizar en estas
circunstancias el estado de fosforilacion de elF2a en ausencia de Gen2, empleando un
anticuerpo fosfoespecifico para el residuo Ser51. Como se muestra en la Figura 13A, al
sobreexpresar Ppz1 en una cepa silvestre se observo una fuerte fosforilacion en elF2a,
resultado consistente con los datos previos. La delecién de GCN2 eliminé completamente
la fosforilacion de elF2a, apoyando su rol de quinasa unica de elF2a. Por tanto, podemos
concluir que la sobreexpresion de Ppzl causa una fosforilacion de elF2a de manera

dependiente de Gen2.

Llegados a este punto, nos preguntamos si la fosforilaciéon de elF2a podria explicar el
defecto de crecimiento derivado del exceso de Ppzl. En primera instancia, se
sobreexpreso la fosfatasa a partir del vector pYES2-PPZ1, sin que se observara ninguna
mejora de crecimiento debida a la carencia de GCN2 (Figura 13B). A continuacion,
recurrimos al set de tres vectores derivados de pCM para sobreexpresar Ppz1. Como se
observaen la Figura 14A, en todos los casos, se observé una mejora de crecimiento debida
a la delecion de GCN2, dando a entender que la fosforilacion de elF2a, en estas

condiciones, contribuye -aunque parcialmente- al defecto de crecimiento. Como se

113



A)

pYES2-PPZ1 pYES2
WT gcen2 WT gen2
kDa O 44 »» © © 4 w» © O © O o Tiempo de induccidn (h)

®7 "rTY ¢ c|F2a-P
40— o _— -~ v o . 4 - Ponceau
b ed & & ] -
B)
1,6
= WT g
, o |+ WTPPZI
, —o0—-gcn2 @

§ ——gcn2 PPZ1
N 0.8
@)

0,4

0,0 AN AAAAAAAAALAAKXNL

0 4 8 12 16 20 24 28

Figura 13. La fosforilacion de elF20 depende de Gen2. A) Las cepas BY4741 (WT) y gen2 fueron
transformadas con los vectores pYES2 y pYES2-PPZ1 y se crecieron segun lo especificado en Materiales
y Métodos. Se prepararon extractos de proteinas que se resolvieron por SDS-PAGE (gel 10%
poliacrilamida) y se transfirieron a una membrana de PVDF. Esta se ensay6 con los anticuerpos anti-Ppz1
y anti-elF2a-P. B) Las cepas transformadas en el panel A se emplearon para realizar una curva de
crecimiento en medio SC-URA conteniendo rafinosa y 2% de Galactosa. Los datos representados
corresponden al promedio de 3 cultivos independientes y las barras de error corresponden a la SEM. g se
refiere a pYES2 vacio.

muestra en la Figura 14B, la mejora observada por la delecién de GCN2 no se debid a un
defecto en la expresion de Ppzl, ya que el andlisis por inmunoblot de los niveles de la
fosfatasa no permitio observar diferencias entre la cepa silvestre y la defectiva en la
quinasa.
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Figura 14. La falta de GCN2 mejora el crecimiento de células que sobreexpresan Ppzl. A) Las
cepas BY4741 (WT) y gen2 fueron transformadas con los vectores indicados. Los cultivos se trataron
como en la Figura 3A. Las placas fueron incubadas a 28°C y las imagenes fueron obtenidas a los 6 dias.
B) Las cepas BY4741 y gcn2 se transformaron con el vector pCM190 vacio y pCM190-PPZ1 y se
crecieron como esta descrito en Materiales y Métodos. Se colectaron las muestras tras 8 horas sin
doxiciclina y se realiz6 una extraccién de proteinas. Las diferentes muestras (25 pg de proteina total)
se sometieron a electroforesis (gel 8% poliacrilamida) y se transfirieron a una membrana de PVDF que
se incubo con el anticuerpo anti-Ppzl. 1y 2 se refieren a dos clones independientes.

De la misma manera, nos preguntamos si las deleciones de los genes que codifican las
4E-BP, responsables de la otra via de regulacion de la traduccién, podrian mejorar el
crecimiento de células que sobreexpresan Ppzl. En la Figura 15 se observa que ni las
mutaciones simples (eapl y caf20) ni la doble mutacién son capaces de mejorar el
crecimiento de la cepa silvestre cuando se sobreexpresa Ppzl a partir de construcciones

derivadas de vectores pCM (de hecho, la mutacion de EAP1 agrava el defecto en el
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crecimiento). Todos estos resultados sugieren que el exceso de Ppzl afecta la

fosforilacion de elF2a, pero no parece afectar la interaccion entre elFAE y Eapl/Caf20.

caf20
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pCM190
pCM188-PPZ1
pCM189-PPZ1
pCM190-PPZ1

pCM190
pCM188-PPZ1
pCM189-PPZ1
pCM190-PPZ1

pCM190
pCM188-PPZ1
pCM189-PPZ1
pCM190-PPZ1

pCM190
pCM188-PPZ1
pCM189-PPZ1
pCM190-PPZ1

-DOX

2 2 0,5

| Glucosa (%)

Figura 15. Efecto de la delecién de los genes que codifican 4E-BP en el crecimiento de las células
que sobreexpresan Ppzl. Las cepas BY4742 y sus derivadas caf20 (Y17334), eapl (Y17036) y la
doble mutante caf20 eapl (GP6967) fueron transformadas con el plasmido pCM190 vacio y el set de
vectores pCM-PPZ1. Los cultivos fueron tratados como en la Figura 3A. Las placas fueron incubadas
a 28°C durante 3 dias.
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6.2. La region N-terminal de Ppz1l es determinante para su toxicidad
En este capitulo vamos a detallar los resultados obtenidos en relacion con la toxicidad de
las fosfatasas Ppz2 y Glc7, comparadas con Ppzl y con versiones hibridas de Ppzl y
Ppz2.

6.2.1. Laregion N-terminal de las fosfatasas Ppz es importante para la
toxicidad

Las fosfatasas Ppz pertenecen a la familia de fosfatasas PPP, cuyo representante principal
en levadura es Glc7 (Figura 16). Dado que la actividad fosfatasa de Ppz1l es necesaria
para su toxicidad (Calafi et al., 2020), y teniendo en cuenta la estrecha relacion entre los
dominios cataliticos de Ppzl y Ppz2, y la poca similitud entre sus segmentos N-
terminales, nos preguntamos si la sobreexpresion de Ppz2 tendria el mismo efecto
fenotipico en la célula. Para dar respuesta a ello, empleamos dos vectores episomales que
contienen PPZ2 bajo el control: i) de su propio promotor (YEp352-PPZ2) y ii) del
promotor tetO7, regulable por doxiciclina (pCM190-PPZ2). Ademas, construimos
versiones de las dos fosfatasas en el vector pPCM190 que contenian un epitopo HA en su
extremo C-terminal. Como podemos observar e n la Figura 17A, la expresion de Ppz2 no

afecto el crecimiento, independientemente de la construccién empleada y de la presencia

Construccion Region N-terminal Dominio catalitico Tamafio (aa)

Figura 16. Esquema de la estructura de Ppzl, Ppz2, las proteinas hibridas Ppz y Glc7. Ppz1:2 esta
compuesto por el N-terminal de Ppz1 y el dominio catalitico de Ppz2. Ppz2:1 se refiere al constructo
contrario. El tamafio de las proteinas nativas y de las quimeras se indica en la columna de la derecha y
no tiene en cuenta la etiqueta HA que puedan tener algunas proteinas.
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Figura 17. Analisis del crecimiento de las células que sobreexpresan las proteinas Ppz1, Ppz2, Ppz1:2
y Ppz2:1. A) La cepa BY4741 fue transformada con los vectores indicados. Los cultivos se crecieron
segun se detalla en Materiales y Métodos y fueron tratados como en la Figura 3A. Todos los cultivos se
depositaron en la misma placa. Los nimeros entre paréntesis indican los clones especificos empleados en
el ensayo. Las imagenes fueron capturadas tras 2 dias de crecimiento. B) Las células BY4741
transformadas con los vectores derivados de pCM190 usados en el panel A se crecieron en medio liquido
como se detalla en Materiales y Métodos, y la ODeggo fue medida cada 30 minutos. Los datos se presentan
como promedio = SEM de al menos tres experimentos hechos por triplicado. Para los paneles By C, los
clones empleados fueron: Ppzl (5), Ppz2 (1), Ppz1:2 (1) y Ppz2:1 (5). C) Se colectaron cultivos de células
albergando las construcciones indicadas y se prepararon extractos de proteinas como se detalla en
Materiales y Métodos. Las muestras se sometieron a electroforesis (gel 8% poliacrilamida) y las proteinas
se transfirieron a la membrana. g denota el plasmido pCM190 vacio.

de la etiqueta HA en su extremo C-terminal. Este comportamiento se demostrd también

cuando las versiones etiquetadas crecieron en cultivo liquido (Figura 17B), donde las
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células que expresan Ppz2 crecieron de manera bastante similar a las que albergaban un

plasmido vacio.

Al inmunodetectar los niveles de Ppzl y Ppz2 etiquetados con HA, observamos que los
niveles de Ppz2-HA son claramente inferiores a los de Ppz1-HA (Figura 17C). Nos
preguntamos si estos niveles de expresion de Ppz2 serian suficientes para llevar a cabo
las funciones bioldgicas propias de este enzima. Para ello, transformamos la cepa ppzl
ppz2, sensible a 37°C, con las distintas construcciones de PPZ2. En la Figura 18 se aprecia
como, independientemente de la presencia de la etiqueta, las tres construcciones
portadoras de PPZ2 normalizaron la tolerancia a una temperatura elevada, indicando que

la proteina es funcional.

+DOX -DOX

pCM190 o
pCM190-PPZ1
YEp352-PPZ2
pCM190-PPZ2

PPZ1-HA (5)

PPZ2-HA (1)
PPZ2-HA (2)
PPZ1:2-HA (1)
PPZ1:2-HA (2)
PPZ2:1-HA (5)
PPZ2:1-HA (11)

pCM190-

28°C 37°C

Figura 18. La expresion de Ppz2 y Ppz2:1 rescata el crecimiento del doble mutante termosensible
ppzl ppz2. La cepa ppzl ppz2 (AGS19) fue transformada con los vectores indicados. Los cultivos se
trataron como en la Figura 3A 'y las placas se incubaron durante 2 dias a las temperaturas indicadas.
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Con la idea de estudiar qué zonas de las fosfatasas Ppz son importantes para esta
toxicidad, creamos dos versiones hibridas etiquetadas también en el extremo C-terminal
(Figura 16). La primera (Ppz1:2) esta compuesta por la region N-terminal de Ppz1 seguida
por el dominio catalitico de Ppz2. En la segunda (Ppz2:1), el segmento N-terminal de
Ppz2 precede al dominio catalitico de Ppz1. Sorprendentemente, mientras la expresion de
Ppz2:1 no afectd el crecimiento, la de Ppzl:2 bloqued el crecimiento a niveles
comparables a Ppzl (Figuras 17A y 17B). Cuando monitorizamos la expresion de las
versiones hibridas, observamos que en ningun caso alcanzan el nivel de Ppzl, pero
mientras que la expresion de Ppz2:1 fue muy baja, la de Ppz1:2 fue similar a la de Ppz2
(Figura 17C). Este resultado manifiesta que la expresion de Ppz1:2 es toxica incluso con
niveles notablemente inferiores a los de Ppz1, y mucho mas parecidos a los de Ppz2. Pese
a los bajos niveles de expresion observados para Ppz2:1, cabe destacar que Ppz2:1
normalizo la tolerancia a la temperatura elevada de la cepa ppzl ppz2, confirmando la
funcionalidad de la proteina (Figura 18). Esta cepa, ademas de ser termosensible, presenta
una elevada tolerancia a iones de litio, y es hipersensible a cafeina, fenotipos ya visibles

en un mutante simple ppzl1 (Figura 19). La expresion de PPZ2 a partir del vector YEp352

ppz2
pCM190-PPZ2-HA

pCM190-PPZ2:1-HA
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Figura 19. Efecto de la expresion de Ppz2 y Ppz2:1 en los fenotipos de tolerancia a litio y de
sensibilidad a cafeina que presentan los mutantes ppz. La cepa silvestre BY4741 (WT) y sus derivadas
ppzl y ppzl ppz2 (AGS19) fueron transformadas con los plasmidos indicados, tratadas como en la Figura
3A y sembradas sobre placas SC-URA, con 2% glucosa, conteniendo las cantidades de LiCl y de cafeina
indicadas en cada caso. Las imagenes fueron capturadas tras 3 dias de incubacidn. Se usaron los siguientes
clones: Ppz2 (1) y Ppz2:1 (5).
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fue capaz de normalizar la tolerancia a litio y cafeina del doble mutante ppzl ppz2. Por
otro lado, las versiones etiquetadas fueron igual de eficaces que la PPZ2 nativa (YEp352-
PPZ2) en normalizar la tolerancia a cafeina, mientras que fueron incapaces de hacerlo en
presencia de litio, donde solo se aprecio un efecto sutil.

6.2.2. Evaluacién de la toxicidad de Glc7 en relacidon con la de las
fosfatasas Ppz

Como se describe en la Introduccidn, ha sido descrito que el exceso de Glc7 es toxico
para las células. Nosotros quisimos comparar los efectos de la expresion de Glc7, Ppzly
Ppz2 a partir del mismo vector pCM190. En el laboratorio disponiamos de una version
en la que Glc7 estaba etiquetada con un epitopo HA en el extremo N-terminal, por lo que
pensamos crear versiones de Ppzl y Ppz2 etiquetadas en el N-terminal para mejor
comparacion. Sin embargo, ambas Ppz disponen de una secuencia consenso de
miristilacion, por lo que afadir cualquier polipéptido en el N-terminal disrumpiria la
modificacion postraduccional. Como se describe en el siguiente capitulo (véase Figura
22A), la expresion de una versidn no miristilable de Ppz1 presenta una ligera pérdida de
toxicidad respecto a la version nativa. Ya que la sobreexpresion de Ppz2, como hemos
observado en el apartado anterior, no es tdxica practicamente, creemos que la posible
pérdida de miristilacion no deberia afectar de manera perceptible a la toxicidad de la
fosfatasa. Por ello, decidimos crear solo una nueva version de Ppz2 con una etiqueta en
su N-terminal. Como mostramos en la Figura 20A, la sobreexpresion de HA-Ppz2 no tuvo
ningun efecto en el crecimiento de las células, ni en glucosa ni en galactosa. La expresion
de HA-GIc7 redujo el crecimiento en glucosa, aunque no llegé a los niveles de toxicidad
de Ppz1, e impidi6 por completo el crecimiento en presencia de galactosa. Se obtuvieron
resultados similares cuando estas cepas se emplearon en cultivos liquidos en presencia de

glucosa (Figura 20B). Para comparar los niveles de proteina de ambas versiones de Ppz2
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Figura 20. Efecto sobre el crecimiento de la expresion de las versiones de Glc7 y Ppz2 etiquetadas en
el extremo N-terminal. A) La cepa BY4741 fue transformada con las construcciones indicadas, tratada
como en la Figura 3A y sembrada sobre placas SC-URA conteniendo glucosa o galactosa al 2%. Todos los
cultivos fueron sembrados en la misma placa. Las imagenes fueron tomadas tras 3 dias de incubacion. Los
nameros entre paréntesis se refieren al clon empleado. PPZ1 se refiere a la Ppz1 nativa sin etiqueta. B)
Células BY4741 fueron transformadas con las construcciones indicadas y procesadas como en la Figura
17B. Los datos representan el promedio + SEM de 4-6 cultivos independientes. C) Se recogieron los
cultivos de células BY 4741 transformadas con los vectores indicados (en el caso de Glc7 y Ppz2, se empled
el clon 1) y se realizé la extraccion de proteinas como se detalla en Materiales y Métodos. Las muestras
fueron sometidas a SDS-PAGE (gel 10% poliacrilamida). Las proteinas se transfirieron a la membrana y
fueron inmunodetectadas usando anticuerpos anti-HA. Se emple6 una muestra de Ppzl-HA como
referencia, tratada se manera idéntica. El asterisco indica una banda inespecifica reconocida por nuestro
anticuerpo. D) Los vectores indicados se usaron para transformar las cepas BY4741 y sus derivadas ppz1,
slt2 y ppz1 ppz2 (AGS19). Los cultivos fueron tratados como en la Figura 3A y sembrados en placas SC-
URA, incubadas a las temperaturas indicadas durante 3 dias. pCM es pCM190. YEp se refiere a YEp352.

y Glc7 con Ppzl, empleamos la versién Ppz1-HA. Como se muestra en la Figura 20C,

observamos niveles inferiores de HA-GIc7 respecto a Ppz1-HA, ambas expresadas desde
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el vector pCM190. Por el contrario, los niveles de Glc7 y Ppz2 etiquetados en el N-

terminal fueron comparables.

Como se aprecia en la Figura 20D, la expresion de la version etiquetada HA-Ppz2 rescato
el crecimiento del doble mutante ppzl ppz2 a 37°C a niveles de la cepa silvestre (estas
células crecen mejor que el mutante simple ppz1l). Ademas, la expresion de HA-Ppz2
también fue capaz de permitir el crecimiento de la cepa slt2, mutante termosensible por
su defecto en la construccion de pared celular, a 37°C. Por tanto, los resultados indican
que la version etiquetada HA-Ppz2 es capaz de llevar a cabo las funciones de la Ppz2

nativa.

6.2.3. Analisis comparativo de las extensiones N-terminal de Ppz1 y Ppz2

Dada la diferencia tan dréastica en el efecto de la sobreexpresion de Ppzl y el hibrido
Ppz1:2 en comparacion con Ppz2, nos hemos centrado en las diferencias estructurales de
las regiones N-terminales de ambas fosfatasas. Los fragmentos intercambiados tenian una
longitud de 349 (N-Ppzl) y 383 (N-Ppz2) residuos (Figura 16 y Figura Al, en seccion
10). El estudio de la composicion aminoacidica de estas regiones (Figura 21A) reveld en
ambos casos un gran nimero de serinas (26,1% en N-Ppzly 22,7% en N-Ppz2), que
representa una presencia de 2 a 3 veces mayor que la media del proteoma de levadura,
una prevalencia de residuos basicos, sobre todo argininas (12% Lys+Arg en N-Ppzly
14,1% en N-Ppz2), y una relativa escasez de residuos acidos (principalmente glutamato).
Todo ello resulta en un pl elevado (9,44 para N-Ppzl y 10,28 para N-Ppz2). Se
compararon también las secuencias de ambas proteinas empleando el software IUPred2A
en busca de regiones desordenadas, y se obtuvieron perfiles similares (Figura 21B): los
dominios C-terminales estaban fuertemente estructurados, mientras que la extension N-

terminal de ambas proteinas mostraban los rasgos tipicos de una region intrinsecamente
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Figura 21. Analisis bioinformético de las secuencias de Ppzl y Ppz2. A) Composicion de
aminodcidos de las regiones N-terminales de Ppz1 (349 residuos) y de Ppz2 (383 residuos), comparadas
con la composicién promedio del proteoma de levadura. B) Prediccién de los IDR segun el software
IUPred2A. Nétese que en los paneles B y C la secuencia de Ppz1 ha sido desplazada 35 residuos para
alinear los perfiles de los dominios cataliticos de ambas fosfatasas. C) Prediccion de las regiones
desordenadas con capacidad de unién segin el software ANCHOR2. El umbral de 0,5 (linea
discontinua) corresponde a una prediccion de falsos positivos del 5% en IDR.
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desestructurada con practicamente toda la mitad N-terminal de las proteinas por encima
de la puntuacién de 0,5 (umbral estandar). Por lo tanto, al menos con lo visto hasta ahora,
podemos decir que ambas regiones comparten caracteristicas similares. Sin embargo,
cuando se buscaron regiones capaces de adoptar una estructura tras interaccionar con otra
proteina (este proceso se conoce como folding upon binding) usando el algoritmo
ANCHOR?2 (Figura 21C), el perfil entre ambas proteinas fue algo distinto, mostrando
cuatro regiones en Ppz1 entre los residuos 50 y 225 con un valor por debajo de 0,5 (umbral

estandar) que no fueron detectadas en Ppz2.
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6.3. La relacidn entre la sobreexpresion de Ppzl y la homeostasis de
cationes monovalentes

Resultados previos obtenidos en el laboratorio apuntaban a una posible vinculacion de
Ppzl con la via HOG, de respuesta a estrés osmatico. La proteina Hogl es la MAPK de
la ruta HOG y se encarga de regular mediante fosforilacion otras proteinas para dar una
respuesta a una situacion de estrés. En el laboratorio, se realiz6 un ensayo de
fosfoprotedmica en el que se compard una cepa que sobreexpresa Ppz1 contra la cepa
silvestre. Entre muchos otros resultados, se observo un aumento en la fosforilacion de
Hogl al sobreexpresar Ppzl (Velazquez et al., 2020). Después de obtener este resultado,
nos propusimos estudiar la posible implicacion de la via HOG en la toxicidad de Ppz1.
Para ello, seleccionamos una bateria de mutantes relacionados con la proteina Hogl y
estudiamos su comportamiento ante la sobreexpresién de la Ppzl nativa y de dos
versiones de ésta: G2A y R451L. La mutacion G2A impide la adicion de un grupo
miristilo (miristilacion) a la proteina, necesario para la localizacion de la proteina en la
periferia celular (Lee et al., 2019). La mutacion R451L reduce drasticamente la actividad
fosfatasa y se ha demostrado recientemente en el laboratorio que la version R451L es

mucho menos toxica que la nativa (Calafi et al., 2020).

6.3.1. La mutacion G2A en Ppz1 atenua la toxicidad dependiendo de la
disponibilidad de K*

Ppz1 se puede miristilar in vivo en su Gly2. Debido a la importancia que tienen este tipo
de modificaciones postraduccionales en la localizacion -y por tanto funcion- de las
proteinas, nos propusimos investigar si la mutacién alteraba la toxicidad derivada del
exceso de fosfatasa. Para ello, empleamos construcciones que expresaban las proteinas
no etiquetadas desde el vector pPCM190. Como se muestra en la Figura 22A, la expresion

de la version G2A, en la que el residuo Gly2 se sustituye por Ala, permitio un crecimiento
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresion de las versiones nativa, G2A y R451L de Ppzl en
presencia y ausencia de KCI exdgeno. La cepa silvestre fue transformada con los vectores
indicados derivados de pCM190. A) Los cultivos se crecieron y se trataron como en la Figura 3A,
y se depositaron en placas SC-URA con doxiciclina (+DOX) o sin doxiciclina (-DOX)
suplementadas con concentraciones ascendentes de KCI. Las placas se incubaron a 28°C durante 3
dias y se capturaron las imagenes. B) Se cultivaron las cepas como se detalla en Materiales y
Métodos, y se crecieron en medio liquido SC-URA sin (-) y con (+) KCI 50 mM. Los datos
corresponden al promedio + SEM de 4-6 cultivos independientes. C) Las cepas crecieron overnight
en medio SC-URA en presencia de doxiciclina (100 pg/mL). Tras dos lavados, se inocularon 10 mL
de medio SC-URA sin (-) y con (+) KCI 50 mM a ODgo=0,04 y se dejaron crecer durante 16 horas.
Los cultivos se centrifugaron y se realizaron extracciones de proteina como se explica en Materiales
y Métodos. Las muestras fueron sometidas a electroforesis (gel 8% poliacrilamida) y transferidas a
las membranas. La tincién con Ponceau Red se empled como control de carga y transferencia y se
muestra en el panel inferior. g denota el pldsmido pCM190 vacio.
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moderado pero visible, mientras que el crecimiento de las células que expresaban la Ppz1
nativa no fue detectable. El crecimiento de las células portadoras de la version R451L fue
mucho mas potente que el observado con la version G2A. Estos mismos resultados se
obtuvieron también en cultivos liquidos (Figura 22B): una pequefia mejora en el
crecimiento de aquellas células que expresan la version G2A, y una mejora notable en el
caso de R451L. Para descartar cualquier variacion de crecimiento debida a una diferencia
en la expresion de las versiones, se evaluaron mediante inmunoblot los niveles de Ppz1.
La Figura 22C muestra que las dos versiones presentaron niveles de proteina comparables
a la Ppzl nativa. Cabe destacar las bandas de mayor tamafio obtenidas en la version
R451L, que se observaron también en el resto de mutantes analizados en este estudio (ver
mas abajo). Los resultados obtenidos con la variante G2A, gue no se encuentra en la
periferia celular, sugieren que, en su mayor parte, el impacto toxico de Ppz1 no requiere

de su presencia en la membrana.

Se ha descrito que la sobreexpresion de Ppzl esta relacionada con una caida en la
captacion de Rb*, compatible con una inhibicion del transportador Trk1 (Yenush et al.,
2002). Por eso, decidimos estudiar si la adicion de K™ al medio mejoraba el crecimiento
de alguna de las versiones de Ppzl. Como se observa en la Figura 22A, la adicion de K*
a las placas no fue capaz de mejorar el crecimiento de cepas sobreexpresando las
versiones nativa y R451L de Ppz1. Sin embargo, observamos una reduccion notable de
la toxicidad en el caso de la variante G2A, perceptible ya en la placa de KCI 50 mM,
donde alcanz6 un crecimiento comparable al de la version R451L. Realizamos un ensayo
similar en cultivo liquido, afiadiendo KCI 50 mM y los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 22B. En este caso, las células que sobreexpresaban las Ppz1 nativa crecieron
mejor cuando se afiadié KCI al medio. También observamos un alivio de la toxicidad

provocada por la version G2A en estas condiciones. En el caso de la version R451L, la
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adicion de potasio no mejoro ni empeoro el crecimiento. Cabe destacar que al afiadir KCI
a las células que expresaban la Ppz1 nativa, éstas crecieron de manera muy similar a las
células que portaban una version G2A y crecieron sin suplemento de KCI. Por ultimo,
analizamos si la disponibilidad de K* afectaba la expresion de Ppz1. Como se muestra en
la Figura 22C, los niveles de expresion de las tres versiones de Ppzl en un medio
suplementado con KCI fueron similares a los que se obtuvieron sin afiadir KCI. Estos
resultados sugieren que, si bien la falta de K* no parece el principal motivo de la toxicidad

de Ppz1, es posible que juegue algun papel en ésta.

6.3.2. La proteina Hogl es requerida para la toxicidad de Ppz1

La quinasa Hog1l regula por fosforilacion una serie de proteinas diana, entre las cuales se
encuentran factores de transcripcion, en respuesta a estrés osmaético. Como se observa en
la Figura 23A, la mutacion de HOG1 mejor6 marcadamente el crecimiento de las células
portadoras de cualquiera de las tres versiones de Ppz1. La delecién de HOG1 permiti6 un
crecimiento sustancial de las células que sobreexpresaban la version nativa de Ppzl. La
sobreexpresion de la variante G2A resulté menos toxica en el mutante hogl que en la
cepa silvestre. La delecion de HOG1 provoco una pequefia mejora en el crecimiento de
las células portadoras de la versién R451L. Al analizar mediante western blot los niveles
de proteina, la cepa mutante hogl present6 una ligera reduccion tanto en la Ppz1 nativa
como en las dos versiones mutadas respecto a la cepa silvestre (Figura 23B). Si bien la
cantidad de Ppz1 nativa fue menor en el mutante hogl (2,0 contra 1,2), esta disminucién
no result6 estadisticamente significativa. Por ello, creemos que una reduccion tan sutil de
los niveles de Ppzl no seria suficiente para explicar la mejora en el crecimiento que

observamos en el mutante hogl, aunque no podemos descartarlo.
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Una de las proteinas diana de Hogl no implicada directamente en la transcripcion es el

antiportador de Na",K*/H* Nhal, que se encarga de la respuesta temprana al choque
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Figura 23. Efecto de la sobreexpresion de las versiones de Ppzl en las cepas hogl, nhal y hogl
nhal. La cepa silvestre y sus derivadas hogl, nhal (CCP011) y hogl nhal (CCPOQ14) fueron
transformadas con los vectores indicados. A) Los cultivos se crecieron y se trataron como en la Figura
3A. Todos los cultivos se depositaron en la misma placa. Las placas se incubaron a 28°C durante 6 dias
y se capturaron las iméagenes. B) Las cepas fueron crecidas y tratadas como en la Figura 22C, pero sin
afiadir KCI al medio. El panel de la derecha corresponde a una membrana distinta, que comparte la
muestra marcada con un asterisco (*) con el panel de la izquierda para mejor comparacion. La tincion
con Ponceau Red se empled como control de carga y transferencia y se muestra en el panel inferior. Se
empled el software GelAnalyzer para cuantificar la sefial de la banda de Ppzl y la de las dos bandas
solapantes que aparecen en la tincion con Ponceau Red con un peso aproximado de 45 kDa. El niimero

mostrado debajo del panel del Ponceau es la razén entre la sefial de Ppzl y la sefial de las bandas
mencionadas del Ponceau.

osmotico extrayendo cationes sodio y potasio fuera de la célula. Como se observa en la
Figura 23A, en la cepa carente de NHA1 observamos un comportamiento similar al
silvestre para las versiones WT y R451L. No obstante, la delecion de NHA1 redujo
notablemente la toxicidad derivada de la sobreexpresion de la variante G2A. De hecho,
esta version resultd incluso menos tdxica que la version R451L en el fondo nhal. Los

niveles de Ppzl que presentd la cepa nhal fueron algo mayores que los de un silvestre,
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tanto en la Ppz1 nativa (2,0 contra 4,0) como en las versiones mutadas (2,8 contra 4,1 en
G2A'y 2,7 contra 3,3 en R451L) (Figura 23B). Este aumento en los niveles de Ppz1 solo
fue significativo en el caso de la version G2A (p=0,0001). Por tanto, estos resultados
indican un efecto aditivo entre la delecion de NHAL y el cambio G2A de Ppz1, apuntando

a mecanismos subyacentes distintos.

Para investigar una posible dependencia genética entre Hogl y Nhal en el fenotipo
observado, estudiamos la respuesta del doble mutante hogl nhal a la sobreexpresion de
Ppz1. Como se observa en la Figura 23A, en el caso de la Ppz1 nativa, el doble mutante
hogl nhal presenté un comportamiento similar al del mutante hogl. La delecion de
NHA1 adicional sobre la mutacion hogl redujo la toxicidad de la version G2A a niveles
parecidos a los del mutante simple nhal. No se observaron grandes cambios en la cepa
hogl nhal respecto a sus mutantes simples en el caso de la variante R451L. Al
inmunodetectar Ppz1 en el doble mutante hogl nhal, se observaron niveles de Ppz1 algo
menores (pero estadisticamente no significativos) a los de la cepa silvestre (Figura 23B).
Estos resultados sugieren que el efecto que vemos en el mutante hogl es, en gran medida,

independiente de Nhal.

En el laboratorio se obtuvieron resultados en los que la delecion de NHAL mejoraba
notablemente el crecimiento de células que sobreexpresan Ppzl bajo el control del
promotor GAL1-10 (Chunyi Zhang, Tesis Doctoral). Ya que en el caso presentado no
obtuvimos este mismo resultado con el mutante nhal, decidimos utilizar dos
aproximaciones distintas para intentar dar respuesta a esta diferencia: i) emplear vectores
pCM menos potentes para sobreexpresar Ppz1 en el mutante nhal y ii) delecionar NHAL
directamente en la cepa MLMO04. Como se muestra en la Figura 24A, no observamos un
alivio de la toxicidad en el mutante nhal con ninguno de los 3 vectores pCM-PPZ1.

Sorprendentemente, logramos advertir cierto efecto de mejora al delecionar NHA1 en la
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cepa MLMO04, aunque esta mejora solo se observd empleando placas de medio rico
(Figura 24B). Estos resultados sugieren que la presencia de NHAL podria contribuir a la

toxicidad de Ppz1, aunque solo en algunas condiciones.
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Figura 24. Efecto de la delecion de NHA1 bajo distintos niveles de sobreexpresion de Ppz1. Las cepas
BY4741 silvestre y nhal (CCP011) fueron transformadas con el set de vectores pCM-PPZ1 y tratadas como
se especifica en la Figura 3A. Las placas se incubaron a 28°C durante 6 dias antes de capturar las imagenes.
B) Las células de BY4741, MLM04 y MLMO04 nhal (CCP013) se crecieron y se trataron como en la Figura
3A, excepto que se empled el medio SC en lugar de SC-URA. Los cultivos se sembraron en placas de medio
SC (panel superior) o YP (panel inferior) conteniendo las concentraciones de los azlcares sefialados. Las
placas se incubaron a 28°C y a los 3 dias se tomaron las imagenes.

6.3.3. La delecion de PTC1 agrava la toxicidad de las variantes de Ppz1

La actividad de la quinasa Hogl depende de su estado de fosforilacion. La MEK Pbs2 y
las fosfatasas Ptp2, Ptp3 y Ptcl se encargan de activar e inactivar la quinasa en respuesta

al estrés osmatico, respectivamente. La fosfatasa Ptcl, una de las PP2C de S. cerevisiae,
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se encarga de mantener un bajo nivel de fosforilacion basal de Hogl en condiciones
normales (Warmka et al., 2001). Nos preguntamos si la sobreexpresion de Ppz1 junto con
una via HOG mas activa plantearia un escenario mas perjudicial ain para las células. Para
ello, sometimos al mutante ptcl a un exceso de Ppzl nativa y de sus dos versiones
mutadas y examinamos su comportamiento. La sobreexpresion de la Ppz1 nativa provoco
un bloqueo en el crecimiento del mutante simple ptcl, tal y como pasd en una cepa
silvestre (Figura 25A). También observamos un bloqueo del crecimiento en células ptcl

expresando la versién no miristilable G2A. Sorprendentemente, obtuvimos el mismo
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Figura 25. Efecto de la expresion de las variantes mutadas de Ppzl en las cepas ptcl y nbp2. A) La
cepa silvestre BY4741 y sus derivadas ptcl (MAR143) y nbp2 (CCV017) fueron transformadas con los
vectores indicados y tratadas como en la Figura 3A. Las imagenes se capturaron tras 6 dias de incubacion.
B) Las mismas cepas que en el panel A fueron crecidas y tratadas como en la Figura 22C. El panel de la
derecha corresponde a una membrana distinta, que comparte la muestra marcada con un asterisco (*) con
el panel de la izquierda para mejor comparacion. La linea discontinua separa regiones no contiguas de la
misma membrana.
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resultado con la variante R451L, que daria lugar a una fosfatasa no funcional. Ademas,
los niveles de Ppzl nativa, G2A y R451L que presentd el mutante ptcl (Figura 25B)
fueron muy similares a los que obtuvimos en una cepa silvestre, por lo que la falta de
crecimiento observada no se deberia a un posible aumento en la cantidad de Ppzl en la
célula. Estos resultados sugieren que la presencia de Ptc1 podria ser beneficiosa para una
célula con exceso de Ppz1, especialmente en el caso de la version cataliticamente inactiva,

aunque no podemos confirmar si ello es debido o no al papel de Ptcl sobre Hog1l.

Dado que la fosfatasa Ptcl esta involucrada en maultiples procesos celulares (para una
revision, véase Arifio et al., 2011), decidimos llevar a cabo alguna aproximacién mas
focalizada hacia Hogl. Nbp2 es una proteina adaptadora necesaria para la interaccién de
Ptcl y Hogl. Como se muestra en la Figura 25A, la sobreexpresion de la Ppz1 nativa
consiguio bloguear el crecimiento de las células carentes de NBP2. No obstante, la cepa
nbp2 presento un ligero crecimiento sobreexpresando las versiones G2A 'y R451L. Si bien
agravo la toxicidad de estas 2 variantes, los efectos de la delecion de NBP2 no fueron tan
drasticos como los de la mutacion ptcl. En la Figura 25B podemos observar que la
cantidad de proteina Ppz1 en células nbp2 fue comparable a la observada en una cepa
silvestre. Estos resultados no nos ayudan a confirmar ni desmentir la hip6tesis de que la
activacion de Hogl esté involucrada en los mecanismos de toxicidad derivada del exceso
de Ppz1.

6.3.4. Comparacion de la respuesta del mutante hogl con la del mutante
slt2

Por ultimo, quisimos analizar si la implicacion de la via HOG en la toxicidad de Ppzl es
especifica para esta MAPK. Se han descrito crosstalk entre la ruta HOG y algunas rutas
de MAPK, como la de mating o la de la integridad de la pared celular (CWI) (Rodriguez-
Pena et al., 2010; Vaga et al., 2014). Dado que disponiamos de la cepa mutante slt2, que

134



carece de la MAPK responsable de la via CWI, la sometimos a la sobredosificacion de

PPZ1 y sus dos versiones. El exceso de Ppz1 nativa resulto igual de toxico en el mutante

slt2 que en la cepa silvestre (Figura 26A). La expresion de las versiones G2A y R451L

también fue capaz de bloguear el crecimiento de las células slt2. No fuimos capaces de

observar una mayor cantidad de Ppzl en el mutante slt2 -comparando con la cepa

silvestre- que consiga explicar las diferencias fenotipicas entre ambas cepas (Figura 26B).

Estos resultados sugieren que la presencia de Slt2 alivia la toxicidad causada por el exceso

de, al menos, las variantes mutadas de Ppzl. Ademas, esta observacion respalda la

implicacion especifica de la MAPK Hogl como agravante de la toxicidad relacionada

con el exceso de Ppzl.
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Figura 26. Efecto de la
expresion de las versiones
de Ppzl en el mutante slt2.
A) Lacepasilvestre BY4741
y su derivada slt2 fueron
transformadas con  los
vectores indicados y tratadas
como en la Figura 3A. Las
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7.1. El exceso de Ppz1 afecta al proceso de traduccion

Ppz1 es una fosfatasa especifica de hongos descrita como la proteina de levadura que, en
exceso, resulta mas toxica para la celula (Makanae et al., 2013). Hipotetizamos que, si la
desfosforilacion excesiva de un sustrato especifico causada por la sobreexpresion de Ppz1
provocaba la toxicidad, células con una delecion en el gen que codificase ese sustrato
podrian crecer mejor. Para ello, empleamos un promotor GAL1-10 para expresar PPZ1
desde un vector en multicopia para transformar una coleccion de mutantes por delecion y
aislar aquellos que fueran capaces de crecer en condiciones de exceso de Ppzl. Esta
aproximacion no resulté eficaz, ya que solo fuimos capaces de identificar genes
implicados en la activacion transcripcional del promotor GAL1-10, y por tanto mutantes
simples incapaces de sobreexpresar Ppzl (Figura 2). Creemos que el fracaso de esta
estrategia podria deberse a dos factores: i) el uso de galactosa, que ya hemos visto que
empeora el defecto de crecimiento provocado por el exceso de Ppzl, y ii) una expresion
demasiado fuerte de Ppz1, que podria provocar un escenario celular en el que la ausencia
de un Unico gen fuera insuficiente para producir una mejora detectable. De hecho, en este
estudio solo hemos obtenido dos genes cuya delecion mejora el defecto de crecimiento
provocado por el exceso de Ppzl: GCN2 (Figura 14A) y HOG1 (Figura 23A). Ademas,
en ambos casos se empleo el promotor tetO para sobreexpresar Ppz1, mientras que no se
observo dicha mejora en la cepa gcn2 albergando pYES2-PPZ1. Estos resultados
respaldan la hipotesis de que las condiciones del screen podrian haber sido demasiado
restrictivas para identificar supresores, y sugeriria que las dianas de toxicidad de Ppzl

podrian ser multiples.

El efecto nocivo en el crecimiento celular derivado de la expresion de Ppzl a partir del
promotor tetO7 se observé en 6 fondos genéticos distintos, aunque la intensidad dependia

del fondo genético en cuestion, siendo mas drastica en YPH499, DBY746, JA100 y
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W303-1A que en las cepas BY4741 y KT1112 (Figura 3B). De hecho, hemos observado
un bloqueo total del crecimiento en la cepa DBY746 incluso expresando PPZ1 a partir
del vector pCM188, centromérico y con promotor tetO, (no se muestra), que no
observamos en el caso de BY4741. Estas diferencias en los crecimientos podrian deberse
a niveles de expresion de Ppz1 diferentes o0 a un mayor o menor grado de sensibilidad a
la sobreexpresion de Ppzl en cada cepa. Un descubrimiento inesperado que obtuvimos
empleando el sistema de expresion tetO es que el defecto de crecimiento derivado del
exceso de Ppzl depende inversamente de la disponibilidad de glucosa y es muy severo
cuando las células crecen en otras fuentes de carbono (Figuras 3A, 4A-4B). Estos datos
sugieren que elevados niveles de Ppzl podrian afectar a los sistemas de deteccion de
glucosa o a la correcta respuesta celular ante la falta de este azucar (ver mas abajo). Este
es un hallazgo relevante que creemos deberia tenerse en cuenta a la hora de interpretar
articulos previos en los que se ha utilizado el promotor GAL1-10 para sobreexpresar no
solo Ppz1 (Clotet et al., 1996), sino para identificar otros genes toxicos en sobreexpresion

(Ramer et al., 1992; Liu et al., 1992).

Multiples factores podrian afectar negativamente al crecimiento cuando Ppzl se
sobreexpresa en condiciones de baja glucosa. Por un lado, un exceso de Ppzl podria
suplantar el rol del complejo Reg1-Glc7, que desfosforila la quinasa Snfl y el represor
transcripcional downstream, Migl, interfiriendo con el mecanismo celular principal de
adaptacion a la falta de glucosa (Cannon, 2010). En consonancia con esta posibilidad, en
la Figura 5, mostramos una desfosforilacion de Snfl en condiciones de exceso de Ppzly
baja glucosa. Resultados similares han sido obtenidos en el laboratorio expresando Ppz1
desde un promotor GAL1-10 y en presencia de galactosa, observandose una
desfosforilacion aun mas drastica de Snfl, que era ya aparente al cabo de 1 h de induccién

(Velazquez et al., 2020). Cabe destacar que tras 1 hora de induccion por galactosa, los
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niveles de Ppz1 estan aun lejos de su maximo (Calafi et al., 2020), lo que sugiere que el
efecto de Ppz1 sobre la fosforilacion de Snfl no requeriria un gran exceso de la fosfatasa.
El perfil de Snfl-P que observamos en la Figura 5A no se deberia a un defecto en la
activacion de Snfl, ya que el cambio a baja glucosa provoco una rapida fosforilacion de
Snfl. El resultado observado encaja mejor con un escenario en el que Ppzl estuviera

actuando en la desfosforilacion de Snfl, ya sea directa o indirectamente.

En cualquier caso, la desfosforilacion de Snfl y, por tanto, un menor grado de activacion
de esta quinasa, deberia provocar un incremento en la localizacion nuclear de Migl, el
cual reprime la expresion de los genes necesarios para la asimilacion de fuentes de
carbono diferentes a la glucosa. En nuestro laboratorio hemos obtenido resultados que
confirman la estabilizacion de Migl en el nicleo en condiciones de exceso de Ppzi,
expresada tanto desde el promotor tetO como GAL1-10, en condiciones en que este
represor es mayoritariamente citosolico en una cepa salvaje. Ademas, demostramos que
la mayor presencia de Mig1 en el nucleo se correlacionaba con una mayor cantidad de la
forma desfosforilada de Mig1l (Veldzquez et al., 2020). Todos estos resultados permitirian
postular que la incapacidad de las cepas MLMO03 y MLMO04 para crecer en fuentes de
carbono que no sean glucosa deriva de un bloqueo del mecanismo de respuesta a falta de
glucosa basado en el represor Migl. Sin embargo, al delecionar MIG1 y MIG2 no
conseguimos aliviar la toxicidad provocada por el exceso de Ppz1 (Figura 6). Esto sugiere
que, si bien Migl podria estar relacionado con el defecto de crecimiento que provoca el
exceso de Ppzl, no seria el elemento principal. Por otro lado, el exceso de la actividad
Ppz1 podria también interferir con las rutas PKA o Sch9, que actian de manera conjunta
respondiendo a la disponibilidad de glucosa, siendo la segunda ademas un regulador de
la biogénesis de ribosomas (Yin et al., 2003; Urban et al., 2007; Deprez et al., 2018). Esta

posibilidad deberia investigarse en mayor profundidad.
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Se ha descrito que Ppzl co-purifica con varias proteinas ribosémicas de la subunidad
grande (60S), asi como con los factores de elongacion traduccionales EF-1A (Tefl/2) y
EF-3 (Yef3) (Calafi et al., 2020). Ademas, en la base de datos de BioGrid (Oughtred et
al., 2019) existen interacciones de Ppzl con proteinas directa o indirectamente
involucradas en varias funciones relacionadas con el proceso de la traduccion, como el
procesamiento de mRNA (Mudl, Patl, Snpl, Snu66 y Dhhl) y el trasiego de nucleo a
citosol de mRNA y subunidades ribosomicas (Crm1 y Nab2). Las proteinas EF-3 y EF-
1A estan relacionadas por un rol biolégico comun, ya que EF-3 estimula la funcion de
EF-1A en la union del aminoacil-tRNA con el sitio A del ribosoma. Un estudio
protedmico reciente mostré que la delecion del ortélogo de Ppz1 en C. albicans afecta los
niveles de proteina y de fosforilacion de algunas proteinas ribosémicas y de factores de
inicio y elongacidn de la traduccion (Markus et al., 2017). Toda esta informacion soporta

la implicacion de Ppzl en la regulacion del proceso de traduccion.

La idea de que la alteracion del proceso de traduccion podria ser una de las causas de la
toxicidad de Ppzl, se reafirma con: i) el resultado del cribado genético, donde la
sobreexpresion de proteinas implicadas en la biogénesis ribosémica (Dot6 y Noc2) y de
multiples proteinas ribosémicas mejoraron el crecimiento, ii) el hecho de que parte de
Ppz1 se encuentre en fracciones polisdmicas, y que un exceso de Ppz1 provoque una caida
en el contenido de polisomas, iii) que la sobreexpresién de Hal3 desplace parte de la
poblacion de Ppzl de las fracciones polisomicas a las no-polisémicas, y iiii) la
hiperfosforilacion de eIF2a en condiciones de exceso de Ppzl, descrito en (Calafi et al.,
2020). No se detectaron cambios ni en la maduracion del rRNA ni en el trasiego
nucleocitoplasmatico de las subunidades ribosomicas (este trabajo y Calafi et al., 2020).
Se han descrito perfiles polisomicos similares a los observados en células

sobreexpresadoras de Ppz1, por ejemplo los que presentan cepas con pérdida de funcion
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parcial y delecion de los genes TIF1 y TIF3, que codifican los factores de inicio de
traduccion elF4A y elF4B, respectivamente (Coppolecchia et al., 1993; Kressler et al.,
1997). Sin embargo, los defectos de crecimiento de estos mutantes no son comparables a
la reduccion drastica del crecimiento que observamos cuando sobreexpresamos Ppzl y,
por tanto, concluimos que el proceso de inicio de traduccién no debe de ser el Unico
elemento implicado en la toxicidad de Ppzl. Ademas, como se observa en las Figuras
12B-C, la sobreexpresion de Hal3 cambia la distribucion de Ppzl en el perfil polisomico.
Este efecto debe ser beneficioso, pero si consideramos la drastica mejora en el

crecimiento que confiere la sobreexpresion de Hal3, no puede ser el Gnico.

La fosforilacion de elF2a por parte de la quinasa Gen?2 es un evento clave en la regulacion
negativa del inicio de la traduccion, interfiriendo en la formacion del complejo ternario.
Se ha descrito que la activacion de Gen2 se produce en respuesta a los tRNA descargados,
pero también se da en células sujetas a varios tipos de estrés (Simpson and Ashe, 2012;
Anda et al., 2017). Por el contrario, las 4E-BP Caf20 y Eapl son reguladores negativos
de la formacion del closed loop complex (Simpson and Ashe, 2012; Crawford and Pavitt,
2019). El hecho de que la delecion de GCN2 mejore, en mayor o menor medida, el
crecimiento de células sobreexpresadoras de Ppz1, pero la ausencia de CAF20 y/o EAP1
no lo haga, sugiere que el exceso de Ppzl altera la formacion del complejo ternario sin

afectar la del closed loop complex.

Basandonos en los resultados presentados, nos preguntamos si el exceso de Ppz1 podria
actuar sobre elF2a. Se conoce el papel de Glc7 como fosfatasa de elF2a desde hace
muchos afios (Wek et al., 1992), y recientemente se ha descrito la necesidad de la region
N-terminal del eIF2y para que se dé la interaccion entre la fosfatasa Glc7 y elF2a (Rojas
et al., 2014). Parece evidente que el efecto del exceso de Ppzl sobre elF2a debe ser

indirecto, ya que en estas condiciones detectamos una hiperfosforilacion en el factor de
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inicio. El hecho de que la fosforilacion de elF2a se produzca 4 horas después de la
induccion de Ppzl, apoya la idea de que sea un efecto secundario (Calafi et al., 2020).
Podriamos pensar que Gen2, la quinasa de elF2a, sea un sustrato directo de Ppz1. Aunque
la autofosforilacion de Gen2 en su loop de activacion (Thr882) es necesaria para su
activacion, han sido identificados hasta 9 residuos fosforilables en esta proteina, y la
desfosforilacion de alguno de ellos, como la Ser577 (Garcia-Barrio et al., 2002), parece
necesaria para su activacion. Cabe la posibilidad de que alguno de estos residuos sea una
diana para el exceso de Ppz1. Otra posibilidad es que el exceso de Ppz1 pudiera afectar
alguna proteina o ruta upstream de Gen2, provocando alguno de los estreses que dan lugar
a la activacion de Gen2. Sin embargo, cabe destacar que ha sido descrita una fuerte
interaccidn genética negativa entre las mutaciones ppzl y gcn2 (Costanzo et al., 2010;
Sharifpoor et al., 2012; Costanzo et al., 2016), lo que sugiere que Ppzl y Gcn2 podrian
estar actuando a través de vias distintas. En cualquier caso, no tenemos datos suficientes
para confirmar o desmentir cualquiera de las posibilidades, por lo que se deberia seguir

investigando.

Como se ha mencionado en la Introduccion, se ha descrito un papel de Ppz1 en la fidelidad
de la traduccién mediante la regulacion del factor de elongacion Tef5 (De Nadal et al.,
2001). La sobreexpresion de Ppz1 podria estar afectando no solo el inicio de la traduccién,
sino también otras fases del mismo proceso. No obstante, resultados preliminares (no se
muestran) sugieren que el exceso de Ppz1 no provoca errores de lectura en la traduccion,
apuntando a un impacto de Ppzl en traduccion independiente de la regulacion de la

fidelidad.

Se ha descrito que la expresion en multicopia del gen PPZ1 provoca una expresion tardia
de las ciclinas CIn2 y CIb5 y el bloqueo del ciclo celular en fase Gz (Clotet et al., 1999).

Glc7 esta implicada en diferentes fases del ciclo celular, incluyendo la desfosforilacion
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de dianas del complejo Dbf4-dependent kinase (DDK) a través de la asociacion con su
subunidad reguladora Rifl, previniendo asi la entrada en fase S (ver Larasati and
Duncker, 2017 para una revision). Vale la pena sefialar que Ppzl y Glc7 podrian
compartir algunas funciones, y que se ha reportado la interaccion de Ppzl con Glc8 e
Ypil, subunidades reguladoras de Glc7 (Venturi et al., 2000; Garcia-Gimeno et al.,
2003). Esto podria llevarnos a pensar que el efecto nocivo del exceso de Ppzl es similar
al de Glc7, y podria deberse a la desfosforilacion de dianas de Glc7. No obstante,
disponemos de varios ejemplos que no sostienen esa asuncion: i) se ha descrito que la
sobreexpresion de GLC7 a partir del promotor GAL1-10 provoca la muerte celular (Liu
et al., 1992; Ghosh and Cannon, 2013); por el contrario, la expresion de Ppzl desde el
mismo promotor, al menos a corto-medio plazo, no redujo la viabilidad celular (Calafi et
al., 2020); ii) el retraso en la transicion G1/S que se observd al sobreexpresar Ppz1 (Calafi
et al., 2020) difiere de los defectos en la salida de mitosis observados ante un exceso de
Glc7 (Black et al., 1995; Pinsky et al., 2009); iii) la sobreexpresion de Glc7 provoca una
morfologia anormal en las células (Zhang et al., 1995; Black et al., 1995), que no
observamos en respuesta a un exceso de Ppz1 (cepa MLMO4 en Figura 11), e inestabilidad
cromosOmica, un fenotipo que no se observa en ese mismo estudio en células
sobreexpresadoras de Ppzl (Zhu et al., 2015; Duffy et al., 2016); iiii) el perfil de
supresores en multicopia identificados en este trabajo es muy distinto al obtenido por
Ghosh y Cannon (Ghosh and Cannon, 2013) y, ademas, las deleciones de GLC8 y REG2

no lograron suprimir la toxicidad de Ppz1 (Figura 7), mientras que si lo hicieron con Glc?7.

En resumen, en este capitulo mostramos como el exceso de Ppzl altera el inicio de la
traduccion. Sin embargo, aungue este efecto pudiera contribuir al defecto de crecimiento
de células sobreexpresadoras de Ppz1, basdndonos en el impacto positivo que produce la

delecion de GCN2, no creemos que este impacto en la traduccion sea la razon principal.
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Por un lado, la delecion de GCN2 no normaliza en ningun caso el crecimiento, solo
provoca una mejora muy moderada. Por otro lado, el efecto aditivo mostrado por los
supresores con funciones aparentemente distintas (Figuras 10A-B y Tabla 2), sugiere que
el defecto de crecimiento producido por el exceso de Ppzl1 no tiene una Unica causa. Por
lo tanto, nuestros resultados apuntan a una situacion en la que la sobreexpresion de Ppz1
afectaria a maltiples proteinas diana implicadas en distintas funciones celulares, entre las

que encontramos el proceso de traduccion.
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7.2. Laregion N-terminal de Ppz1l es determinante para su toxicidad

En este capitulo hemos descrito que la sobreexpresién de Ppz2 produce un efecto muy
leve en el crecimiento de la levadura. Este efecto no depende del promotor (hemos
empleado su propio promotor y el promotor tetO7) y es mucho méas suave que el
previamente observado para Ppzl, donde vemos un efecto muy nocivo sobre el
crecimiento (Figura 17A). Esta diferencia concuerda con los resultados publicados por
Makanae y colaboradores (Makanae et al., 2013) donde, basandose en un cribado
genético tug of war, asignaron un limite de nimero de copias 30 veces mayor a PPZ2 que
a PPZ1. La elevada toxicidad que presenta el exceso de PPZ1 respecto a PPZ2 podria
explicar también por qué no se identifico el primero como supresor del fenotipo litico del

mutante slt2 pero si se aislo PPZ2 (Lee et al., 1993).

Nuestros resultados muestran que, usando las mismas condiciones de expresion, los
niveles de Ppz2 son menores que los de Ppz1, tanto en la version etiquetada en el extremo
N- como C-terminal de Ppz2 (Figuras 17C y 20C). Existia la posibilidad de que los
niveles de proteina Ppz2 alcanzados no llegasen a ser suficientes no solo para provocar
un efecto nocivo en la célula, sino para llevar a cabo las funciones nativas. No obstante,
demostramos que todas las construcciones eran funcionales y capaces de suprimir el
fenotipo termosensible del doble mutante ppzl ppz2 (Figuras 18 y 20D). Ademas, la
expresion de las Ppz2 nativas (desde ambos promotores) y de la Ppz2-HA fue suficiente
para restaurar la tolerancia a cafeina en la cepa ppz1 ppz2. Cabe destacar que, mientras la
Ppz2 nativa fue capaz de devolver la tolerancia a LiCl, el efecto de la version etiquetada
en el C-terminal fue muy leve (Figura 19). Aunque esta disociacion de efectos pueda
parecer sorprendente, hay que recalcar que no es la primera ocasion en la que se observa,
sino que se han descrito versiones de Ppz1 mutadas en la region N-terminal que presentan
este comportamiento (ver mas abajo). Una posible explicacion para la falta de efecto en
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la tolerancia a litio podria ser una mayor expresion de Ppz2 desde el plasmido YEp352
que desde pCM190. En primer lugar, la cantidad de Ppz2 es bastante menor que la de
Ppz1 cuando se expresan desde sus promotores nativos (Ho et al., 2018), lo cual sugiere
que el promotor nativo de PPZ2 es més débil que el de PPZ1. En segundo lugar, como
hemos mostrado en la Figura 3C, los niveles de Ppzl son mas elevados cuando su
expresion se regula por el promotor tetO7 desde un vector centromérico (pCM189-PPZ1)
que cuando depende de la copia cromosémica del promotor propio. Por Gltimo, hay que
remarcar que tanto el YEp352 como el pCM190 son vectores episomales. Todas estas
observaciones sugieren que es improbable que la falta de efecto en litio se deba a una
menor expresion de Ppz2. Por lo tanto, podriamos pensar que la presencia de la etiqueta
en el C-terminal podria estar afectando la capacidad de Ppz2 de regular la tolerancia a los
cationes de Li* mediante un mecanismo desconocido. De hecho, también observamos una
atenuacion de la toxicidad en la version etiquetada de Ppzl (comparar Figuras 17B y

22B), apuntando a que la presencia de estas etiquetas podria no ser totalmente inocua.

La evidencia de que la falta de efecto toxico de Ppz2 no puede explicarse por la presencia
de niveles bajos de proteina se puede deducir de la observacion de que la quimera Ppz1:2
es igual de toxica que la Ppz1 nativa cuando su nivel de expresion es parecido al de Ppz2
(Figura 17). También mostramos que la expresion de Glc7 tiene un impacto negativo en
el crecimiento celular, a diferencia de Ppz2, pese a expresarse ambas a niveles muy
parecidos (Figura 20A-C). La sobreexpresion del hibrido Ppz2:1, que contiene la region
N-terminal de Ppz2, no resulta toxica para la célula. Si bien es cierto que los niveles de
Ppz2:1 son menores que los de Ppzl:2 (Figura 17C), parece dificil sostener que tal
diferencia sea suficiente para justificar un cambio tan drastico en el crecimiento. De
hecho, queremos resaltar que Ppz2:1 normalizo el crecimiento a elevadas temperaturas

de la cepa ppzl ppz2, confirmando la funcionalidad de la proteina (Figura 18). Por todo
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esto, pese a la pequeria diferencia en los niveles de Ppz2:1 con Ppz1:2, asumimos que el

hibrido Ppz2:1 no seria toxico o lo seria en mucha menor medida.

Por tanto, disponemos de datos suficientes para confirmar que la extension N-terminal de
Ppz1 juega un rol fundamental en el efecto nocivo sobre el crecimiento provocado por el
exceso de fosfatasa. Varios resultados sugieren que este efecto no se debe al incremento
en la cantidad del polipéptido N-terminal per se, sino a la capacidad de éste para regular
la funcion y/o la actividad del dominio fosfatasa de Ppzl. Esto resultados son: i) la
actividad fosfatasa es necesaria para la toxicidad (Calafi et al., 2020), mientras que la
sobreexpresion de la mitad N-terminal por si sola no tiene ningun efecto en el crecimiento,
incluso cuando se emplea galactosa como fuente de carbono (Clotet et al., 1996); ii) hay
muchos ejemplos de modificaciones en el segmento N-terminal de Ppz1 que provocan
efectos especificos en las funciones de Ppzl. Por ejemplo, una delecion de los residuos
17-193 en la Ppz1 de S. cerevisiae (ScPpzl) pudo complementar el fenotipo de tolerancia
a LiCl pero fue incapaz de restaurar la sensibilidad a cafeina. Dos pequefias deleciones
en el extremo N-terminal de la Ppzl de Debaryomyces hansenii (DhPpzl), que
comprendian las zonas 27-36 y 106-120, suprimieron la habilidad de complementacién
de la tolerancia a cationes Li* sin afectar la restauracion de la tolerancia a cafeina (Minhas
et al., 2012). Por el contrario, al delecionar 3 zonas pequefias (25-43, 67-108 y 120-142)
de la fosfatasa de Candida albicans, no se observaron diferencias con la CaPpz1 nativa

(Szabo et al., 2019).

La sobreexpresion de Glc7, como la de Ppzl, ha sido descrita como deletérea para la
célula (Liu et al., 1992; Ghosh and Cannon, 2013). Sin embargo, un conjunto de
evidencias sugiere que los mecanismos que regulan la toxicidad son distintos en cada caso
(discutido previamente en la seccion 7.1). En este capitulo mostramos que la expresion

de Glc7 desde un vector pCM190 afecta negativamente el crecimiento, aunque de manera
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menos potente que Ppzl. Sin embargo, en este caso, la diferencia entre los niveles de
expresion de Ppzl y Glc7 podria explicar, al menos en parte, la menor toxicidad
observada atribuible a Glc7. En cualquier caso, resulta interesante destacar que el defecto
en el crecimiento es mucho mas grave cuando la fuente de carbono empleada es galactosa
(Figura 20A, donde no se observd crecimiento en la cepa que sobreexpresaba GIc7 ni
siquiera tras 6 dias de incubacién, no mostrado). Esto podria deberse al papel que juega
Glc7 en la desfosforilacion e inactivacion de Snfl y Migl, interfiriendo en los
mecanismos de adaptacion a la falta de glucosa y fuentes de carbono alternativas

(Cannon, 2010).

Nuestro descubrimiento de que la extension N-terminal de Ppzl es determinante para la
toxicidad hace mas compleja la comprensién del mecanismo de regulacion de estas
fosfatasas y apunta hacia diferencias sustanciales entre Ppz1y Ppz2 en esta region. Como
mostramos en la Figura 21, los extremos N-terminales de ambas fosfatasas presentan un
marcado perfil de regiones intrinsecamente desordenadas (IDR). Esta extendida la idea
de que las proteinas implicadas en sefializacion y funciones reguladoras estan
enriquecidas en IDR (Yang et al., 2019), las cuales son capaces de mediar las
interacciones proteina-proteina. Generalmente, esto ocurre mediante lo que se denomina
molecular recognition features (MoRF), pequefias secuencias presentes en el IDR que
pueden llevar a cabo una transicion de desorden a orden tras un contacto con otra proteina.
El estudio de las extensiones N-terminal de Ppzl y Ppz2 con el software ANCHOR2
revela que Ppz1 contiene varias regiones cortas con previsible capacidad de interaccionar
con otras proteinas que no se detectan en Ppz2. Esto nos lleva a pensar que el efecto toxico
de Ppzl podria deberse a la asociacion de Ppzl, a través de su region N-terminal, con
determinadas proteinas que podrian ser entonces desfosforiladas por la fosfatasa.

También hemos analizado el extremo N-terminal de proteinas homologas a Ppz1 en otras
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especies de hongos. En general, gran parte de las regiones N-terminal evaluadas serian
consideradas IDR, pero no todas presentan regiones de folding upon binding (Figura A2,
véase seccion 10). Concretamente, los extremos N-terminales de las dos isoformas de C.
neoformans, y el de la Ppzl de A. nidulans, carecen de estos motivos. Esto resulta
interesante, ya que recientemente se ha publicado en nuestro laboratorio que ninguna de
estas proteinas presenta un efecto nocivo al ser sobreexpresadas desde el promotor GAL1-
10 en S. cerevisiae (Zhang et al., 2019a; Zhang et al., 2019b). Con las evidencias
existentes en el momento de la publicacion, se postulaba que las causas de la falta de
toxicidad de la Ppz1 de C. neoformans podrian deberse a una actividad especifica menor
y/o a la ausencia en este hongo de los sustratos celulares cuya alteracion seria
responsables de la toxicidad en S. cerevisiae. Los resultados mostrados en este trabajo
nos permiten ofrecer una tercera explicacion, basada en la profunda divergencia entre sus
extremos N-terminales. En cualquier caso, creemos que se necesita una investigaciéon mas
profunda de los residuos implicados en esta toxicidad, y de las posibles proteinas, posibles
responsables de este efecto nocivo, que pudieran interaccionar con el segmento N-

terminal de Ppz1.
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7.3. La relacién entre la sobreexpresion de Ppzl y la homeostasis de
cationes monovalentes

En este estudio hemos analizado el crecimiento de la cepa silvestre, asi como de una serie
de mutantes, ante la sobreexpresion de tres versiones de Ppzl: la nativa y las variantes
G2A vy R451L. Recientemente, nuestro laboratorio ha publicado que la actividad fosfatasa
es necesaria para la toxicidad de Ppz1 (Calafi et al., 2020). En el articulo se emple6 un
promotor GAL1-10 para sobreexpresar Ppz1, mientras que en este trabajo mostramos el
mismo resultado empleando un promotor regulable por doxiciclina tetO7. El hecho de
haber obtenido el mismo resultado con dos sistemas de expresion distintos sugiere que la
actividad fosfatasa es necesaria para la toxicidad de manera independiente de la
naturaleza del promotor y del método empleado para su induccion. La actividad fosfatasa
de esta version R451L es muy baja comparada con la de la Ppz1 nativa (Clotet et al.,
1996), y el cambio equivalente (R262L) de la Ppz1 de C. albicans también produjo una
caida importante en la actividad (Szabd et al., 2019). Nosotros hemos observado una
menor toxicidad por parte de la version cataliticamente inactiva en la cepa silvestre
(Figura 22A), esperable segun los resultados previos. Sin embargo, la expresion de esta
variante de Ppzl1 no permite llegar al crecimiento observado en células que contienen un
plasmido vacio (Figura 22A-B y Calafi et al., 2020). Estos resultados sugieren que, Si
bien la actividad fosfatasa es importante para la toxicidad en condiciones normales, la
proteina podria presentar otras caracteristicas que generan un efecto nocivo. Por ejemplo,
en el caso de los mutantes ptcl y slt2, la versién R451L bloqueé el crecimiento celular
tanto como la Ppzl nativa (Figuras 25A y 26A), sugiriendo que en estos fondos la
actividad fosfatasa puede no ser relevante para la toxicidad. En conjunto, estos resultados
apuntan, en este escenario, a dos posibles explicaciones: i) la Ppzl cataliticamente
defectiva podria seguir interaccionando con cualquier otra proteina, y evitar que ésta

realice sus funciones nativas, y/o ii) la actividad residual que tenga la version R451L, en
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condiciones de sobreexpresion, podria ser suficiente para producir algin efecto. En
resumen, la actividad fosfatasa de Ppz1 es necesaria para la toxicidad en condiciones de
crecimiento normales, pero existen otros aspectos pendientes de determinar que también

tendrian un peso importante y que deberian ser investigados.

Nos parece importante destacar la presencia de unas bandas difusas de tamafio superior a
la banda de Ppzl en los inmunoblots de la version R451L. Este resultado no lo
observamos en las otras dos versiones, y parece independiente del fondo genético que se
analice (Comparar Figuras 22C, 23B, 25B y 26B). También se ha identificado una
migracion andmala de Ppz1 en otras ocasiones. Por ejemplo, en la Figura 5A observamos
una banda por encima de la banda habitual de Ppz1 tanto en la cepa silvestre como en la
cepa MLMO04 en condiciones de sobreexpresion. Curiosamente, la presencia de esta
banda depende de la disponibilidad de glucosa (véanse carriles 0 contra 30 segundos en
WT y en MLMO04). Creemos que la banda que observamos en este resultado podria
corresponder a la que se observo cuando se sobreexpresé Ppz1 desde el promotor GAL1-
10 para analizar el estado de fosforilacion de Snfl (Velazquez et al., 2020). Es de notar
que, en estos dos ultimos casos, la extraccidn de proteinas se realizé mediante un método
quimico basado en el uso de TCA/Acetona, mientras que en el resto de inmunoblots que
se muestran en este trabajo se emple6 un método de ruptura fisica con bolas de Zirconia
(ambos métodos de extraccion estan detallados en la seccion 4.9). Podria especularse que,
si la proteina sufriera alguna modificacion postraduccional lbil, responsable de la
movilidad anémala, es probable que ésta se pierda empleando el método fisico de
extraccion, y por eso no se observe esta banda en todos los casos. Es sugerente que, en el
caso de las bandas difusas que observamos en la version R451L, donde se empleo el
método fisico para extraer las proteinas, solo se observe la movilidad alterada en la

version R451L, cataliticamente defectiva, pero no en las otras dos versiones de Ppz1,
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cataliticamente activas. Esto podria indicar que la actividad fosfatasa de Ppzl seria
responsable de la desaparicion de estas bandas. Es bien sabido que Ppzl se encuentra en
la célula fuertemente fosforilada, y tenemos evidencias en el laboratorio de que Ppzl es
capaz de autodesfosforilar in vitro algunos de sus residuos fosforilados (Diego Velazquez,
Tesis Doctoral). Dado que en el método fisico de extraccion los tampones no incluyen
rutinariamente ningin componente que pueda actuar como inhibidor de fosfatasas, es
evidente que, a diferencia del método que emplea TCA, Ppz1 puede seguir siendo activa
en el extracto. Por otro lado, se ha descrito que Ppz1 se ubiquitina en respuesta a choque
térmico (Ng et al., 2013), y que el segmento N-terminal es necesario para que la
modificacion postraduccional tenga lugar. En nuestras preparaciones por el método fisico
tampoco se incluye ningun componente que evite una hipotética eliminacion de
ubiquitinas. Estas observaciones abren una nueva via de estudio en la regulacion de Ppz1,

y creemos que se deberian tener en cuenta en futuros estudios.

Como ya hemos visto en el capitulo 2 de este trabajo, varios resultados apuntan a la
importancia de la extension N-terminal de Ppz1 en la toxicidad provocada por el exceso
de la fosfatasa. La Gly2 presente en el N-terminal de Ppzl es necesaria para la
miristilacion de la proteina (Clotet et al., 1996), y su mutacion por Ala afecta ciertas
funciones, pero no todas. Por ejemplo, se ha publicado recientemente que, mientras que
la version G2A fue incapaz de complementar el defecto en el trafico endocitico presente
en las células ppz1, o el fenotipo de sensibilidad a la canavanina en el doble mutante ppz1
ppz2 (Lee et al., 2019), esta variante complement6 totalmente la caida en los niveles de
ubiquitina descrita previamente en células carentes de PPZ1 (Lee etal., 2017). De manera
similar, ha sido descrito que la mutacion apenas afecta la capacidad para complementar

el fenotipo de sensibilidad a cafeina de un mutante ppz1 en S. cerevisiae, pero no permite
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restaurar la tolerancia normal a los cationes de Li*, ni en el caso de la Ppz1 de S. cerevisiae

(Clotet et al., 1996), ni en el de la de C. albicans (Szabd et al., 2019).

Se cree que la hipertolerancia a cationes de Na* y Li* caracteristica del mutante ppz1 se
debe principalmente a dos fendmenos: i) la ausencia de actividad Ppz1 resulta en un
aumento de actividad de los transportadores Trk, que provoca una despolarizacion de la
membrana plasmatica, reduciendo la entrada de cationes toxicos y ii) el mutante ppzl
presenta una mayor tasa de transcripcién de ENA1, que codifica la bomba Na*/ATPasa
encargada de exportar los iones Na* y Li* fuera de la célula. La observacion de que la
version G2A no complemente el fenotipo de tolerancia a Li* del mutante ppzl sugiere
que esta version no es capaz de realizar las funciones de Ppz1 como minimo en alguno
de estos dos casos. En este sentido, el hecho de que la mutacion G2A no permita la
localizacion de Ppzl en la periferia celular (ver mas abajo), sugiere que la pérdida de

capacidad reguladora podria involucrar al transportador de membrana Trk1.

Por otro lado, es comUnmente aceptado que la miristilacion permite la localizacion de
ciertas proteinas en la membrana. En nuestro laboratorio hemos observado, en la linea de
informes previos (Yenush et al., 2005; Lee et al., 2019), que la Ppz1 nativa se encuentra
en la periferia celular, compatible con una ubicacion en la membrana plasmética (Marcel
Albacar, no se muestra). También hemos confirmado que la version G2A no se encuentra
en la zona externa, sino que la encontramos distribuida por toda la célula (Lee et al.,
2019). Por lo tanto, dado que la no miristilacion de Ppz1 altera su localizacion subcelular,
pero esta proteina sigue siendo efectiva para llevar a cabo ciertas funciones, podemos
concluir que la localizacion en la membrana plasmatica solo se requiere para algunas de
las funciones de Ppzl. Ademas, demostramos en este trabajo que la version G2A
mantiene una toxicidad levemente inferior a la de la Ppz1 nativa (Figura 22A-B). Esto

sugiere que la mayoria de sustratos clave para la toxicidad de Ppz1 no estan localizados
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en la membrana, una idea que va en la linea de la implicacion de Ppz1 en el proceso de
traduccion (Calafi et al., 2020), y en la alteracion del estado de fosforilacion de las

quinasas Snfl (Figura 5) y de Hogl (Velazquez et al., 2020).

Hemos obtenido varios resultados que apuntan a una implicacién de la via HOG en la
toxicidad de Ppzl. Primeramente, hemos observado que la delecion de HOG1 disminuye
la toxicidad de cualquiera de las tres versiones de Ppz1 (Figura 23A). La mejora sustancial
observada tanto con la Ppz1 nativa como con la version G2A sugiere que el posible efecto
de la ausencia de Hogl no requiere la presencia de Ppz1 en la membrana. No obstante,
con este resultado no podemos saber cual es el motivo de la mejora, dando lugar a dos
posibles escenarios: i) la quinasa Hogl fosforila Ppz1 en ciertos residuos necesarios para
generar la toxicidad derivada del exceso de fosfatasa, o bien, ii) el exceso de Ppz1 produce
una sobreactivacion de la via Hogl, siendo ésta el motivo de la toxicidad. Tenemos
resultados que demuestran que Hogl es capaz de fosforilar in vitro a Ppz1 en el residuo
Ser265 (Diego Velazquez, Tesis Doctoral), lo cual apoyaria la primera hipotesis.
Recientemente, hemos descrito que la sobreexpresion de Ppzl produce una
hiperfosforilacion transitoria de Hogl (Velazquez et al., 2020), lo que iria a favor del
segundo postulado. Esta hiperactivacion de la via HOG podria ser una de las causas de la
toxicidad que observamos al sobreexpresar Ppzl. Se ha descrito que el doble mutante
ptcl ptp2 (que carece de las dos fosfatasas principales de Hogl) es sintético letal,
posiblemente debido a una sobreactivacion de la via Hogl (Maeda et al., 1993). Ademas,
la sobreexpresion de PTC1 mejord el crecimiento de la cepa MLMO4 en condiciones de
sobreexpresion de Ppzl (Diego Veldzquez, Tesis Doctoral), lo cual sugiere que
desfosforilar Hogl atenua la toxicidad. Si el exceso de Ptc1 mejora el crecimiento de una
cepa que sobreexpresa Ppzl, deberiamos obtener un agravamiento de la toxicidad en los

mutantes ptcl y nbp2 (Nbp2 hace de nexo fisico entre Ptcl y Hogl, descrito en Mapes
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and Ota, 2004). Desgraciadamente, empleamos un sistema de expresion demasiado
potente, que no nos permitié comprobar un posible empeoramiento de la toxicidad que
causa la Ppz1 nativa ocurre en los mutantes ptcl y nbp2 (aunque, desde luego, tampoco
observamos una mejora (Figura 25A)). En cualquier caso, creemos que es necesario
realizar este experimento en el futuro con niveles de expresion de Ppz1 mas suaves, que
permitan un cierto grado de crecimiento, de manera que se pueda estudiar un posible

agravamiento de la toxicidad en estos mutantes.

Creemos necesario destacar el resultado obtenido con la cepa nhal. Resultados previos
en el laboratorio (Chunyi Zhang, Tesis Doctoral) demostraron que la delecién de NHAL
mejoraba el defecto de crecimiento en células que sobreexpresan Ppzl a partir de un
promotor GAL1-10. Nosotros hemos observado el mismo efecto supresor empleando una
cepa MLMO04 (promotor tetO7) en condiciones de sobreexpresion de Ppzl, aunque solo
se observo el efecto en medio rico (Figura 24B, comparar SC e YP). Sin embargo, el
crecimiento que observamos empleando cualquiera de los tres vectores pPCM-PPZ1 en el
mutante nhal fue similar al que experimentd la cepa silvestre (Figura 24A). Una
posibilidad seria que el medio empleado (SC en el caso de los vectores pCM) afecte a la
supresion, de manera que el efecto de mejora por la delecion de NHA1L solo se pudiera
observar creciendo las células que porten los vectores pPCM-PPZ1 en un medio YPD. Sin
embargo, el uso del medio YPD no nos permite seleccionar las células que portan el
vector necesario para sobreexpresar Ppzl, y esto podria dar lugar a un resultado dudoso,
poco deseable. Para intentar dar una respuesta a este resultado contradictorio, creemos
importante destacar la relevancia que pueda tener la disponibilidad de K*. Se ha descrito
una menor captacion de Rb* en células con mayor actividad Ppz1, compatible con un
blogueo de la entrada de potasio mediante fosforilacion de Trkl (Yenush et al., 2002).

De hecho, se ha observado una mejora en el crecimiento de células que sobreexpresan
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Ppz1 afiadiendo KCI al medio (Figura 22B y Yenush et al., 2002). Ello sugiere que la
disponibilidad de K* en situaciones de sobreexpresion de Ppz1 podria ser limitante, en la
linea de lo que se observaria en un mutante defectivo en el transporte de K™ de alta
afinidad. La ausencia del antiportador Na*,K*/H* Nhal podria disminuir la salida del
potasio intracelular, y esto podria explicar la mejora en el crecimiento que observamos.
Sin embargo, esta mejora solo la observamos en YPD, cuya concentracion de K* esta
alrededor de 20 mM (en el rango de la Km del sistema de baja afinidad que se manifiesta
en mutantes trkl trk2), mientras que en el medio sintético es de unos 7-8 mM,
concentracion que impide el crecimiento del doble mutante trkl trk2 (Ko and Gaber,
1991). También debemos mencionar que normalmente el medio SC es algo mas acido
que el YPD, y que esto puede ser muy relevante en una situacion de inhibicion del sistema
Trk, ya que el doble mutante trkl trk2 es notablemente sensible al pH &acido (Ko and
Gaber, 1991). Estas observaciones podrian explicar, al menos en parte, el efecto de mejora

debido a la delecién de NHA1 de manera dependiente del medio.

Los resultados obtenidos indican que la version G2A es practicamente igual de toxica que
la version nativa en una cepa salvaje. Sin embargo, observamos una reduccion drastica
de esta toxicidad cuando la variante G2A se expresé en el mutante nhal (Figura 23A).
Para tratar de explicar los resultados obtenidos, hemos generado una hipoétesis, que se
presenta en la Figura 27. Por un lado, como hemos discutido mas arriba, no seria
improbable que el cambio G2A pudiera reducir la eficiencia de Ppz1 en el bloqueo de
Trkl (Figura 22A-B). En una cepa silvestre, esta posible afectacion de la entrada de
potasio no seria el principal causante de la toxicidad de Ppz1, dado que la mutacion G2A
mejora el crecimiento de manera muy leve. Aun asi, hemos observado cierta mejora del
crecimiento afiadiendo KCI al medio en el caso de células portadoras de Ppz1 (solo en

liquido, Figura 22B) y de la version G2A (Figuras 22A-B), por lo que creemos que la
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disponibilidad de K* debe tener alguna implicacién en la toxicidad. Por otro lado, algunos
datos experimentales permiten considerar una hipotética hiperactivacion de Nhal
derivada del exceso de Ppz1. Por un lado, hemos publicado recientemente un ensayo de
fosfoprotedmica realizado en una cepa que sobreexpresa Ppzl desde el promotor GAL1-
10 en el que se observan tres residuos de Nhal hiperfosforilados (Velazquez et al., 2020).
Uno de ellos fue la Thr765, cuya fosforilacion por la quinasa Hogl se relaciona con la
activacion de la proteina (Proft and Struhl, 2004). Por otro lado, se ha descrito la
interaccion de Ppz1 con Nhal mediante un ensayo a gran escala de complementacion de
fragmentos de proteinas (Tarassov et al., 2008). Ademéas, como hemos mencionado
anteriormente, la delecion de NHAL produce una mejora sutil en el crecimiento de células
que sobreexpresan Ppzl, al menos en algunas circunstancias (Figura 24B y Chunyi
Zhang, Tesis Doctoral). Estos resultados apoyarian una posible hiperactivacién de Nhal,
dependiente o no de la hiperactivacion de Hogl (Velazquez et al., 2020), provocada por
el exceso de Ppz1. En este contexto, el hecho de que la version G2A resulte mucho menos
toxica en un fondo nhal que en la cepa silvestre, seria resultado de dos factores
favorables: i) una menor capacidad para inhibir la entrada de K* via transportadores Trk,
y ii) la disminucion en la pérdida de K* debida a la ausencia del antiportador Nhal. Este

modelo asume que la version G2A seguiria siendo capaz de activar Nhal (Figura 27).
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Trk1/2 Nhal

Figura 27. Modelo de la posible vinculacién de la sobreexpresion de Ppzl con los tranportadores
Trk y Nhal. La fosfatasa Ppz1 en sobreexpresion seria capaz de: i) disminuir la entrada de K* mediante
inhibicion de la actividad Trk, y ii) provocar la salida de K* via hiperactivacion, directa o indirecta, del
antiportador Nhal. La versién G2A de Ppzl, que no es capaz de estar en la membrana, podria: i)
desbloquear la inhibicién, al menos en parte, de los Trk, permitiendo una mayor captacion de K*, y ii)
mantener Nhal hiperactivo, de manera similar a la version nativa Ppz1.
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La sobreexpresion de Ppz1 produce un defecto de crecimiento que se agrava: i) al
incrementar la potencia del promotor, ii) con la baja disponibilidad de glucosa y
iii) empleando azucares diferentes de la glucosa como Unica fuente de carbono.
Se observa, ademas, una desfosforilacion de la quinasa Snfl, que podria explicar
la falta de crecimiento en condiciones de baja glucosa o fuentes de carbono
alternativas

La sobreexpresion de ciertos genes relacionados con la biogénesis de ribosomas
y el proceso de traduccion mejora ligeramente el defecto de crecimiento
producido por el exceso de Ppz1l

El exceso de Ppz1 no provoca ningun defecto en el trasiego nucleocitoplasmatico
de los ribosomas, sin embargo, Ppzl se asocia con el ribosoma y su
sobreexpresion reduce la razon polisoma/monosoma. Por otro lado, la ausencia de
la quinasa Gcn2 atenda ligeramente la toxicidad derivada del exceso de Ppzl.
Todos estos resultados sugieren que, al menos en parte, la toxicidad derivada de
la sobreexpresion de Ppz1 implica un blogueo del inicio de la traduccién.

La sobreexpresion de Ppz2 no provoco ningun defecto en el crecimiento, si bien
sus niveles de expresion fueron claramente inferiores a los de Ppz1. En cambio,
la sobreexpresion de la version hibrida Ppz1:2 produjo una toxicidad comparable
a la de la Ppz1 nativa, pese a expresarse como Ppz2. Estos resultados indican que
el extremo N-terminal de Ppz1 es un determinante de su toxicidad.

La sobreexpresion de la fosfatasa PP1c de levadura, llamada Glc7, produjo un
defecto de crecimiento intermedio entre Ppzl y Ppz2, aunque los niveles de
proteina fueron similares a los de Ppz2

El cambio G2A, que no permite la miristilacién de Ppz1, apenas atenla el defecto

de crecimiento derivado de la sobreexpresion de la fosfatasa
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7. La delecion de HOGL, gen que codifica el regulador principal de la ruta de
respuesta a estrés osmotico HOG, reduce la toxicidad provocada por las tres
versiones de Ppzl. Este efecto podria ser especifico, ya que no es extensivo a la
MAP quinasa Slt2, y esta reforzado por el comportamiento de las cepas mutantes
ptcly nbp2

8. Laausencia del antiportador Na*,K*/H™ Nhal mejora el crecimiento de las células
que sobreexpresan Ppzl, aunque solo en medio rico. La delecién de NHA1
también provoca una mejora muy destacable en el caso de la version G2A. Estos
y otros resultados son compatibles con una hipotética hiperactivacion de Nhal en

células que sobreexpresan Ppz1l
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Figura Al. Secuencias de las proteinas descritas en la Figura 16. El cddigo de
colores es el mismo que el empleado para la Figura 16 para mejor comprension. Los
dominios cataliticos se muestran en negrita, y el epitopo HA se denota con fuente de
color blanco resaltada en azul.

Ppz1-HA

MGNSSSKSSKKDSHSNSSSRNPRPQVSRTETSHSVKSAKSNKSSRSRRSLPSSSTTNTN
SNVPDPSTPSKPNLEVNHQRHSSHTNRYHFPSSSHSHSNSQONELLTTPSSSSTKRPSTS
RRSSYNTKAAADLPPSMIQMEPKSPILKTNNSSTHVSKHKSSYSSTYYENALTDDDNDD
KDNDISHTKRFSRSSNSRPSSIRSGSVSRRKSDVTHEEPNNGSYSSNNQENYLVQALTR
SNSHASSLHSRKSSFGSDGNTAYSTPLNSPGLSKLTDHSGEYFTSNSTSSLNHHSSRDI
YPSKHISNDDDIENSSQLSNIHASMENVNDKNNNITDSKKDPNEEENDIMOSSGNKNAP
KKFKKPIDIDETIQKLLDAGYAAKRTKNVCLKNNEILQICIKAREIFLSQPSLLELSPP
VKIVGDVHGQYGDLLRLFTKCGFPPSSNYLFLGDYVDRGKQSLETILLLFCYKIKYPEN
FFLLRGNHECANVTRVYGFYDECKRRCNIKIWKTFIDTFNTLPLAAIVAGKIFCVHGGL
SPVLNSMDEIRHVVRPTDVPDFGLINDLLWSDPTDS PNEWEDNERGVSYCYNKVAINKF
LNKFGFDLVCRAHMVVEDGYEFFNDRSLVTVFSAPNYCGEFDNWGAVMSVSEGLLCSFE
LLDPLDSAALKQVMKKGRQERKLANQQQOMMETS I TNDNESQONEN PN Ing

Ppz2-HA

MGNSGSKQHTKHNSKKDDHDGDRKKTLDLPPLTKSDTTHSLKSSRSLRSLRSKRSEASL
ASNVOQAQTQOPLSRRSSTLGNGNRNHRRSNNAPITPPNNHYLTSHPSSSRRLSSSSRRSS
MGNNNNSELPPSMIQOMEPKSPILKNSTSMHSTSSENSYENALTDDDDDRGDDGGESPSM
AKVTRINTSSSADRGSKRTPLRRHNSLOPEKGVTGESSTSSKLRRRSDNTLPASYPLNA
EAGGNGSDYEFSNRSNSHASSRKSSEGSTGNTAYSTPLHSPALRKMSSRDNDDSGDNVNG
RGTSPIPNLNIDKPSPSASSASKREYLSAYPTLAHRDSSSSLSPRGKGQRSSSSSSSSQ
RIYVSPPSPTGDEVHGSCADGDNGSRTNTMVEMKRKKPVRPVDIDEIIQRLLDAGYAAK
RTKNVCLKNSEITQICHKARELFLAQPALLELSPSVKIVGDVHGQYADLLRLFTKCGFP
PMANYLFLGDYVDRGKQSLETILLLLCYKIKYPENFFLLRGNHECANVTRVYGFYDECK
RRCNIKIWKTFVDTFNTLPLAAIVTGKIFCVHGGLSPVLNSMDEIRHVSRPTDVPDFGL
INDLLWSDPTDSSNEWEDNERGVSFCYNKVAINKFLNKFGFDLVCRAHMVVEDGYEFFN
DRSLVTVFSAPNYCGEFDNWGAVMTVSEGLLCSFELLDPLDSTALKQVMKKGRQERKLA

MY PYDVPDYA*

Ppzl:2-HA

MGNSSSKSSKKDSHSNSSSRNPRPOVSRTETSHSVKSAKSNKSSRSRRSLPSSSTTNTN
SNVPDPSTPSKPNLEVNHORHSSHTNRYHEPSSSHSHSNSONELLTTPSSSSTKRPSTS
RRSSYNTKAAADLPPSMIQMEPKSPILKTNNSSTHVSKHKSSYSSTYYENALTDDDNDD
KDNDISHTKRESRSSNSRPSSIRSGSVSRRKSDVTHEEPNNGSYSSNNQENYLVOALTR
SNSHASSLHSRKSSEFGSDGNTAYSTPLNSPGLSKLTDHSGEYFTSNSTSSLNHHSSRDI
YPSKHISNDDDIENSSQLSNIHASMENVNDKNNNITDSKKDPNEEEFNDIMQSSGVEMKR
KKPVRPVDIDEITIQRLLDAGYAAKRTKNVCLKNSEITQICHKARELFLAQPALLELSPS
VKIVGDVHGQYADLLRLFTKCGFPPMANYLFLGDYVDRGKQSLETILLLLCYKIKYPEN
FFLLRGNHECANVTRVYGFYDECKRRCNIKIWKTFVDTFNTLPLAAIVTGKIFCVHGGL
SPVLNSMDEIRHVSRPTDVPDFGLINDLLWSDPTDSSNEWEDNERGVSFCYNKVAINKF
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LNKFGFDLVCRAHMVVEDGYEFFNDRSLVTVFSAPNYCGEFDNWGAVMTVSEGLLCSFE
LLDPLDSTALKQVMKKGRQERKLANRNZEDIASA S-S

Ppz2:1

MGNSGSKQHTKHNSKKDDHDGDRKKTLDLPPLTKSDTTHSLKSSRSLRSLRSKRSEASL
ASNVOQAQTQOPLSRRSSTLGNGNRNHRRSNNAPITPPNNHYLTSHPSSSRRLSSSSRRSS
MGNNNNSELPPSMIQOMEPKSPILKNSTSMHSTSSENSYENALTDDDDDRGDDGGESPSM
AKVTRINTSSSADRGSKRTPLRRHNSLOPEKGVTGESSTSSKLRRRSDNTLPASYPLNA
EAGGNGSDYFSNRSNSHASSRKSSEGSTGNTAYSTPLHSPALRKMSSRDNDDSGDNVNG
RGTSPIPNLNIDKPSPSASSASKREYLSAYPTLAHRDSSSSLSPRGKGQRSSSSSSSSQ
RIYVSPPSPTGDFVHGSCADGDNGSRTNTMSGNKNAPKKFKKPIDIDETIQKLLDAGYA
AKRTKNVCLKNNEILQICIKAREIFLSQPSLLELSPPVKIVGDVHGQYGDLLRLFTKCG
FPPSSNYLFLGDYVDRGKQSLETILLLFCYKIKYPENFFLLRGNHECANVTRVYGFYDE
CKRRCNIKIWKTFIDTFNTLPLAAIVAGKIFCVHGGLSPVLNSMDEIRHVVRPTDVPDF
GLINDLLWSDPTDSPNEWEDNERGVSYCYNKVAINKFLNKFGFDLVCRAHMVVEDGYEF
FNDRSLVTVFSAPNYCGEFDNWGAVMSVSEGLLCSFELLDPLDSAALKQVMKKGRQERK

LANQQOQOMMET S ITNDNE SQQONS@AZI0) §:%
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Figura A2. Prediccion de las regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) y de
folding upon binding de las fosfatasas Ppz de diversos hongos. Prediccion de los IDR
de acuerdo con el software IUPred2A. Prediccién de las regiones folding upon binding
basada en el software ANCHORZ2. La linea discontinua representa el umbral de 0,5, que
corresponde al 5% de prediccion de falsos positivos en IDR 0 segmentos que presentan
folding upon binding.
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Tabla Al. Cepas de levadura empleadas en este trabajo.

801, his3delta?00, trpldelta63

Cepa Genotipo Referencia
BY4741 MATa his3A1 JeuZA metl5A ura3A (Brachmann et a/,, 1998)
gacl BY4741 gacl.:kanMX4 EUROFAN
gen2 BY4741 gcn2::kanMX4 (Calafi et al,, 2020)
glc8 BY4741 g/c8::kanMX4 EUROFAN
hogl BY4741 hogl.::kanMX4 EUROFAN
ppzl BY4741 ppz1.:kanMX4 EUROFAN
reg2 BY4741 reg2::kanMX4 EUROFAN
slit2 BY4741 slt2::kanMX4 EUROFAN
AGS19 BY4741 ppzl::kanMX4 ppz2::HIS3 (Leiter et a/, 2012)
CCP0O5 BY4741 gal4::.kanMX4 Este trabajo
CCPO6 BY4741 galll::kanMX4 Este trabajo
CCPO8 BY4741 pgdl..kanMX4 Este trabajo
CCP09 BY4741 med?2..kanMX4 Este trabajo
CCPO11 BY4741 nhal::LEU2 Este trabajo
CCP013 BY4741 promtetO7:PPZ1 nhal::LEU2 Este trabajo
CCP014 BY4741 hogl::kanMX4 nhal::LEUZ2 Este trabajo
CCv017 BY4741 nbp2..kanMX4 Coleccidén del laboratorio
MAR143 BY4741 ptcl::natMx4 (Ruiz et al., 2006)
MLMO03 BY4741 promtetO:2.PPZ1 Este trabajo
MLM04 BY4741 promtetO;:PPZ1 Este trabajo
SP010 BY4741 migl::kanMX4 mig2.:kanMX4 (Veldzquez et al., 2020)
SP038 BY4741 migl::kanMX4 (Veldzquez et al., 2020)
BY4742 MATa his3A1 leuZA lysZA ura3A (Brachmann et al., 1998)
Y17334 BY4742 caf20.: kanMX4 (Cridge et al., 2010)
Y17036 BY4742 eapl:: kanMX4 (Cridge et al., 2010)
GP6967 BY4742 caf20..kanMX4 eapl.: kanMxX4 G. D. Pavitt
DBY746 MATo wra3-52, leu2-3, leu2-112, his3deltal | David Botstein
trp1-289
JA100 MATa ura3-52 leu2-3,112 trp1-1 his4 can-1" | (De Nadal et a/,, 1998)
KT1112 MATa ura3-52 leu2 his3 (Stuart et a/,, 1994)
W303-1A MATa ade?-1 his3-11,15 leu?-3,112 trp1-1 | Rodney Rothstein
ura3-1 cani-100
YPH499 MATa wra3-52, leuZdeltal, ade2-101, lys2- | (Sikorski and Hieter, 1989)
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Tabla A2. Oligonucleotidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia (5’ 2 3')
TCATCGTTATAGTCGCTTCTTTTCCCCTAGAGGCTTTGTCCAGCTGAAGCTTC

OMLM1 GTACGC
TCCTTTTTCGAAGATTTTGAACTTGAATTACCCATTTTGAAAATAGGCCACTA

OMLM2 GTGGATCTG

OMLM3 CGGGATCCAAAATGGGTAATTCAAGTTCAAAATC

OMLM4 TGCACTGCAGTTACTGTTGAGATTCGTTATCATTTG

OMLM7 GGTACCATGGGTAATTCCGG

OMLMS CTCCTGCAGCGATTGGCTAATTTACG

OMLM9 CGGGATCCAAAATGGCTAATTCAAGTTCAAAATCTTCGAAA

OMLM11 TGACTGCAGTTATTTTTTCTTTCTACCCCCAGC

0CCP1 TGCACTGCAGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGATACTGTTGAGATTCG
TTATCATTTG

0CCP2 TGCACTGCAGTTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGATAGCGATTGGCTAAT

TTACG

HA_GLC7_Fw_BamHI

CGGGATCCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGACTCACAACCAGTT
GACG

HA_PPZ2_Fw_KpnI

CTCGGTACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGGTAATTCCGGTTC
GAAACAAC

PPZ2_Nter_BspEI_Rv

AGTCCGGACATAGTATTAGTCCTAGATCCATTATC

PPZ2_Cter_BspEI_Fw

AGTCCGGAGTCGAAATGAAAAGGAAAAAACC

Ul GATGTCCACGAGGTCTCT

K2 CACGTCAAGACTGTCAAGGA
GAL4 Fw CGGAGATGACTGCCAGGTGC
GAL4_Rv TGTCCGAATGGAGGGGCTCAG
GAL4_Comp CTTCCTCAGTGTCTGGAGCC
GAL11 Fw GAAGCGGCGAGGCAGCC
GAL11 Rv GTTACTGGTGACACCGATGC
GAL11_Comp AGTACCCTCATGCTTTGGCG
PGD1_Fw CTGTACCTGGACTCGCAGGC
PGD1_Rv TAGCACCAGCCTTGGCAGC
PGD1_Comp TAAGCCTTTTACCCTGTGGG
MED2_Fw GCAGTGTGTGTACGATACCT
MED2_Rv ATAGTGGATGTACTGCTGCTG
MED2_Comp GTTCAACGGTGGGAACATGG
BCK2_Fw TCCGATGGAAAACTGACGCC
BCK2_Rv AATGAAGCCAGGTCCATGGC
BCK2_Comp CATAGCTGATGGAACTCCGC

RPS6A_Fw_Sall

CACGTCGACTCGAACAATCAGTCCAACTCAAG

RPS6A_Rv_Sacl

CGAGCTCGCTTGGATATTCAGTTGAGG

SWM1_Fw_Pstl

ACACTGCAGTCTAGTCTCAACGGCTG

SWM1_Rv_Sall

TTGGTCGACCATCATCATTATG

RPL37A_Fw_BamHI

ACGGATCCACTGTCCTGTAGGG

RPL37A_Rv_Pstl

GACCTGCAGCTTTCCGGC

NOC2_Fw_PstI

GCACTGCAGCCTCTGGGGACGTAGTTC

NOC2_Rv_Sacl

CGAGCTCTAGAGATGGTGGTCTGAGG

YEp13_seq 5’

ATCGACTACGCGATCATGGC

YEp13_seq_3’

GCGATATAGGCGCCAGCAAC
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