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1. Resumen

La esperanza de vida es un fenotipo complejo que puede ser modulado tanto por
factores genéticos como por factores ambientales. Una de las intervenciones
ambientales que consistentemente extiende la esperanza de vida de varios
organismos es la restriccion dietética, la cual consiste en la reduccion de la ingesta
de alimentos sin causar malnutricion. Con la ayuda de organismos modelo, como
Saccharomyces cerevisiae, algunos de los genes responsables de extender la
longevidad en respuesta a la restriccion dietética han sido identificados, muchos de
los cuales se encuentran conservados a través de las especies. Este conjunto de
genes responsivos a la restriccion dietética se encuentra agrupado en lo que se
conoce como “la via de la restriccion dietética”. Dado que se ha encontrado que
muchos de los moduladores genéticos de la esperanza de vida pertenecen a la via
de la restriccion dietética, queda la interrogante de si existen otras vias que podrian

modular la esperanza de vida independientemente de esta via.

En este trabajo, presentamos una busqueda a gran escala de mutantes de delecion
gue extienden la esperanza de vida cronologica de levadura independientemente
de la restriccion dietética. A partir de un ensayo a escala gendmica de mutantes de
delecién bajo condiciones de restriccidon dietética y no restriccion, seleccionamos
aquellas mutantes cuya esperanza de vida se encontraba relativamente
incrementada en comparacion a la esperanza de vida de la cepa silvestre en ambas
condiciones. Las mutantes candidatas fueron evaluadas mas a fondo mediante la
medicién de su esperanza de vida bajo condiciones que imitan la esperanza de vida,
como el tratamiento con los farmacos rapamicina, metformina y espermidina, asi
como otras variantes de la restriccidon dietética. Encontramos dos genes candidatos
cuya delecion incrementa la esperanza de vida y cuyos efectos podrian actuar

independientemente de la via de la restriccion dietética: GLN3 y BAS1.

También reportamos el efecto de la combinacion de los farmacos metformina y

espermidina con el tratamiento de restriccion dietética. Sugerimos que la metformina



podria actuar mediante mecanismos diferentes a los de la restriccion dietética, ya

gue extiende la longevidad alin en combinacion con la restriccion dietética.

Para describir aquellos genes y procesos celulares mediante los cuales gin3A
incrementa la esperanza de vida, llevamos a cabo un ensayo de interacciones
genéticas en el cual medimos la esperanza de vida de las mutantes sencillas y
dobles de GLN3 contra una coleccién de factores de transcripcion que controlan los
principales procesos celulares en S. cerevisiae y genes cuya delecion modifica la
esperanza de vida. A partir del andlisis de éste experimento proponemos que la
mutante g/n3A extiende la longevidad a través de la regulacibn de procesos
celulares como la autofagia, la respiracion celular y el control de ciclo celular, entre

otros procesos.



2. Abstract

Lifespan is a complex phenotype that can be modulated by both genetic and
environmental factors. One of the environmental interventions that consistently
extends the lifespan of organisms is dietary restriction (DR), which consists on the
reduction of food intake without causing malnutrition. With the aid of model
organisms such as Saccharomyces cerevisiae, genes affecting lifespan in response
to DR have been identified, many of which are conserved across species. This set
of dietary responsive genes are grouped into what is known as the “dietary restriction
pathway”. Since many of the genetic modulators of lifespan have been found out to
belong to the DR pathway, the question remains whether or not there are other

pathways that could modulate lifespan independently of this pathway.

In this project, we present a high-throughput genetic screening for knock-out mutants
that extend the chronological lifespan of yeast independently of dietary restriction.
Based on the data obtained from a genome-wide screening of knock-out mutants
under conditions of DR and non-DR, we selected those mutants whose lifespan was
increased relatively to wild type under both conditions. Candidate mutants were
further tested by assessing lifespan under conditions that mimic dietary restriction,
such as pharmaceutical treatment with rapamycin, metformin and spermidine, and
other dietary restriction variants. We identified two candidate genes whose deletion
mutant increments lifespan and which may act independently of the dietary
restriction pathway: GLN3 and BAS1.

Also, we report the effect of the combination of the pharmaceutical treatments
metformin and spermidine with dietary restriction. We suggest that metformin may
act through mechanisms that differ from those used by dietary restriction, since

metformin extends lifespan even in combination with dietary restriction.

To describe the genes and cellular processes by which gin3A increases lifespan, we
carried out a genetic-interaction assay by measuring the lifespan of double and
single mutants of GLN3 against a collection of transcriptional factors controlling the

principal cellular processes in S. cerevisiae and genes whose deletion modifies
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lifespan. From the analysis of this experiment, we propose that mutant g/n3A
extends lifespan through the regulation of cellular processes such as autophagy,

cellular respiration and invasive growth, among others.



3. Introduccioén

3.1 La restriccion dietética (DR) es una intervencién que extiende la
longevidad

La restriccion dietética es una intervencion ambiental que consiste en la disminucién
de calorias ingeridas sin causar malnutricion. La reduccién en alimento ingerido
debe de ser minimo entre 30-40% menos que la cantidad de alimento ingerido ad
libitum [3]. Existen distintos tipos de restriccion dietética dependiendo del elemento
reducido en la dieta [4]. La restriccion dietética se puede realizar disminuyendo
proporcionalmente todos los elementos de la dieta, disminuyendo asi el consumo
total de calorias. También se puede realizar la restriccion dietética al reducir
Unicamente la cantidad disponible de fuente de carbono o nitrégeno o el cambio de
una fuente preferida de nutrientes a una que el organismo procese mas dificiimente
[5, 6]. Igualmente se ha demostrado que la disminucién de ciertos aminoacidos
especificos como la metionina también funciona como una forma de restriccion

dietética y extiende la longevidad [7].

La restriccion dietética extiende la longevidad brindando proteccion contra la
deterioracion senescente, manteniendo a los organismos bajo este tratamiento en
un estado fisico y de salud oOptimos [8, 9]. También retrasa la aparicion de
enfermedades tipicas de la vejez, como el cancer, las enfermedades
neurodegenerativas y cardiovasculares, la diabetes, entre otras [9]. Los efectos de
esta intervencion se han observado en una variedad de organismos tales como
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, Mus

musculus y Macaca mulatta, entre otros [3].

Existen varias teorias del cdmo la restriccion dietética logra extender la esperanza
de vida. La mas antigua de ellas, formulada en 1935, propone que la extensién en
la longevidad observada se debe al retraso en el crecimiento causada por la
restriccion dietética. Entonces se creia que el iniciar el tratamiento lo mas pronto

posible extendia mas la longevidad ya que se impedia la aceleracion del crecimiento



causada por el desarrollo del individuo. Sin embargo, un estudio en ratas encontro
gue no hay diferencia en el porcentaje de supervivientes entre un grupo de ratas
cuyo tratamiento inici6 justo después del destete y otro grupo que inici6 la restriccién
dietética después de que los individuos se desarrollaran por completo [10]. Por otra
parte, este estudio se vio respaldado por los resultados de Weindruch et al (1982),
quienes reportan que iniciar el tratamiento de restriccion dietética a ratones con un
afio de vida, los cuales a esa edad ya son considerados adultos completamente
desarollados, también extiende la longevidad [11]. Por lo tanto, la tendencia a se ha
inclinado a pensar que la edad de inicio del tratamiento no determina la eficacia del
mismo y muy probablemente la restriccion dietética no aumenta la esperanza de

vida al retardar el crecimiento.

Otra de las hipotesis propone que el aumento en la esperanza de vida se debe a la
disminucién de la grasa corporal en individuos bajo restriccion dietética. Esta
hipdtesis surgid de la observacién de que altos niveles de grasa corporal estan
asociados a muertes prematuras en humanos. Sin embargo, un estudio de Bertrand
et al (1980) desafia esta hipotesis al reportar que no existe correlacion entre la grasa

corporal y la esperanza de vida [12].

También se ha propuesto que el efecto sobre la longevidad de la restriccion dietética
podria deberse a una reduccién en la tasa metabdlica en el organismo. Esto se
propuso en 1977 a partir de los estudios que demostraban que la tasa metabdlica
en los humanos se hace mas lenta al reducir la ingesta de alimentos. Si bien es
cierto que la tasa metabdlica disminuye al iniciar el tratamiento de restriccion
dietética, otros estudios en ratas y monos demostraron que esta disminucion es solo
temporal y que la tasa metabdlica regresa a los mismos niveles que los de los
sujetos no sometidos a la restriccion dietética [13, 14]. El debate respecto a esta
hipbtesis continda, ya que no existe un acuerdo respecto a codmo deberia de

reportarse la tasa metabdlica.

Harman propuso en 1956 que el deterioro en el organismo que observamos como
envejecimiento se debe al dafio acumulado causado por los radicales libres y otras

especies reactivas de oxigeno [15]. Entonces, se formul6 la hipétesis de que la



restriccion dietética extendia la longevidad al disminuir el dafio oxidativo. Esta
hipotesis parece ser en parte cierta, debido a que en ratones y monos sometidos a
restriccion dietética es apreciable una disminucién en la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno [16, 17]. Ademas, en apoyo a esta hipétesis se ha observado
gque en ratas bajo restriccibn dietética hay sobreexpresion de proteinas
antioxidantes tales como la superoxido dismutasa y catalasa [18]. Sin embargo, los
efectos de la restriccion dietética sobre la produccion de especies reactivas de
oxigeno y la expresion de proteinas antioxidantes no son consistentes a través de
los organismos; en ratas sometidas a restriccion dietética se observa una
atenuacion en la expresion de la proteina superoxido dismutasa, contrario a lo que
se esperaria segun la hipotesis, ademas que en D. melanogaster se ha reportado
gue no hay correlacion entre la esperanza de vida y la produccion de especies
reactivas de oxigeno [19, 20]. Hoy en dia sabemos que las especies reactivas de
oxigeno juegan un papel en el envejecimiento; estos compuestos son los
responsables de una parte del dafio acumulado al propiciar el dafio al ADN,
proteinas y lipidos [3]. Sin embargo la sobreproduccién de estos compuestos no
tiene efectos solamente dafinos, ya que existe evidencia de que también ocupan
papeles como reguladores de genes, sefialadores celulares, reguladores de la
diferenciacion celular, etc. [21]. Por lo tanto se ha formulado una nueva hipétesis en
la que el envejecimiento no se debe a la sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno, sino a la perturbacion de la red de sefalizacion de las especies reactivas

de oxigeno [21].

Finalmente, también se ha propuesto que la restriccion dietética actlia como un
estrés ligero al organismo y que este nivel de estrés es suficiente para incitar a los
mecanismos de proteccidn y asi preparar al individuo para futuros agentes dafiinos
[22]. De esta manera se reduce el dafio ocasionado al organismo y se extiende la
longevidad. Se postula que esta respuesta evoluciond para mejorar la adecuacion
de los organismos durante épocas de hambruna al permitirles redireccionar los
recursos disponibles de los procesos de reproduccion y crecimiento hacia el
mantenimiento y proteccion del organismo [23]. Esta teoria también predice que los

mecanismos responsables del efecto de la restriccidon dietética sobre la longevidad



deben de estar genéticamente conservados y por lo tanto la restriccion dietética
tendra efecto en una diversidad de especies [3, 23]. Al momento esta es la teoria
prevalente del por qué la restriccion dietética incita la extension de la esperanza de
vida, sin embargo los mecanismos exactos mediante los cuéles actia no son

conocidos para ningun organismo.

3.1.1 Los procesos activados por la restriccion dietética que extienden la

longevidad

A pesar de que no se conozcan todas las posibles causas de la extension de la
longevidad bajo condiciones de restriccion dietética, si se han reportado varios
cambios fisiologicos comunes en respuesta a este tratamiento en varios
organismos. Algunos de estos cambios son un incremento en la resistencia a varios

estreses, disminucion de la biogénesis de ribosomas o activacion de la autofagia.

Se ha observado que el someter a los individuos a condiciones de restriccion
dietética también aumenta la resistencia a una variedad de estreses ambientales.
En C.elegans se ha verificado que aquellos gusanos sometidos a DR presentan
también incremento en su resistencia a estrés térmico [24, 25]. Igualmente C.
elegans también presenta resistencia a estrés oxidativo cuando se encuentra bajo

restriccion dietética [25].

Otro de los cambios fisiol6gicos que se han observado en C. elegans y Drosophila,
al iniciar el tratamiento con restriccion dietética, es que aumenta la funcion
mitocondrial y la tasa de respiracion. La reduccion en nutrientes conlleva a un
cambio en la manera de administrar y producir la energia en la célula. Una dieta en
restriccidon favorece la utilizacion de la via de oxidacion para obtener energia [26]. A
su vez, la restriccion dietética incrementa el nUmero de mitocondrias y la expresion
de genes mitocondriales, llevando a una mayor tasa de respiracion [27]. En levadura
también se ha reportado que aunque no siempre exista una mayor cantidad de

mitocondrias en respuesta a restriccion dietética, si existe una mayor capacidad



respiratoria en las células debido a una sobreproduccion de subunidades
mitocondriales necesarias para llevar a cabo la fosforilacién oxidativa [28].

La iniciacion y elongacion de la traduccion también son procesos modificados por la
restriccion dietética. Bajo las condiciones de bajo nutrientes se ha detectado una
menor biosintesis de ribosomas y menor tasa de iniciacion de la traduccion. De
acuerdo con esto, la inhibicion de las proteinas ribosomales y factores de iniciacion
de la traduccién en C. elegans en una dieta regular imita la extension en longevidad

observada en la restriccion dietética [24].

También se ha observado un aumento en la actividad autofagica en condiciones de
restriccion dietética. En condiciones de alto nivel de nutrientes la autofagia se
encuentra reprimida, sin embargo, este proceso se activa en respuesta a niveles
bajos de nutrientes. Se cree que en estas condiciones la activacion de la autofagia
sirve para reciclar componentes celulares y eliminar proteinas dafiadas de la célula
[26]. También en C. elegans se ha demostrado que la presencia de los genes que
activan la autofagia es necesaria para la extension de la longevidad en DR, la
delecion de estos genes suprime en parte el aumento de la esperanza de vida al

iniciar el tratamiento con restriccion dietética [29].

3.1.2 Las vias de sefalizacidén responsables de la extensidén en esperanza de

vida por restriccion dietética

En levadura, la extension en la esperanza de vida observada en el tratamiento de
restriccibn dietética depende principalmente de la regulacion de las vias
Tor/Sch9/Rim15 y Ras/cAMP/PKA/Rim15 (Figura 1). A este conjunto de vias de
sefalizacion celular se les conoce coloquialmente como la via de la restriccion
dietética. Los principales reguladores de la via Tor/Sch9/Rim15 y por los cual recibe
su nombre, son los complejos TOR [26]. En levadura existen dos complejos: Torly
Tor2. Ambos son cinasas de serina/treonina encargadas de regular el crecimiento y
la supervivencia celular, pero Torl es la cinasa con mayor efecto sobre estos dos

fenotipos. Esta cinasa es el regulador maestro de la via de Tor/Sch9/Rim15: al estar
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activa favorece el crecimiento celular y la proliferacién. En cambio, en condiciones

de bajos nutrientes, la actividad de Torl disminuye y se aumenta la esperanza de

vida de las células en division y quiescentes [30]. Las mutaciones de pérdida de

funcion de TOR1 simulan el tratamiento con restriccion dietética y extienden la

longevidad, mientras que la aplicacion de la DR en estas mutantes no es capaz de

extender en la misma medida la longevidad, lo que confirma que la regulacién de

Torl es un factor que regula el efecto de la restriccion dietética [31].

Torl acta en conjunto con la
cinasa de serina/treonina Sch9. En
un medio rico, Sch9 se encuentra
activo y promueve el crecimiento
celular, activa la biosintesis de
proteinas de ribosomas y promueve
la progresion del ciclo celular.
Ademas Sch9 inhibe la respuesta
general de estrés mediante la
inhibicién de la cinasa Rim15 [31].
Al igual que con Torl, la inhibicion 6
delecion de Sch9 simula los efectos
de la restriccion dietética y aumenta

la longevidad.

Calorie restriction =~

Glucose/nutrients

\ = PtA

Cellular protection
(MnSOD, HSPs...)

Longevity <~ 4

Figura 1. Vias
reguladoras de la
longevidad mediada por
restriccion dietética en
levadura.

Se muestran los principales
elementos de la via de la
restriccion dietética: la via
Tor/Sch9/Rim15 y la via
Ras/Camp/PKA. Primero los
nutrientes son sensados y la

» seflal  traducida por los

sensores Sch9, Tory Ras. Las
sefiales convergen en Rim15
el cual activa a los factores de
transcripcion de respuesta a
estrés Gisl, Msn2 y Msn4.
Figura modificada de Wei et
al. (2008).

Por otra parte, existe la via de Ras/cCAMP/PKA/RIm15 que es necesaria para activar

el efecto de la restriccion dietética [31]. Esta via comienza con la cinasa Ras2, la

cual se encarga de activar otras cinasas de sefializaciéon: AC/cCAMP y PKA. Esta

Gltima se encarga de reprimir a Rim15 y al factor de transcripcion Msn2/4, inhibiendo

asi la respuesta celular al estrés. La delecion de cualquiera de estas cinasas

también resulta en extensién de la longevidad y resistencia a estrés oxidativo y

térmico [32].
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Ambas vias, Tor/Sch9/Rim15 y Ras/cAMP/PKA/RIm15 convergen en la regulacion
de la cinasa Rim15, la cual se encarga de integrar las sefiales de ambas vias (Figura
1). La actividad de Rim15 es sensible a los niveles de glucosa en la célula: altos
niveles de glucosa reprimen su actividad mientras que bajos niveles la activan y
causan a su vez la activacién de genes involucrados con la entrada a Go y respuesta

a estrés [33].

Entre los genes mas notorios regulados por Rim15 se encuentran GIS1, MSN2 y
MSNA4 [33]. Todos estos son factores de transcripcion regulados positivamente por
Rim15, que se encargan de inducir una variedad de genes responsables de la
respuesta a estrés. Gisl se encarga de activar aquellos genes de respuesta a estrés
gue en su promotor cuentan con el motivo PDS (Post-Diauxic Shift), mientras que
Msn2/4 regula aquellos promotores con el motivo STRE (Stress Response Element)
[34]. Delecion de estos factores de transcripcion y de Rim15 causa una disminucion
en la esperanza de vida de levaduras en medio rico [31]. Debido a que Rim15, Gisl
y Msn2/4 son necesarios para el efecto sobre la longevidad de la restriccion
dietética, su delecion en condiciones de restriccion dietética revierte casi totalmente
la extension de la longevidad causado por la restriccion dietética, regresando a la

levadura a una esperanza de vida similar a la del tipo silvestre sin tratamiento.

Es importante sefalar que los genes aqui mencionados no son los Unicos
responsables de la extension de la longevidad por restriccién dietética. Se ha
reportado que la triple mutante de msn4Amsn2Agis1A todavia muestra algo de
extension de la longevidad en condiciones de restriccidon dietética, indicando que

existen otros genes aun respondiendo a la restriccion dietética [35].
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3.1.3 Lavia de larestriccion dietética esta conservada en varios organismos

La restriccion dietética es una intervencion para extender el envejecimiento cuyo
efecto se puede observar en varios organismos. Se ha reportado su efecto en
organismos modelo como S. cerevisiae, C. elegans, D. melanogaster, M. musculus
y R. norvegicus. Su efecto también se ha reportado en otros organismos no modelos
como arafas, peces, hamsters, perros y macacos [3]. Esto nos sugiere que existen
elementos de la via de la restriccion dietética conservados en todos estos

organismos.

El principal componente de la via de la restriccion dietética, el complejo Tor, se
encuentra conservado en todos los genomas de eucariotas [36]. En algunos
organismos el elemento principal de los complejos Tor, la cinasa Tor, se encuentra
codificada en dos genes (TOR1 y TOR2) como ocurre en levadura, mientras que en
mamiferos esta proteina esta codificada por un solo gen (mTOR) [26]. Muchos de
los elementos del complejo Tor también estan conservados en varios organismos.
Los elementos Kogl, Lst8 y Tco89 del complejo Tor de levadura se conservan en
C. elegans como DAF-15 y C10H11.8, en Drosophila como Raptor y CG3004 y en
mamiferos como RAPTOR y mLST8 [26].

Otro de los elementos altamente conservados de la via de la restriccion dietética es
el blanco de Tor, Sch9. En organismos como C. elegans, Drosophila y mamiferos,
esta cinasa se encuentra conservada como RSKS-1 S6K y SK61/2
respectivamente. También se ha reportado que la proteina AKT de mamiferos (PKB)
podria ser un homélogo de Sch9 ya que el expresar la proteina PKB en levadura

logra rescatar parcialmente el fenotipo de una mutante sch9A [37]

La via de regulacion de la longevidad Ras/cAMP/PKA también se encuentra
conservada en varios organismos. En el hongo filamentoso Neurospora crassa se
encuentran conservados dos genes RAS: ras-1y ras-2, los cuales también regulan
la longevidad [38]. La mutacion ras- 1A incrementa la esperanza de vida en N. crassa
al igual que lo hace en S. cerevisiae, sin embargo, se desconocen los mecanismos

rio abajo encargados de este fenotipo. La proteina Ras también se encuentra
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conservada en Drosophila, C. elegans y mamiferos como Ras, Let-60, N-Ras y H-
Ras, respectivamente. Delecion de los genes que codifican estas proteinas resulta
en la extension de la esperanza de vida de los organismos mencionados, excepto
en Let-60, donde es necesaria la sobreexpresion de esta proteina para obtener
extension sobre la longevidad [39-42]. La via rio debajo de Ras se encuentra
también conservada en mamiferos como la via Ras/[ERK/MAPK, la cual trasduce la
sefial de presencia/ausencia de nutrientes a factores de transcripcién encargados

de activar genes de resistencia a estrés [41].

En animales, se conoce mas acerca de la via que regula a Ras. Esta via se conoce
como la via de sefializacion de insulina/IGF-1 (IIS por sus siglas eninglés) y también
se encuentra conservada en varios organismos. En Drosophila, C. elegans y
mamiferos, la disminucion de los niveles de glucosa inhibe a la via IS y se extiende
la longevidad. En mamiferos, esta via de sefalizacion activa a ras mediante el
complejo conformado por las proteinas SOS, Grb2 y la quinasa del receptor de
insulina [41]. El efecto de esta via depende de la regulacion de los siguientes genes
en C.elegans: DAF-16, un factor de transcripcion FOXO; el factor de transcripcion
heat-shock HSF-1 y el factor de respuesta xenobiotico SKN-1 [43]. DAF-16 es
necesario para la extension de la longevidad ocasionado por la via IIS. Este factor
de transcripcion es activado en respuesta el estrés o inanicion, donde regula
positivamente la expresion de genes de resistencia a estrés como catalasas,

transferasas de glutation y chaperonas.

3.2 Levadura como modelo de envejecimiento

Todas las vias que regulan el envejecimiento en respuesta a la restriccion dietética
han sido descubiertas gracias al uso de organismos modelo de envejecimiento. Los
organismos modelo mas utilizados para estudiar el envejecimiento son D.

melanogaster, C. elegans, S. cerevisiae y, en menor medida, M. musculus.

La levadura S. cerevisiae se ha usado como organismo modelo para estudiar el

envejecimiento. Varias de sus caracteristicas la han convertido en un buen modelo:
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es un organismo unicelular con un genoma pequefio (aproximadamente 6000
genes) y muchos de sus genes tienen ortélogos en humano. Tiene un ciclo de vida
corto y requiere de pocos recursos y cuidados para su cultivo [44]. También se
cuenta con muchas herramientas para su analisis genético: existen protocolos
definidos para realizar mutaciones en la levadura y se cuenta con la secuencia

completa de su genoma.

En levadura se han establecido dos modelos de envejecimiento: El modelo
replicativo y el modelo cronoldgico de envejecimiento [30]. EI modelo replicativo
define la esperanza de vida como el nimero de divisiones mitéticas que lleva a cabo
una sola célula hasta su muerte. Este modelo de envejecimiento describe la
senescencia de células que se dividen un numero finito de veces, como los
fibroblastos [44]. Por otra parte, el modelo cronologico de envejecimiento define la
esperanza de vida cronologica (CLS por sus siglas en inglés, chronological lifespan)
como el tiempo en el que una célula en fase estacionaria puede permanecer viable
[30]. Este sistema se ha utilizado para modelar el envejecimiento de células pos-
mitGticas. Cabe mencionar que el tratamiento con restriccion dietética aumenta tanto

la esperanza de vida cronoldgica como la esperanza de vida replicativa [3].

3.3 Otras intervenciones que extienden la longevidad también utilizan la via

de restriccion dietética

Aunque hoy en dia se conocen algunos de los genes que modifican el
envejecimiento y el efecto de silenciar o sobreexpresar estos genes, aun se
desconoce el cdmo estos genes interactlan entre si. Ademas, los polimorfismos
presentes en cada uno de los genes que modulan el envejecimiento podrian
modificar la aportacion de ese gen a la longevidad al organismo [45]. La
combinacion de estos dos factores, la interaccion entre genes y los polimorfismos
dentro de esos genes, podrian afectar el resultado de realizar una mutacion en un
organismo con un diferente fondo genético al organismo modelo en el cudl se

verifico el efecto . Por tal motivo, el realizar terapias génicas en humanos, sin
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conocer la manera en la cual los polimorfismos y las interacciones genéticas ayudan
a determinar el envejecimiento, podria ser contraproducente [46]. Ademas, las
terapias génicas necesarias para modificar la expresién de los genes reguladores
de la longevidad conllevan riesgos en la practica y existen dilemas éticos respecto
a la aplicacion de esta intervencion [47]. Una alternativa para la terapia génica son
las intervenciones ambientales, las cuales producen cambios en el organismo
similares a los causados por la modificacion de los genes reguladores de la
longevidad. Una de las intervenciones ambientales con mayor efecto sobre la
longevidad es la restriccion dietética, sin embargo en el contexto actual es
desafiante llevar a cabo una dieta restringida en calorias por lo que se esta
realizando el esfuerzo de encontrar otras intervenciones ambientales que aumenten
la esperanza de vida sana, es decir, que tengan beneficios sobre la prevencion de
enfermedades caracteristicas de la vejez. La busqueda se ha tornado hacia la
extraccion de compuestos naturales, los cuales podrian extender la esperanza de
vida mediante la modulaciéon de los efectos de los genes que regulan el
envejecimiento [48]. Se han encontrado una gran cantidad de aislados de
microorganismos y plantas que modifican la longevidad. Se esperaba que dentro de
este conjunto de compuestos naturales existieran algunos que extendieran la
longevidad regulando la actividad de la via de la restriccion dietética y otros que
regularan nuevas vias para extender la longevidad. Sin embargo, la gran mayoria
de las intervenciones que se han descubierto que extienden la longevidad lo hace

a través de la via de la restriccidn dietética [48].

Entre los frutos de esta blsqueda se encuentra la rapamicina, la cual es un
compuesto natural aislado de la bacteria Streptomyces hygroscopicus AY B994 [48].
Este compuesto ha demostrado extender la longevidad de ratones al usarse en una
concentracion de 14 mg/kg [49]. Su efecto también se ha probado en C. elegans a
una concentracion de 100 uM y en D. melanogaster a 200 uM [50, 51]. Otro de los
efectos deseables de la rapamicina es que se ha reportado que su uso ha
proporcionado efectos protectores contra enfermedades relacionadas con la vejez;
suprime el inicio de tumores en ratones proclives a desarrollar cancer e impidié el

avance de déficits parecidos al Alzheimer también en ratones [52, 53]. Se ha
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descubierto que el aumento en longevidad en respuesta al tratamiento con
rapamicina se debe a que este compuesto inhibe al complejo Tor, utilizando asi la
via de la restriccion dietética [51]. Ademas, este compuesto incita un incremento en
la actividad autofagica y una disminucion en la tasa de sintesis de proteinas, los

cuales son cambios asociados con el aumento de la esperanza de vida.

Otro compuesto que se ha descubierto extiende la longevidad es la poliamida
espermidina, un compuesto derivado de la putrescina. Se ha observado que las
poliamidas disminuyen su concentracién conforme el organismo envejece [54]. De
ahi que se planteé la posibilidad que la adicién de otras poliamidas podria extender
la longevidad. Bajo esta hipodtesis, se descubrid el efecto de la espermidina al
aplicarla a levaduras envejeciendo cronoldgicamente [55]. Su efecto extensor de la
longevidad también se ha reportado en C. elegans y Drosophila mientras que en
raton incrementa la resistencia al dafio oxidativo [55]. El efecto de la espermidina
depende de la activacion de la autofagia a través de la inhibicion de acetilasas de
histonas H3 [56].

La metformina también forma parte de los compuestos naturales que extienden la
longevidad. Este compuesto es una biguanida extraida de la planta Galega
officinalis. Es frecuentemente utilizada para el tratamiento de la diabetes tipo Il
debido a que inhibe la gluconeogénesis y disminuye los niveles de insulina [57]. Se
ha observado que a una concentracién de 50 mM extiende la esperanza de vida de
C. elegans en un 40% [58]. Su efecto también se ha demostrado en ratones, donde
en una dosis de 100 mg/kg aumento la longevidad en un 38% [59]. Se han propuesto
algunos mecanismos del cémo la metformina extiende la longevidad. Se sugiere
gue su efecto sobre la longevidad depende de AMPK, una cinasa trasductora de
sefales sensible al estado energético de la célula. La metformina regula a AMPK al
modular el balance AMP/ATP mediante la inhibicién del complejo mitocondrial | [60].
Al activarse AMPK, esta cinasa reprime indirectamente al complejo Tor, extendiendo

la longevidad.
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Existen muchos otros compuestos naturales cuyo efecto sobre la longevidad esta
siendo estudiado como la curcumina y el resveratrol, pero todo parece indicar que

estos compuestos también actian a través de la via de la restriccion dietética [48].

3.4 GIn3 y larepresiéon catabodlica de nitrogeno

La célula tiene mecanismos para procesar diferentes fuentes de nitrégeno, los
cuales se encargan de la regulacion de permeasas y enzimas para el transporte y
conversion de las fuentes de nitrogeno a compuestos mas simples, los cuales seran
utilizados como bloques de construccion para aminoacidos y otros compuestos
nitrogenados. Las diferentes fuentes de nitrogeno son asimiladas con distinta
facilidad, de tal manera que existen fuentes preferidas de nitrégeno (como la
glutamina y asparagina para levadura) y fuentes no preferidas (como la alantoina y

y-aminobutirato) [61].

El mecanismo de represion catabolica de nitrégeno (RCN) se encarga de regular la
expresion de genes encargados de la asimilacion de fuentes de nitrdgeno, tal que
en presencia de una fuente preferida de nitrégeno reduce la sintesis de enzimas y
permeasas para fuentes no preferida. Esto ayuda a la optimizacion de los recursos
de la célula [61].

La represion catabdlica de nitrégeno en S. cerevisiae regula la expresion de los
genes encargados de la asimilacion de fuentes de nitrégeno a partir de la activacion
de dos factores de transcripcion: GIn3 y Gatl, y de la represion de otros dos: Dal80
y Gzf3 [61]. Todos estos son factores de transcripcion con un médulo de dedo de
zinc el cual se adhiere alos promotores que contengan el motivo UASnTr (GATAAG)
[62]. Bajo una fuente no favorable de nitrogeno, GIn3 y Nill activan la expresion de
genes sujetos a la regulacion por nitrégeno, mientras que bajo una fuente
preferencial de nitrégeno, Dal80 y Nil2 los reprimen [61]. Algunos de los genes
sujetos a regulacion por RCN son GAP1, GHD2 y PUT1 [63].
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El factor de transcripcién principal para la expresién de genes regulados por
nitrogeno es GIn3. GLN3 es expresado constitutivamente en la célula; su papel
dentro de la represién catabdlica de nitrégeno depende de su posicién dentro de la
célula. En presencia de una fuente preferida de nitrégeno, GIn3 se encuentra
fosforilado y secuestrado en el citosol por Ure2. En cambio, en presencia de una
fuente no preferida de nitrégeno, GIn3 es desfosforilado y exportado al nacleo donde

comienza la expresion de los genes sensibles a fuente de nitrégeno [64].

Existen varias cinasas encargadas de la transduccién de sefiales del medio y
regulacién de GIn3. Torl y Tor2 son capaces de fosforilar a GIn3 en respuesta al
estado nutricional. En una buena fuente de nitrégeno, Tor se encuentra activo y
fosforila a GIn3, lo cual ocasiona la inhibicion de los genes regulados por nitrégeno.
Se ha observado que la inhibicion de Tor mediante el tratamiento con rapamicina

ocasiona la desfosforilacion de GIn3 y su acumulacion en el nucleo [64].

GIn3 también es regulado por los niveles de glucosa en el medio. Bajos niveles de
glucosa libera la represion de los genes normalmente regulados por RCN [63]. En
un estudio se descubrié que GIn3 es necesario para la expresion de los genes
reprimidos por el mecanismo RCN en condiciones de baja glucosa ya que una cepa
con la mutaciéon g/in3A es incapaz de expresar los genes reprimidos por RCN en
condiciones de baja glucosa. El responsable de la fosforilacion y cambio de
localizacion de GIn3 en respuesta a los niveles de glucosa es la cinasa Snfl [63].
Snfl es un homélogo de la cinasa AMP-dependiente el cual fosforila a GIn3 en
condiciones de baja glucosa. La fosforilacion realizada por Snfl a GIn3 tiene el
efecto contrario que la fosforilacion de Tor. La fosforilacion por Snfl promueve la
acumulacion nuclear de GIn3, tal vez promoviendo la importacion de GIn3 al nucleo

o inhibiendo su exportacion hacia el citoplasma.

De esta manera, GIn3 ayuda a la célula a manejar sus recursos cuando ésta se
encuentra en periodos de hambruna, ya que le permite utilizar otras fuentes de
carbono y nitr6geno para obtener energia y elementos para la biosintesis de otras

moléculas.
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4. Antecedentes

Se han realizado esfuerzos por identificar genes y vias que extiendan la longevidad
de un organismo robustamente. Como se ha mencionado en la introduccion de este
trabajo, la gran mayoria de los genes que regulan el envejecimiento son factores
gue responden al estado energético de la célula. Se ha descubierto que todos estos
factores interactian entre si y actian a través de una gran via que se conoce como
la via de la restriccion dietética. La via toma ese nombre debido a que, al
encontrarse el organismo bajo una restriccion de nutrientes, la inhibicion o
activacion de los factores que conforman esta via aumenta la longevidad. Otras
intervenciones ambientales y farmacoldgicas también aparentan regular los genes
gue conforman a la via de la restriccion dietética, como es el caso de la extension
en la esperanza de vida observada en levaduras sometidas a estrés oxidativo o
térmico, o al de levaduras tratadas con los farmacos rapamicina o espermidina [48,
65].

En este contexto surge la duda de si la restriccion dietética es la Unica via en la
célula capaz de regular y extender la longevidad. De existir vias adicionales e
independientes a la via de restriccion dietética, podriamos tener nuevos blancos
genéticos para disefar intervenciones ambientales y farmacologicas para extender
la esperanza de vida, en particular la esperanza de vida saludable en humanos. Una
estrategia para identificar intervenciones que regulen la longevidad
independientemente de la restriccion dietética es evaluar el efecto de la intervencién
en combinacion con la restriccidon dietética [3]. Si la nueva intervencidn extiende la
longevidad mediante la misma via que la restriccion dietética se podra observar que
no existe un aumento aun mayor de la longevidad en condiciones de restriccion
dietética. Si la nueva intervencioén inhibe un proceso esencial para la extension de
esperanza de vida por restriccion dietética no observaremos aumento en la
longevidad en condiciones de restriccion dietética. En cambio, si la nueva

intervencion afecta la longevidad de manera independiente a la restriccion dietética,
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entonces veremos que su efecto sobre la longevidad serd el mismo ya sea en

condiciones de restriccién y de no restriccion.

Existen indicios de que la via de la restriccion dietética no es la Unica via capaz de
modular la longevidad. En un estudio realizado recientemente en nuestro grupo se
llevé a cabo la caracterizacion de la esperanza de vida de 3,718 mutantes knock-
out de levadura bajo condiciones de restriccion dietética y no restriccion dietética
[1]. Esto se hizo con la intencidn inicial de identificar aquellos genes necesarios para
el efecto sobre la longevidad de la restriccion dietética. Sin embargo, los datos de
este experimento también revelaron que existia cierta proporcién de mutaciones de
genes (~100) que extendian la longevidad tanto en condiciones de restriccion
dietética como en condiciones de no restriccion (Figura 2).
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Figura 2. Existen genes que incrementan la longevidad en condiciones de
restriccion dietética y no restriccion.

a) Distribucion de los efectos sobre la esperanza de vida cronolégica (s) de mutantes
knock-out de levadura en condiciones de no restriccién dietética (NR). b) Distribucion de
los efectos sobre la longevidad (s) de mutantes knock-out de levadura en condiciones de
restriccion dietética (DR). Dentro de ambas distribuciones se muestra el porcentaje de
mutantes progéricas y longevas. c) Diagrama de Venn del nUmero de cepas mutantes que
extienden la longevidad bajo restriccion dietética y no restriccion. Figura tomada de
Campos et al (2017).

Estos genes que incrementan la esperanza de vida independientemente de las
condiciones nutricionales de la célula son fuertes candidatos a regular vias
extensoras de la longevidad diferentes a las de la via de restriccion dietética. Sin
embargo, para realmente determinar si su efecto es o no independiente de la via de
la restriccion dietética hacen falta mas pruebas. Es necesario corroborar los efectos

de estas mutantes con una técnica mas sensible para distinguir sus efectos sobre
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la longevidad, ademas de verificar que estas mutantes no interactien con los genes
que componen la via de la restriccion dietética. Con base en lo anterior, en este
proyecto nos enfocamos en averiguar si alguno de estos genes realmente actla

independientemente de la via de la restriccion dietética.

21



5. Hipotesis

La longevidad cronolégica de la levadura puede aumentarse de manera
independiente a la respuesta a restriccion dietética mediante la eliminacion de

genes. Por lo tanto existen vias que el perturbarse aumentan la esperanza de vida.

6. Objetivo general

Encontrar intervenciones genéticas y ambientales que extiendan la longevidad
cronologica, adicionalmente de las vias activadas por restriccion dietética en

Saccharomyces cerevisiae.

6.1 Objetivos especificos

1) Identificar deleciones genéticas que extiendan la longevidad de S.cerevisiae en

condiciones de restriccion dietética.

2) ldentificar intervenciones farmacoldgicas que aumenten la esperanza de vida
independientemente de la restriccion dietética y verificar sus efectos en algunas

mutantes de delecidn genética.

3) Describir los procesos que extienden la esperanza de vida en alguna de las

mutantes identificadas previamente.

22



7. Materiales y métodos
Cepas

Las mutantes knock-out sencillas utilizadas en este proyecto son mutantes
derivadas de la coleccién de cepas knock-out del proyecto de delecién de levadura
(Open Biosystems) y producidas de la cruza de estas cepas con la coleccion SGA
inicial de levadura MATa YEGO1-RFP y YEGO1-CFP [66]. Las mutantes sencillas
tienen el siguiente genotipo: MATa xxx4:kanMX4 PDC1-XFP-CaURA3MX4
canlA:STE2prSpHIS5 lyplAa his341 ura340 LEU2, donde XFP se refiere a una

proteina fluorescente roja (mcherry) o cian (Cerulean).

Las dobles mutantes se obtuvieron del proyecto de Campos et al (2017) [1]. Se
realizaron de la siguiente manera: Las mutantes sencillas previamente
mencionadas se cruzaron con una cepa derivada de YEGO1-RFP (MATa PDC1-
mcherry-CaURA3MX4 can1A:STE2pr-SpHIS5 lyplA his3A1 ura3A0 LEU2) a la cual
se le realizaron las mutaciones sencillas por reemplazo génico con el casette de
resistencia para higromicina hphMX4. Las dobles mutantes se seleccionaron por su

resistencia a los antibidticos geneticina e higromicina.

Medios de cultivo

YPAD, 1L
Bacto yeast extract (Difco 0127-17) (1%), Bacto peptone (Difco 0118-17) (2%),
Glucosa (2%), Bacto agar (Difco 0140-01) (2%), Adenina sulfato (.004%).

Synthetic Complete (SC) 2% Glucosa, 1L
Yeast Nitrogen base w/o aminoacids (Sigma-Aldrich Y0626) 6.7 g/L, Glucosa (2%),
Aminoéacidos CSM 2 g/L.

Synthetic Complete (SC) 0.5% Glucosa,1L
Yeast Nitrogen base w/o aminoacids (Sigma-Aldrich Y0626) 6.7 g/L, Glucosa

(0.5%), Aminoacidos CSM 2 g/L.
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YNB baja fluorescencia, 1L
1X sales YNB, 1000 X Stock de vitaminas 1mL, 1000X Elementos traza 1 mL, 20%
Glucosa 100 mL, Aminoacidos CSM 0.79g.

Sales YNB 1X: sulfato de amonio 5g/L, fosfato monopotésico 1g/L, sulfato de
manganeso 0.5g/L, Cloruro de Sodio 0.1g/L, Cloruro de Calcio 0.1g/L.

Concentracion de Antibidticos

Amplicilina:

Stock: 100 mg/mL (1000X), 1mL por litro de medio.
Geneticina:

Stock: 200mg/mL (1000X), 1mL por litro de medio.
Higromicina B:

Stock: 50 mg/mL (250 X), 4 mL por litro de medio.

Ensayo de CLS basado en cinéticas de crecimiento

Este es un ensayo de esperanza de vida cronologica basado en el descrito por
Murakami et al (2009) [67]. Los cultivos iniciales se realizaron en 5 mL de medio
YPAD. Estos cultivos se dejaron crecer a 30°C con agitacion (750 rpm) por dos dias.
Después estos cultivos fueron traspasados a cajas de 96 pozos para realizar los
arreglos de mutantes. Cada pozo se llené con 150 yL de cultivo. Estos arreglos
fueron copiados por medio de un pinner a cajas de 96 pozos profundos las cuales
en cada pozo contenian 800 uL de medio SC 2% 6 0.5% glucosa dependiendo de
si se trataba de un experimento con o sin restriccion dietética. Estas placas de pozo
profundo se dejaron saturar por tres dias a una temperatura de 30°C sin agitacion.
A partir de este momento se monitore6 la humedad de los cultivos para evitar
evaporacion y mantenerla a un nivel de 70%-90% humedad relativa. Una vez que
se satur6 el cultivo en placas de pozo profundo se tom6 una pequefia alicuota (12

ML) de cada pozo y se inoculd en placas de 96 pozos con 150 uL de medio fresco
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YNB baja fluorescencia. A estas nuevas placas se las incub6 a 30°C sin agitacion
por 16-20 hrs para realizar una cinética de crecimiento. A esas cajas se les midi6 la

densidad 6ptica (OD600) aproximadamente cada hora.

La toma de muestras de las cajas de pozo profundo y cinéticas de crecimiento se
realizé cada dia los primeros tres dias del experimento y cada dos dias los dias
subsecuentes. Se utilizé un sistema robotizado para realizar la inoculacion y curvas
de crecimiento de las placas (Freedom Evoware 2000) el cual tenia integrado un
lector de placas (Tecan M1000).

A los datos de las cinéticas de crecimiento se les resté cada dia la medicion de la
densidad optica de la primera lectura del dia para normalizarlos. Para cada pozo se
obtuvo una curva de decaimiento describiendo el decaimiento en el porcentaje de
células sobrevivientes. El porcentaje de células sobrevivientes de cada dia se

obtuvo a partir de la diferencia en tiempo que le tomaba al cultivo alcanzar una

At/T
) , donde

densidad optica fija (0.35) utilizando la formula %Supervivencia = G

At es la diferencia en tiempo para alcanzar laOD fijay T es el tiempo de duplicacion.
De la pendiente de las curvas de decaimiento se obtuvo la tasa de decaimiento para
cada pozo, ajustando un modelo lineal a la fase exponencial de la curva de

decaimiento.

El andlisis estadistico que se utilizé para comparar las tasas de decaimiento de las

poblaciones de dos mutantes fue una prueba t de Student con a < 0.05.

Concentraciones de los farmacos imitadores de la restriccion dietética.
Soluciones stock
Espermidina stock 0.1 M

De una soluciéon 3.25M de espermidina se diluyeron 185 pL en 5.815 L de agua

destilada. La solucion se esterilizd por filtracion con un filtro de 0.2 pym.
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Metformina stock 0.1M

La metformina se obtuvo de una pastilla comercial de 500mg de clorhidrato de

metformina (GoldPharma). La pastilla se trituré en mortero y se tomaron 0.265g para

diluirlos en 16 ml de agua destilada. El stock se esterilizé por filtro 0.2 pm.

Rapamicina stock 0.01M

4.7 mg de rapamicina se diluyeron en 480 pL y se esterilizaron por filtro de 0.2 ym.

Las soluciones stock se guardaron a -20 °C hasta el dia de uso

Medio SC 2% Glucosa con tratamientos farmacolégicos

Espermidina 10mM
Stock Espermidina - 2.66 mL
SC 2% Glucosa - 23.94 mL

Metformina 20 mM
Stock metformina — 5.32 mL
SC 2% Glucosa — 21.28 mL

Rapamicina 1 yM
Stock Rapamicina — 2.66 L
SC 2% Glucosa — 26.6 mL

Espermidina 5mM
Stock Espermidina - 1.33 mL
SC 2% Glucosa - 25.27 mL

Metformina 15 mM
Stock metformina — 3.99 mL
SC 2% Glucosa — 22.6 mL

Rapamicina 0.5 yM
Stock Rapamicina — 1.33 L
SC 2% Glucosa — 26.6 mL

Espermidina 1mM

SC 2% Glucosa - 26.334 mL

Stock Espermidina - 0.266 mL

Metformina 10 mM
Stock metformina — 2.66 mL
SC 2% Glucosa — 23.94 mL

Rapamicina 0.1 yM
Stock Rapamicina — 0.266 L
SC 2% Glucosa — 26.6 mL

Espermidina 0.5mM

SC 2% Glucosa - 26.467 mL

Stock Espermidina - 0.133 mL

Metformina 5 mM
Stock metformina — 1.33mL
SC 2% Glucosa — 25.27 mL
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Medio SC 0.5% Glucosa con tratamientos farmacologicos

Espermidina 10mM Metformina 20mM Rapamicina 1uM

Stock Espermidina — 0.5mL Stock metformina — 1 mL Stock rapamicina — 0.5 pL
SC 5% Glucosa — 4.5 mL SC 5% Glucosa — 4 mL SC 5% Glucosa — 5 mL
Espermidina 5mM Metformina 15mM Rapamicina 0.5uM

Stock Espermidina — 0.25mL Stock metformina — 0.75 mL Stock rapamicina — 0.25 pL
SC 5% Glucosa — 4.75 mL SC 5% Glucosa — 4.25 mL SC 5% Glucosa — 5 mL
Espermidina 1mM Metformina 10mM Rapamicina 0.1uM

Stock Espermidina — 0.05mL Stock metformina — 0.5 mL Stock rapamicina — 0.05 pL
SC 5% Glucosa — 4.95 mL SC 5% Glucosa — 4.5 mL SC 5% Glucosa — 5 mL
Espermidina 0.5mM Metformina 5mM

Stock Espermidina — 0.025mL | Stock metformina — 0.25 mL
SC 5% Glucosa — 4.975 mL SC 5% Glucosa — 4.75 mL

Ensayo de CLS basado en competencia de cepas.

El protocolo del ensayo se tomo6 de Garay et al (2014) [66]. Los cultivos iniciales de
las cepas individuales se realizaron en tubos con 5mL de medio YPAD, los cuales
se dejaron saturar por dos dias a 30°C con agitacion. En placas de 96 pozos
profundos con 780 puL de medio SC 2% Glucosa se inocularon 10uL de cepas
marcadas con YFP y 10 uL de levadura marcada con RFP para que ambas cepas
estuvieran en igual proporcion. Este nuevo cultivo se dejé saturar por tres dias a
30°C sin agitacion y sera el cultivo en envejecimiento que se dejara creciendo en

es0s parametros por aprox. 20 dias.

Una vez saturado el cultivo de envejecimiento en pozo profundo se tomdé una
muestra de 12uL la cual se inoculé en 150uL de medio fresco YNB de baja
fluorescencia en cajas de 96 pozos. Este nuevo cultivo se dejé incubar a 30°C sin
agitacion entre 18-22 hrs. Cada hora se agit6 el cultivo para tomar la lectura de la
densidad 6ptica (OD600) y la sefial de fluorescencia en rojo y amarillo (YFP: Ex 515
nm/5 nm and Em 528 nm/5 nm; RFP: Ex 587 nm/5 nm and Em 610 nm/5 nm). Esta
toma de muestra del cultivo en envejecimiento se repitié cada dia los primeros tres

dias del experimento y después cada dos dias hasta el término.
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La sefal de fluorescencia de fondo para cada mutante se obtuvo de cultivos de
control en los que so6lo hay levaduras marcadas con YFP (Sefial de fondo para RFP)
o con RFP (Sefial de fondo para YFP). La sefial verdadera de fluorescencia de cada
pozo se defini6 como la sefal de fluorescencia de ese pozo menos la sefial de
fluorescencia de fondo.

Se definié un estimado de la cantidad de células viables de una cepa relativa a la
de una cepa referencia, el cual se llamara coeficiente de supervivencia, s. Para
obtener el coeficiente de supervivencia de cada competencia, se generé una curva
del logaritmo de la sefial de fluorescencia de RFP entre la sefial de fluorescencia de
YFP (In R/Y) en relacion al tiempo. En cada dia se interpolé un punto en esta curva
In R/Y para el tiempo en el que la ODs00=0.35. Se elabor6 una nueva curva In R/Y*
con las interpolaciones para cada dia. El coeficiente de supervivencia corresponde
ala pendiente de laregresion lineal de la curva In R/Y*. Un estimado de la esperanza

de vida de las cepas respecto a una cepa referencia (Lx) se definio como 1+s. El
gx

, donde ox es la
Vn

error estandar de la esperanza de vida se calculé como oE =
desviacion estandar de la mutante y n el nimero de réplicas.

Los coeficientes de supervivencia de cada placa se normalizaron al restar a todos
los pozos la mediana de los coeficientes de supervivencia de las competencias
control presentes en esa placa. Las competencias control son aquellas
competencias de una mutante marcada en YFP contra la misma mutante marcada
con RFP. De esta manera el coeficiente de supervivencia de las competencias

control = 0.

Célculo de la epistasis

Para el calculo de la epistasis se usaron los datos de la esperanza de vida de las
mutantes sencillas (Lx 6 Ly) y la mutante doble (Lxy). Los datos de las mutantes
sencillas se obtuvieron de Garay et al (2014). Los datos de las mutantes dobles se

obtuvieron del ensayo de CLS por competencia realizado en este proyecto (Anexo

5). Se utilizé la férmula de la epistasis multiplicativa, exy = Lxy — (Lx * Ly). El
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error de la epistasis se calculé6 como o€ = \/aLxZ + oLy? + oLxy?. Definimos

arbitrariamente que existia interaccion entre dos genes si su epistasis era mayor
gue 0.02 o menor que -0.02; estos valores se basaron en las observaciones de las
distribuciones de esperanza de vida reportadas en este trabajo y en Garay et al
(2014) [66].

Analisis de enriqguecimiento de términos GO

Se llevd6 a cabo utilizando el paquete de R topGO, versibn 2.28.0

(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html ). Se utilizd el

mapa de términos GO org.Sc.sgd.db version 3.4.0

(http://bioconductor.org/packages/release/data/annotation/html/org.Sc.sgd.db.html)

la cual contiene el mapeo de ORFs, nombres de genes y términos GO de

S.cerevisiae obtenidos de la base de datos SGD.

Como universo de genes se utilizo el conjunto de factores de transcripcion y genes
modificadores de la longevidad que se utilizé para generar las dobles mutantes
(Anexo 5). El analisis de enriquecimiento se evalud por separado para aquellos
genes que tienen epistasis positiva y para aquellos que tienen epistasis negativa. El
algoritmo utilizado para evaluar los términos GO en topGO fue el predeterminado
“‘weight” el cual es un algoritmo basado en el conteo de genes que utiliza la prueba
estadistica exacta de Fisher para determinar la significancia de los términos GO y
toma en cuenta la estructura de los términos GOs para minimizar la aparicién de

términos GOs muy generales dentro de los términos significativos.

Una vez obtenido el p-value de los términos GOs, se eligieron como términos GO
significativos aquellos términos que tuvieran un p-value menor que 0.05. Despues,
estos p-values fueron corregidos mediante un método basado en la tasa de falsos
positivos (FDR por sus siglas en inglés) implementado en la funcion de R p.adjust.
La correccion se realizé por separado para los p-values de los términos GO con

epistasis positiva y negativa.
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8. Resultados

8.1 Eleccion de las mutantes candidatas a regular la longevidad

independientemente de la restriccion dietética

Del trabajo de Campos et al (2017) utilizamos los datos de medicion de esperanza
de vida cronolégica de una coleccion de ~4,000 mutantes sencillas knock-out bajo
condiciones de restriccion dietética y no restriccion dietética [1]. Estas mutantes
corresponden a una colecciéon de mutantes derivada del proyecto de delecion de
levadura y fueron medidas utilizando un método basado en fluorescencia [1, 66, 68].
Las condiciones de restriccion dietética usadas en este screening se basaron en la
calidad de la fuente de nitrégeno; la fuente de nitrogeno fue cambiada de glutamina
(fuente de nitrégeno preferida, sin restriccion dietética) a GABA (fuente de nitrgeno

secundaria, restriccion dietética).

Buscamos aquellas mutantes knock-out que extendieran la longevidad tanto en
condiciones de restriccion dietética como en no restriccion. En este conjunto de
datos una esperanza de vida relativa igual a 1 (L=1) significa que la mutante tiene
una esperanza de vida igual que la cepa tipo silvestre. Determinamos que una
mutante tenia efecto sobre la longevidad si su esperanza de vida relativa era mayor
gue 1.01 o menor que 0.99 basados en las distribuciones de longevidad de las
mutantes (Figura 3 a,b). Escogimos aquellas mutantes que extendieran la
longevidad tanto en condiciones de restriccion como de no restriccion (Lein > 1.01 &
Leasa > 1.01). Ademas, seleccionamos algunas mutantes que, aunque no extendian
la longevidad en condiciones de no restriccion, si extendian la longevidad en
condiciones de restriccion. En total obtuvimos aproximadamente 100 mutantes
knock-out que extendian la longevidad en condiciones de restriccion dietética

(Figura 3 c, Anexo 1).
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8.2 Ensayo piloto de CLS para verificar los efectos de las mutantes candidatas

Los efectos de las mutantes fueron verificados por medio de otro ensayo para medir
la esperanza de vida cronoldgica el cual se basa en la medicion de cinéticas de
crecimiento (Figura 4) [69]. En este ensayo se inicia con un cultivo saturado el cual
se traspasa a medio fresco en platos de pozo profundo, en este medio es en donde
las células se dejaron envejecer. Este nuevo cultivo se deja saturar de nuevo
durante aproximadamente dos dias y a partir de entonces y cada dia se toma una
pequefia muestra del cultivo en envejecimiento. La muestra es utilizada para hacer

una cinética de crecimiento cada dia. Conforme el paso del tiempo, cada vez habra

31

a) b)
500 500
4501 4 4s0r 1
4001 4 400t 1
350t 4 3501 1
300 4 300 i
250+ 4 250F 4
200¢ 4 200f 1
150 B 150 i
100 1 100 1
50 - B 50 - i
09 0.‘92 0“94 0.96 098 1 1.02 1 .b4 1 “06 1 .68 11 0.9 0.52 054 05;6 0.98 1 1.02 1 .64 1 .66 1 .68 1.1
Esperanza de vida en Glutamina Esperanza de vida en GABA
c)
11 -
Figura 3. Esperanza de vida de
1.08 1 mutantes knock-out en restriccion
o6 dietética y no restriccion
a) Distribucion de la esperanza de vida
1.04 - relativa de las mutantes en no restriccion.
La esperanza de vida relativa de la cepa
1.02 silvestre que es usada como referencia es
uno (Lwtr = 1) b) Distribucion de la
! esperanza de vida de las mutantes en
restriccion dietética. ¢) La longevidad de
0.98 ~4000 mutantes knock-out de levadura
006 | fge ,e'valuada en medio con r.e,striccién
dietética (Leasa) Y en no restriccion (Lain).
004l Marcado en rojo se encuentran a_quellas
mutantes que extienden la longevidad en
092l ambos medios, Lein > 1.01 & Leaea > 1.01.
099 092 094 096 098 1 1.02 1.04 1.06 108 1.



menos células en el medio y la curva de crecimiento tardard mas en saturarse. La

diferencia en tiempo de saturacion entre dos curvas de crecimiento nos da unaidea

de la proporciéon de células vivas presentes en el medio al momento del in6culo

inicial.
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Figura 4. Ensayo de CLS basado en cinéticas de crecimiento.

a) Las cepas a envejecer se dejan saturar en medio sintético completo. b) El cultivo saturado se
trasfiere a platos de pozo profundo en los cuales se encuentra el medio de envejecimiento (Restriccion
0 no restriccion dietética), donde se satura hasta obtener un cultivo en fase estacionaria. ¢) Cada dia
del cultivo estacionario se toma una muestra y se realiza una curva de crecimiento. Estas curvas sirven
para determinar el porcentaje de supervivencia, basado en la diferencia de tiempo entre curvas para
alcanzar la fase estacionaria. Con los porcentajes de supervivencia se obtiene una curva de

decaimiento

A partir de este punto se decidié usar otro tipo de restriccion dietética para

determinar la esperanza de vida de las mutantes seleccionadas. En patrticular, se

cambio de restriccion por fuente de nitrégeno (Glutamato/GABA) a restriccion por

fuente de carbono (2% Glucosa/0.5% Glucosa), ya que este tipo de restriccion es

considerado mas estandar.

Para probar el ensayo de CLS por cinéticas de crecimiento decidimos medir la

longevidad de sélo 15 mutantes (Tabla 1). Utilizamos como cepa silvestre a his3A,

ya que todas las cepas de nuestra coleccion cuentan con esta mutacion. Ademas

utilizamos como cepas control a tor1A, el cual sabemos que es un gen particiante
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en la via de restriccion dietética y esperamos que esta mutacion extienda la
longevidad en DR pero no en no DR, y a gIn3A el cual es un factor de transcripcién
sensible a la condicion nutricional. Cada mutante/control tuvo 15 réplicas técnicas.
Por el momento solo corroboramos los efectos de las mutantes en medio con

restriccion dietética (0.5% Glucosa).

Tabla 1. Mutantes utilizadas en ensayo piloto de longevidad

Las mutantes se seleccionaron en base a que todas tuvieran efectos fuertes sobre la longevidad en
GABA vy participaran en distintos procesos celulares. a,b) Datos de longevidad relativa obtenidos de
Campos et al (2017) en medios con restriccion dietética de GABA y sin restriccion dietética,
respectivamente [1]

Gen ORF Longevidad GABA®? Longevidad GIn®
1 pmt24 YAL023C 1.028 1.015
2 simé6A YBR266C 1.034 1.011
3 | rps24aA YERO74W 1.038 1.038
4 shulA YHLOO6C 1.044 1.036
5 Irp1A YHRO81W 1.042 1.052
6 gepdA YHR100C 1.028 1.005
7  ylr224wA  YLR224W 1.029 0.997
8 mec3A YLR288C 1.049 1.013
9 wsc3A YOL105C 1.031 1.005
10 fpkiA YNRO47W 1.035 1.036
11  yil152wA = YIL152W 1.036 1.052
12 agriA YNLO65W 1.042 1.047
13 cwp2A  YKLO96W-A 1.036 1.021
14 set4A YJL105W 1.030 1.021
15 rpl40bA YKR094C 1.040 1.011
Controles

16 gin3A YERO40W NA NA

17 torlA YJRO66W 1.008 1.016
18 his3A YOR202W 0.993 0.995

La mayoria de las mutantes de las cuales buscamos corroborar sus efectos no
volvieron a presentar la extension en longevidad observada en los datos de Campos
et al (2017) (Figura 5). Esto se lo adjudicamos al cambio de tipo de restriccion
dietética que realizamos, ya sea que los efectos de las mutantes sean especificos
a la restriccion por fuente de nitrdgeno o que estas mutantes aparentan tener mas

longevidad debido a que la restriccion por fuente de nitrégeno no es tan fuerte como
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la restriccion por fuente de carbono. Sabemos que la falta de mutantes que
muestren extender la longevidad en DR no se debe a una falla en el ensayo de CLS,
puesto que nuestro control torlA se comportd de acuerdo a lo esperado.
Inesperadamente, nuestra mutante de control gln3A mostré extension de la

longevidad en condiciones de DR, cuando esperabamos que su comportamiento

fuera parecido al de tor1A.
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Figura 5. Curvas de decaimiento del ensayo piloto
El ensayo de CLS por cinéticas de crecimiento fue realizado bajo condiciones de restriccion
dietética (0.5% Glucosa) y tuvo una duracién de 20 dias. En negro se muestran las curvas
de decaimiento de la tipo silvestre (his34), en rojo cada una de las mutantes. Para cada una 34

de las curvas se realizaron 15 réplicas (n=15). Las barras representan el error estandar.



8.3 Ensayo de CLS por cinética de crecimiento a gran escala para corroborar
los efectos de las mutantes candidatas

Proseguimos a evaluar con el ensayo de CLS por cinética de crecimiento a las
siguientes 40 mutantes candidatas a extender la longevidad independientemente de
la restriccion dietética. Para esta ronda de envejecimiento decidimos incluir a
rim101A como control en lugar de torlA, el cual es otro gen que se conoce es parte
de la via de DR, con un mayor efecto sobre la longevidad y es necesario para la
extension de longevidad bajo estas condiciones. También se afiadi6 otra cepa como
tipo silvestre de referencia ho4, la cual es una mutante neutral para el fenotipo de
longevidad. Nuevamente las mutantes se evaluaron bajo condiciones de restriccion
dietética. De estas 40 mutantes candidatas, obtuvimos nueve mutantes que
continuaban extendiendo la longevidad en condiciones de DR (Figura 6). El resto
de las mutantes no extendio la esperanza de vida y tiene un comportamiento similar
a la tipo silvestre o disminuy6 la esperanza de vida (Anexo 2). Suponemos que las
mutantes que incrementaron la esperanza de vida en este ensayo son buenas
candidatas para pertenecer a vias que regulan la longevidad independientemente

de la restriccion dietética.

Para probar que estas mutantes candidatas actuan independientemente de los

efectos de la restriccion dietética propusimos dos experimentos:

1) Verificar que las mutantes también extiendan la longevidad en condiciones de no
restriccibn dietética. Se espera que si el efecto de las mutantes es
independientemente de la DR, la mutante extienda la longevidad en restriccion y no

restriccion.

2) Utilizar farmacos que imitan los efectos de la restriccion dietética. Estos farmacos
activan la via de restriccion dietética, asi que esperamos que las mutantes puedan
seguir extendiendo la longevidad en combinacion a estos farmacos. Si los farmacos
no extienden aun mas la longevidad en combinacién con las mutantes podria
deberse a que ambas intervenciones utilizan la misma via para extender la

longevidad.
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Figura 6. Curvas de decaimiento en restriccion dietética

40 mutantes fueron evaluadas en condiciones de restriccion dietética (0.5% Glucosa),
aqui se muestran aquellas que extendian la longevidad en estas condiciones. El ensayo
de CLS por cinéticas de crecimientotuvo una duracién de 15-20 dias. Las mutantes hoA
(azul) e his3A (negro) se utilizaron como tipo silvestre. En rojo cada una de las
mutantes. Para cada una de las curvas se realizaron 8 réplicas (n=8). Las barras

representan el error estandar.
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8.4 Mutantes que extienden la longevidad tanto en condiciones de DR como
NR

Decidimos probar en condiciones de DR y NR los efectos de las nueve mutantes
gue previamente habian demostrado extender la longevidad en restriccion dietética
por medio de un ensayo de CLS por cinéticas de crecimiento (Figura 7).

A patrtir de las curvas de decaimiento calculamos la tasa de decaimiento (Tc) de
cada mutante en cada medio (Tabla 2). Brevemente, para obtener las tasas de
decaimiento suponemos que las curvas de decaimiento se pueden modelar como
una curva exponencial de la forma y = a - e?* , donde el indice b corresponde a la
tasa de decaimiento. Ajustamos todas las curvas de decaimiento a la curva
exponencial y promediamos todas las tasas de decaimiento. Para determinar
aquellas mutantes que tenian una mayor longevidad, y por ende una menor tasa de
decaimiento, que la WT utilizamos la prueba t de Student para comparar la
poblacién de mutantes contra la poblacion WT en cada medio. Esta prueba
estadistica es la recomendada por Murakami et al (2009) para comparar los
resultados de las curvas de decaimiento [67]. Establecimos que la hipotesis
alternativa para nuestra prueba era que el promedio de la tasa de decaimiento de

las mutantes era menor que el de la WT (Tcmut < TewT, a=0.05).

Por medio de inspeccién visual de las curvas de decaimiento y con base en la
prueba estadistica aplicada a las tasas de decaimiento de cada mutante en ambos
medios, proponemos que las mutantes bas1A y gin3A son candidatos fuertes a

extender la longevidad por vias independientes a la restriccion dietética.
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Figura 7. Confirmacion de los efectos de las mutantes candidatas en DR/NR

Las nueve mutantes candidatas a tener efectos independientes de la DR fueron evaluadas
en condiciones de restriccion dietética (DR, 0.5% Glucosa) y no restriccion (NR, 2 %
Glucosa). Como referencia WT se utilizé la mutante hoA. El ensayo de CLS por cinéticas
de crecimientotuvo una duracion de 20 dias. Para cada una de las curvas se realizaron 15
réplicas (n=15), excepto para la WT que tiene n=24. Las barras representan el error

estandar.
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Restriccion Tasa de Tabla 2. Tasas de decaimiento

M ‘s . -value® .
utante dietética  decaimiento® p-value de las mutantes candidatas
REEL
basiA i GlEEr Lo/ 11** Tasas de decaimiento promedio (Td)
DR 0.026 7.99E-05 de las nueve mutantes candidatas
NR 0.060 0.00079** las cuales fueron evaluadas en
gin34 DR 0.024 1.80E-05** condiciones de restriccion dietética
(DR, 0.5% Glucosa) y no restriccién
lociA NR 0.094 0'993* (NR, 2 % Glucosa). a) La tasa de
DR 0.032 0.009 decaimiento fue obtenida del
’ NR 0.103 1 modelamiento de una curva
nclla DR 0.036 0.965 exponencial b) p-value de una
prueba t de Student bajo la hipétesis
ngglA i 1L BL2ED . alternativa que la mutante tiene una
DR 0.021 4.92E-07 Td promedio menor que la Td de la
pmt24 NR 0.082 0.994 tipo silvestre.
DR 0.035 0.944 * p < 0.05, ** p < 0.01. n=15 para
sIméaA NR 0.080 0.957 cada mutante, n=24 para WT.
DR 0.035 0.025*
NR 0.095 0.999
stp1A
DR 0.045 0.936
NR 0.076 0.838
ylr224wA
DR 0.025 0.009**
NR 0.075 -
WT
DR 0.037 -

8.5 Lametformina es un tratamiento farmacoldgico que extiende lalongevidad

aun en condiciones de restriccion dietética.

Para fines de este proyecto también buscdbamos intervenciones farmacolégicas
gue pudieran extender la longevidad en condiciones de restriccion dietética.
Elegimos como tratamientos farmacolédgicos candidatos a aquellos farmacos que se
han reportado previamente como imitadores de la restriccion dietética [48]. Para
este experimento escogimos tres farmacos que imitan parte de la respuesta de la
restriccion dietética: Rapamicina, Espermidina y Metformina. Nos interesamos en
estos tratamientos ya que reportan efectos sobre la longevidad y la prevencion de
enfermedades caracteristicas del envejecimiento similares a la restriccion dietética,
sin embargo se desconoce si estos farmacos actian solamente mediante la via de
la restriccidon dietética. Ademas, nos interesamos en estos farmacos debido a que
los tres estan siendo evaluados en pruebas clinicas para su uso en humanos. Para
determinar si estos farmacos modulan la longevidad utilizando la via de la restriccion

dietética probamos los efectos de los farmacos en combinacion con la restriccion
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dietética. Si no actian mediante esta via, la combinacion de farmacos y DR dara
como resultado una esperanza de vida ain mayor. Como el efecto de la mayoria de
los farmacos es dependiente de la dosis, decidimos utilizar cuatro concentraciones
diferentes para cada farmaco (Tabla 3). Las concentraciones elegidas se basaron
en las concentraciones utilizadas en Salazar (2016) [70], poniendo especial
atencion en seleccionar aquellas concentraciones que no modificaban el
crecimiento y la tasa de duplicacion de la levadura, ya que estos factores podrian
complicar o impedir la medicion de la esperanza de vida.

Tabla 3. Concentraciones  Tratamiento

. . Concentracion
de farmacos extensores Farmacoldgico

de la longevidad  Espermidina 0.5mM 1mM 5mM 10mM
utilizados Metformina 5mM 10mMm 15mM 20mM
Rapamicina 0.1nM 1nM 0.5nM

La espermidina extendié la longevidad de la levadura en todas las concentraciones
probadas bajo condiciones de no restriccion, excepto a la concentracion 0.5 mM
(Figura 8a). Esta concentracion resultdé inesperadamente en una tasa de
crecimiento lenta que dificulto la lectura de la longevidad de esta muestra, por lo
cual no se muestra la curva correspondiente. Bajo condiciones de restriccion
dietética, la espermidina no prolongd mas la longevidad en ninguna de sus
concentraciones y a partir de la concentracion 5mM empez6 a disminuir la
esperanza de vida de la levadura. Como la espermidina no continua extendiendo la
longevidad en condiciones de restriccidon dietética confirmamos que la espermidina

si actia mediante la via de la restriccion dietética.

La metformina en condiciones de no restriccion logré extender la longevidad en
todas sus concentraciones, siendo la extension de la longevidad proporcional a la
concentracion utilizada (Figura 8b). Sorprendentemente, la metformina continué
extendiendo la longevidad en condiciones de restriccion dietética, lo que nos sugiere
gue aunque ha sido clasificado como un imitador de la restriccion dietética,
probablemente utilice otras vias para extender la longevidad. También pudimos

observar que a concentraciones mas altas, como la concentracién de 20 mM, la
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metformina empez6 a disminuir la longevidad, haria falta una concentracion mas
alta de metformina para confirmar si este efecto se mantiene o si se debe a un error

de medicion.

Finalmente, la rapamicina aparenta extender la longevidad en todas las
concentraciones utilizadas y bajo condiciones de restriccion y no restriccion (Figura
8c). Sin embargo, dudamos de este resultado debido a que todas las curvas
realizadas tienen un error standard muy alto y algunas exceden el 100% de
supervivencia. Esta variabilidad en los datos se lo podemos atribuir en parte a que
la rapamicina no es soluble en agua y no se diluye bien en los medios utilizados,
por lo que algunas concentraciones podrian tener mas/menos rapamicina de lo que
se supone que tienen. Hace falta encontrar un mejor método para hacer las

diluciones de rapamicina.
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Figura 7. Efectos de los tratamientos farmacolégicos en DR/NR

Los farmacos a) espermidina, b) metformina y ¢) rapamicina se administraron a una levadura
WT bajo condiciones de restriccion dietética (DR, 0.5% Glucosa) y no restriccion (NR, 2 %
Glucosa). Como referencia WT se utilizé la mutante hoA y como control una WT sin tratamiento
(NT). Para cada uno de los farmacos se utilizaron cuatro concentraciones (excepto rapamicina
con tres concentraciones). Para cada una de las curvas se realizaron 6 réplicas (n=6). Las
barras representan el error estandar.
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8.6 Los tratamientos farmacoloégicos imitadores de la DR contindan
extendiendo lalongevidad en algunas mutantes candidatas

En paralelo, revisamos el efecto de los diferentes farmacos que simulan la
restriccion dietética sobre cuatro de las nueve mutantes candidatas: bas1A, sim6A,
pmt2A y gIin3A. Esperamos que si alguna de las mutantes candidatas extiende la
longevidad de la levadura por medio de las vias activadas por los farmacos, el efecto
de ambos no sea aditivo. En cambio, si el farmaco y la mutacion extienden la
longevidad por vias independientes, sus efectos seran aditivos. Para este
experimento soélo utilizamos los farmacos metformina y espermidina ya que en el
experimento anterior la rapamicina no dio resultados replicables. Para cada
combinacion de tratamiento y mutante se utiliz6 como control una curva de
supervivencia utilizando la misma concentracion de tratamiento aplicada a una cepa
hoA la cual denominamos WT. A todas las curvas de supervivencia se les calculd
su tasa de decaimiento y se realizd un promedio para cada combinacion

cepa/tratamiento (Anexo 3).

Para la mutante bas1A se observdé que ambos tratamientos farmacoldgicos,
espermidina y metformina continuaban extendiendo la longevidad, por lo que
suponemos que la mutante bas1A no extiende la longevidad por las mismas vias
gue la espermidina y la metformina (Figura 9). Sin embargo, la metformina sélo logré
aumentar la esperanza de vida en su concentracion mas alta (Figura 9c), por lo que
podrian compartir algunos mecanismos en comun. También observamos de nuevo
gue el tratamiento de espermidina en su concentracion mas alta (10mM) impedia el
crecimiento tanto de la mutante como de la tipo silvestre, por lo que no es posible

obtener una curva de decaimiento (Figura 9a, b).

En la mutante s/m6A podemos observar que el tratamiento de espermidina no logré
extender aun mas la longevidad en ninguna de sus concentraciones (Figura 10a), a
pesar de que el tratamiento si fue efectivo en la cepa silvestre (Figura 10b). Esto
nos sugiere que sim6A podria estar extendiendo la longevidad por medio de las

mismas vias que la espermidina. En cambio, la metformina si continué extendiendo
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la longevidad en la mutante sim6A en todas las concentraciones utilizadas (Figura
10c), lo que sugiere la mutante y el tratamiento no utilizan los mismos procesos

celulares para aumentar la longevidad.

Mientras tanto, la espermidina siguid extendiendo la longevidad de la mutante
pmt2A a las concentraciones de 5mM y 10 mM, por lo que suponemos que no
extiende la longevidad utilizando los mismos procesos celulares que la espermidina
(Figura 11a,b). En cambio, la metformina no fue capaz de extender aun mas la
longevidad de la mutante pmt2A en ninguna de sus concentraciones, lo que nos
sugiere que la mutacion extiende la longevidad por las mismas vias que la

metformina (Figura 11c,d).

Por ultimo, la mutante g/in3A no mostro respuesta con el tratamiento de espermidina,
ninguna de las concentraciones fue capaz de incrementar aiin mas la longevidad de
la mutante, por lo que tal vez la espermidina y la mutante g/in3A compartan vias
similares para aumentar la longevidad (Figura 12a,b). Por otra parte, la metformina
si logré extender aun mas la longevidad de la mutante; solamente en su
concentracion mas baja (5mM) no observamos extension adicional de la esperanza
de vida (Figura 12c,d). Entonces, podemos suponer que la metformina y la mutacion

no utilizan los mismos mecanismos para extender la esperanza de vida.

Dados los resultados anteriores con los tratamientos farmacolégicos podemos
proponer que las mutantes baslA y pmt2A podrian extender la longevidad de
manera independiente a la restriccion dietética. pmt2A podria parecer que no es
independiente de la restriccion dietética debido a que la metformina no extiende adn
mas su longevidad, pero recordemos que la metformina aparenta actuar
independientemente de la restriccion dietética (Figura 8b), por lo que si comparten
mecanismos de extension de la longevidad podria tratarse de los mecanismos que

extienden la longevidad independientemente de la restriccién.
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Figura 9. Efectos de los tratamientos farmacoldgicos en bas1A

Los farmacos espermidina (a,b) y metformina (c,d) se administraron a una mutante bas14
(a,c) y a levadura WT (b,d) como referencia WT. Para cada uno de los farmacos se
utilizaron cuatro concentraciones. Cada una de las curvas representa el promedio de cuatro
réplicas (n=4). Las barras representan el error estandar.
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Figura 11. Efectos de los tratamientos farmacoldgicos en pmt2A

Los farmacos espermidina (a,b) y metformina (c,d) se administraron a una mutante
pmt2A (a,c) y alevadura WT (b,d) como referencia WT. Para cada uno de los farmacos
se utilizaron cuatro concentraciones. Cada una de las curvas representa el promedio
de cuatro réplicas (n=4). Las barras representan el error estandar.
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Figura 12. Efectos de los tratamientos farmacolégicos en gin3A

Los farmacos espermidina (a,b) y metformina (c,d) se administraron a una mutante
gin3A (a,c) y a levadura WT (b,d) como referencia WT. Para cada uno de los farmacos
se utilizaron cuatro concentraciones. Cada una de las curvas representa el promedio
de cuatro réplicas (n=4). Las barras representan el error estandar.
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Si combinamos los resultados de ambos experimentos tenemos como mutantes
candidatas a ser independientes de la restriccion dietética a basl1A, gin3A y pmt2A.
Sin embargo en las pruebas anteriores con mutantes en condiciones de restriccion
dietética y no restriccion, pmt2A no mostro resultados muy constantes, a veces
apareciendo como independiente de la restriccion (Figura 6) y otras veces como
progérica en condiciones de restriccion (Figura 5,7) por lo cual no la consideraremos
para futuros experimentos. Entonces nos quedamos con dos mutantes candidatas
para regular la longevidad independientemente de la restriccion dietética: baslA 'y
gin3A.

8.7 Busqueda de genes que interactuan con GIn3 para modular la longevidad

Como parte de nuestros objetivos quisimos averiguar los procesos celulares que
extienden la longevidad en nuestras mutantes candidatas. Propusimos completar
este objetivo mediante un andlisis de dobles mutantes, en el cual generamos dobles
mutantes y vimos el efecto de la segunda mutacion sobre las mutantes candidatas.
El fenotipo de la doble mutante se comparo al fenotipo de las mutantes sencillas
para determinar si existia interaccion genética entre las mutantes. Para que este
analisis de dobles mutantes nos diera informacion util acerca de las interacciones
genéticas que tienen las mutantes candidatas, y por lo tanto de los procesos
celulares por los que extienden la longevidad, fue necesaria una gran cantidad de
dobles mutantes. Por lo tanto, sélo realizamos este ensayo para una de las

mutantes candidatas.

Decidimos realizar el analisis de dobles mutantes para la mutante g/in3A debido a
gue nos parecidé un caso mas interesante. GIn3 es un factor de transcripcion
responsivo a la condicién nutricional [71]. Bajo condiciones de no restriccion
dietética, GIn3 se encuentra secuestrado en el citosol. En cambio, en condiciones
de restriccién dietética por fuente de nitrégeno, GIn3 se activa, se traslada al nacleo
y propicia la transcripcion del grupo de genes necesarios para procesar fuentes

alternativas de nitrogeno como GInl y Dal7. Resulta interesante y contraintuitivo
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que la deleciébn de este factor de transcripcion aumenta la longevidad bajo
condiciones de restriccion, ya que supuestamente este factor de transcripcion se
activa en estas condiciones y es necesario para que la levadura pueda procesar
otras fuentes de nitr6geno y asi sobrevivir [71]. Adicionalmente, se observa que el
aumento de la longevidad en la mutante g/in3A también ocurre bajo condiciones de
no restriccion. Entonces, debe de existir otro conjunto de interacciones para este
factor de transcripcion no relacionadas con la asimilacion de fuentes de nitrégeno
gue pueden regulan la esperanza de vida independiente de la condicion nutricional
de la levadura.

Para descubrir estas nuevas interacciones genéticas por medio de un analisis de
dobles mutantes decidimos cruzar la mutante gin3A contra un grupo de mutantes
knock-out compuesto por todos los factores de transcripcion de levadura mas
algunos genes que forman parte de la via de restriccion dietética y otros genes que
modifican la longevidad (Anexo 4). Este conjunto de mutantes lo consideramos un
conjunto informativo. Las mutantes knock-out de factores de transcripcion nos dan
un panorama general de todos los procesos celulares. Las mutantes de la via de
restriccion dietética nos indican si el factor de transcripcion GIn3 interactia de
alguna manera con esta via, y las demas mutantes de genes que modifican la

longevidad nos indicaran si GIn3 podria formar parte de otra via.

Las dobles mutantes necesarias se obtuvieron de una coleccion realizada
previamente en el laboratorio [1]. Las mutantes se realizaron como se describe a
continuacioén: un conjunto de mutantes knock-out sencillas de interés (entre las que
se encontraba g/in34) se cruzaron con el conjunto de mutantes knock-out sencillas
de los factores de transcripcion de levadura y otros genes previamente reportados
como modificadores de la esperanza de vida (Figura 13a). Después se esporularon
las dobles mutantes heterocigotas y se seleccionaron por medio de antibiéticos

aquellas levaduras que tuvieran ambas mutaciones (Figura 13b).

Decidimos que para el ensayo que medira la esperanza de vida de las dobles
mutantes utilizariamos un ensayo de CLS basado en competencias (Figura 14) [66].

Brevemente el ensayo consiste en lo siguiente: Dos cepas marcadas con diferentes
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proteinas fluorescentes son mezcladas en igual proporcién en un mismo cultivo, el
cual se deja crecer hasta alcanzar la fase estacionaria, este serd el cultivo de
envejecimiento (Figura 14a). Para este experimento, la cepa g/in3A marcada con
CFP servird como cepa de referencia, mientras que las dobles mutantes de gIn3A
marcadas con RFP seran la “cepa mutante”. Una vez que el co-cultivo de
envejecimiento alcanza fase estacionaria se toma una pequefia muestra, se re-
siembra en medio fresco y se realiza una curva de crecimiento midiendo la sefial de
fluorescencia RFP/CFP (Figura 14b).

— N Conjunto de FTs
' controladares de

Ve ) | @O0 || @0 Figura 13. Generacion de las
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Se obtiene la fraccion de células viables de cada tipo de cepa a partir de la sefial
RFP/CFP. Cada dia se repite el muestreo del cultivo de envejecimiento y se obtiene
una medida de seflal RFP/CFP. Esperamos que conforme pasa el tiempo, la
proporcién de células viables de una cepa en comparacion a la otra vaya cambiando
y la sefial RFP/CFP cambiard acordemente. Al final del experimento obtenemos una

curva que describa el cambio en la sefial de RFP/CFP (Figura 14c). La pendiente

51



de esta curva nos da lo que se conoce como coeficiente de supervivencia (s), y
representa la esperanza de vida de la "cepa mutante” en comparacion a la cepa de
referencia. Un coeficiente de supervivencia igual a cero, indica que la cepa mutante
tiene una esperanza de vida igual que la cepa de referencia. Un coeficiente de
supervivencia menor que cero significa que la cepa mutante vive menos que la cepa
de referencia, mientras que un coeficiente mayor que cero indica que la cepa
mutante tiene mayor longevidad que la cepa de referencia.

a b o
)Cepa de ) )

referencia Co-cultivo en fase
In3A estacionaria
g 3 Re-siembra de
Cepa muestras de cultivo Proporcion
de sefial
mutante
lo————
gin34 xA >
roe—_———
= —
X - S
‘:‘ % } ; e
/ T2.. X X \ g ~e.
i = ————
Viejo Tiempo, hrs Edad, dias
Las células en co-cultivo Las poblaciones mueren a diferentes Un coeficiente de
envejecen en fase tasas y la fraccion de células viables es supervivencia relativo es
estacionaria estimada a diferentes tiempos obtenido (Pendiente)

Figura 14. Ensayo de CLS basado en competencias

a) Cepas a comparar su envejecimiento. Marcado con CFP esta la mutante g/in34 y marcadas con RFP
estan las dobles mutantes de g/in3A. b) Del co-cultivo en fase estacionaria se toma cada cierto intervalo una
muestra para realizar curvas de crecimiento y determinar la cantidad de células viables de cada cepa de
acuerdo a su sefal de fluorescencia. c) Se calcula la tasa de cambio de células viables de cada cepa en
funcién del tiempo para obtener el coeficiente de supervivencia. Modificado de Garay et al (2014) PLOS
Genetics.

Dentro del experimento de longevidad también incluimos las competencias de las
mutantes sencillas de la coleccion de factores de transcripcion y genes
modificadores de la longevidad. Necesitamos el dato de la esperanza de vida de las
mutantes sencillas y dobles para poder obtener una medida de interaccion genética
entre los dos genes. Para este conjunto de competencias utilizamos como cepa de

referencia a nuestra cepa silvestre (hoA).
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Como control para las competencias de las mutantes dobles se realizé una
competencia entre una mutante g/n3A marcada con CFP y la misma mutante
marcada con RFP. Dado que se trata de la competencia de una cepa contra si
misma y la esperanza de vida de las dos cepas deberia ser la misma, esperamos
gue el coeficiente de supervivencia de esta competencia sea cero 0 muy cercano a
cero. En el caso de las competencias de las mutantes sencillas se utiliz6 como

control la competencia entre hoA-CFP y hoA-RFP.

Una vez obtenidos los coeficientes de supervivencia de las mutantes dobles vy
sencillas proseguimos a normalizar estos datos tomando en cuenta la variacién
sistematica de cada bache experimental. Esto es necesario ya que las dobles
mutantes se encuentran repartidas entre varios platos de lectura. Para normalizar
los datos, a cada plato se le resto la mediana de los coeficientes de supervivencia
de la competencia control; para las competencias de mutantes dobles se utilizo la
competencia gin3A vs gin3A y para las mutantes sencillas se utilizé la competencia
hoA vs hoA (Figura 15). Con esto podemos comparar entre valores de esperanza

de vida de todas las mutantes.

Una vez normalizados los datos, revisamos la correlacion entre las tres réplicas
técnicas que realizamos. Podemos observar que nuestras competencias de las
mutantes dobles tienen una replicabilidad aceptable, con un coeficiente de
correlacién entre 0.7 y 0.8 (Figura 16) siendo aquellas mutantes con valores de
coeficiente de supervivencia extremos aquellos que fallan en replicar. En las
competencias de las mutantes sencillas observamos que no hay buena correlacion
entre las réplicas (Figura 17). Esto se lo atribuimos a la baja fluorescencia que tienen
las mutantes sencillas (Anexo 5). Esto dificulta la medicién de la proporcién de
células vivas de ese color y por lo tanto la medicion de su longevidad. Como no
pudimos obtener medidas confiables de la longevidad de las mutantes sencillas
decidimos utilizar datos previos obtenidos de otra publicacién del laboratorio de la
esperanza de vida del mismo conjunto de mutantes sencillas (Anexo 4). Estos datos
son los obtenidos en el proyecto de Garay et al (2014) [66]. Proseguimos a

promediar los valores de coeficiente de supervivencia para cada una de las
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mutantes dobles y sencillas (Anexo 4). Estos valores los convertimos a esperanza
de vida promedio (L), para esto simplemente se le suma uno al coeficiente de
supervivencia, L=s+1; esta conversion de valores nos ayuda a tener una
interpretacion de los datos mas intuitiva: una esperanza de vida relativa con valor
de uno nos indica que la mutante tiene la misma esperanza de vida que la cepa de
referencia. Luego, verificamos la distribucion de los efectos de las mutantes
sencillas (Figura 18a). Vemos que en concordancia con nuestro criterio de eleccion
de las mutantes sencillas, la distribucion de los efectos de estas se encuentra
sesgada hacia los extremos, con muy pocas mutantes sin efecto sobre la
longevidad. En cuanto a las mutantes dobles, observamos que en su distribucion de
esperanza de vida una buena proporcion de las dobles mutantes tiene una menor
longevidad que la mutante de referencia g/in3A (Figura 18b). Esto sugiere que la
mayoria de las segundas mutaciones realizadas a g/n3A interactian negativamente

con el factor de transcripcion y disminuyen su efecto sobre la longevidad.
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Figura 15. Normalizacion de los coeficientes de seleccion

Normalizacién de los coeficientes de seleccion de las competencias. a) Datos antes de la
normalizacion. Las placas 1-12 corresponden a las competencias de las mutantes dobles.
Las placas 13-24 corresponden a las competencias de las mutantes sencillas. En rojo se
muestran las competencias control, gin3A vs gIin3A para las mutantes dobles y hoA vs hoA
para las mutantes sencillas. b) Datos después de la normalizacion, a cada plato se le resto
la mediana de las respectivas competencias control.
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Figura 18. Distribucion de la esperanza de vida relativa de las mutantes sencillas y

dobles.

Esperanza de vida promedio de las competencias de las mutantes sencillas a) y dobles b). Para cada
distribuciéon se muestran en azul la esperanza de vida promedio de las mutantes y en rojo la esperanza
de vida relativa de la mutante de referencia. En el caso de las mutantes sencillas el control es hoA y para

las mutantes dobles es gIn3A. Las barras muestran el error estandar de tres muestras.

8.8 Calculo de la epistasis y busqueda de términos GO sobrerrepresentados

en los genes que interactian con GLN3

Con los datos de la esperanza de vida promedio de las mutantes sencillas y dobles
podemos obtener una medida de la interaccion entre GLN3 y nuestro grupo
representativo de mutantes. Una manera de obtener el grado de interaccion
genética entre dos mutantes es la epistasis, la cual se basa en medir cual es la
desviacion del fenotipo esperado de una mutante doble. Si los efectos de dos
mutaciones son independientes entre si, se espera que el fenotipo de la doble
mutante sea el mismo que la suma de los efectos de las mutantes sencillas.
Entonces, si el fenotipo de la doble mutante es menor o mayor que el fenotipo
esperado se dice que hay interaccion entre los genes muestreados. Existen varios
modelos para determinar cudl sera el fenotipo esperado en la mutante doble, como
el aditivo, el multiplicativo y el logaritmico. Para analizar los datos de este
experimento elegimos el modelo multiplicativo de epistasis, ya que es el estandar

para utilizar en fenotipos de adecuacion. En este modelo, el fenotipo esperado de
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la mutante doble (Lxy) se estima como la multiplicacion del fenotipo de las dos

mutantes sencillas, Lxy = Lx * Ly.

Realizamos el célculo de la esperanza de vida esperada para las mutantes dobles
y lo comparamos con la esperanza de vida que se observo en el experimento
(Figura 19). Observamos que la gran mayoria de las mutantes sencillas que
extienden la longevidad en un fondo silvestre pierden su efecto en un fondo g/n3A:
no logran extender ain mas la longevidad y a veces incluso disminuyen la
esperanza de vida de g/n3A. En cuanto a las mutantes sencillas que acortan la
longevidad en el fondo silvestre, parece haber igual proporcion de dobles mutantes
cuya esperanza de vida se ve aun mas disminuida y de casos en los que los efectos

de la segunda mutacion se ven aliviados.

Una vez obtenida la esperanza de vida esperada para las mutantes dobles podemos

calcular la epistasis entre GLN3 y cada uno de los genes muestreados (Anexo 5).

Para calcular la epistasis (€) bajo el modelo multiplicativo seguimos la férmula €x,=

Lxy — Lx*Ly, 0 parafraseando, €xy= Lobservada — Lesperada. Al @analizar la distribucion de la

epistasis obtenida observamos que a pesar de que la distribucidn contaba con
muchos genes que interactian de forma ligeramente positiva, esta distribucion
contaba con una cola larga hacia los valores negativos de epistasis. Esto sugiere
gue la mayoria de los genes cuya delecién afecta fuertemente el fenotipo de gin3A

interactdan negativamente con la mutacion de este factor de transcripcion.

Observado L_ , * Ly

11 . ‘ ‘ . . ‘ ‘ . Figura 19. Esperanza de vida
108 esperada contra observada.
Esperanza de vida relativa observada
1.06 | | contra la esperada de las dobles
mutantes. La esperanza de Vvida
1.04 | | esperada se obtuvo con la férmula
Lgin3AxA = Lgln3A4 = LxA.
102 | Los datos de la esperanza de vida de
@ e ?% o las mutantes sencillas se obtuvieron de
L % Pk wan © ° | Garay et al (2014). La esperanza de
&%53 < Xl ® vida observada de las mutantes dobles
098 | ) . .
o O B 8 es relativa a la mutante sencilla gin3A.
0.96 | g &0 @ |1 Los genes con epistasis negativa se
O (@o © muestran en rojo, mientras que los
094 L 8 @ ] genes con epistasis positiva se
muestran en verde.
0.92 . . . L . w . .
092 094 096 098 1 1.02 1.04 1.06 1.08 1.1 58

Esperado L *Ly

GLN3



N
(9]

Figura 20. Distribucién de

40 la epistasis

35 Distribucion de la epistasis entre
© 30 el gen GLN3 y la coleccion de
I factores de transcripcion de
g 25 levadura. La epistasis se obtuvo
O
E 20 a partir de la formula €gin3axa=

Lgin3axa — Lgin3a*Lxa.

_
o U

El promedio de la distribucion es
-0.0020

(9]

-0.08 —0.06 -0.04 -0.02 0 0.02 0.04 0.06 0.08
Epistasis

Para seleccionar aquellos genes que interactian significativamente con GLN3
decidimos arbitrariamente el punto de corte de 0.02 en la epistasis, seleccionando
aquellos genes que tienen una epistasis mayor a 0.02 y menor a -0.02. Con este
punto de corte obtuvimos 46 genes que interactian positivamente con GLN3 y 71
genes que interactlan negativamente; el resto de los genes muestreados no

mostraron interaccion significativa con GLN3 (Anexo 4).

Enseguida, quisimos averiguar si entre aquellos genes que interactian
significativamente con GLN3 existen procesos sobrerepresentados, para lo cual
decidimos hacer un analisis de enriquecimiento de términos de ontologia génica
(GO, por sus siglas en inglés). El andlisis de enriquecimiento se realizdé con el
paguete de R TopGO, utilizando un algoritmo basado en el estadistico exacto de
Fisher para determinar cuales términos estan  estadisticamente
sobrerepresentados. Una caracteristica que nos incliné a usar el paquete TopGO
es que este paquete toma en cuenta la jerarquia de los términos GOs para calcular
el enriguecimiento. Esto es util para evitar que términos muy generales tengan una
significancia alta derivada de la alta significancia de sus términos hijos,
disminuyendo asi los falsos positivos. También TopGO tiene la opcion de realizar el
analisis de enriquecimiento utilizando un universo de genes definido por el usuario.
Aprovechamos esta opcion para poder definir nuestro universo de genes como todo
el conjunto de genes modificadores de la longevidad y factores de transcripcion
utilizados para generar las dobles mutantes. De manera el universo de términos

GOs se limita a los términos GOs de los genes utilizados en este trabajo y podemos
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evaluar la significancia de los términos GOs considerando la proporcion de cada

término GO en nuestro conjunto.

Decidimos realizar el andlisis de enriqguecimiento buscando solamente en la
categoria de términos GO de procesos bioldgicos ya que solo nos interesa conocer
las vias que interactian con GLN3. El analisis de enriquecimiento se corrié
independientemente para los genes con epistasis positiva y aquellos con epistasis
negativa. Para el grupo de genes que interactian positivamente con GLN3
encontramos ocho términos GOs significativos (Tabla 4a), mientras que para los
genes que interactian negativamente  encontramos 10  términos
sobrerepresentados (Tabla 4b). Un resumen visual de los grupos funcionales que
interacttan con GLN3 puede verse en la Figura 21. Decidimos ignorar dos de los
terminos GOs encontrados en los genes con epistasis negativa: GO:0051252 y
G0:0010468. Estos términos corresponden a los procesos relacionados con la
regulacion de expresion de otros genes, los cuales son caracteristicos de genes que
codifican para factores de transcripcion. No nos sorprende que estos términos estén
enriquecidos en nuestro analisis ya que una parte de nuestro conjunto de genes

blanco son factores de transcripcion.

Tabla 4: Términos GOs sobrerepresentados en genes epistaticos a GLN3

Términos GO sobrerepresentados en el conjunto de genes que interactlian positiva y negativamente con GLN3.
a) Numero de genes con ese término GO en el universo de trabajo. b) NUmero de genes de interés (genes con
epistasis) que forman parte del término GO. ¢) Niumero de genes de interés esperados para el términoGO. d) p-
value de la prueba exacta de Fisher. *, p < 0.05, ** ,p < 0.01

Términos GOs sobrerepresentados en genes con epistasis positiva

GO.ID Término GO Anotados®  Significativos®  Esperados® p-val®
GO0:0007114 Cell budding 3 3 0.39 0.0021**
G0:0007021 Tubulin complex assembly 2 2 0.26 0.0166*
GO:0034497 Protein localization to pre- ) 5 0.26 0.0166*

autophagosomal structure
GO0:0016237 Microautophagy 11 4 1.43 0.0414*
GO0:0032258 CVT pathway 11 4 1.43 0.0414*
G0:0000045 Autophagosome assembly 3 2 0.39 0.0456*
GO:0032527 Protein exit fr'om endoplasmic 3 5 0.39 0.0456*
reticulum
GO:0046916 Cellular transition metal ion 7 3 0.91 0.0494*

homeostasis
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Tabla 4 (Continuacion)

Términos GOs sobrerepresentados en genes con epistasis negativa

p-vald
0.0085**

0.0085**

0.0143*

0.0288*
0.033*
0.0421*

0.0421*
0.0421*
0.0421*

0.0421*

Organizacion de la

membrana mitocondrial

GO.ID Término GO Anotados®  Significativos® Esperados®
G0:0016579 Protein deubiquitination 3 3 0.62
Mitoch ial i hai
G0:0097034 itochondria resplrator\(c ain 3 3 0.62
complex IV biogenesis
Regulation of RNA metabolic
G0:0051252 gulatt ! 53 13 10.94
process
G0:0043486 Histone Exchange 4 3 0.83
G0:0010468 Regulation of gene expression 58 18 11.97
G0:0000730 DNA recombinase assembly 2 2 0.41
I i ial
GO:0007007 nner mltoconc.irla‘membrane ) ) 0.41
organization
G0:0043007 Maintenance of rDNA 2 2 0.41
GO:0045324 Late endosome to vacuole ) ) 0.41
transport
G0:0071940 Fungal-type cell wall assembly 2 2 0.41
Autofagia/ Via citoplasma a
PEP4 Bes | vacuola
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Figura 21. Grupos funcionales que interactdan con GLN3

Grupos funcionales sobrerrepresentados en genes que interactian con GLN3. Los genes se
encuentran representados por circulos y las interacciones por lineas. El color dentro de cada circulo
representa su efecto sobre la longevidad en mutante sencilla. Verde, la mutante sencilla extiende la
longevidad. Rojo, la mutante reduce la esperanza de vida. Las interacciones entre los genes pueden

ser negativas (linea rojo) o positivas (linea verde).
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Para minimizar el nimero de falsos positivos, ajustamos los p-values obtenidos del
andlisis de enriquecimiento de términos GO mediante un método basado en la tasa
de falsos descubrimientos (Tabla 5). Despues de aplicar la correccion podemos
observar que no hay términos GOs significativos en los genes con epistasis negativa
y positiva a GLN3. Esto probablemente se deba a que el grupo de genes que
utilizamos para buscar procesos celulares es un grupo pequefio y cada término GO
tiene muy pocos miembros dentro de si mismo. Sera necesario llevar a cabo un
analisis similar al realizado aqui, pero incluyendo mas genes de cada término GO,
para poder determinar si los términos aqui encontrados son significativos. A pesar
de esto, consideramos que los resultados obtenidos del analisis de epistasis y de
enriguecimiento de términos GO contienen informacion valiosa acerca de los genes
gue interactian con GLN3 son un buen inicio para averiguar acerca de los procesos

gue extienden la longevidad en g/n3A.

Tabla 5: Correccion por FDR para los términos GOs significativos

Correcién por FDR de los p-values de los términos GO sobrerepresentados de los genes que
interactlan con GLN3 a) p-values sin correcién. b) p-values corregidos por FDR.

Términos GOs sobrerepresentados en genes con epistasis negativa

GOID Término GO P-value? FDR®
G0:0007114 Cell budding 0.0021 0.1995
G0:0007021 Tubulin complex assembly 0.0166 0.2945
G0:0034497 Protein localization to pre-autophagosomal structure 0.0166 0.2945
G0:0016237 Microautophagy 0.0414 0.2945
G0:0032258 CVT pathway 0.0414 0.2945
G0:0000045 Autophagosome assembly 0.0456 0.2945
GO0:0032527 Protein exit from endoplasmic reticulum 0.0456 0.2945
G0:0046916 Cellular transition metal ion homeostasis 0.0494 0.2945

Términos GOs sobrerepresentados en genes con epistasis negativa

GO.ID Término GO P-value? FDR®
GO0:0016579 Protein deubiquitination 0.0085 0.5278
G0:0097034 Mitochondrial respiratory chain complex IV biogenesis 0.0085 0.5278
G0:0051252 Regulation of RNA metabolic process 0.0143 0.5278
G0:0043486 Histone Exchange 0.0288 0.5278
G0:0010468 Regulation of gene expression 0.033 0.5278
G0:0000730 DNA recombinase assembly 0.0421 0.5278
G0:0007007 Inner mitocondrial membrane organization 0.0421 0.5278
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Tabla 5 (Continuacion)

Términos GOs sobrerepresentados en genes con epistasis negativa

GO.ID Término GO P-value? FDR®
G0:0043007 Maintenance of rDNA 0.0421 0.5278
G0:0045324 Late endosome to vacuole transport 0.0421 0.5278
GO0:0071940 Fungal-type cell wall assembly 0.0421 0.5278

Decidimos averiguar la magnitud con la que cada grupo funcional interactuaba con
GLN3. Descubrimos que el grupo funcional que interactla positivamente con mayor
fuerza con GLN3 es el de gemacion celular, mientras que negativamente el que
mayor fuerza de interaccion es el de transporte de lipidos (Figura 22). Los genes de
estos grupos funcionales deben de pertenecer a vias que ayudan a GIn3 a modular
la longevidad.

También observamos que la mayoria de los genes que conforman un grupo
funcional tienen una medida de epistasis similar a la de otros miembros del grupo,
sin embargo los genes de los grupos funcionales de herencia de organelos y salida
de proteinas del reticulo endoplasmico muestran poca coherencia entre si. En el
grupo de herencia de organelos este comportamiento tal vez se deba a que todos

los genes de este grupo regulan a distintos organelos.
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Figura 22. Epistasis promedio de los grupos funcionales

La epistasis de los genes que interacttan significativamente con GLN3 agrupada por términos
GO. Cada gen se muestra como un punto azul. En rojo se muestra la epistasis promedio de
cada grupo funcional. Las barras de error representan el error estandar.



8.9 Probables mecanismos mediante los cuales la mutante gin34 aumenta la
longevidad.

Dentro de los genes que interactian con GLN3 encontramos grupos funcionales de
genes que interactian positivamente (Figura 21). Este comportamiento nos habla
de genes que se encuentran dentro de la misma via lineal que GLN3 o que
interacttan directamente con éste formando un complejo. Curiosamente
observamos que la mayor parte del conjunto de genes que interactian
positivamente con GLN3 acorta la longevidad en su forma de mutante sencilla.
Practicamente ninguno de los genes que interactian de manera positiva con GLN3

extiende la longevidad en su forma de mutante sencilla.

Encontramos como grupos funcionales interesantes que interactiian con GLN3 a los
genes que regulan la autofagia (Figura 21). Todos estos genes que regulan la
longevidad son necesarios para la activacion de la autofagia y su delecion causa
una disminucion de la actividad autofagica y la esperanza de vida. Sin embargo,
observamos que la doble mutante con gin3A de estos genes responsables de
activar la autofagia, presenta una ligera, mas no significativa, modificacion en su
esperanza de vida (Figura 22). El hecho de que la esperanza de vida de las dobles
mutantes tenga casi el mismo fenotipo que la mutante sencilla gin3A nos sugiere

gue en esta mutante sencilla la autofagia se encuentra desactivada.

Otro grupo interesante de genes es el que conforma el grupo funcional de gemacion
celular. Al igual que con la autofagia, la inhibicién de este proceso tiene poco efecto
sobre la doble mutante con gln34, lo que sugiere que este proceso se encuentra
inhibido en la mutante g/in3A (Figura 23). También podria ser que estas mutaciones
estén regulando indirectamente otro proceso, como el crecimiento filamentoso. Los
genes NAP1, RSR1 y PEF1 regulan el sitio de eleccion de la gemacién y su
mutacion altera los patrones de gemacién e impide la formacion de las estructuras

necesarias para el crecimiento filamentoso [72-74].
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También observamos que GLN3 interactia negativamente con los genes
pertenecientes a los grupos funcionales de organizacion de la membrana de
mitocondria y ensamblaje de la pared celular. Las mutantes sencillas knock-out de
los genes pertenecientes a estos grupos disminuyen la longevidad, mientras que las

dobles mutantes con g/n3A disminuyen ain mas de lo esperado la esperanza de
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vida de la levadura (Figura 24,25). Esto nos habla de que estos genes actian en
una via compensatoria a la que actia gIn3, regulando un proceso esencial para la

extension de la longevidad en la mutante gin3A.
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En el caso del grupo funcional de organizacién de la membrana interna de
mitocondria, el proceso que probablemente se regula es el de la respiracion celular.
Dentro de este grupo encontramos dos genes encargados del ensamblaje del
complejo citocromo ¢ oxidasa (AIM31, CMC1). También se encuentran MBAL y
FCJ1 los cuales son necesarios para el ensamblaje de proteinas en la membrana
interna de la mitocondria. La mutacion de cualquiera de estos genes resulta en la
disrupcion de la cadena de transferencia de electrones y en una tasa de crecimiento

respiratorio disminuida [75-78]. Previamente se ha reportado que el aumento de la
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respiracion celular es uno de los procesos por los cuales es posible aumentar la
esperanza de vida; el hecho de que la pérdida de este proceso afecte aun mas de
lo esperado a g/n3A indica que la via regulada por GLN3 compensa la pérdida de
genes reguladores de la respiraciéon y que la extension de la esperanza de vida de
la mutante gin3A probablemente depende del correcto funcionamiento de la

respiracion celular (Figura 24).
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Figura 24. Esperanza de vida de las dobles mutantes del grupo de organizacién de
la membrana mitocondrial y gin3A

Comparacién de la esperanza de vida relativa de las mutantes sencillas fcj14, cmclA, mbalA y
aim314, y sus mutantes dobles con gin3A. La linea sélida indica la esperanza de vida de la mutante
sencilla gln3A relativa a si misma. La linea punteada indica el fenotipo esperado de la doble
mutante. Las barras de error representan el error estandar. La esperanza de vida reportada de las
mutantes sencillas es relativa a una levadura tipo silvestre (ho4). La esperanza de vida de las
dobles mutantes es relativa a la mutante gin3A.
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Dentro del grupo funcional de ensamblaje de la pared celular encontramos a Snf1l,
una cinasa que previamente se ha reportado regula la actividad de GIn3. Esta cinasa
fosforila a GIn3 bajo condiciones de baja glucosa y propicia la acumulacion de GIn3
en el ndcleo [63]. La mutante sencilla de SNF1 no presenta alteracion en la
esperanza de vida comparado con la tipo silvestre (Figura 25). En cambio, la doble
mutante de GLN3 y SNF1 tiene una esperanza de vida peor de la esperada. Esto
nos sugiere que los procesos activados por Snfl son necesarios para la extension

de longevidad en gin3A.

Existen otros procesos y genes que interactian con GLN3 para modular la
longevidad (Figura 21, Anexo 4); se necesitan estudios adicionales para determinar
el papel de cada uno de ellos en la extension de la esperanza de vida de g/in3A.
Este andlisis de dobles mutantes es una primer acercamiento a descubrir los

mecanismos mediante los cuales GLN3 modula la longevidad.

8.10 La mutante gln3A4 no interactla directamente con la via de Tor para

incrementar la longevidad.

Dentro del grupo de genes que se utilizé para realizar el ensayo de dobles mutantes
se encontraban varios genes pertenecientes a la via de Tor/Sch9/Riml5.
Descubrimos que no existe una interaccién genética significativa entre esta via y
GLNS3. Las dobles mutantes de GLN3 y los genes TOR1, RIM15 MSN2 y GIS1 no
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tenian una esperanza de vida distinta a la esperada de acuerdo con la formula de
la epistasis negativa (Figura 26). Esto nos lleva a pensar que la regulacién de la via
Tor no es uno de los mecanismos mediante los cuales la mutante g/in3A extiende la
longevidad y que su efecto no depende del sensado de nutrientes realizado por
Torl. También explica por qué ¢In3A actia aparentemente de manera

independiente a la condicion nutricional de la célula.
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Figura 26. Los genes que componen laviatorl no interactlan significativamente
con GIn3

Comparacién de la esperanza de vida relativa de torl4, rim154, msn2A4, gislA y sus dobles
mutantes con gin3A. La linea sdlida indica el fenotipo de gin34, la linea punteada es la
esperanza de vida esperada de la doble mutante segin la formula de la epistasis multiplicativa.
Las barras de error sefialan el error estandar de cada mutante. La esperanza de vida reportada
de las mutantes sencillas es relativa a una levadura tipo silvestre (hoA). La esperanza de vida
de las dobles mutantes es relativa a la mutante gin3A.
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Sin embargo, GLN3 interactia con otros genes reconocidos como mediadores de
la extension de la longevidad por restriccion dietética, los cuales son los elementos
del complejo Swrl; ARP6, SWR1Y SWC3 (Figura 27). El complejo Swrl se encarga
de la remodelacion de cromatina y especificamente es necesario para la
incorporacion de la variante de histona H2A.Z [79]. Recientemente se descubri6 que
el complejo Swrl forma parte de la via de la restriccion dietética ya que, al igual que
tor1A, su delecion bajo condiciones de no restriccion dietética aumenta la
longevidad pero bajo condiciones de restriccion dietética no se aprecia extension de
la esperanza de vida [66]. Sin embargo, alun se desconoce la manera en la que el
complejo Swrl interactia con Tor. Debido a que las dobles mutantes del complejo
Swrl y GLN3 tienen una esperanza de vida cercana a la esperanza de vida de la
mutante sencilla gin3A suponemos que g/in3A extiende la longevidad mediante
mecanismos compartidos con la mutante swr1A. Entonces podemos suponer que
GLN3 interactia al menos parcialmente con la via de la restriccion dietética y regula
algunos procesos similares a los de la restriccion dietética para aumentar la

esperanza de vida.
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9. Discusioén

Muchos trabajos que buscan genes cuya actividad modifica la longevidad han
descubierto que la gran mayoria de estos responden a cambios en los nutrientes
asimilados por el organismo. Esto ha llevado a plantear que la via de respuesta a la
restriccion dietética es la Unica capaz de extender la longevidad. Sin embargo, en
este trabajo reportamos la existencia de dos genes en levadura, GLN3 y BAS1, cuyo
efecto sobre el envejecimiento aparenta ser independiente del estado nutricional de

la célula.

Dentro de este proyecto probamos los efectos de las mutantes knock-out de estos
genes en combinacion con una restriccion dietética basada en disminucion de la
fuente tanto de nitrégeno como de carbono. Las mutantes knock-out de GLN3 y
BAS1 bajo estas condiciones extienden aun mas la longevidad de la levadura, lo
gue sugiere que efectivamente utilizan mecanismos distintos a los activados por la
restriccion dietética (Figura 7). No obstante, existen diferentes tipos de restriccion
dietética dependiendo de la cantidad de nutrientes disminuidos y del tipo de
nutriente reducido en la dieta [3]. Aunque todos los diferentes tipos de restriccion
dietética modulan los componentes basicos de la restriccion dietética (por ejemplo,
TOR1, RAS2 y RIM15), cada tipo de restriccion activa partes especificas de la via
de la restriccion dietética. Para demostrar que las mutantes g/in3A y bas1A no
actian como parte de la via de la restriccion dietética seria necesario probar las
mutantes en combinacién con todos los tipos de restriccion dietética en varios

grados de intensidad, lo cual es técnicamente dificil.

Otro factor a considerar para determinar si gin34 y bas1A actian mediante la via de
la restriccion dietética es medir el grado de interaccion entre estos genes y aquellos
gue conforman la via de la restriccién dietética. Esto lo hicimos para la mutante
g/n3A mediante un analisis de dobles mutantes y encontramos que algunos genes
gue conforman la base de la via de la restriccion dietética como TOR1, RIM15,
MSN2 y GIS1 no interactian con GLN3 (Figura 26). No obstante GLN3 si interactla
con otros miembros menos conocidos de la via de la restriccion dietética, como los

componentes del complejo Swrl (Figura 27). Aqui reportamos que la doble mutante
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swr1AgIin3A no muestra un fenotipo diferente al de la mutante sencilla g/n34, lo cual
sugiere que swr1A y gIn3A utilizan los mismos mecanismos para extender la
longevidad. Entonces todo parece apuntar a que GLN3 actia de manera
parcialmente independiente a la via de la restriccion dietética, es decir, que algunos
de los procesos celulares que participan en el incremento de la longevidad por
restriccion dietética y por la eliminacion de GLN3 estan compartidos.

Una prueba de que GIn3 actia de manera parcialmente independiente a la via de
restriccion dietética es que ciertos genes que interactian con GLN3 regulan los
mismos procesos que extienden la longevidad bajo condiciones de restriccion
dietética, como aquellos que regulan la organizacién de la membrana mitocondrial
(Figura 24). La respiracion celular es necesaria para incrementar la longevidad bajo
condiciones de restriccion dietética [80]. Los resultados obtenidos del analisis de
dobles mutantes sugieren que la presencia funcional de los genes que regulan la
organizacion de la membrana mitocondrial y muy probablemente la activacion de la
respiracion celular es necesaria para la extension de la longevidad observada en
gin3A.

Por otra parte, existen genes en la mutante g/in3A que podrian estar actuando de
manera contraria a lo que se ha reportado en condiciones de restriccion dietética.
Un grupo de genes que actua asi son los pertenecientes a la regulacion de la
autofagia. Estos genes son necesarios para la extension de la esperanza de vida
bajo condiciones de restriccion dietética [81]. En cambio, en la mutante g/in3A la
delecién de los genes activadores de la autofagia no tiene efecto sobre el aumento
en la esperanza de vida (Figura 22). Esto sugiere que la extension de la esperanza
de vida en la mutante de g/in3A no depende de la autofagia y que este proceso no
se encuentra activo en esta mutante. Existen indicios de que la autofagia es un
proceso inhibido por la delecion de GLN3. Estudios recientes indican que la mutante
g/in3A inhibe la expresion de Atgl4 en condiciones sin restriccion dietética y en
restriccidn dietética simulada por tratamiento con rapamicina [82]. Esto podria inhibir
indirectamente la autofagia ya que la proteina Atg14 es una subunidad del complejo

| fosfoinositol 3-cinasa necesaria para la localizacién del complejo | al sitio donde se
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iniciar4 el ensamblaje del autofagosoma [83, 84]. Queda por comprobar si una
sobreexpresion de los genes encargados de activar la autofagia disminuye el efecto
sobre la longevidad de g/in34, indicando que la reduccion de la autofagia es vital
para el aumento en esperanza de vida observado en gln3A. Por otra parte, existe la
posibilidad que otro proceso, activado por la falta de GIn3, compense la pérdida de
la autofagia y tenga un papel similar en la eliminacién de componentes celulares

deteriorados y reciclaje de recursos.

La exploracién de los genes que interactiian con gin3A para extender la longevidad
arrojé nuevos procesos celulares que modulan el envejecimiento. Encontramos
como nuevo proceso para modular la longevidad la regulacion de la gemacion
celular. Previamente este proceso solo habia sido reportado como modulador de la
esperanza de vida replicativa [85]. Observamos que en la mutante g/in3A la
represion de estos genes es necesaria para la extension de la esperanza de vida
cronologica esperada (Figura 23). La represion de estos genes podria estar
indirectamente regulando otros procesos que ayudan a aumentar la longevidad,
especificamente la regulacion del crecimiento invasivo y el ciclo celular. Las
deleciones de NAP1, RSR1 y PEF1 alteran el patron de gemacion e impiden la
formacion de las estructuras necesarias para el crecimiento invasivo [72-74]. El
crecimiento invasivo se caracteriza por la elongaciéon de la célula y un patrén de
gemacion unipolar [86]. Este cambio morfolégico se observa en células sometidas
a bajos niveles de glucosa y/o nitrégeno y es una estrategia de crecimiento para
buscar nuevas fuentes de nutrientes [86, 87]. Que la célula siga encontrando
nutrientes suficientes para su desarrollo es un impedimento para la entrada a un
estado celular quiescente, un estado celular en el cual la célula deja de dividirse y
activa programas de proteccion celular que ayudan a la célula a aumentar su
longevidad [88]. Entonces, proponemos que en la mutante g/in3A el crecimiento
invasivo se encuentra inhibido, lo cual impide la busqueda de nutrientes en el medio,
apresurando el agotamiento de los recursos de la célula y a su vez causando la
inhibicién del ciclo celular y la entrada a estado quiescente. De esta manera, la

longevidad del cultivo aumenta al disminuir la proporcién de células que continlan
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dividiéndose en el medio y aumentar la proporcion de células preparadas para

sobrevivir un mayor tiempo en el medio.

La mutante g/n3A ofrece entonces una nueva alternativa de regulacién de procesos
modificadores de la longevidad asi como materia de descubrimiento de nuevos
procesos que posiblemente aumenten la longevidad al menos parcialmente

independiente al estado nutricional de la célula.

También es importante corroborar la conservacién de homdélogos de GLN3 en otros
organismos y su efecto sobre la longevidad, para averiguar si GLN3 forma parte de
un mecanismo de modulacion de la longevidad conservado. Se ha encontrado que
GLN3 es homologo a los genes NIT2 de Neurospora crassa, AREA de Aspergillus
nidulans y GATA-1 de humanos [89]. Sin embargo, no se ha reportado si la
modificacion de estos genes en especifico tiene un efecto sobre el fenotipo de
envejecimiento. No obstante, GLN3 tiene similaridad con otros factores de
transcripcion de la familia GATA conservados en hongos, plantas, nematodos y
ratones, entre otros [90]. Estos factores de transcripcion se encargan de regular
procesos ligados a la supervivencia celular, proliferacion y diferenciacion de linaje
celular. Algunos de estos factores de transcripcion han sido vinculados a la
regulacion de la esperanza de vida. Por ejemplo, en C. elegans se ha descubierto
un circuito formado por los factores de transcripcion ELT-5, ELT-6 y ELT-3 regula el
envejecimiento; la delecion de los dos primeros genes incrementa la esperanza de
vida del nematodo, mientras que la mutacién elt-3A posee menor esperanza de vida
[91]. Esto da pie a seguir investigando los efectos sobre la longevidad de estos

factores de transcripcion en varios organismos.

Por otra parte, queda pendiente averiguar las posibles vias por las que el otro gen
candidato a actuar independientemente de las vias activadas por la restriccion
dietética, BAS1, modula la longevidad. Existen otros trabajos que respaldan el
efecto de la delecién de BASL1 sobre la longevidad, sin embargo aln no se conocen
los medios por los cuales extiende la longevidad [92, 93]. Basl es un factor de
transcripcion que regula la expresion de los genes necesarios para la sintesis de

histidina y purina, aunque es probable que otro proceso regulado por este factor de
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transcripcion sea el encargado de modular la longevidad, ya que la regulacion de
sintesis de aminoacidos esta relacionada a la activaciéon de la via de la restriccion
dietética [94, 95]. Se podria empezar a indagar los mecanismos que extienden la
longevidad en bas1A mediante un analisis de dobles mutantes similar al realizado
en este trabajo y asi tener procesos celulares candidatos a ser responsables de la

extension en longevidad.

10. Conclusiones

En este trabajo descubrimos dos genes candidatos cuya mutacion nula podria
regular la longevidad de manera al menos parcialmente independiente de las vias
activadas por la restriccion dietética: GLN3 y BAS1. La eliminacion de cualquiera de
estos dos genes demostro ser capaz de extender la longevidad bajo condiciones de
no restriccion y de restriccion dietética por fuente de carbono y nitrdgeno, una
posible indicacién de que estos genes utilizan mecanismos para extender la

longevidad diferentes a los de la via de respuesta a la restriccion dietética.

Estas mutaciones también demostraron ser capaces de extender la longevidad en
combinacion con los tratamientos farmacoldgicos espermidina y metformina. Estos
tratamientos son considerados como imitadores de la restriccion dietética debido a
gue activan los mismos mecanismos que la restriccion dietética. El que las
mutaciones de GLN3 y BAS1 extiendan aun mas la longevidad bajo los tratamientos
farmacologicos es otra evidencia a favor de que GLN3 y BAS1 actuan de manera

independiente a la restriccion dietética.

Al evaluar los tratamientos farmacolégicos en combinacion con la restriccion
dietética encontramos que, de acuerdo a lo reportado, el tratamiento con
espermidina es un imitador de la restriccion dietética, ya que no logra extender aln
mas la longevidad. En cambio, observamos que la metformina podria actuar

mediante algunos mecanismos diferentes a los de la restriccién dietética ya que
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consigue aumentar aun mas la esperanza de vida de levaduras sometidas a

restriccion dietética.

Por otra parte, decidimos averiguar mas sobre los procesos mediante los cuales la
mutante gln3A podria estar extendiendo la longevidad. A partir de un analisis de
dobles mutantes encontramos que la extension de vida en esta mutante se deba
probablemente a cambios en la regulacién de la autofagia, la respiracion celular y
el crecimiento invasivo, entre otros procesos. Cabe mencionar que la regulacion de
estos procesos celulares también se encuentra asociada a la extension de la
longevidad por restriccion dietética por lo que es sorprendente que el efecto de
g/in3A sea genéticamente independiente al de la restriccion dietética, lo cual da pie
a la busqueda de nuevas vias para regular procesos modificadores de la longevidad
conocidos. Sugerimos que la mutante g/n3A presenta represion de los procesos de
autofagia y crecimiento invasivo, mientras que la respiracion celular se encuentra

activada en una respuesta similar a la causada por la restriccion dietética.

11. Perspectivas

Este trabajo abre la puerta a futuros estudios para averiguar los procesos mediante
los cuales las mutantes candidatas a actuar independientemente de la restriccion
dietética gIin3A y bas1A podrian extender la longevidad. Aqui empezamos a
identificar algunos procesos que probablemente son responsables del incremento
en la esperanza de vida en la mutante g/n34, tales como la autofagia, la respiracion
celular y el control del ciclo celular. Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales para determinar si estos procesos realmente se encuentran
involucrados en la extension de la longevidad. Proponemos los siguientes
experimentos para corroborar el papel de estos procesos en la longevidad de la

mutante g/in3A.

Primero, una de nuestras propuestas es que a diferencia de la restriccion dietética,
la mutante gin3A no presenta activacion de la autofagia en condiciones
experimentales de envejecimiento. Por lo tanto sugerimos que se debe de revisar la

actividad autofagica en diferentes edades del cultivo estacionario. Esto se puede
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realizar mediante la evaluacion por microscopia de fluorescencia de una fusién de
GFP y la proteina Atg8 [96]. Esta proteina se asocia al sitio de ensamblado del
fagosoma, por lo que es un indicador de actividad autofagica. También se podria
corroborar la represion de la actividad autofagica en la mutante gIn3A mediante un
analisis de la expresion de los transcritos de los genes ATG8, ATG14 y ATG9, ya
gue el aumento de mRNA de cualquiera de estos genes es un indicador de

induccion de autofagia.

Otro aspecto a corroborar es el papel de la respiracion en el aumento de la
esperanza de vida de g/n3A. Proponemos que GIn3 reprime la respiracién y que
este proceso es necesario para el aumento en la longevidad. Para comprobar esto
se podria inicialmente medir la tasa de respiracion de g/in3A en comparacion a una
cepa WT, esto se puede realizar indirectamente mediante la medicidn de la tasa de
consumo de oxigeno; si el cultivo esta creciendo utilizando la respiracion como
principal fuente de energia, tendra una tasa alta de consumo de oxigeno [97] . Otra
prueba necesaria es inhibir la respiracion en gin3A y verificar si la esperanza de vida
se ve afectada. Hay dos opciones de como inhibir la respiracion; la primera es
mediante intervenciones genéticas, como la mutacién de genes esenciales para la
respiracion tales como COX5A y CYC1/3 [98]. La segunda manera es mediante la
aplicacion de compuestos inhibidores de la respiracion, como la antimicina A o la

oligomicina [99].

Por dltimo, propusimos que g/n3A también podria extender la longevidad mediante
la regulacion indirecta del ciclo celular al impedir la busqueda de nuevos nutrientes
para continuar dividiéndose. Para comprobar esta hipotesis es necesario comprobar
gue la mutante g/in3A no es capaz de llevar a cabo crecimiento invasivo y que esta
mutante también altera la progresion del ciclo celular. Podemos revisar que g/in3A
no presente crecimiento invasivo mediante un andlisis de la morfologia de colonias
de levadura sometidas a bajos niveles de nutrientes [87]. Estas condiciones incitan
el crecimiento invasivo, el cual puede ser observado mediante examinacion
microscopica. Parte de nuestra hipdtesis se mantendria si gln3A no presenta los

cambios morfoldgicos tipicos del crecimiento invasivo. Por otra parte, para averiguar
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si gin3A modifica el progreso del ciclo celular, podemos monitorear el cambio en la
proporcion de células en un estado del ciclo celular mediante citometria de flujo
[100]. Esperamos que gin3A arreste el ciclo celular en Go/G1 mas rapido que una
cepa silvestre, lo cual confirmaria que uno de los mecanismos por los cuales gIn3

regula longevidad es el control del ciclo celular.

El gen GLN3 aparece como un candidato para evaluar nuevas vias reguladoras de
la esperanza de vida y otros procesos que extiendan el envejecimiento ademas de
los controlados por la restriccion dietética. El descubrimiento del efecto
independiente a la restriccion dietética de este gen nos urge a seguir investigando
las vias por las cuéles gIin3A extiende la longevidad. Proponemos realizar en el
futuro un analisis mas extenso de las interacciones genéticas de GLN3 para el
fenotipo de envejecimiento; esta vez bajo distintas dietas. Esto nos proporcionara
informacion adicional acerca de los procesos regulados por GLN3 que afectan el
envejecimiento, de manera que podremos averiguar si ademas de los procesos
sugeridos en este trabajo, existen otros importantes para su efecto sobre la

longevidad.
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13. Anexo

Anexo 1. Esperanza de vida de mutantes knock-out bajo condiciones de restriccion
dietéticay no restriccion.

Datos de la esperanza de vida de vida promedio de las mutantes sencillas bajo condiciones de
DR y no DR, obtenidas de Campos et al.(2017) [1]. La restriccién dietética se realizé mediante
reemplazo de la fuente de nitrégeno. En la condicidon de restriccion dietética se reemplazé
glutamina por acido y-aminobutirico.

Esperanza Esperanza de
Mutante ORF devida OLN | vida GABA
1 aldéA YPLO61W 1.06279763 1.0771608
2 yplo62wA YPLO62W 1.07300456 1.07709865
3 mec3A YLR288C 1.01276613 1.04886407
4 irc14A YOR135C 1.03862437 1.04884518
5 Ist74 YGRO57C - 1.04801503
6 shulA YHLOO6C 1.03599053 1.04385535
7 yaklA YJL141C 1.0519533 1.04267647
8 Irp1A YHRO81W 1.05248865 1.04167222
9 aqrlA YNLO65W 1.04711419 1.04162299
10 rpl40bA YKR094C 1.0108516 1.03965041
11 rps24al YERO74W 1.03785109 1.03795663
12 yil152wA YIL152W 1.05182807 1.03645222
13 cwp2A YKLO96W-A 1.0209535 1.03585246
14 fpkiA YNRO47W 1.03583253 1.0352901
15 simé6A YBR266C 1.01101387 1.03377334
16 rpl40aA YIL148W 1.01793713 1.03342514
17 basliA YKRO99W 1.00942698 1.03335617
18 rps19bA YNL302C 1.03803633 1.03295499
19 shr5A YOL110W 1.02644442 1.03115135
20 wsc3A YOL105C 1.00518471 1.03112402
21 stplA YDR463W 0.99318744 1.03093501
22 ypri30cA YPR130C 1.01879664 1.03073342
23 set4A YJL105W 1.02134512 1.0299688
24 ylr224wA YLR224W 0.99693468 1.02947466
25 ngglA YDR176W 1.04225107 1.02922834
26 gep4A YHR100C 1.00472285 1.02811319
27 pmt2A YALO23C 1.01535717 1.0281
28 arvliA YLR242C 1.01025181 1.02745915
29 sac6bA YDR129C 1.01331408 1.0273532
30 krelA YNL322C 1.00265641 1.02728304
31 miglA YGLO35C 1.006938 1.02655659
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Anexo 1 (Continuacion)

Esperanza Esperanza de
Mutante ORF devida GLN | vida GABA
32 yil077cA YILO77C 1.01410755 1.02615452
33 lociA YFROO1W 1.02433634 1.02602929
34 newlA YPL226W 1.02045534 1.0251213
35 ypl247cA YPL247C 1.02860579 1.02495386
36 tefdA YKLO81W 1.01154793 1.02452117
37 hda2A YDR295C 1.01436318 1.02429896
38 aahlA YNL141W 1.01245388 1.02386741
39 grsiA YBR121C 0.99899691 1.02378331
40 syhlA YPL105C 1.02360564 1.02376114
41 rim101A YHLO27W 0.9887116 1.02340474
42 arp6A YLR085C 1.02397754 1.02319466
43 ncll1A YBLO24W 1.01995736 1.0230857
44 rpl16bA YNLO69C 1.02555125 1.02294985
45 ssf1A YHRO66W 0.99316487 1.02218609
46 ssn8A YNLO25C 1.04458243 1.02178792
47 ssd1A YDR293C 1.01918077 1.02133455
48 fyvia YDR024W 1.0275198 1.02082982
49 bgl24 YGR282C 1.01219662 1.02082502
50 rrp84 YDRO83W 1.0421061 1.02070139
51 rps6bA YBR181C 1.03091328 1.02068439
52 Ist4A YKL176C 1.02713303 1.02050259
53 dal814 YIRO23W 1.00805298 1.02050213
54 gdh24A YDL215C 0.99927133 1.02017104
55 pmt34 YOR321W 1.01729973 1.01960374
56 ics24 YBR157C 1.015188 1.01943436
57 pho24 YDL106C 1.00405393 1.01918239
58 bul24 YML111W 1.02369126 1.01889187
59 chd1A YER164W - 1.01864279
60 ptc6A YCRO79W 1.02854669 1.01830871
61 rps29al YLR388W 1.02223063 1.01791665
62 tom5A YPR133W-A 1.00458786 1.01745085
63 daslA YJL149W 1.02231022 1.01709123
64 smf34 YLR034C 1.02238197 1.01701596
65 las21A YJLO62W 1.01112874 1.0168849
66 yke2A YLR200W 1.01884751 1.01649442
67 rps18bA YMLO26C 1.03006294 1.01628595
68 ubp8A YMR223W 1.02019826 1.01626983
69 sgfiiA YPLO4A7W 1.03052972 1.01608591
70 drs2A YALO26C 1.03006384 1.01603445
71 ylr374cA YLR374C 1.03412138 1.01598651
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Esperanza Esperanza de

Mutante ORF devida GLN | vida GABA
72 unglA YMLO21C 1.023012 1.01577626
73 rpl41bA YDL133C-A 1.00290859 1.01568034
74 mtc5A YDR128W 1.01295233 1.01520071
75 medi1A YPRO70W 1.02487765 1.01474253
76 pbpdA YDLO53C 1.01824495 1.01408787
77 hst1A YOL068C 1.02248619 1.01311831
78 swm2A YNROO4W 1.01629812 1.01311164
79 kkq84 YKL168C 1.02259279 1.01198829
80 ylr287-a/ YLR287-A 1.02123796 1.01194993
81 rps21aA YKRO57W 1.02377284 1.01177169
82 rps4bA YHR203C 1.0171818 1.01160465
83 edelA YBL047C 1.01644723 1.01056432
84 IrelA YCLO51W 1.01403995 1.00999856
85 vid224 YLR373C 1.02130189 1.0096474
86 yor055wA YORO55W 1.01465927 1.00949417
87 frelA YLR214W 1.01807258 1.00934967
88 csm24 YIL132C 1.02193736 1.00892644
89 slgiA YORO008C 1.02224616 1.00887449
90 swrld YDR334W 1.01824124 1.0061
91 gon74 YJL184W 1.02072832 1.00609377
92 bmhi1A YER177W 1.02495703 1.0057566
93 rpli6al YIL133C 1.02734805 1.00555675
94 Ism74 YNL147W 1.01989852 1.00536659
95 bud274 YFLO23W 1.02088742 1.00503442
9% sur2A YDR297W 1.01944445 1.00376023
97 ybr226cA YBR226C 1.01411944 1.00366546
98 yptllA YNL304W 1.01735277 1.00072424
99 tufia YOR187W 1.08995013 1.00019308
100 npriA YNL183C 1.01976968 0.99999857
101 fis1A YILO65C 1.03147674 0.99834291
102 sIx94 YGRO81C 1.02222008 0.98740912
103 ada2A YDR448W 1.03962614 -
104 sdhiA YKL148C 1.01293013 -
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Anexo 2. Curvas de decaimiento en restriccién dietética

40 mutantes fueron evaluadas en condiciones de restriccion dietética (0.5% Glucosa),
aqui se muestran aquellas que no extendian mas la longevidad en estas condiciones.
El ensayo de CLS por cinéticas de crecimientotuvo una duraciéon de 15-20 dias. Las
mutantes hoA (azul) e his3A (negro) se utilizaron como tipo silvestre. En rojo cada una
de las mutantes. Para cada una de las curvas se realizaron 8 réplicas (n=8). Las barras

representan el error estandar.
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Anexo 2 (Continuacion)
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Mutante

bas1iA

simé6A

pmt2A

gin3A

Tratamiento .. Tasa de a
farmacolégico Concentracion decaimiento p-value
NT 0mM 0.041613583 -
0.5mM 0.03956889  0.32343473
Espermiding 1mM 0.03831172  0.20389955
5mM 0.03387868  0.04151539*
10mM NaN NaN
NT 0mM 0.04196067 -
5mM 0.0423405  0.56831312
Metforming 10mM 0.0392471  0.16499572
15mM 0.04050903  0.29844694
20mM 0.03310409  0.00981448**
NT 0mM 0.04983284 -
0.5mM 0.04910397  0.41303067
N 1mM 0.04889469  0.42150856
Espermidina 5mM 0.05789376  0.96928227
10mM NaN NaN
NT 0mM 0.085180386 -
5mM 0.07271933  0.01285618*
Metformina 10mM 0.0654146  0.00397965**
15mM 0.06289367  0.00291162**
20mM 0.05592568  0.00118344**
NT 0mM 0.057823806 -
0.5mM 0.05689769  0.37750073
N 1mM 0.0537023  0.06633875
Espermidina 5mM 0.04980165  0.02710054*
10mM 0.0341286  0.00552961**
NT 0mM 0.069405773 -
5SmM 0.07300406  0.69196635
. 10mM 0.0682281  0.43452135
Metformina 15mM 0.06085161  0.12327146
20mM 0.05877239  0.07132096
NT 0mM 0.046541112 -
0.5mM 0.05135964  0.66308863
- 1mM 0.05374008  0.83432872
Espermidina 5SmM 0.0459573  0.25759758
10mM 0.04202372  0.20048193
NT 0mM 0.063437263 -
5mM 0.05853152  0.14337521
. 10mM 0.05321889  0.0373933*
Metformina 15mM 0.04982246  0.02030481*
20mM 0.05271254  0.03824895*

Anexo 3. Tabla de las tasas
de decaimiento de las

mutantes candidatas en
combinacién con los
farmacos

Las tasas de decaimiento (Td)
promedio de las mutantes
candidatas bajo diferentes
tratamientos farmacoldgicos.
Cada dato es el promedio de
cuatro réplicas técnicas(n=4).
a) p-value de la prueba t de
student en la hipotesis
alternativa es que la mutante
con el tratamiento
mencionado tiene una Td
promedio menor que la Td de
la mutante sin tratamiento. * p
< 0.05, * p < 0.01, NT: No
tratamiento, NaN: No
disponible
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Anexo 4. Datos de la esperanza de vida y epistasis del analisis de dobles mutantes.

a) Coeficiente de supervivencia promedio de la mutante sencilla x4, datos obtenidos de Garay et al (2014).
b) Esperanza de vida promedio (L) de la mutante sencilla x4, L= s +1. c) Error estdndar del coeficiente de
supervivencia de la mutante sencilla. d) Coeficiente de supervivencia promedio de la mutante doble xAgin3A
e) Esperanza de vida promedio de la mutante doble xAgin3A. f) Error estandar del coeficiente de
supervivencia de la mutante doble g) Epistasis entre el gen GLN3 y los genes mencionados. En rojo se
muestran los genes con interaccion negativa. En verde aquellos genes con interaccion positiva. h) Error
estandar de la epistasis. NaN: No disponible

Nombre ORF S. a Ezgze\:%n;a sen?:illa S d Esdpee\iiiinaza dosble Epis;asis Epistaiis
sencilla sencilla® error® doble doble® error' error

ALD6 YPLO61W 1.0628 0.0628 0.0085 -0.0164 0.9836 0.0042 -0.0791 0.0095
YPLO62W = YPLO62W 1.0730 0.0730 0.0050 -0.0033 0.9967 0.0020 -0.0762 0.0054
IRC14 YOR135C 1.0386 0.0386 0.0032 -0.0345 0.9655 0.0103 -0.0731 0.0108
SAC1 YKL212W 1.0172 0.0172 0.0065 -0.0504 0.9496 0.0122 -0.0674 0.0139
YAK1 YJL141C 1.0520 0.0520 0.0069 -0.0042 0.9958 0.0027 -0.0561 0.0074
AQR1 YNLO65W 1.0471 0.0471 0.0039 -0.0055 0.9945 0.0013 -0.0525 0.0041
HAP3 YBL021C 0.9844 -0.0156 0.0055 -0.0636 0.9364 0.0127 -0.0480 0.0139
FPK1 YNRO47W 1.0358 0.0358 0.0041 -0.0116 0.9884 0.0024 -0.0474 0.0048
VID22 YLR373C 1.0213 0.0213 0.0043 -0.0259 0.9741 0.0061 -0.0472 0.0075
YIL152W YIL152W 1.0518 0.0518 0.0072 0.0060 1.0060 0.0041 -0.0458 0.0083
NIP100 YPL174C 0.9865 -0.0135 0.0054 -0.0589 0.9411 0.0132 -0.0454 0.0143
FIS1 YILO65C 1.0315 0.0315 0.0063 -0.0138 0.9862 0.0048 -0.0453 0.0079
CSM2 YIL132C 1.0219 0.0219 0.0041 -0.0229 0.9771 0.0055 -0.0448 0.0069
CHS5 YLR330W 0.9853 -0.0147 0.0040 -0.0591 0.9409 0.0096 -0.0443 0.0104
ATP10 YLR393W 0.9830 -0.0170 0.0018 -0.0610 0.9390 0.0105 -0.0440 0.0107
RPL16A YIL133C 1.0273 0.0273 0.0043 -0.0158 0.9842 0.0012 -0.0431 0.0045
RPS6B YBR181C 1.0309 0.0309 0.0054 -0.0119 0.9881 0.0022 -0.0428 0.0059
YFLO42C YFLO42C 1.0387 0.0387 0.0504 -0.0036 0.9964 0.0028 -0.0422 0.0505
SHU1 YHLO06C 1.0360 0.0360 0.0098 -0.0041 0.9959 0.0024 -0.0400 0.0101
CYT2 YKLO87C 0.9887 -0.0113 0.0023 -0.0511 0.9489 0.0094 -0.0398 0.0097
UBP2 YOR124C 1.0143 0.0143 0.0051 -0.0249 0.9751 0.0059 -0.0391 0.0079
YLR374C YLR374C 1.0341 0.0341 0.0052 -0.0049 0.9951 0.0036 -0.0389 0.0064
SYH1 YPL105C 1.0236 0.0236 0.0043 -0.0125 0.9875 0.0029 -0.0360 0.0052
SSD1 YDR293C 1.0192 0.0192 0.0032 -0.0158 0.9842 0.0034 -0.0350 0.0047
EMI5 YOLO71W 1.0134 0.0134 0.0029 -0.0206 0.9794 0.0040 -0.0339 0.0049
KKQ8 YKL168C 1.0226 0.0226 0.0035 -0.0112 0.9888 0.0029 -0.0337 0.0046
VPS30 YPL120W 0.9739 -0.0261 0.0014 -0.0598 0.9402 0.0108 -0.0336 0.0109
NCL1 YBLO024W 1.0200 0.0200 0.0034 -0.0135 0.9865 0.0047 -0.0334 0.0058
MBA1 YBR185C 0.9830 -0.0170 0.0032 -0.0500 0.9500 0.0087 -0.0330 0.0093
HST1 YOL068C 1.0225 0.0225 0.0034 -0.0102 0.9898 0.0034 -0.0326 0.0049
SHR5 YOL110W 1.0264 0.0264 0.0060 -0.0059 0.9941 0.0019 -0.0323 0.0063
COX5A YNLO52W 0.9808 -0.0192 0.0039 -0.0510 0.9490 0.0119 -0.0317 0.0125
SNF1 YDR477W 0.9854 -0.0146 0.0121 -0.0462 0.9538 0.0138 -0.0316 0.0184
SGF11 YPLO47W 1.0305 0.0305 0.0019 -0.0005 0.9995 0.0009 -0.0310 0.0022
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

CLA4
UBPS8
ARP6
SWR1
AIM31
HOP1
FCJ1
RPP2A
DAS1
CMC1
RPL40A
PUB1
YHLO05C
STV1
SET4
YPT11
YGL235W
DBR1
HNT2
KGD2
VTAL
BMH1
YPL247C
SEC66
PTC6
YPR170C
SWC3
PMT2
THP2
TRP1
EAF6
YDR269C
PAU2
SXM1
LSM12
ICS2
WTM2

YJL150W

YMRO75C
-A

ORF

YNL298W
YMR223W
YLR085C
YDR334W
YMLO30W
YILO72W
YKRO16W
YOLO39W
YJL149W
YKL137W
YIL148W
YNLO16W
YHLOO05C
YMRO54W
YJL105W
YNL304W
YGL235W
YKL149C
YDR305C
YDR148C
YLR181C
YER177W
YPL247C
YBR171W
YCRO79W
YPR170C
YALO11W
YALO023C
YHR167W
YDROO7W
YJR082C
YDR269C
YELO49W
YDR395W
YHR121W
YBR157C
YOR229W

YJL150W

YMRO75C
-A

s
sencilla?

0.9850
1.0202
1.0240
1.0182
0.9757
1.0248
0.9850
1.0153
1.0223
0.9854
1.0179
1.0144
0.9822
0.9880
1.0213
1.0174
0.9818
1.0125
1.0162
1.0146
1.0146
1.0250
1.0286
1.0167
1.0285
1.0184
1.0183
1.0154
1.0159
1.0187
1.0227
1.0149
1.0131
1.0129
1.0189
1.0152
1.0154
1.0172

1.0183

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0150
0.0202
0.0240
0.0182
-0.0243
0.0248
-0.0150
0.0153
0.0223
-0.0146
0.0179
0.0144
-0.0178
-0.0120
0.0213
0.0174
-0.0182
0.0125
0.0162
0.0146
0.0146
0.0250
0.0286
0.0167
0.0285
0.0184
0.0183
0.0154
0.0159
0.0187
0.0227
0.0149
0.0131
0.0129
0.0189
0.0152
0.0154
0.0172

0.0183

s
sencilla
error®

0.0044
0.0039
0.0051
0.0027
0.0042
0.0084
0.0028
0.0050
0.0038
0.0037
0.0071
0.0050
0.0032
0.0034
0.0067
0.0033
0.0032
0.0024
0.0059
0.0037
0.0038
0.0074
0.0045
0.0064
0.0037
0.0048
0.0063
0.0017
0.0061
0.0068
0.0092
0.0034
0.0036
0.0037
0.0050
0.0056
0.0031
0.0043

0.0045

dobled

-0.0456
-0.0100
-0.0059
-0.0115
-0.0538
-0.0042
-0.0440
-0.0136
-0.0065
-0.0433
-0.0100
-0.0134
-0.0451
-0.0390
-0.0051
-0.0090
-0.0445
-0.0137
-0.0099
-0.0115
-0.0113
-0.0002
0.0035
-0.0079
0.0042
-0.0056
-0.0056
-0.0085
-0.0064
-0.0033
0.0008
-0.0065
-0.0082
-0.0081
-0.0016
-0.0052
-0.0048
-0.0026

-0.0015

Esperanza

de vida
doble®

0.9544
0.9900
0.9941
0.9885
0.9462
0.9958
0.9560
0.9864
0.9935
0.9567
0.9900
0.9866
0.9549
0.9610
0.9949
0.9910
0.9555
0.9863
0.9901
0.9885
0.9887
0.9998
1.0035
0.9921
1.0042
0.9944
0.9944
0.9915
0.9936
0.9967
1.0008
0.9935
0.9918
0.9919
0.9984
0.9948
0.9952
0.9974

0.9985

S

doble

EI'I'OI'f

0.0100
0.0023
0.0020
0.0049
0.0112
0.0049
0.0087
0.0017
0.0011
0.0104
0.0029
0.0042
0.0097
0.0064
0.0020
0.0078
0.0080
0.0039
0.0039
0.0019
0.0022
0.0041
0.0010
0.0039
0.0044
0.0027
0.0009
0.0023
0.0021
0.0017
0.0019
0.0028
0.0030
0.0026
0.0017
0.0024
0.0021
0.0021

0.0022

Epistasis
g
-0.0305
-0.0301
-0.0298
-0.0297
-0.0294
-0.0289
-0.0289
-0.0288
-0.0288
-0.0286
-0.0279
-0.0277
-0.0272
-0.0269
-0.0264
-0.0263
-0.0262
-0.0261
-0.0261
-0.0260
-0.0259
-0.0251
-0.0251
-0.0245
-0.0243
-0.0240
-0.0239
-0.0238
-0.0222
-0.0219
-0.0218
-0.0213
-0.0212
-0.0208
-0.0204
-0.0203
-0.0202
-0.0198

-0.0198

Epistasis

errorh

0.0109
0.0045
0.0055
0.0057
0.0120
0.0098
0.0092
0.0053
0.0040
0.0110
0.0077
0.0066
0.0103
0.0073
0.0070
0.0085
0.0086
0.0046
0.0071
0.0042
0.0044
0.0085
0.0047
0.0075
0.0058
0.0055
0.0064
0.0029
0.0065
0.0070
0.0094
0.0045
0.0047
0.0045
0.0053
0.0061
0.0038
0.0048

0.0050
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Nombre

YKL202W
POC4
CRD1
RGS2
LST4
IZH3
SNU66
PMT3
MSN5
YILO92W
YLR426W
UTR1
FRE1

MDM35

TSL1
YORO055W
YMRO57C
SMF3
PIB2
RPS14A
YJL206C
PBP4
ccwiz
RPS17B
PAN3
YKLO53W
RGT1
COG8
SUR2
MUD2
scs7
MSN4
HDA2
PIN4
SDH2
MNT4
QCR6
oCAl
NPR1

ORF

YKL202W
YPL144W
YDL142C
YOR107W
YKL176C
YLRO23C
YOR308C
YOR321W
YDR335W
YILO92W
YLR426W
YJR049C

YLR214W

YKLO53C-
A

YML100W
YORO055W
YMRO57C
YLRO34C
YGL023C
YCRO031C
YJL206C
YDLO53C
YLR110C
YDR447C
YKL025C
YKLO53W
YKLO38W
YMLO71C
YDR297W
YKLO74C
YMR272C
YKLO62W
YDR295C
YBLO51C
YLLO41C
YNRO59W
YFRO33C
YNLO99C
YNL183C

s
sencilla?

1.0145
0.9874
0.9773
1.0139
1.0271
1.0163
1.0195
1.0173
0.9840
1.0189
1.0161
1.0190
1.0181

0.9869

1.0179
1.0147
1.0148
1.0224
1.0145
1.0157
1.0131
1.0182
1.0203
1.0172
1.0148
1.0142
0.9861
0.9822
1.0194
1.0165
1.0143
1.0025
1.0144
1.0161
0.9847
1.0161
0.9820
1.0159
1.0198

Esperanza
devida

sencilla?
0.0145

-0.0126
-0.0227
0.0139
0.0271
0.0163
0.0195
0.0173
-0.0160
0.0189
0.0161
0.0190
0.0181
-0.0131
0.0179
0.0147
0.0148
0.0224
0.0145
0.0157
0.0131
0.0182
0.0203
0.0172
0.0148
0.0142
-0.0139
-0.0178
0.0194
0.0165
0.0143
0.0025
0.0144
0.0161
-0.0153
0.0161
-0.0180
0.0159
0.0198

s
sencilla
error®

0.0050
0.0029
0.0027
0.0034
0.0067
0.0045
0.0051
0.0031
0.0023
0.0028
0.0030
0.0046
0.0021

0.0039

0.0048
0.0020
0.0052
0.0038
0.0040
0.0050
0.0022
0.0062
0.0057
0.0055
0.0032
0.0031
0.0020
0.0061
0.0040
0.0071
0.0027
0.0030
0.0037
0.0063
0.0032
0.0034
0.0030
0.0056
0.0029

dobled

-0.0052
-0.0319
-0.0419
-0.0052
0.0082
-0.0025
0.0007
-0.0013
-0.0346
0.0008
-0.0017
0.0016
0.0009

-0.0301

0.0011
-0.0021
-0.0019
0.0062
-0.0016
-0.0004
-0.0029
0.0024
0.0048
0.0017
-0.0006
-0.0006
-0.0283
-0.0315
0.0058
0.0029
0.0008
-0.0109
0.0011
0.0031
-0.0281
0.0035
-0.0306
0.0033
0.0072

Esperanza
devida

doble®
0.9948

0.9681
0.9581
0.9948
1.0082
0.9975
1.0007
0.9987
0.9654
1.0008
0.9983
1.0016
1.0009

0.9699

1.0011
0.9979
0.9981
1.0062
0.9984
0.9996
0.9971
1.0024
1.0048
1.0017
0.9994
0.9994
0.9717
0.9685
1.0058
1.0029
1.0008
0.9891
1.0011
1.0031
0.9719
1.0035
0.9694
1.0033
1.0072

S

doble

EI'I'OI'f

0.0017
0.0066
0.0059
0.0022
0.0037
0.0022
0.0025
0.0017
0.0060
0.0027
0.0023
0.0019
0.0022

0.0070

0.0035
0.0020
0.0028
0.0023
0.0014
0.0006
0.0029
0.0017
0.0018
0.0019
0.0031
0.0012
0.0050
0.0062
0.0018
0.0050
0.0014
0.0035
0.0021
0.0036
0.0056
0.0012
0.0067
0.0032
0.0028

Epistasis
g
-0.0196
-0.0193
-0.0191
-0.0189
-0.0189
-0.0188
-0.0188
-0.0186
-0.0185
-0.0181
-0.0177
-0.0173
-0.0171
-0.0169
-0.0167
-0.0167
-0.0166
-0.0162
-0.0160
-0.0160
-0.0160
-0.0158
-0.0154
-0.0154
-0.0153
-0.0147
-0.0144
-0.0136
-0.0136
-0.0135
-0.0134
-0.0133
-0.0132
-0.0129
-0.0127
-0.0126
-0.0126
-0.0125
-0.0125

Epistasis

errorh

0.0053
0.0072
0.0065
0.0041
0.0077
0.0050
0.0058
0.0036
0.0065
0.0039
0.0039
0.0051
0.0031

0.0080

0.0059
0.0029
0.0059
0.0045
0.0043
0.0051
0.0037
0.0065
0.0060
0.0059
0.0045
0.0034
0.0054
0.0087
0.0045
0.0087
0.0031
0.0046
0.0043
0.0073
0.0065
0.0036
0.0073
0.0065
0.0041
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

CYB5
DEP1
OXR1
MAF1
VPS35
PCL1
YPR172W
YPL225W
UNG1
INM1
RDI1
RIM15
TOS1
RPE1
RRM3
TRM11
MBB1
MRP49
RCN1
CUP9
AIM43
MEC3
YPR114W
MTC2
RAV1
YDL026W
YCRO025C
MPD2
TOR1
MSN2
SWM2
PET20
CWP2
VPS71
YBL104C
RXT2
ARP1
PIG2
ADR1

ORF

YNL111C
YALO13W
YPL196W
YDROO05C
YJL154C
YNL289W
YPR172W
YPL225W
YMLO21C
YMR294W
YDL135C
YFLO33C
YBR162C
YJL121C
YHRO031C
YOL124C
YJL199C
YKL167C
YKL159C
YPL177C
YPL0O99C
YLR288C
YPR114W
YKLO98W
YJR033C
YDLO26W
YCRO025C
YOLO088C
YJRO66W
YMRO037C
YNROO4W

YPL159C

YKLO96W -
A

YMLO041C
YBL104C
YBR095C
YHR129C
YILO45W
YDR216W

s
sencilla?

1.0191
0.9744
0.9746
0.9727
0.9647
1.0155
1.0116
0.9882
1.0230
0.9867
1.0172
0.9797
0.9821
0.9839
0.9857
1.0148
1.0147
0.9846
0.9853
1.0191
1.0116
1.0128
1.0164
0.9862
0.9792
1.0191
0.9865
0.9852
1.0163
1.0061
1.0163
0.9873
1.0210
1.0150
1.0167
0.9848
0.9859
0.9807
1.0001

Esperanza
devida

sencilla?
0.0191

-0.0256
-0.0254
-0.0273
-0.0353
0.0155
0.0116
-0.0118
0.0230
-0.0133
0.0172
-0.0203
-0.0179
-0.0161
-0.0143
0.0148
0.0147
-0.0154
-0.0147
0.0191
0.0116
0.0128
0.0164
-0.0138
-0.0208
0.0191
-0.0135
-0.0148
0.0163
0.0061
0.0163
-0.0127
0.0210
0.0150
0.0167
-0.0152
-0.0141
-0.0193
0.0001

s
sencilla
error®

0.0063
0.0027
0.0058
0.0048
0.0168
0.0052
0.0024
0.0024
0.0064
0.0036
0.0073
0.0078
0.0072
0.0076
0.0042
0.0057
0.0028
0.0018
0.0047
0.0076
0.0013
0.0051
0.0050
0.0046
0.0041
0.0082
0.0040
0.0058
0.0069
0.0048
0.0016
0.0010
0.0068
0.0054
0.0060
0.0065
0.0043
0.0050
0.0048

dobled

0.0067
-0.0380
-0.0375
-0.0394
-0.0468
0.0041
0.0004
-0.0229
0.0121
-0.0242
0.0065
-0.0307
-0.0282
-0.0255
-0.0236
0.0055
0.0056
-0.0241
-0.0232
0.0114
0.0041
0.0056
0.0093
-0.0204
-0.0273
0.0127
-0.0197
-0.0208
0.0106
0.0004
0.0109
-0.0178
0.0159
0.0102
0.0123
-0.0193
-0.0179
-0.0229
-0.0034

Esperanza
devida

doble®
1.0067

0.9620
0.9625
0.9606
0.9532
1.0041
1.0004
0.9771
1.0121
0.9758
1.0065
0.9693
0.9718
0.9745
0.9764
1.0055
1.0056
0.9759
0.9768
1.0114
1.0041
1.0056
1.0093
0.9796
0.9727
1.0127
0.9803
0.9792
1.0106
1.0004
1.0109
0.9822
1.0159
1.0102
1.0123
0.9807
0.9821
0.9771
0.9966

S

doble

EI'I'OI'f

0.0014
0.0095
0.0051
0.0037
0.0108
0.0031
0.0016
0.0051
0.0036
0.0049
0.0031
0.0050
0.0039
0.0059
0.0057
0.0024
0.0005
0.0068
0.0062
0.0023
0.0004
0.0038
0.0064
0.0033
0.0051
0.0032
0.0033
0.0044
0.0024
0.0024
0.0024
0.0031
0.0037
0.0031
0.0036
0.0064
0.0031
0.0055
0.0020

Epistasis
g
-0.0124
-0.0124
-0.0120
-0.0120
-0.0114
-0.0113
-0.0111
-0.0110
-0.0109
-0.0109
-0.0107
-0.0103
-0.0102
-0.0094
-0.0092
-0.0092
-0.0090
-0.0086
-0.0085
-0.0076
-0.0075
-0.0071
-0.0070
-0.0065
-0.0064
-0.0064
-0.0062
-0.0059
-0.0056
-0.0056
-0.0053
-0.0051
-0.0050
-0.0047
-0.0044
-0.0041
-0.0037
-0.0035
-0.0035

Epistasis

errorh

0.0065
0.0099
0.0078
0.0061
0.0199
0.0060
0.0029
0.0057
0.0074
0.0061
0.0079
0.0093
0.0082
0.0097
0.0071
0.0063
0.0029
0.0070
0.0078
0.0080
0.0014
0.0064
0.0082
0.0057
0.0065
0.0088
0.0052
0.0073
0.0073
0.0054
0.0029
0.0033
0.0078
0.0063
0.0070
0.0091
0.0054
0.0074
0.0053
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

SNF6
QCR9
DOA1
EPT1
APL6
YGR205W
KIN3
YBR226C
SNA2
MXR2
YJRO11C
TRFS5
OPI1
ALG9
AIM11

HAP4
YDR149C
CKA1
PCK1
DSE2
FKH1
MRPL39
RSF2
AIM39
GlIs1
YCRO076C
YDR008C
GLN3
FKH2
SUN4
ACH1
SPP1
YDR391C
LRE1
cycz
UME1
RPS29B
CUE4
YDLO12C

ORF

YHLO25W
YGR183C
YKL213C
YHR123W
YGR261C
YGR205W
YARO018C

YBR226C

YDR525W
-A

YCLO33C
YJRO11C
YNL299W
YHLO20C

YNL219C

YERO093C-
A

YKL109W
YDR149C
YILO35C
YKRO97W
YHR143W
YIL131C
YMLOO09C
YJR127C
YOLO53W
YDRO96W
YCRO76C
YDRO08C
YERO040W
YNLO68C
YNLOG6W
YBLO15W
YPL138C
YDR391C
YCLO51W
YORO37W
YPL139C
YDLO61C
YML101C
YDLO12C

s
sencilla?

0.9855
0.9807
0.9672
1.0126
0.9864
1.0152
0.9819
1.0141

0.9847

0.9765
0.9808
0.9862
0.9810
1.0155

0.9789

0.9812
0.9842
0.9850
0.9841
0.9829
0.9979
0.9860
0.9832
0.9699
1.0107
0.9600
0.9850
0.9874
0.9842
0.9867
0.9692
0.9842
0.9858
1.0140
0.9837
0.9729
1.0168
0.9890
0.9862

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0145
-0.0193
-0.0328
0.0126
-0.0136
0.0152
-0.0181
0.0141
-0.0153
-0.0235
-0.0192
-0.0138
-0.0190
0.0155
-0.0211

-0.0188
-0.0158
-0.0150
-0.0159
-0.0171
-0.0021
-0.0140
-0.0168
-0.0301
0.0107
-0.0400
-0.0150
-0.0126
-0.0158
-0.0133
-0.0308
-0.0158
-0.0142
0.0140
-0.0163
-0.0271
0.0168
-0.0110
-0.0138

s
sencilla
error®

0.0054
0.0046
0.0187
0.0027
0.0041
0.0038
0.0039
0.0015

0.0048

0.0060
0.0048
0.0049
0.0046
0.0031

0.0037

0.0046
0.0039
0.0034
0.0039
0.0043
0.0072
0.0054
0.0035
0.0041
0.0051
0.0058
0.0052
0.0064
0.0052
0.0041
0.0051
0.0050
0.0048
0.0018
0.0029
0.0033
0.0061
0.0019
0.0041

dobled

-0.0179
-0.0227
-0.0357
0.0097
-0.0161
0.0128
-0.0205
0.0119
-0.0174
-0.0255
-0.0212
-0.0157
-0.0208
0.0137
-0.0228

-0.0204
-0.0173
-0.0162
-0.0168
-0.0180
-0.0030
-0.0147
-0.0175
-0.0307
0.0103
-0.0401
-0.0150
-0.0002
-0.0155
-0.0129
-0.0300
-0.0148
-0.0130
0.0158
-0.0144
-0.0252
0.0188
-0.0087
-0.0113

Esperanza

de vida
doble®

0.9821
0.9773
0.9643
1.0097
0.9839
1.0128
0.9795
1.0119

0.9826
0.9745
0.9788
0.9843
0.9792
1.0137
0.9772

0.9796
0.9827
0.9838
0.9832
0.9820
0.9970
0.9853
0.9825
0.9693
1.0103
0.9599
0.9850
0.9998
0.9845
0.9871
0.9700
0.9852
0.9870
1.0158
0.9856
0.9748
1.0188
0.9913
0.9887

S

doble

EI'I'OI'f

0.0043
0.0035
0.0117
0.0015
0.0025
0.0024
0.0026
0.0014

0.0027

0.0065
0.0049
0.0027
0.0064
0.0025

0.0036

0.0012
0.0042
0.0037
0.0045
0.0016
0.0020
0.0016
0.0030
0.0065
0.0026
0.0051
0.0066
0.0006
0.0037
0.0046
0.0042
0.0039
0.0071
0.0017
0.0023
0.0042
0.0074
0.0026
0.0044

Epistasis
g
-0.0034
-0.0033
-0.0028
-0.0028
-0.0024
-0.0024
-0.0023
-0.0022
-0.0021
-0.0019
-0.0019
-0.0018
-0.0017
-0.0017

-0.0016

-0.0016
-0.0015
-0.0011
-0.0009
-0.0009
-0.0008
-0.0006
-0.0006
-0.0006
-0.0004
0.0000
0.0000
0.0002
0.0004
0.0005
0.0009
0.0010
0.0012
0.0019
0.0019
0.0019
0.0021
0.0024
0.0027

Epistasis

errorh

0.0069
0.0058
0.0220
0.0031
0.0049
0.0046
0.0047
0.0021

0.0056

0.0088
0.0069
0.0056
0.0079
0.0041

0.0052

0.0048
0.0058
0.0050
0.0060
0.0047
0.0075
0.0057
0.0046
0.0077
0.0058
0.0077
0.0085
NaN
0.0064
0.0062
0.0067
0.0064
0.0086
0.0026
0.0038
0.0054
0.0097
0.0032
0.0060
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

LSC2

YMR317
W

YBR292C
NUP100
APP1
KNS1
EMI1
YFRO17C
MAK32
PEX12
ERV29
YFRO35C
YCLO026C
PNC1
ATG16
YLR422W
YCRO022C
PTC4

MAK31

YNRO64C
YPL182C
REX2
RAD10
MRS2
YMR310C
VHS2
YTA7
YOLO035C
VTS1
DSK2
RAD6
RPL34B
YERO084W
SOK?2
YCK1
RPS8A
PIB1
YLR455W
YBR174C

ORF

YGR244C
YMR317W

YBR292C
YKLO68W
YNLO94W
YLLO19C
YDR512C
YFR0O17C
YCRO19W
YMRO026C
YGR284C
YFR035C
YCLO26C
YGLO37C
YMR159C
YLR422W
YCRO022C

YBR125C

YCRO020C-
A

YNRO64C
YPL182C
YLRO59C
YMLO095C
YOR334W
YMR310C
YIL135C
YGR270W
YOLO35C
YOR359W
YMR276W
YGLO58W
YILO52C
YERO084W
YMRO16C
YHR135C
YBLO72C
YDR313C
YLR455W
YBR174C

s
sencilla?

0.9782
0.9874

0.9851
0.9892
0.9845
0.9858
0.9808
0.9818
0.9797
0.9863
0.9849
0.9876
0.9771
0.9736
0.9825
0.9863
0.9886
0.9870

0.9686

0.9861
0.9845
0.9852
0.9868
0.9731
0.9876
0.9820
0.9834
0.9849
0.9872
0.9857
0.9577
0.9809
0.9856
0.9866
0.9850
0.9847
0.9875
0.9843
0.9707

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0218
-0.0126
-0.0149
-0.0108
-0.0155
-0.0142
-0.0192
-0.0182
-0.0203
-0.0137
-0.0151
-0.0124
-0.0229
-0.0264
-0.0175
-0.0137
-0.0114
-0.0130

-0.0314

-0.0139
-0.0155
-0.0148
-0.0132
-0.0269
-0.0124
-0.0180
-0.0166
-0.0151
-0.0128
-0.0143
-0.0423
-0.0191
-0.0144
-0.0134
-0.0150
-0.0153
-0.0125
-0.0157
-0.0293

s
sencilla
error®

0.0039
0.0032

0.0053
0.0027
0.0063
0.0032
0.0040
0.0023
0.0121
0.0027
0.0055
0.0042
0.0123
0.0039
0.0046
0.0056
0.0017
0.0039

0.0052

0.0040
0.0038
0.0027
0.0037
0.0049
0.0034
0.0074
0.0033
0.0062
0.0042
0.0034
0.0029
0.0052
0.0019
0.0027
0.0061
0.0042
0.0025
0.0076
0.0046

doble?
-0.0191
-0.0098
-0.0120
-0.0077
-0.0123
-0.0108
-0.0156
-0.0137
-0.0158
-0.0090
-0.0099
-0.0067
-0.0172
-0.0206
-0.0116
-0.0078
-0.0054
-0.0066

-0.0250

-0.0074
-0.0089
-0.0082
-0.0064
-0.0199
-0.0054
-0.0109
-0.0092
-0.0076
-0.0053
-0.0068
-0.0347
-0.0113
-0.0064
-0.0053
-0.0067
-0.0067
-0.0038
-0.0067
-0.0202

Esperanza

de vida
doble®

0.9809
0.9902

0.9880
0.9923
0.9877
0.9892
0.9844
0.9863
0.9842
0.9910
0.9901
0.9933
0.9828
0.9794
0.9884
0.9922
0.9946
0.9934

0.9750

0.9926
0.9911
0.9918
0.9936
0.9801
0.9946
0.9891
0.9908
0.9924
0.9947
0.9932
0.9653
0.9887
0.9936
0.9947
0.9933
0.9933
0.9962
0.9933
0.9798

S

doble

EI'I'OI'f

0.0029
0.0045

0.0045
0.0032
0.0020
NaN
0.0021
0.0023
0.0029
0.0026
0.0021
0.0022
0.0077
0.0037
0.0012
0.0015
0.0023
0.0022

0.0055

0.0057
0.0021
0.0030
0.0019
0.0030
0.0041
0.0032
0.0060
0.0015
0.0011
0.0012
0.0086
0.0028
0.0036
0.0032
0.0017
0.0051
0.0025
0.0013
NaN

Epistasis
g

0.0029
0.0029

0.0030
0.0031
0.0033
0.0035
0.0037
0.0046
0.0046
0.0047
0.0052
0.0058
0.0058
0.0059
0.0059
0.0060
0.0061
0.0065

0.0065

0.0066
0.0067
0.0067
0.0068
0.0071
0.0071
0.0072
0.0074
0.0075
0.0075
0.0076
0.0077
0.0078
0.0080
0.0081
0.0084
0.0086
0.0088
0.0090
0.0091

Epistasis

errorh

0.0049
0.0055

0.0070
0.0043
0.0067
NaN
0.0045
0.0033
0.0125
0.0038
0.0059
0.0048
0.0145
0.0054
0.0048
0.0059
0.0029
0.0045

0.0076

0.0070
0.0044
0.0040
0.0042
0.0057
0.0053
0.0081
0.0069
0.0064
0.0044
0.0036
0.0091
0.0060
0.0041
0.0043
0.0064
0.0066
0.0035
0.0077
NaN
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

UBP14
YKR047W
UBR1
SIP1
STF1
NNK1
GID7

ATG3

YMRO07
W

ADE17
MPH1
MET6
KIN1
ELF1
ATG14
YLR255C
NMA1
GLC3
TOK1
RTT10
UBA3
EGT2
UBCS8
MDH1
OYE2
RPL42A
ERV41
BRE2
ATG10
CIs1
CHS7
VAC14
GLO1
MHP1
PDX1
YGL109W
SKP2
ICY2
SWD1

ORF

YBRO058C
YKRO47W
YGR184C

YDR422C

YDL130W
-A

YKL171W
YCLO39W
YNROO7C

YMROO7W

YMR120C
YIR002C
YERO091C
YDR122W
YKL160W
YBR128C
YLR255C
YLR328W
YELO11W
YJLO93C
YPL183C
YPROG66W
YNL327W
YELO12W
YKLO85W
YHR179W
YNL162W
YMLO67C
YLRO15W
YLLO42C
YDRO022C
YHR142W
YLR386W
YMLO004C
YJLO42W
YGR193C
YGL109W
YNL311C
YPL250C
YAROO3W

s
sencilla?

0.9751
0.9833
0.9820
0.9868

0.9583
0.9861
0.9860
0.9732
0.9846

0.9873
0.9826
0.9858
0.9830
0.9668
0.9783
0.9846
0.9878
0.9761
0.9839
0.9845
0.9794
0.9771
0.9731
0.9727
0.9878
0.9850
0.9839
0.9618
0.9731
0.9785
0.9871
0.9769
0.9854
0.9820
0.9866
0.9847
0.9868
0.9854
0.9808

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0249
-0.0167
-0.0180
-0.0132
-0.0417

-0.0139
-0.0140
-0.0268
-0.0154
-0.0127
-0.0174
-0.0142
-0.0170
-0.0332
-0.0217
-0.0154
-0.0122
-0.0239
-0.0161
-0.0155
-0.0206
-0.0229
-0.0269
-0.0273
-0.0122
-0.0150
-0.0161
-0.0382
-0.0269
-0.0215
-0.0129
-0.0231
-0.0146
-0.0180
-0.0134
-0.0153
-0.0132
-0.0146
-0.0192

s
sencilla
error®

0.0061
0.0069
0.0046
0.0042

0.0047

0.0037
0.0025
0.0068

0.0025

0.0043
0.0031
0.0034
0.0053
0.0094
0.0071
0.0035
0.0031
0.0089
0.0038
0.0048
0.0032
0.0046
0.0041
0.0031
0.0034
0.0053
0.0065
0.0074
0.0065
0.0075
0.0027
0.0039
0.0038
0.0070
0.0052
0.0060
0.0044
0.0018
0.0032

dobled

-0.0158
-0.0075
-0.0087
-0.0039

-0.0323
-0.0044
-0.0046
-0.0173
-0.0058

-0.0030
-0.0076
-0.0042
-0.0070
-0.0233
-0.0116
-0.0051
-0.0017
-0.0133
-0.0051
-0.0045
-0.0094
-0.0113
-0.0152
-0.0157
-0.0005
-0.0033
-0.0042
-0.0262
-0.0148
-0.0092
-0.0004
-0.0104
-0.0017
-0.0050
-0.0002
-0.0020
0.0002
-0.0012
-0.0057

Esperanza

de vida
doble®

0.9842
0.9925
0.9913
0.9961

0.9677

0.9956
0.9954
0.9827

0.9942

0.9970
0.9924
0.9958
0.9930
0.9767
0.9884
0.9949
0.9983
0.9867
0.9949
0.9955
0.9906
0.9887
0.9848
0.9843
0.9995
0.9967
0.9958
0.9738
0.9852
0.9908
0.9996
0.9896
0.9983
0.9950
0.9998
0.9980
1.0002
0.9988
0.9943

S

doble

EI'I'OI'f

0.0051
0.0031
0.0021
0.0007

0.0052

0.0024
0.0025
0.0042

0.0024

0.0030
0.0012
0.0011
0.0026
0.0063
0.0038
0.0034
0.0024
0.0027
0.0030
0.0023
0.0019
0.0042
0.0029
0.0018
0.0024
0.0033
0.0039
0.0064
0.0036
0.0002
0.0032
0.0033
0.0030
0.0022
0.0023
0.0017
0.0023
0.0017
0.0041

Epistasis
g
0.0092
0.0093
0.0094
0.0094

0.0094

0.0095
0.0095
0.0095

0.0097

0.0098
0.0099
0.0100
0.0100
0.0100
0.0101
0.0104
0.0105
0.0107
0.0111
0.0111
0.0113
0.0116
0.0117
0.0117
0.0117
0.0118
0.0120
0.0121
0.0122
0.0124
0.0126
0.0128
0.0130
0.0130
0.0133
0.0134
0.0135
0.0135
0.0136

Epistasis

errorh

0.0080
0.0076
0.0050
0.0043

0.0071

0.0044
0.0036
0.0080

0.0035

0.0053
0.0034
0.0036
0.0060
0.0113
0.0081
0.0050
0.0039
0.0093
0.0049
0.0054
0.0038
0.0063
0.0050
0.0037
0.0042
0.0063
0.0076
0.0098
0.0074
0.0075
0.0042
0.0051
0.0049
0.0073
0.0058
0.0063
0.0050
0.0025
0.0052
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

CPR5
YNRO40W
PRR1
YOR062C
PDA1
SRO9
ERP5
YBR219C
RAS2
uUBX4
TPC1
SIP18
ATGS
RAV2
VAC7
SHM2
PEX10
PEX2
UFD2
IRC8
PPH3

DUS3

YMR210
W

YOR277C
BUD14
YBLO096C
PET130
YDR340W
UBX7
YBR206W
QRI7
YDR250C
STB6
HAP2
UTH1
IME2
SER3
IZH4
GALS3

ORF

YDR304C
YNRO40W
YKL116C

YOR062C
YER178W
YCLO37C

YHR110W
YBR219C

YNLO98C

YMRO067C
YGR0O96W
YMR175W
YPL149W
YDR202C
YNLO54W
YLRO58C

YDR265W
YJL210W

YDL190C

YJLO51W

YDRO75W
YLR401C

YMR210W

YOR277C
YARO014C
YBL096C
YJLO23C
YDR340W
YBR273C
YBR206W
YDL104C
YDR250C
YKLO72W
YGL237C
YKRO042W
YJL106W
YERO81W
YOL101C
YERO027C

s
sencilla?

0.9878
0.9772
0.9848
0.9833
0.9693
0.9831
0.9819
0.9856
0.9687
0.9814
0.9863
0.9827
0.9760
0.9750
0.9817
0.9823
0.9778
0.9776
0.9833
0.9765
0.9898
0.9857

0.9867

0.9855
0.9642
0.9853
0.9806
0.9876
0.9879
0.9881
0.9756
0.9744
0.9874
0.9714
0.9782
0.9784
0.9734
0.9817
0.9831

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0122
-0.0228
-0.0152
-0.0167
-0.0307
-0.0169
-0.0181
-0.0144
-0.0313
-0.0186
-0.0137
-0.0173
-0.0240
-0.0250
-0.0183
-0.0177
-0.0222
-0.0224
-0.0167
-0.0235
-0.0102
-0.0143

-0.0133

-0.0145
-0.0358
-0.0147
-0.0194
-0.0124
-0.0121
-0.0119
-0.0244
-0.0256
-0.0126
-0.0286
-0.0218
-0.0216
-0.0266
-0.0183
-0.0169

s
sencilla
error®

0.0022
0.0057
0.0028
0.0041
0.0028
0.0068
0.0072
0.0053
0.0107
0.0061
0.0046
0.0065
0.0055
0.0063
0.0040
0.0069
0.0051
0.0044
0.0026
0.0050
0.0019
0.0031

0.0027

0.0035
0.0024
0.0064
0.0046
0.0032
0.0035
0.0023
0.0043
0.0139
0.0033
0.0040
0.0049
0.0106
0.0069
0.0076
0.0043

dobled

0.0015
-0.0091
-0.0014
-0.0028
-0.0167
-0.0028
-0.0038
0.0001
-0.0168
-0.0040
0.0010
-0.0025
-0.0093
-0.0101
-0.0028
-0.0022
-0.0066
-0.0068
-0.0011
-0.0075
0.0059
0.0020

0.0031

0.0019
-0.0193
0.0019
-0.0024
0.0047
0.0052
0.0064
-0.0061
-0.0070
0.0063
-0.0093
-0.0023
-0.0021
-0.0071
0.0013
0.0027

Esperanza

de vida
doble®

1.0015
0.9909
0.9986
0.9972
0.9833
0.9972
0.9962
1.0001
0.9832
0.9960
1.0010
0.9975
0.9907
0.9899
0.9972
0.9978
0.9934
0.9932
0.9989
0.9925
1.0059
1.0020

1.0031

1.0019
0.9807
1.0019
0.9976
1.0047
1.0052
1.0064
0.9939
0.9930
1.0063
0.9907
0.9977
0.9979
0.9929
1.0013
1.0027

S

doble

EI'I'OI'f

0.0006
0.0048
0.0036
0.0019
0.0048
0.0022
0.0023
0.0029
0.0040
0.0010
0.0023
0.0028
0.0029
0.0026
0.0029
0.0010
0.0015
0.0015
0.0021
0.0026
0.0060
0.0024

0.0022

0.0021
0.0050
0.0024
0.0017
0.0036
0.0011
0.0039
0.0040
0.0014
0.0030
0.0026
0.0031
0.0022
0.0026
0.0091
0.0023

Epistasis
g
0.0138
0.0138
0.0139
0.0140
0.0140
0.0141
0.0144
0.0145
0.0145
0.0147
0.0148
0.0148
0.0148
0.0150
0.0156
0.0156
0.0156
0.0156
0.0157
0.0161
0.0161
0.0163

0.0164

0.0165
0.0166
0.0167
0.0171
0.0172
0.0173
0.0183
0.0184
0.0187
0.0189
0.0194
0.0195
0.0196
0.0196
0.0197
0.0197

Epistasis

errorh

0.0024
0.0075
0.0046
0.0045
0.0056
0.0071
0.0076
0.0061
0.0115
0.0062
0.0052
0.0071
0.0063
0.0068
0.0050
0.0070
0.0053
0.0047
0.0034
0.0057
0.0064
0.0040

0.0035

0.0041
0.0056
0.0069
0.0049
0.0048
0.0037
0.0046
0.0059
0.0139
0.0045
0.0048
0.0058
0.0109
0.0074
0.0119
0.0049
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

YOR223W
LSC1
PYC2
SNO4
MNN4
YIR024C
UFD4

YPRO92W

YMLO10C
-B

YPRO50C

YMR135
W-A

BNAG
TIR3
COG6
GIM5
RMD5
GAL7
ISU2
ECM30
YOR111W
PEX19
YDR048C
YPRO96C
ATG12
ATG9
DLT1
cce2
MAK3
YGR237C
ATG21
PAC10
PEP4
NAP1
YEL068C
ATP23
CcoQ2
PEF1
NMD4
RSR1

ORF

YOR223W
YOR142W
YBR218C
YMR322C
YKL201C
YIR024C
YKLO10C

YPRO92W

YMLO10C-
B

YPRO50C

YMR135W
-A

YFR047C

YILO11W
YNLO41C
YMLO94W
YDR255C
YBRO018C
YOR226C
YLR436C
YOR111W
YDLO65C
YDR048C
YPRO096C
YBR217W
YDL149W
YMR126C
YDR270W
YPRO51W
YGR237C
YPL100OW
YGRO078C
YPL154C
YKR048C
YELO68C
YNRO20C
YNRO41C
YGRO58W
YLR363C
YGR152C

S

sencilla?

0.9874
0.9673
0.9844
0.9786
0.9739
0.9765
0.9799
0.9759

0.9830
0.9490
0.9810

0.9846
0.9882
0.9767
0.9817
0.9613
0.9829
0.9688
0.9894
0.9866
0.9801
0.9751
0.9771
0.9674
0.9677
0.9777
0.9551
0.9517
0.9663
0.9800
0.9693
0.9694
0.9609
0.9708
0.9683
0.9615
0.9491
0.9733
0.9710

Esperanza

de vida
sencilla?

-0.0126
-0.0327
-0.0156
-0.0214
-0.0261
-0.0235
-0.0201
-0.0241
-0.0170
-0.0510
-0.0190
-0.0154
-0.0118
-0.0233
-0.0183
-0.0387
-0.0171
-0.0312
-0.0106
-0.0134
-0.0199
-0.0249
-0.0229
-0.0326
-0.0323
-0.0223
-0.0449
-0.0483
-0.0337
-0.0200
-0.0307
-0.0306
-0.0391
-0.0292
-0.0317
-0.0385
-0.0509
-0.0267
-0.0290

s
sencilla
error®

0.0015
0.0018
0.0049
0.0065
0.0103
0.0033
0.0046
0.0037

0.0054
0.0094
0.0055

0.0038
0.0026
0.0061
0.0057
0.0030
0.0061
0.0038
0.0026
0.0044
0.0077
0.0042
0.0118
0.0034
0.0042
0.0073
0.0272
0.0054
0.0101
0.0015
0.0060
0.0038
0.0056
0.0185
0.0070
0.0047
0.0322
0.0112
0.0138

dobled

0.0074
-0.0126
0.0046
-0.0012
-0.0058
-0.0031
0.0005
-0.0032

0.0049
-0.0291
0.0032

0.0068
0.0107
-0.0007
0.0047
-0.0156
0.0062
-0.0079
0.0139
0.0112
0.0050
0.0016
0.0036
-0.0046
-0.0042
0.0073
-0.0146
-0.0172
-0.0026
0.0113
0.0012
0.0015
-0.0049
0.0078
0.0057
-0.0010
-0.0130
0.0117
0.0094

Esperanza

de vida
doble®

1.0074
0.9874
1.0046
0.9988
0.9942
0.9969
1.0005
0.9968

1.0049
0.9709
1.0032

1.0068
1.0107
0.9993
1.0047
0.9844
1.0062
0.9921
1.0139
1.0112
1.0050
1.0016
1.0036
0.9954
0.9958
1.0073
0.9854
0.9828
0.9974
1.0113
1.0012
1.0015
0.9951
1.0078
1.0057
0.9990
0.9870
1.0117
1.0094

S

doble

EI'I'OI'f

0.0024
0.0032
0.0015
0.0017
0.0015
0.0020
0.0034
0.0022

0.0027
0.0045
0.0017

0.0016
0.0069
0.0046
0.0013
0.0052
0.0009
0.0012
0.0021
0.0028
0.0033
0.0042
0.0076
0.0006
0.0024
0.0031
0.0013
0.0029
0.0025
0.0041
0.0016
0.0032
0.0021
0.0015
0.0046
0.0020
0.0049
0.0059
0.0046

Epistasis
g
0.0201
0.0201
0.0202
0.0203
0.0204
0.0205
0.0206
0.0210

0.0219
0.0219
0.0222

0.0222
0.0226
0.0226
0.0230
0.0232
0.0233
0.0234
0.0246
0.0246
0.0250
0.0266
0.0266
0.0281
0.0281
0.0297
0.0304
0.0311
0.0311
0.0314
0.0319
0.0322
0.0343
0.0371
0.0374
0.0376
0.0380
0.0385
0.0385

Epistasis

errorh

0.0029
0.0037
0.0051
0.0067
0.0105
0.0039
0.0057
0.0043

0.0061
0.0104
0.0058

0.0041
0.0074
0.0077
0.0059
0.0060
0.0062
0.0040
0.0034
0.0052
0.0083
0.0060
0.0140
0.0035
0.0049
0.0079
0.0272
0.0062
0.0104
0.0044
0.0062
0.0050
0.0060
0.0186
0.0084
0.0052
0.0326
0.0127
0.0146
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Anexo 4 (Continuacion)

Nombre

MRPL1
KDX1
ICE2
TRM7
TRX3
WSS1
HRD3

ORF

YDR116C
YKL161C
YILO9OW
YBRO61C
YCRO083W
YHR134W
YLR207W

s
sencilla?

0.9737
0.9451
0.9603
0.9469
0.9530
0.9533
0.9389

Esperanza
devida
sencilla®

-0.0263
-0.0549
-0.0397
-0.0531
-0.0470
-0.0467
-0.0611

s
sencilla
error®

0.0041
0.0224
0.0073
0.0051
0.0044
0.0239
0.0198

S
dobled

0.0132
-0.0122
0.0033
-0.0090
0.0011
0.0036
0.0081

Esperanza
devida
doble®

1.0132
0.9878
1.0033
0.9910
1.0011
1.0036
1.0081

S

doble Episéasis
error’

0.0043 0.0395
0.0028 0.0428
0.0028 0.0431
0.0029 0.0442
0.0016 0.0482
0.0037 0.0504
0.0026 0.0692

Epistasis

errorh

0.0060
0.0226
0.0078
0.0059
0.0047
0.0242
0.0200

Anexo 5. Ejemplo de curvas de crecimiento y fluorescencia RFP/CFP de las mutantes sencillas y

dobles utilizadas en el ensayo de dobles mutantes.

a) Curvas de crecimiento de las mutantes sencillas y dobles de una placa de 96 pozos utilizada en el
experimento de andlisis de dobles mutantes. b) Curvas de la sefial de fluorescencia CFP de las mutantes
sencillas y dobles. c) Sefal de fluorescencia RFP de las mutantes sencillas y dobles. Se aprecia una fuerte
sefial de fluorescencia CFP tanto en la mutante sencillas como en la mutante dobles. En cambio, la sefial
de fluorescencia RFP solo se aprecia en las dobles mutantes.
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