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AR07 

3AT 

atm 

ATX1 

ºC 

catalasa A 

catalasa T 

CTA1 

CTT1 

DAHP sintasa 

DNA 

EMS 

Fig 

glutaminasa B 

ABREVIATURAS 

Gen que codifica para la corismato mutasa de 
levadura. 

Análogo 3-amino-L-tirosina. 

Atmósferas. 

Gen que codifica para una proteína que comparte 
una alta homol12gra con las proteínas 
transportadoras de metales presentes en bacterias. 

Grados centlgrados. 

Catalasa peroxisomal de levadura. 

Catalasa citosólica de levadura. 

Gen que codifica para la catalasa citosólica de 
levadura. 

Gen que codifica para la catalasa peroxisomal de 
levadura. 

7-fosfo-3-deoxi-D-arabino heptulosonato sintasa. 

Ácido desoxirribonucleico. 

Etilmetanosulfonato. 

Figura. 

Enzima citoplásmica del catabolismo de glutamina. 
A partir de la degradación de glutamina forma 
amonio y ácido glutámico. 
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h 
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µ 
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min 

mg 

µg/ml 

mg/ml 

Glutatión reducido. 

Gen que codifica para la glutatión reductasa de 
levadura. 

Glutatión oxidado. 

Factor de transcripción que se une especlficamente 
a las UAS ("upstream activation sequences") 
promoviendo la transcripción de una gran variedad 
de genes. 

Complejo general de transcripción implicado en la 
regulación de varias funciones celulares. Este 
complejo responde a dos estimulas: a hamo y a 
fuentes de energia no fermentables. 

Peróxido de hidrógeno. 

Horas. 

Proteinas de choque térmico (heat shock proteins). 

lnositol. 

Micras. 

Factor de transcripción que se requiere para la 
transcripción mediada por peróxido del gen de la 
catalasa citosólica. 

Minutos. 

Miligramo. 

Microgramos por mililitro. 

Miligramos por mililitro. 
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µI 

MM 

mM 

Mn 

NADPH 

nm 

µmoles 

nmoles 

OH· 

PFD 

phe 

pL5 

RAS/AMPc 

RNA 

Mililitro. 

Microlitro. 

Medio mínimo. 

Mili molar. 

Manganeso. 

Nicotin adenin dinucleótido fosfato reducido. 

Nanometros. 

Micromoles. 

Nanomoles. 

Oxígeno singulete. 

Oxígeno molecular. 

Anión superóxido. 

Radical hidroxilo. 

Prefenato deshidrogenasa. 

Fenilalanina. 

Plásmido obtenido a partir de un banco genómico 
de levadura el cual contiene un inserto en donde se 
encuentra el gen TYR1. 

Vla en donde la proteína Ras estimula a la 
adenilato ciclasa, la cual es responsable de 
catalizar la formación de AMP cíclico. 

Ácido ribonucleico. 

s 
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ROls 

rpm 

Sngln 

so 

SOD1 

SOD2 

tyr 

TYR1 

TRX2 

ura 

yAP1/yAP2 

Intermediarios reactivos de oxigeno. 

Revoluciones por minuto. 

Medio mínimo con glutamina como única fuente de 
nitrógeno. 

Nombre asignado al gen que. junto con TYR1. 
confiere el fenotipo de sensibilidad al oxígeno y a la 
temperatura. Las siglas significan Sensible a 
Oxigeno. 

Gen que codifica para la superóxido dismutasa 
dependiente de cobre y zinc de levadura. 

Gen que codifica para la superóxido dismutasa 
mitocondrial dependiente de manganeso de 
levadura. 

Tirosina. 

Gen que codifica para la prefenato deshidrogenasa. 

Gen que codifica para la tiorredoxina de levadura. 

Uracilo. 

Factores de transcripción homólogos al de humano 
los cuales son capaces de unirse a una secuencia 
especifica del DNA. Se sugiere que tienen un papel 
en la expresión redox-regulada de algunos genes 
en levadura. 

6 



RESUMEN 

Durante la respiración, la molécula de oxígeno puede ser reducida hasta 

formar intermediarios reactivos de oxigeno conocidos como ROl's. Como 

una consecuencia fisiológica de la respiración siempre existe una cierta 

concentración de ROl's dentro de la célula; sin embargo un exceso en la 

concentración de estas especies da como resultado una situación de 

estrés oxidativo. Para contender con esta situación, la célula expresa una 

serie de mecanismos de protección tanto enzimáticos como no 

enzimáticos. Existen algunos reportes en los cuales de manera adicional a 

los sistemas antes mencionados, se implican a los aminoácidos como 

protectores en la respuesta a estrés. 

Los datos obtenidos del análisis fisiológico. de la cepa mutante CN10 

(auxótrofa parcial de tirosina), cuyo fenotipo de sensibilidad a oxigeno-

temperatura y pérdida de viabilidad podía ser revertido mediante la 

introducción de un gen TYR1 silvestre, sugerían que la tirosina pudiese 

tener algún efecto protector contra un posible estrés oxidativo y calórico. 
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La caracterización fisiológica de la cepa R3 (revertante con auxotrofla 

parcial por tirosina} como el análisis fisiológico llevado a cabo con las 

esporas de la tétrada 101 (obtenida a partir de la cruza de la cepa R3 por 

una cepa silvestre}. nos permitió determinar que el fenotipo de sensibilidad 

a oxigeno-temperatura se debla a la presencia de dos mutaciones que 

segregaban de manera independiente. Una de las mutaciones se 

localizaba en el gen TYR1 mientras que la segunda mutación, de la cual 

no conocemos el gen afectado, la denominamos SO (sensibilidad a 

oxigeno}. A 35ºC. la presencia exclusiva de la mutación en el gen de TYR1 

resultaba en una ligera sensibilidad a oxígeno-temperatura que no se 

prevenía cuando se agregaba tirosina al medio. Por otro lado, la mutación 

en el gen SO. daba como resultado una disminución en el crecimiento 

pero sin pérdida de viabilidad. La presencia simultánea de las mutaciones 

en el gen TYR1 y en el gen SO resultaba en pérdida de viabilidad además 

de sensibilidad a oxígeno-temperatura. La pérdida de viabilidad se 

prevenía cuando se le agregaba lirosina al medio o cuando la doble 

mutante se cultivaba en condiciones de microaerofilia. aunque por otra 

parte. se vió incrementada cuando al medio de cultivo se le agregó un 

antioxidante como el j3-mercaptoetanol. 
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Solamente conociendo la identidad del gen SO se podrá evaluar una 

posible función de la tirosina y se intentará establecer la relación que 

guardan éstos dos genes. 
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INTRODUCCIÓN 

La levadura Saccharomyces cerevisiae es un organismo aerobio 

facultativo, cuyo corto ciclo de vida, permite su utilización como modelo 

para el estudio de una gran variedad de fenómenos fisiológicos. En 

crecimiento aerobio, su energla se genera a partir de la fosforilación 

oxidativa, en la cual el oxigeno molecular se encuentra disponible como 

aceptar de electrones, al igual que para una variedad de reacciones 

enzimáticas. En condiciones de anaeroblosis, la energla necesaria para 

mantener el crecimiento se obtiene por medio de la fermentación de 

diferentes moléculas. 

Para regular eficientemente el metabolismo celular entre el estado 

aerobio y el anaerobio, un gran número de genes se expresan de manera 

diferencial en respuesta a la concentración de oxigeno. En presencia de 

oxigeno, algunos de los genes que se inducen codifican para funciones 

respiratorias; mientras que otros tienen funciones implicadas en el control 

del dano oxidativo. 
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Estrés oxidativo y formación de especies reactivas de 
oxígeno. 

Durante la respiración, la molécula de oxigeno (02 ) puede ser reducida 

hasta formar intermediarios reactivos de oxigeno conocidos por sus siglas 

en inglés como ROls ("Reactive Oxygen lntermediates"). Entre estos 

intermediarios se encuentran el anión superóxido (02 -), el oxigeno 

singulete ( 10 2 ), el peróxido de hidrógeno (H2 0 2 ) y el radical hidroxilo (OH·). 

Como una consecuencia fisiológica de la respiración; siempre existe una 

cierta concentración de ROls dentro de la célula. Sin embargo, un exceso 

en la concentración de estas especies pone a la célula en una situación 

potencialmente letal, llamada estrés oxidativo. Las especies reactivas de 

oxigeno afectan al DNA, el RNA, las protelnas y los lipidos; por lo tanto, la 

célula requiere expresar una serie de enzimas con actividades 

antioxidantes y sintetizar moléculas protectoras, asi como enzimas que 

reparen el daño causado en las macromoléculas (Pahl and Baeuerle, 

1994). 
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Mecanismos Implicados en la eliminación de radicales 
libres. 

Enzimáticos. 

Dentro de los genes que se inducen en condiciones de estrés oxidativo y 

que codifican para enzimas que participan directamente en la eliminación 

de radicales, se encuentran los de: 

1) La superóxldo dismutasa cltosóllca dependiente de cobre y 

zinc, SOD1 y la superóxldo dlsmutasa mitocondrlal dependiente de 

manganeso, SOD2. La superóxido dismutasa convierte el anión 

superóxido en peróxido de hidrógeno. Una cepa de levadura carente de 

SDD1 es intolerante al 0 2 • creado intracelularmente, y presenta auxotrofía 

por lisina y metionina cuando se cultiva en condiciones de agitación. En 

cambio, cuando las mutantes tienen afectado el gen SDD2. éstas son 

sensibles a concentraciones elevadas de oxigeno, aunque el crecimiento 

en concentraciones atmosféricas permanece normal. Cuando una cepa de 

levadura tiene ambos genes alterados presenta defectos en la 

esporulación, los cuales están asociados a una afia tasa de mutación; y 

adicionalmente es incapaz de sintetizar lisina y metionina (Liu et al., 1992). 
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2) La catalasa cltosóllca, CTTf (Spevak et al., 1983) y la catalasa 

peroxlsomal, CTAf (Cohen et al., 1985). Ambos genes se expresan 

solamente en presencia de oxígeno, lo cual es consistente con su función 

de eliminación del peróxido de hidrógeno intracelular. La inducción 

coordinada de fa síntesis de catalasa A junto con las estructuras 

peroxisomales y el sistema de 13-oxidación de ácidos grasos sugiere que 

ésta enzima tiene un papel fundamental dentro del metabolismo 

peroxisomal. Por otro lado, la catalasa T se induce bajo condiciones de 

aerobiosis, aumento de temperatura y falta de nutrientes. El estudio de las 

señales regulatorias que controlan la inducción sugiere una función 

predominante de esta enzima cuando las levaduras están expuestas a 

condiciones de estrés oxidativo, en combinación con otros tipos de 

condiciones adversas. Por ejemplo, se ha demostrado que cepas de S. 

cerevisiae carentes de CTT1 son más sensibles a un shock letal de calor 

(SOºC durante 20 min bajo condiciones de aerobiosis). que una cepa 

silvestre isogénica (Wieser et al., 1991 ). Debido a que el efecto protector 

que provee la catalasa T bajo estas condiciones es menor que las 

diferencias en la resistencia al choque calórico observadas entre células 

en fase logarítmica y células en fase estacionaria de crecimiento, es obvio 
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que la catalasa citosólica es sólo uno de los factores que contribuyen a la 

sobrevivencia bajo condiciones de estrés calórico (Wieser et al., 1991 ). 

Estos experimentos indican que la inducción de la catalasa el choque 

calórico provee a las células de un mecanismo adicional de protección 

contra el estrés oxidativo; este estrés se vuelve mas dañino cuando se 

combina con otros tipos, y por lo tanto las células requiren de más 

mecanismos que le ayuden a contender contra el mismo. 

3) La glutatión reductasa (GSH1). Esta enzima es la responsable de 

transformar el glutatión que se ha oxidado en glutatión reducido usando 

NADPH como poder reductor, manteniendo de ésta forma una tasa 

constante del mismo. Se ha observado que mutantes en el gen GSH1 

muestran una alta sensibilidad a los oxidantes, incluyendo tanto los 

radicales peróxido como los superóxido (Grant et al., 1996). 

4) El gen ATX1 codifica para un pollpéptido de 8.2 kOa que 

comparte una gran homologla con las protelnas transportadoras de 

metales presentes en bacterias. En principio, este gen fue aislado por 

su capacidad de suprimir la toxicidad por oxigeno en levaduras carentes 
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de S001. Al parecer su papel en la homeostasis de cobre parece estar 

relacionado directamente con su habilidad para suprimir la toxicidad por 

oxigeno. Se ha observado que los defectos aeróbicos que presentan las 

células carentes de 5001 pueden revertirse al tratarlas con dosis elevadas 

de manganeso o cobre (Thiele et al., 1993 y Chang and Kosman, 1989). 

La ausencia del gen A TX1 provoca, tanto en cepas silvestres como en 

aquéllas que carecen de SOD1, una hipersensibilidad al paraquat (un 

generador de anión superóxido) y un incremento en la sensibilidad al 

peróxido de hidrógeno (Lin and Culotta, 1995). 

5) La tiorredoxina (TRX2) es una protelna pequeña que presenta 

un enlace dlsulfuro reactivo. Esta protelna existe tanto en su forma 

reducida (ditiol), como en su forma oxidada donde dos de los residuos de 

cistelna forman un puente disulfuro intramolecular {Kuge and Jones, 1994). 

Se ha observado que esta molécula protege del estrés oxidativo atrapando 

a las especies reactivas de oxigeno (Mitsui et al., 1992), asi como 

regenerando a las proteínas que se inactivan como consecuencia del 

estrés (Fernando et al., 1992). 
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No enzlm6tlcos 

Además de las defensas enzimáticas mencionadas anteriormente, todas 

las células poseen sistemas de defensa no enzimáticos para proteger a 

sus componentes celulares del daño producido por los radicales libres. 

Entre estos sistemas se encuentran: 

1) El glutatión (GS) (Stephen and Jamieson, 1996). Esta molécula 

actúa como un atrapador de radicales. con un grupo sulfhidrilo activo que 

reacciona con los oxidantes dando como producto glutatión en su forma 

oxidada (GSSG). Mutantes afectadas en la enzima glutatión reductasa y 

por lo tanto deficientes en la síntesis de glutatión, utilizan otros 

mecanismos adaptativos para contender con los radicales peróxido y 

su peróxido. 

2) El ácido úrico es un potente antioxidante, el cual atrapa oxigeno 

singulete y otros radicales resultando tan efectivo como el ascorbato 

(Ames et al., 1981 ). 
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3) Los compuestos fenóllcos, como algunos flavonoldes y 

vitaminas (Zhou and Zheng, 1991 ). Se ha demostrado que estos 

compuestos presentan más de un mecanismo de acción contra los 

radicales libres y pueden suprimir el proceso a dos niveles, evitando: 1) la 

formación de superóxido y 2) la producción de lipoperóxidos. 

Los aminoácidos, sistemas adicionales de protección 
en la respuesta a estrés. 

Los mecanismos y moléculas descritos anteriormente constituyen los 

sistemas celulares primordiales de respuesta al estrés y por lo tanto, han 

sido mejor estudiados y caracterizados. Adicionalmente, existen algunos 

reportes en donde también se han implicado a los aminoácidos (la vía de 

biosíntesis, un derivado o al aminoácido mismo) como moléculas que 

participan la respuesta a estrés. 

Respecto a la biosíntesis, en S. cerevisiae se ha observado que una 

mutación en el gen AR07, que codifica para la corismato mutasa, da como 

resultado sensibilidad a sal (estrés osmótico) (Ball et al., 1986). Por otra 
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parte, en Aspergillus nidulans se ha sugerido que en conidias en 

germinación, las cuales tienen auxotrofia por algunos aminoácidos, se 

presenta un problema en la via RAS/AMPc que da como resultado la 

supresión de la reparación del DNA, confiriéndole mayor sensibilidad al 

estrés oxidativo y calórico (Donnelly et al., 1994 ). 

En cuanto a los derivados de aminoácidos se sabe, por ejemplo, que 

la mieloperoxidasa secretada por fagocitos activados puede emplear el 

peróxido de hidrógeno para oxidar a la L-tirosina a un radical tirosilo, 

dando lugar a la ditirosina (Heinecke et a/., 1993). También se ha 

observado que la ovoperoxidasa, que se encuentra en el embrión del erizo 

de mar, forma uniones de ditirosina en la cubierta protectora de fertilización 

en una reacción dependiente de peróxido (Foerder, C A and B M Shapiro, 

1977). En Saccharomyces cerevisiae, una enzima similar a la citocromo 

P-450 reductasa, también forma uniones de ditirosina entre proteínas en la 

pared de la espora (Briza et a/.,1986). En plantas, el ácido ferúlico, 

derivado del metabolismo de fenilalanina y tirosina, posee propiedades 

antioxidantes y es usado como fotoprotector disuelto en lociones 
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cosméticas, asl como conservador natural contra la peroxidación lipidica 

(Graf, 1992). 

Con respecto al efecto del aminoácido per se, se ha observado que 

los aminoácidos aromáticos (triptófano y tirosina), los aminoácidos que 

contienen azufre como la metionina y la cistelna, y, la histidina pueden 

reaccionar con el oxigeno singulete provocando su inactivación ("physical 

quenching" o apagamiento flsico) o pueden reaccionar qulmicamente con 

este radical dando lugar a la oxidación, en general destructiva, del 

aminoácido ("chemical quenching" o apagamiento quimico) (Michaeli and 

Feitelson, 1994). Cada aminoácido presenta una mayor o menor tasa de 

reacción, siendo el mejor la histidina y el menos reactivo, la tirosina. 

Los radicales libres como segundos mensajeros 

Las células eucariotes no sólo se protegen a si mismas del estrés 

oxidativo, sino que además han desarrollado la habilidad de controlar la 

slntesis de especies reactivas de oxigeno. Estos radicales además se 
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utilizan como segundos mensajeros para activar la transcripción de 

factores como: 

1) HAP1 y HAP2/3/4 (regulados por hamo) que a su vez, inducen la 

transcripción de la catalasa citosólica, asl como la de la superóxido 

dismutasa mitocondrial (S002) dependiente de Mn ( Zitomer and Lowry, 

1992). 

2) yAP1/yAP2, los cuales regulan la expresión de los genes que 

codifican para la superóxido dismutasa, la glutatión reductasa y la glucosa 

6- fosfato deshidrogenasa (Kuge and Jones, 1994). 

3) Mac1 que se requiere para la transcripción inducida por peróxido 

del gen de catalasa citosólica ( Jungmann et al., 1993). 

4) NF-KB que activa la transcripción de genes que forman parte de la 

red primaria de defensa contra condiciones patológicas (citocinas y sus 

receptores, factores de crecimiento y moléculas de adhesión). 
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ANTECEDENTES 

Datos previos obtenidos en el laboratorio de la Dra. González mostraron 

que algunas cepas carentes de glutaminasa B eran incapaces de crecer y 

perdlan viabilidad cuando se cultivaban en agitación en un medio con 

glutamina como única fuente de nitrógeno, tanto a 30º como a 35º C. Al 

analizarlas fisiológicamente se encontró que en la mutante CN1 O la 

pérdida de viabilidad no ocurria, si las células se cultivaban en glutamina 

en presencia de: a) un antioxidante como el 11-mercaptoetanol o b) de 

tirosina en el medio. También se observó que esta mutante podla crecer 

en condiciones de microaerofilia, en medio con glutamina a 30º ó 35º C. 

Al complementar la cepa CN10 con un banco genómico de levadura 

se obtuvo un plásmido (pL5), con el cual la cepa CN10 recuperaba su 

capacidad de crecer en aerobiosis en un medio de cultivo con glutamina 

como única fuente de nitrógeno a 30ºC y 35ºC. Al subclonar, secuenciar y 

comparar el inserto del plásmido pL5 en un banco de datos, se encontró 

que la secuencia correspondla a la del gen TYR1, que codifica para la 
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prefenato deshidrogenasa (PFD), enzima involucrada en la via de 

bioslntesis de tirosina (fig. 1) (Mannhaupt et al., 1989). 

La tirosina en S.cerevisiae se sintetiza partiendo del ácido prefénico, 

intermediario común en las vias de biosintesis de fenilalanina y tirosina, 

por medio de las enzimas prefenato deshidrogenasa, que cataliza la 

formación de p-hidroxifenilpiruvato; y la tirosina aminotransferasa, que 

cataliza la formación de tirosina a partir del p-hidroxifenilpiruvato (fig. 1 ). 

Fosfoenolplruvato + Er:ltrosa-4-fosfato 

DAHP slntasa 1 1 DAHP slntasa 
sonSibte a phe + f sensible a tyr-

7-fosfo-3--deoxl-D-arabino-heptulosonato--.. 3-dehidi-oqulnato __...,. 5-dehldroshikimalo -.... shiklmato 

+ antranilato 
sintasa 

antranllato - corlsmato~ 5-fosfo-3-enol piruvil shlklmato ~ 3-fosfoshiklmato 

+ fosforibosll antranilato 

5-fosfo carboxlfenilamino 
desoxlribulosa 

+ 
f trlptofano f slntasa 

TRIPTÓFANO 

oorlsmato 
mula~ 

prefenato 

prefenato / 
dehldratasa / 

fenllplruvato 

fenilalanina 1 
amino transferasa + 

FENILALANINA 

"-..,_ _ p<eíonalo 
~oshidrogenasa 

P-hidroxl fenil 
plruvato 

1 tirosina amino + transferasa 

TIROSINA 

Figura 1. Vla de bioslntesis de los aminoácidos aromáticos 
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La mutante CN10, al poseer una actividad baja pero detectable de la 

enzima PFD, era entonces una auxótrofa parcial de tirosina, ya que podía 

crecer en microaerofilia en ausencia de este aminoácido. Estos datos 

sugerían que la tirosina podría tener un papel al evitar la muerte de las 

células dado el posible estrés oxidativo alque se someten cuando se 

cultivaban en agitación (250 rpm) y temperatura (35º C) (Lupo et al., en 

preparación). 

Para analizar si el fenotipo que tiene una mutante se debe a la 

presencia de una sola mutación, se realiza un análisis de segregación de 

tétradas. Dado que la CN10 es una cepa estéril y que esta característica 

no se remedia en ninguna de las condiciones mencionadas anteriormente, 

este estudio no pudo llevarse a cabo. Fue necesario obtener una nueva 

mutante que fuera fértil para tratar de saber, si la sensibilidad a aeración y 

temperatura, acompañada de la pérdida de viabilidad eran el resultado de 

una simple auxotroffa parcial por tirosina o si había más genes implicados. 

A partir de una mutante auxótrofa de tirosina (afectada en el gen de la 

prefenato deshidrogenasa), obtenida del Stock Center, se realizó una 

mutagénesis química con etilmetanosulfonato (EMS). Se obtuvieron 17 
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revertantes protótrofas inducidas con EMS y 70 revertantes protótrofas 

espontáneas capaces de crecer en medio sin tirosina (Figueroa, 1997). 

Se ha reportado que las mutantes de S. cerevisiae afectadas en el 

gen de TYR1 son sensibles al análogo 3-amino-L-tirosina (3AT), además 

de que presentan una poza de fenilalanina elevada mientras que la de 

tirosina es baja, debido a un bloqueo parcial en la vla de bioslntesis de 

este aminoácido. El fundamento de esta prueba consiste en que si la cepa 

problema está sintetizando una cantidad baja de tirosina, el análogo 

añadido al medio de cultivo a concentración de 1mg/ml, compite con la 

tirosina sintetizada endógenamente y es incorporado en las proteínas 

impidiendo el crecimiento de la cepa, haciéndola por tanto sensible al 

análogo. En las cepas protótrofas de tirosina, el proceso es semejante: 

ganando la competencia la tirosina sintetizada endógenamente, que 

permite el crecimiento de la cepa (Fukuda et al., 1991 ). 

De las 17 revertantes inducidas con EMS. solamente 7 fueron 

sensibles al análogo 3AT. Se eligieron las primeras cinco revertantes (R1-

R5) y se les midió la actividad de la enzima PFD asl como las pozas 

intracelulares de fenilalanina y tirosina (Tabla 1 ). Las cinco revertan tes 
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presentaban una biosintesis de tirosina disminuida comparada con una 

cepa silvestre (MC3) (Figueroa, 1997). De estas revertantes se escogió la 

cepa R3 para su posterior caracterización fisiológica, ya que presentaba 

una actividad de PFD similar a la encontrada en la CN10. 

Tabla 1. Actividad de PFD, pozas de aminoácidos aromáticos y 

sensibilidad/resistencia a 3AT en cepas revertantes 

y una silvestre. (Tomado de Figueroa, e A; 1997). 

CEPA PFDª Pheb Tyrb S/R3Ar 

R1 0.40 7.37 0.00 s 
R2 2.00 2.51 0.27 R 

R3 0.15 12.54 0.00 s 
R4 2.50 3.05 0.27 R 

R5 0.45 7.34 0.00 s 
MC3 4.35 0.28 1.16 R 

CN10 0.15 ndº nd nd 

a. actividad especifica en nmoles de 4-hidroxifenil pirúvico formado/min/mg 
de protelna. 

b. µmolas/mg de protelna. 
c. S=sensible y R=reslstente a 3AT. 
d. nd=no determinado. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

CEPAS: En la tabla 2 se muestran las cepas de Saccharomyces 

cerevisiae que se utilizaron en este trabajo. 

T•bla 2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo. 

CEPA GENOTIPO REFERENCIA 

CN10 Glutaminasa s· tyr1' Soberón, et al; 1986 

R1 TYR1' ura3· Figueroa, C A; 1997 

R2 TYR1' ura3· Figueroa, CA; 1997 

R3 MATa: TYR1• ura3· Figueroa, CA; 1997 

R5 TYR1' ura3· Figueroa, CA; 1997 

101A TYR1'1NOS URA3 Figueroa, CA; 1997 

1018 TYR1 inos- URA3 Figueroa. CA; 1997 

101C tyr1'/NOS URA3 Figueroa, CA; 1997 

1010 tyr1'inos· URA3 Figueroa, CA; 1997 

R3/pL5 TYR1' ura3· Lupo,S;en 

preparación 

LA1 ura3· Alba, LA; 1995 
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Medios de crecimiento. 

MEDIO RICO (YPD): se preparó según la fórmula de Difco Yeast Base con 

extracto de levadura al 1 o/o, peptona de caseína al 2º/o, dextrosa 2%. Este 

medio se utilizó para el crecimiento de precultivos. Para medio sólido, se 

añadió agar al 2%. Se esterilizó en autoclave (120ºC, 1.5 atm, 20 min). 

MEDIO MINIMO (MM): se preparó con sales, vitaminas y elementos traza, 

según la fórmula de Difco Yeast Base. Se utilizó dextrosa al 2°/o como 

fuente de carbono y sulfato de amonio 40 mM como fuente de nitrógeno. 

Se esterilizó en autoclave. 

MEDIO SIN NITROGENO (SNgln): se preparó de la misma forma que el 

medio mínimo, pero sin agregar sulfato de amonio. Se esterilizó en 

autoclave y se añadió glutamina como única fuente de nitrógeno a una 

concentración de 1 mg/ml. La glutamina se esterilizó por filtración 

(Micropore, 0.22µ) y se adicionó después de autoclaveado el medio. 
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MEDIO SIN NITROGENO + URACILO (SNgln+ura): medio sin nitrógeno 

más uracilo a una concentración de 20µg/ml. Se esterilizó en autoclave. 

MEDIO SIN NITR0GENO + TIROSINA (SNgln+tyr): medio m!nimo más 

tirosina a una concentración de 30µg/ml. Se esterilizó en autoclave. 

MEDIO SIN NITR0GENO + INOSITOL (SNgln+lnos): medio m!nimo más 

inositol a concentración de 20µg/ml. Se esterilizó en autoclave. 

MEDIO SIN NITR0GENO + URACILO + INOSITOL + TIROSINA 

(Sngln+ura+ inos+tyr): medio m!nimo más los compuestos mencionados 

a las concentraciones arriba señaladas. Se esterilizó en autoclave. 

Condiciones de cultivo. 

CULTIVOS LIQUIDOS EN AGITACION: todas las cepas usadas para las 

curvas de crecimiento se pre-cultivaron en medio YPD en matraces de 

250ml, con 50ml de medio de cultivo (relación medio/aire de 1/5). Los pre-

28 



cultivos se incubaron a 30°C/2SOrpm y se colectaron cuando alcanzaron 

una absorbancia de 0.8 a 600nm. Las células se lavaron 2 veces con 

agua bidestilada estéril y se inocularon en los medios de crecimiento para 

cada experimento, con relaciones de medio/aire de 1/S, a una absorbancia 

de entre 0.03 y O.OS a 600nm. Los cultivos agitados se incubaron a 2S0rpm 

y la temperatura según el caso fué 30ºC, 3SºC ó 37°C. El crecimiento se 

determinó midiendo la absorbancia del cultivo a una longitud de onda de 

600 nm. 

CULTIVOS LfQUIDOS EN MICROAEROFILIA: se hizo un pre-cultivo de 

cada cepa en YPD, de la misma forma que en los cultivos agitados. Se 

inoculó un matraz con 200 mi de medio a una absorbancia de entre 0.03 y 

O.OS a 600nm. El medio se repartió en 10 tubos de ensayo con capacidad 

de 20 mi con tapa de rosca, los cuales se llenaron hasta dos centímetros 

por debajo de su capacidad total. Los tubos se pusieron a incubar en 

gradillas a la temperatura que requerla el experimento. Para cada punto en 

la curva de crecimiento se tomó uno de los tubos, se agitó por inversión 

para homogenizar el cultivo y se leyó la absorbancia a una longitud de 

onda de 600 nm. 
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Vlabllldad. 

Se inoculó un cultivo liquido de la misma forma que para el caso de los 

cultivos en agitación. Para cada punto de la gráfica se tomaron 100µ1 del 

cultivo, los cuales se diluyeron en un tubo eppendorf que contenla 900µ1 

de agua bidestilada estéril (dilución 10-1 
). Se agitó la dilución 10·1 por 

medio de un Vortex y se tomaron 100µ1, los cuales se diluyeron 

nuevamente en 900µ1 de agua bidestilada (dilución 10·2 ). Se agitó la 

dilución 10-2 y se tomaron 100µ1, los cuales se diluyeron en 900µ1 de agua 

estéril para realizar la última dilución (10"3
). De esta última dilución (10"3

), 

se tomaron 100µ1 para plaquearlos en cajas de petrl que contenlan YPD 

sólido. Las cajas se incubaron a 30ºC durante tres dlas. Se contó el 

número de colonias por caja y se obtuvo, para cada uno de los puntos, el 

porcentaje de colonias viables comparadas con las colonias del tiempo 

inicial. Cada punto de la curva es el promedio de colonias viables de cinco 

cajas. 
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OBJETIVO 

Los datos obtenidos del análisis fisiológico de la cepa mutante CN10 

(auxótrofa parcial de tirosina). en donde el fenotipo de sensibilidad a 

oxígeno/temperatura y pérdida de viabilidad podía ser revertido mediante 

la introducción de un gen TYR1 silvestre, sugerían que la tirosina pudiese 

jugar algún papel en contra de un posible estrés oxidativo y calórico. 

El objetivo de este trabajo fue estudiar ese posible efecto de la tirosina 

en una mutante que posee una síntesis disminuida de este aminoácido en 

Saccharomyces cerevisiae. 
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RESULTADOS 

Caracterización flslológlca de la cepa R3. 

El análisis fisiológico realizado a la cepa CN 1 O sugirió que la tirosina 

pudiera tener un papel en la protección contra el dano causado cuando las 

células se incubaban en presencia de oxigeno (agitación a 250 rpm) y alta 

temperatura (35ºC). La suposición de que el fenotipo de la CN10 pudiera 

estar relacionado con una situación de estrés oxidativo, se fundamenta en 

dos observaciones: 1) la adición de antioxidantes al medio de cultivo 

evitaba la pérdida de viabilidad y 2) el que la cepa creciera en condiciones 

de microaerofilia. 

Dado que la CN10 es una cepa estéril, no se pudo determinar si la 

sensibilidad a aeración y temperatura, asi como la pérdida de viabilidad. 

eran el resultado de una simple auxotrofia parcial por tirosina o si había 

más genes implicados. Fue necesario partir de una nueva mutante que 

fuera fértil y que además conservara una slntesis disminuida de tirosina. 
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De las revertantes R1. R2, R3 y RS, que tenian una biosintesis de 

tirosina disminuida, se escogió a la cepa R3 para su posterior 

caracterización fisiológica con base en que la actividad de PFD era muy 

baja y similar a la encontrada en la CN10, además de ser la única que 

conservaba el fenotipo de no crecimiento en SNgln a 35ºC (fig 2). 
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Figura 2. Curva de crecimiento de las revertantes espontáneas 
(R1. R2, R3 y R5) y de una cepa tyr1· complementada con el plásmido 

pL5. Todas las cepas se incubaron en MM en agitación (250rpm) y a 35ºC. 
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Los resultados del análisis fisiológico de la cepa R3, demostraron que 

ésta era capaz de crecer a 30ºC, pero no a 35°C en agitación a 250 rpm 

(fig 3A), en medio con glutamlna como única fuente de nitrógeno (SNgln). 

Sin embargo, si se adicionaba tirosina al medio de cultivo a la misma 

concentración utilizada para revertir el fenotipo de la cepa CN10 incubada 

a 35ºC (30µg/ml), la cepa recuperaba la capacidad de crecer a 35ºC. A 

30°C, la R3 crecia de la misma forma en ausencia o en presencia de 

tirosina (fig. 3A). 

Se observó también que en condiciones de microaerofilia (SNgln) a 

35ºC, la cepa R3 era capaz de crecer, tanto en presencia como en 

ausencia de tirosina (fig. 30). Estos datos sugerian que la cepa R3 era 

sensible a temperatura y oxigenación. 
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Figura 3. Curva de crecimiento de la cepa R3 en SNgln en A) agitación 
(250rpm) y B) microaerofilia a 30ºC y 35ºC, con y sin lirosina (30µg/ml). 
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La capacidad de crecer a 35ºC en agitación (SNgln) también se 

recuperó al transformar a la cepa R3 con el plásmido pLS, que contiene el 

gen TYR1 silvestre (fig. 4). 

0.1 

0.01+.~~~~~~~~,.,...~..,..¡ 
o 1 o 20 30 40 50 

Tiempo (h) 

lo3ü-Cl 
~ 

Figura 4. Curva de crecimiento de la cepa R3 complementada con el 
plásmido pLS. La cepa se incubó en SNgln en agitación (250rpm). 

a 30ºC y 35ºC, con y sin tirosina (30µg/ml). 
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Con estos resultados se confirmó que la presencia de tirosina en el 

medio o la introducción del gen de TYR1, le permite a la cepa R3 crecer en 

condiciones variables de oxigeno-temperatura. 

Se probó la viabilidad de la cepa R3 en medio de cultivo SNgln en 

agitación a 35ºC, condiciones en que generalmente no crecia. Se encontró 

que habla una disminución importante de la viabilidad; ya que a las 24 hrs, 

sólo el 43o/o de las células sobrevivian, comparada con la cepa silvestre 

LA1 donde al mismo tiempo el 87% de las células se encontraban viables 

(fig 5). 
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Figura 5. Viabilidad de las cepas R3 y LA 1, expresada como 
porcentaje de células viables a las 10 y 24 h. Se incubaron 

en SNgln en condiciones de agitación a 35ºC. 

Los datos anteriores indicaban que una biosintesis disminuida de 

tirosina daba lugar a una alteración en la capacidad de la levadura para 

contender contra el oxigeno en cultivos agitados a una temperatura de 

35°C. 
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Paralelamente Figueroa (1997) demostró, por medio del análisis 

genético de varias tétradas provenientes de la cruza entre la mutante R3 y 

una cepa silvestre (MC3), que el fenotipo de sensibilidad a oxigeno­

temperatura se debla a la presencia de dos mutaciones, las cuales 

segregaron independientemente. Una de ellas afectó el gen de TYR1, lo 

que hace a la cepa una auxótrofa parcial de tirosina; mientras que se 

desconoce que gen fue afectado por la segunda mutación. 

La auxotrofia parcial por tirosina podia demostrarse por medio del 

ensayo de sensibilidad / resistencia a 3AT referido anteriormente. Las 

cepas con la mutación en el segundo gen al que se denominó SO, eran 

sensibles a oxigeno y temperatura. El fenotipo expresado por este 

segundo gen podia ser monitoreado por medio de curvas de crecimiento 

en agitación a 30ºC y 35ºC. 

Para tratar de entender la contribución de los genes al fenotipo de 

sensibilidad a oxigeno-temperatura que se debia a la auxotrofia parcial por 

tirosina y a la presencia de la segunda mutación, decidimos caracterizar 

fisiológicamente una de las tétradas proveniente de la cruza arriba 

mencionada (tétrada 101). Esta tétrada presentaba todas las 
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combinaciones posibles entre los dos genes; es decir, de las cuatro 

esporas que la formaban, dos de ellas poselan el fenotipo de cada uno de 

los padres y las dos restantes eran las combinaciones nuevas (tabla 3). 

Tabla 3. Fenotipos de los componentes de la tétrada 101, 
asi como el de sus progenitores. 

CEPA TYR1 SO (2º GEN) 

101 A + + 

101 B + -

101 e ± + 

101 D ± -

R3 ± -
MC3 + + 
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A continuación, se describen las caracterlsticas de crecimiento en 

SNgln y viabilidad de las esporas provenientes de la tétrada 101, en 

condiciones de agitación y microaerofilia a 30ºC, 35ºC y 37ºC; asi como su 

respuesta a la adición de tirosina al medio de cultivo. 

CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA DE LA 

TÉTRADA 101. 

ESPORA A, FENOTIPO TYR'f+, so• (+,+). 

En esta espora los dos genes se encontraban en su forma silvestre, lo cual 

claramente se reflejó en el crecimiento a las diferentes temperaturas. 

Como se puede observar en la figura 6, la espora en condiciones de 

agitación en medio SNgln a 30ºC, 35ºC y 37ºC creció bien y no presentaba 

diferencias en el tiempo de duplicación a las distintas temperaturas (tabla 

4). En condiciones de microaerofilia (fig. 7) la espora 101 A, a las mismas 
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temperaturas, se encontraron los mismos resultados que en agitación 

(tabla 5). 

Al ai\adir tirosina al medio de cultivo, la espora no mostró diferencias 

en crecimiento al compararla en medio sin tirosina, a las mismas 

temperaturas, tanto en condiciones de aeración (tabla 4 y fig. 6) como en 

microaerofilia (tabla 5 y fig. 7). 

ESPORA B, FENOTIPO TYR1+, so- (+,-). 

En esta espora el gen de TYR1 se encontraba en su forma silvestre y el 

gen SO en su forma mutada. Como se puede observar en la figura 6, la 

espora en condiciones de agitación creció a 30ºC y 35ºC, pero no a 37ºC. 

Si se comparan los tiempos de duplicación a 30ºC y 35ºC de la cepa(+,-) 

con los de la(+,+), se observa que hay un ligero aumento de alrededor de 

1.5 horas. Este aumento en el tiempo de duplicación se debió 

primariamente a su caracterlstica so· (tabla 4). La cepa en agitación a 37ºC 

aunque era incapaz de crecer, no perdió viabilidad (fig. 8). En 
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microaerofilia la espora creció sin diferencias importantes en las tres 

temperaturas analizadas (fig. 7 y tabla 4). 

El af'\adir tirosina al medio de cultivo en condiciones de agitación no 

tuvo ningún efecto (fig. 6) a 30 y 35ºC; sin embargo, para el caso de 37ºC, 

la tirosina fue incapaz de revertir la ausencia de crecimiento de la espora. 

A 30ºC y 35ºC no se observó una diferencia en los tiempos de duplicación 

(tabla 4). 

En microaerofila para todas las temperaturas analizadas, se observó 

un aumento en el tiempo de duplicación comparado con el que se 

presentaba cuando la espora se cultivó en ausencia de tirosina (tabla 5). 

ESPORA e, FENOTIPO tyr, so· (±,+). 

En esta espora el gen de TYR1 se encontraba en su forma mutante (tyr1") 

y el gen SO en su forma silvestre. Como se puede observar en la figura 6, 

la espora 101 C creció en condiciones de agitación a las tres temperaturas 
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analizadas, aunque conforme aumentaba la temperatura se observó un 

aumento en el tiempo de duplicación (tabla 4). En microaerofilia la espora 

creció bien (fig. 7), sin diferencias importantes en los tiempos de 

duplicación en las tres temperaturas analizadas (tabla 5). 

El anadir tirosina al medio de cultivo en condiciones de agitación o de 

microaerofilia no tuvo ningún efecto (figs. 6 y 7), lo cual se ve reflejado e~. 

los tiempos de duplicación para cada temperatura (tablas 4 y 5). 

ESPORA O, FENOTIPO tyr, so- (±,-). 

Esta espora tenia presentes las dos mutaciones tyr, so- y como se 

observa en la figura 6, sólo era capaz de crecer en agitación a 30ºC. Se 

realizó la prueba de viabilidad para esta espora y se encontró que a las 

24h a 37ºC sobrevivieron el 46% de las células (fig. 8). Esta espora a 

diferencia de la(+,-) no creció a 37ºC y perdió viabilidad. 
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Para evitar la pérdida de viabilidad de la cepa 101 O se adicionó al 

medio de cultivo un antioxidante (13-mercaptoetanol), a las 

concentraciones en las cuales se habla observado un efecto protector para 

la cepa CN10 (50, 25 y 10mM). En todas las concentraciones probadas, al 

parecer el antioxidante no funcionó, dado que la cepa perdió viabilidad. En 

microaerofilia, la espora creció como el resto de los componentes de la 

tétrada (fig. 7), sin diferencias en los tiempos de duplicación a 30ºC y 

35ºC, pero observándose un ligero aumento en el tiempo de duplicación de 

1.5 horas a 37ºC (tabla 5). 

Al anadir tirosina al medio de cultivo en condiciones de agitación, se 

observó que a 35ºC la espora era capaz de crecer, más no a 37ºC (tabla 

4 y fig. 6). En microaerofila tampoco se observó un efecto al ai'iadirse 

tirosina al medio (tabla 5 y fig. 7). 
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TABLA 4. AGITACIÓN. Tiempos de duplicación (expresados en horas) de los 
componentes de la tétrada 101 . Las cepas se cultivaron en SNgln en condiciones 

de agitación a 30"C, 35"C y 37"C, con y sin tirosina (30¡.ig/ml). 

CEPA 30ºC" 30ºC+ 35•c· 35ºC+ 37ºC" 37ºC+ 

tyrª tyr° tyrª 

A(+,+) 3 3 3 3 4 3.5 

B (+,-) 4.5 4.5 5 5 nd nd 

e(±,+) 3 3 4.5 4.5 8 7 

o (:t:,-) 7.5 5.5 nd 6.5 nd nd 

-nd- no detectable 
a= tiempos de duplicación expresados en horas 

TABLA 5. MICROAEROFILIA. Tiempos de duplicación (expresados en horas) de 
los componentes de la tétrada 101. Las cepas se cultivaron en SNgln en 

condiciones de microaerofllia a 30"C, 35ºC y 37ºC, con y sin tirosina (30¡.ig/ml). 

CEPA 30ºCª 30ºC+ 35ºCª 35ºC + 37ºC" 37ºC+ 

tyr° tyr° tyr° 

A(+,+) 4 4 4 4 4 5 

B (+,-) 5.5 7.5 6 7 6 8.5 

e(±,+) 5 5 5 5 6 7 

o (:t:,-) 4.5 4.5 4.5 4.5 6 6 

nd- no detectable 
a= tiempos de duplicación expresados en horas 
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El análisis fisiológico de cada uno de los componentes del tetratipo, 

pef"TTlitió confirmar que el fenotipo que presentaba la cepa R3 se debla a la 

presencia de dos mutaciones y además saber que: 

1) La espora que presentaba los genes TYR1 y SO en su versión 

silvestre, fué capaz de crecer en todas las condiciones, comportándose 

de manera similar a su progenitor silvestre (MC3). 

2) La sola mutación en el gen de TYR1 aunque daba lugar a un ligero 

aumento en el tiempo de duplicación, comparado con el tiempo de 

duplicación de una cepa (+,+), resultaba en una sensibilidad a oxigeno­

temperatura. 

3) La sola mutación en el gen SO daba como resultado una 

disminución en el crecimiento a 35ºC y su ausencia a 37ºC, en 

comparación con el observado a 30ºC. Aunque a 37ºC no hubo 

crecimiento, tampoco se observó pérdida de viabilidad (fig. 8). 

4) La presencia simultánea de las mutaciones en el gen TYR1 y en 

el gen SO resultaban en pérdida de viabilidad (fig. 8), además de 
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sensibilidad a la agitación y a la temperatura. Esta doble mutante perdla 

viabilidad cuando se incubaba en glutamina como única fuente de 

nitrógeno, tanto a 35ºC como a 37º. Sólo en el primer caso, se 

recuperaba el crecimiento cuando se le agregaba tirosina al medio, 

mientras que en el segundo, no hubo crecimiento pero tampoco hubo 

pérdida de viabilidad en presencia de tirosina. La cepa tampoco perdía 

viabilidad cuando se cultivaba a 35ºC o 37ºC en condiciones de 

microaerofilia. 
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DISCUSIÓN 

La obtención de revertantes (Figueroa, 1997) a partir de una cepa 

auxótrofa de tirosina, permitió obtener a su vez una serie de cepas que 

presentaban una bioslntesis disminuida de este aminoácido comparadas 

con la cepa silvestre. De estas revertantes, sólo se trabajó con la cepa R3, 

la cual presentaba la menor actividad de PFD, y que además era sensible 

a oxigeno-temperatura como la cepa CN10. Las demás revertantes podían 

crecer en condiciones bajo las cuales a la R3 no le era posible, lo que 

sugeriría que solamente la R3 presentaba la combinación de dos 

mutaciones, responsables de la sensibilidad a oxigeno-temperatura. Si se 

realizara el análisis fisiológico a las demás revertantes, aún cuando éstas 

presentaran una biosíntesis disminuida de tirosina, deberían tener sólo la 

mutación en el gen de TYR1, de forma similar a la espora 101C. Es 

interesante resaltar que la cepa R3 aunque fue obtenida de una forma 

totalmente independiente de la CN10 y con un método de selección 

diferente, comparte ciertas características fenotípicas con la misma; eí 

mecanismo por el cual se da este parecido es algo que todavía no se 

puede explicar. 
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La caracterización fisiológica de la cepa R3, asi como el análisis 

fisiológico y de segregación, llevado a cabo con las esporas de la tétrada 

101 , permitió determinar que el fenotipo de sensibilidad a oxigeno­

temperatura se debla a la presencia de dos mutaciones que segregan de 

manera independiente. A 35ºC, la mutación en el gen de TYR1 resultaba 

en una ligera sensibilidad a oxigeno-temperatura que no se evitaba al 

agregar tirosina al medio. La mutación en el gen SO, daba lugar a una 

disminución en el crecimiento, sin pérdida de viabilidad. La presencia 

simultánea de las mutaciones en el gen TYR1 y en el gen SO resultaba 

en pérdida de viabilidad, además de sensibilidad a oxigeno-temperatura. 

La pérdida de viabilidad se evitaba con la adición de tirosina al medio o 

cuando la doble mutante se cultivaba en condiciones de microaerofilia. 

Se debe notar que en una cepa doble mutante, la ausencia del gen 

TYR1 en su versión silvestré, es fundamental para la pérdida de la 

viabilidad. A 37ºC, solamente cuando este gen estaba afectado y se daba 

la segunda mutación, las cepas además de ser sensibles a oxígeno­

temperatura, perdieron viabilidad y no fue posible revertir el fenotipo, 

al\adiendo tirosina al medio. Tampoco la cepa que presentaba el gen de 
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TYR1 en su versión silvestre y el gen SO mutado fue capaz de crecer a 

37ºC, pero no perdió viabilidad. Este resultado confirma la importancia que 

tiene TYR1 en la viabilidad de la cepa bajo condiciones de estrés calórico, 

aunque falta precisar de que manera están relacionados. 

La temperatura de 35ºC puede considerarse como de estrés calórico, 

pues se sabe que las proteínas de choque térmico se sintetizan tanto in 

vivo como in vitro cuando se exponen las células a temperaturas entre 5-

20ºC (Courgeon et al., 1988) por encima de su temperatura de crecimiento 

óptima (30ºC). Wieser y colaboradores (Wieser et al., 1991) consideran 

incluso 30ºC para S. cerevisiae como estrés calórico mínimo y 37ºC 

como un choque térmico suave. La tirosina sólo fue capaz de revertir el 

fenotipo a 35ºC, lo que podría sugerir un papel preventivo. Posiblemente 

el choque calórico a 37ºC junto con la presencia de oxigeno resulten en 

un daño severo que la tirosina no puede prevenir. 

El papel que juega la tirosina en la reversión del fenotipo de 

ausencia de crecimiento en condiciones de oxigenación podría proponerse 

como un nuevo mecanismo. no enzimático y de prevención, que actuaria a 
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nivel basal, pues la oxigenación a la que fue sometida la cepa R3 no fue 

mayor que a la que se someten rutinariamente los cultivos de otras cepas_ 

de S.cerevisiae y operarla en un momento en donde probablemente los 

demás mecanismos aún no han entrado en acción. 

Por otro lado, la sensibilidad a temperatura mostrada por la cepa R3 

en conjunción con la sensibilidad a oxigenación no es sorprendente, pues 

. se ha demostrado que las respuestas a diversos tipos de estrés se 

sobrelapan (Farr and Kogoma, 1991; Wieser et al., 1991 ). Por ejemplo, en 

células de Drosophila se ha encontrado que el peróxido de hidrógeno 

induce algunas protelnas de choque térmico (heat shock proteins) y actina 

(Courgeon et al., 1988). En fibroblastos humanos, el estrés oxidativo y el 

calórico inducen la transcripción de un gen que codifica para una fosfatasa 

de tirosina, lo cual es de gran trascendencia pues la fosforilación y la 

desfosforilación de residuos de tirosina es un proceso central en la 

regulación del crecimiento, la diferenciación y la oncogénesis (Keyse and 

Emslie, 1992). En S.cerevisiae el gen que codifica para la catalasa T 

citosólica, es inducido por estrés calorico y nutritivo (Wieser et al., 1991 ). 
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También se ha propuesto que el estrés oxidativo juega un papel 

importante en el efecto letal que tiene el estrés calórico en eucariotes, ya 

que los cultivos de mutantes que presentan defectos en los sistemas 

antioxidantes primordiales (catalasas, superóxido dismutasas, citocromo c 

peroxidasas) son más sensibles a la pérdida de viabilidad por choque de 

calor letal que la cepa silvestre, y en contraste, la sobreexpresión de estas 

enzimas, asi como el crecimiento en anaerobiosis hace varios órdenes de 

magnitud más resistentes a las cepas mutantes contra el choque de calor 

letal. Se propone que el efecto letal del aumento en la temperatura es 

causado por una condición de estrés oxidativo (Davidson et al., 1996). Lo 

anterior concuerda en cierto modo con los resultados obtenidos en 

microaerofilia, donde las cepas crecieron sin problemas bajo estrés 

calórico. Ante este panorama, la importancia de la tirosina como agente 

protector se incrementarla, pues se hace evidente que podría influir en la 

protección contra distintos tipos de estrés. 

Aunque se desconoce cual es el producto del gen SO y por lo tanto 

su posible interacción con la tirosina, resulta interesante plantearse 

algunas posibilidades: 
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1) Tal vez la mutación se encuentre en el gen que codifica para la 

hsp104, ya que estudios previos sobre las protelnas de choque térmico, 

en especial aquéllas que pertenecen a la familia de las hsp100, han 

demostrado que éstas son importantes para el establecimiento de los 

niveles de termotolerancia, asl como para la sobrevivencia a temperaturas 

un poco por encima de lo normal hasta temperaturas cercanas a la letal 

(Sanchez et al., 1992). 

2) Otra posibilidad podrla ser que la segunda mutación se encontrara 

en el gen TRX2 el cual codifica para una de las dos tiorredoxinas 

presentes en la levadura. Como se mencionó anteriormente se ha 

observado, por lo menos con la protelna de humano, que la tioredoxina 

podrla funcionar como atrapadora de radicales, asl como protelna de 

reparación de algún dai'lo causado por el estrés oxidativo sobre otras 

protelnas. La tioredoxina podrla actuar de manera catalltica como una 

oxidoreductasa y por lo tanto, regenerar a las enzimas que fueron 

dai'ladas por la oxidación de sus residuos de cistelnas. Bajo este contexto, 

el resultado de una mayor pérdida de viabilidad cuando se adicionó el 

antioxidante podrla adquirir significado. El j3-mercaptoetanol además de 
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funcionar como un antioxidante, también funciona como un agente 

desnaturalizante ya que es capaz de romper los enlaces disulfuro 

contenidos en las protelnas. Resultarfa probable que este agente 

estuviera reaccionando con la tioredoxina impidiendo de esta forma que 

desarrollara sus funciones. El papel de la tirosina en esta propuesta 

también resulta dificil de explicar. 

Solamente conociendo la identidad del gen SO se podrá evaluar una 

posible función de la tirosina y se intentará establecer la relación entre 

estos dos genes. 
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CONCLUSIONES 

El análisis fisiológico de la cepa R3 portadora de dos mutaciones (tyr1' .. 

so-), nos permitió llegar a las siguientes conclusiones: 

1) La mutación en el gen de TYR1 da como resultado una baja 

sensibilidad a la agitación y a la temperatura, que no se previene al 

agregar tirosina. 

2) La mutación en el gen SO que junto con el gen TYR1 confiere 

sensibilidad a la agitación y a la temperatura, da como resultado una 

disminución en el tiempo de duplicación pero sin pérdida de viabilidad. 

3) La presencia simultánea de las mutaciones en TYR1 y en el gen SO 

resulta en una pérdida de viabilidad, además de un aumento en la 

sensibilidad a la agitación y a la temperatura. Esta doble mutante pierde 

viabilidad cuando se incuba con glutamina como única fuente de 

nitrógeno, pero se recupera al agregar tirosina al medio o al cultivarla en 

condiciones de microaerofilia. 
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4) El papel de la tirosina en el fenómeno de sensibilidad a oxigeno­

temperatura sólo se podrá determinar cuando se conozca la identidad del 

segundo gen implicado. 
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PERSPECTIVAS 

1) Identificar el gen SO que está implicado, junto con TYR1, en el 

fenómeno de sensibilidad a oxígeno y temperatura. 

2) Evaluar la posible función de la tirosina en el fenómeno sensibilidad a 

oxigeno- temperatura. Determinar la relación que tiene la tirosina con el 

gen SO. 
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