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RESUMEN:

Al incubar a la levadura Saccharomyces cerevisiae 10°C a 15°C por arriba de su temperatura
optima de crecimiento (temperatura supradptima), muchas de sus funciones celulares se ven afectadas,
pero las células no mueren. Durante la exposicion a estas temperaturas supradptimas se induce un grupo
de proteinas, llamadas proteinas de estrés por calor (hsps), las cuales a 25°C no se inducirian (Parsell,
1993). Cuando las levaduras son expuestas 25°C por arriba de su temperatura 6ptima, la gran mayoria de
las células mueren (temperatura letal), sin embargo, si se expone a las células a una temperatura
supradptima no letal por cierto periodo de tiempo y después se exponen a una temperatura letal el
porcentaje de sobrevivencia aumenta; a este fendmeno se le denomina termotolerancia inducida por calor.
Se ha reportado que de todas las hsps estudiadas solamente una juega un papel importante en la
termotolerancia inducida: ésta es la HSP104 (Sanchez, 1992). También s¢ ha descrito que células en
fase Gq del ciclo celular y mutaciones en el gen que codifica para la adenilato ciclasa (hsr/) (Iida, 1988) y

para el factor de transcripcion de genes inducibles en respuesta al estrés por calor (Asf1) (Sewell, 1995),
presentan termotolerancia intrinseca elevada. Por el contrario, mutaciones en genes que codifican para la
sintesis de trehalosa (De Virgilio, 1994), para protein-cinasas dependientes de cAMP (Verma, 1988) y
para enzimas que participan en cascadas de fosforilacién involucradas en la transferencia de sefiales
intracelulares, presentan bajos niveles de termotolerancia inducida (Coote et al., 1992).

En el laboratorio del Dr. Jorge Nieto estamos interesados en dilucidar los mecanismos
involucrados en la termotolerancia intrinseca de la levadura Saccharomyces cerevisiae. Para este
propésito en se aislaron 16 mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Estas mutantes presentan diferentes grados de termotolerancia intrinseca, que
va de 10 a varios miles de veces en relaciéon a la cepa silvestre. En general las mutantes mas
termotolerantes (1000X), muestran tiempos largos de duplicacion, mientras que las de mediana y baja
termotolerancia muestran tiempos de duplicacion mas cercanos al de la cepa silvestre. En la mayoria de
los casos los tiempos de duplicacion muestran una relacion directa con el nivel de termotolerancia. El
analisis genético de estas mutantes demostré que las mutaciones son recesivas para la mayoria de los
casos v solamente dos resultaron ser codominantes. En la mayoria de los casos estudiados el analisis de
tétradas sugiere que la mutacion puede ser nuclear y monogénica. Estudios recientes han demostrado que
las mutantes ScIBT 1 y ScIBT8 presentan més de una mutacion.

Resultados de analisis de complementacion realizadas con las 16 mutantes mutantes
demostraron la existencia de 6 grupos de complementacion. Los resultados obtenidos para la mayoria de
nuestras mutantes hsr fucron niveles de termotolerancia muy elevados en todos los estadios del
desarrollo, incluso en fase postdiduxica. En estos estadios la mayoria de los organismos con crecimiento
semejante al de la levadura Saccharomyces cerevisiae son muy sensibles a temperaturas letales. La
excepcion fue la mutante ScIBT14, la cual fue mas termotolerante que la cepa silvestre soélo al inicio de la
fase logaritmica, pero despiies su comportamiento fue semejante a esta. Un comportamiento parecido al
de nuestras mutantes fue detectado en la mutante en Adenilato ciclasa (Asri, lida 1988). Para algunas de
las mutantes (las de mayor nivel de termotolerancia) se determind un alto porcentaje de reversién de
tamafio de colonia chico a grande. Analisis de termotolerancia para 20 revertantes no hermanas derivadas
de la mutante ScIBT2 demostraron que en 19 de los casos, las revertantes presentaron un nivel de
termotolerancia semejante al de la cepa silvestre (0.02% de sobrevivencia), en tanto que una de las
revertantes presentd nivel de termotolerancia elevado (6.4%), el cual no es el parental. Este resultado
sugiere la existencia de al menos dos formas de reversion en la mutante ScIBT2: uno donde ¢l tamafio de
colonia esta ligado con la termotolerancia y otro que no esta ligado a la termotolerancia, siendo mas

frecuente el primero. Debido a que algunas mutantes presentan un alto porcentaje de reversion de tamario
chico de colonia a grande y esto representa un problema para la clonacion del gen, decidimos averiguar si
este problema de reversion estd mediado por un mecanismo tipo prion y si al eliminar a HSP104
podemos disminuir la frecuencia de reversion de tamafio de colonia chico a grande. Los resultados de
estos experimentos con la mutante ScIBT?2 revelaron que la disrupcion de ASP!04 no tiene ningin
efecto sobre la frecuencia de reversion. Pruebas de termotolerancia basal demostraron que no se requiere
de HSP104 para mantener los niveles de termotolerancia de la mutante ScIBT2. Los resultados obtenidos

para la actividad de B-galactosidasa de la construcion quimérica Asp26/hsp70 mostraron que la mutante
ScIBT2 presenta niveles de actividad mas elevados que la cepa silvestre W303 y que la cepa mutante
hsrl a temperaturas no estresantes (25°C) y a temperaturas estresantes (39°C).



INTRODUCCION:

La gran diversidad de seres vivos existentes en la Tierra es una consecuencia
de la amplia variedad de ambientes y oportunidades para los diferentes modos de vida
en nuestro planeta. Las especies que han prosperado al maximo, son las que se han
adaptado a dichos cambios y estas a su vez, heredan la informacién que les ha
permitido sobrevivir a las siguientes generaciones (Dobzhansky, 1975).

Todos los organismos vivos presentan puntos optimos de desarrollo en
términos de condiciones fisiologicas y ambientales, incluyendo parametros como
humedad, pH, salinidad, luz y temperatura, entre otros; esto sugiere que durante el
transcurso del tiempo, desde el origen de los primeros seres vivos hasta nuestros dias,
se han generado mecanismos que han permitido la adecuacion de los organismos a los
cambios ambientales en diferentes nichos ecoldgicos.

En términos biolégicos definimos al fendmeno de estrés como aquel factor
que provoca disminucidn en el crecimiento y/o la viabilidad celular. Si se somete a un
organismo a condiciones extremas de estrés, este muere; sin embargo, se ha visto que
algunas formas moderadas de estrés pueden inducir rdpida y dramaticamente la
expresion y sintesis de un grupo de proteinas ( por ejemplo las proteinas de respuesta
al estrés por calor) y la represion de la expresion y sintesis de muchas otras. La
respuesta a diferentes tipos de estrés involucra mecanismos fisiologicos relevantes
necesarios para la sobrevivencia del organismo (Atkinson, 1985).

Los cambios de temperatura en el medio de desarrollo de un organismo
pueden provocar disminucion en crecimiento y/o la viabilidad. La termotolerancia es
definida como la habilidad que presentan los organismos para sobrevivir a
temperaturas elevadas diferentes a su temperatura Optima de crecimiento por
exposiciones cortas de tiempo.

Al incubar a los organismos a temperaturas moderadas elevadas
(temperatura supradptima no letal), muchas de sus funciones celulares se ven
afectadas, pero no mueren. Durante la exposicion a estas temperaturas supradptimas
moderadas se induce un grupo de proteinas, llamadas proteinas de estreés por calor
(hsps), (Parsell y Linquist, 1993). Cuando los organismos son expuestos a
temperaturas letales, la gran mayoria de las células mueren; sin embargo, si estas
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mismas células se exponen previamente a una temperatura supradptima no letal y
después se exponen a una temperatura letal, el porcentaje de sobrevivencia aumenta; a
este fenomeno se le denomina termotolerancia. Este pretratamiento también les
confiere resistencia a otros tipos de estreses (algunos metales pesados y altas
concentraciones de etanol) dependiendo del individuo y de su contenido genético. De
igual forma, células expuestas a los estreses mencionados, provocan un aumento en los
niveles de termotolerancia (Parsell y Lindquist, 1993).

El calor dafia una amplia gama de estructuras celulares y procesos
metabolicos (Nover, 1991). La magnitud y la duracién del estrés por calor determina
el dafio causado; las células mueren cuando el dafio es excedido. En los eucariotes
superiores uno de los efectos observables mas inmediatos es una extensiva disrupcion
del citoesqueleto (Falkner et al., 1981). En algunos tipos celulares el calor provoca la
desorganizacion de la red de microfilamentos citoplasmica del niicleo. La sensibilidad
de las células mitdticas al calor correlaciona perfectamente con el dafio al huso
mitotico y la disrupcion de la red intracelular de microtabulos. Ademas, se ha
observado que células en interfase que sufren dafio por calor a nivel de citoesqueleto,
dificilmente se recuperan.

El calor también provoca efectos de toxicidad en otras estructuras
citoplasmicas; se ha observado que en algunos tipos celulares el calor provoca la
fragmentacion del aparato de Golgi, un incremento en el numero de lisosomas y el
numero de mitocondrias se ve reducido; esto trae como consecuencia una reduccidn en
la respiracion la fosforitacion oxidativa; el calor severo desacopla por completo ambos
procesos (Patriarca y Maresca, 1990).

La sintesis de muchas macromoléculas también se ve afectada por
temperaturas elevadas; uno de estos dafios es en la sintesis de proteinas; en muchos
tipos celulares los polisomas desaparecen durante la exposicidn a temperaturas
supradéptimas no letales (Nover, 1991). La disrupcion de la sintesis de proteinas no es
un simple efecto de toxicidad provocado por las altas temperaturas, en muchos tipos
celulares esto es parte de una respuesta reguiatoria que facilita la expresion de las hsps;
la disrupcion de la traduccion elimina la competencia de los mRNAs de otras proteinas
diferentes a los mRNAs de las hsps por los ribosomas, facilitando la sintesis inmediata
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de estas proteinas. Otro efecto provocado por el calor es la disrupcidon de los mRNAs
inmaduros del Splicing (procesamiento de mRNA) (Yost y Linquist, 1986), también se
han observado cambios en la maquinaria del procesamiento de mRNA; esto tiene un
pequefio efecto positivo sobre la expresion de las hsps ya que muchos de sus mRNAs
no contienen intrones y los dafios provocados en la maquinaria del procesamiento del
mRNA puede favorecer su sintesis.

En el nucleolo el procesamiento de los pre-rRNA se ve alterado y la
transcripcion realizada por la RNA polimerasa I se aborta (Bell ef al., 1988). Estos
efectos metabdlicos coinciden con el drastico cambio morfolégico del nucleolo (Welch
y Suhan, 1985). La transcripcion realizada por la RNA polimerasa Il también se
aborta por el efecto del calor (Yost y Linquist, 1986).

La sintesis de DNA se ve afectada a nivel de iniciacion y terminacién por
temperaturas elevadas (Warters y Stone, 1983); ademas, el estrés por calor puede
inhibir la estructuracion de la cromatina, dejando el DNA en una conformacion
inestable que lo hace mas susceptible al ataque de nucleasas. El contenido de proteinas
de estrés por calor se ve incrementado en el nucleo por el choque térmico (Lazlo,
1992).

El estrés por calor también induce cambios en las membranas celulares,
incluyendo cambios en su morfologia, incremento el la fluidez de la bicapa, la
agregacion de proteinas integrales de membrana; el nimero y la actividad de los

receptores de membrana también se ven afectados (Parsell y Lindquist, 1993).

Funcion de las hsps como chaperonas moleculares:

El término chaperona fue utilizado por Laskey para describir el papel de las
nucleoplasminas en el empaquetamiento de la cromatina y popularizado por R. J. Ellis
(1989) en la descripcion de estudios sobre en ensamble de la Rubisco en el cloroplasto.
Las chaperonas moleculares se definieron originaimente como proteinas que median el
ensamble correcto de otras proteinas sin llegar a formar parte de la estructura final de
esta (Miernyk, 1997). Recientemente las chaperonas se han definido como aquellas
proteinas que se unen y estabilizan una conformacién inestable atraves de un ciclo de

pegado y liberacion para facilitar el funcionamiento adecuado de la proteina
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(Miernyk, 1997). Las chaperonas moleculares son requeridas para una amplia gama de
procesos a temperaturas normales y estresantes, incluyendo el plegamiento,
desnaturalizacion, oligomerizacion y localizacién subcelular de proteinas. Un gran
numero de proteinas han sido reportadas con actividad de chaperonas moleculares.
Muchas chaperonas moleculares son proteinas de estrés y fueron originalmente
descritas como proteinas de choque térmico (hsps) (Miernyk, 1997). Subsecuentemente
se demostré que la sintesis de muchas proteinas de choque térmico pueden ser
inducidas por otros tipos de estreses y que ademas muchas se expresan en condiciones
no estresantes. A muchas chaperonas se les nombra con la primer nomenclatura [hsp
(heat shock protein) seguido por un numero, indicando el peso molecular en
kilodaltones] (Figura 1) y en muchos de los casos cuando un grupo de chaperonas llega
a conformar una familia tambien se les ha nombrado con esta misma nomenclatura
(Miernyk, 1997).

El papel de las hsps en la termotolerancia inducida no es muy. claro; sin
embargo, estudios bioquimicos de algunas de estas proteinas indican que son necesarias
para prevenir la acumulacion de proteinas dafiadas. La acumulaciéon de proteinas
anormales es suficiente para la induccion de la sintesis de hsps {(Goldberg, 1972).
Ensayos in vitro han demostrado que algunas hsps previenen la acumulacion de
proteinas daiiadas tratadas con agentes desnaturalizantes de tres maneras: 1)
previniendo la agregacién de proteinas desnaturalizadas; 2) promoviendo su
replegamiento y 3) facilitando la degradacién de proteinas anormales (Nover, 1991).

Las hsps estudiadas son de tamafios diversos, composicion oligomérica y
agunas de ellas pueden tener la misma funcion. Las funciones de algunas hsps son
plegar y desplegar proteinas, ademas, facilitan el ensamble y desensamble de multiples
complejos enzimaticos. Las hsps son elementos clave en la prevencion de asociaciones
impropias de las proteinas en la célula cuando ésta se encuentra en condiciones
fisiolégicas normales y estresantes. Una caracteristica muy importante de las
chaperonas es que imparten la conformacién estérica de otras proteinas. La
conformacidn que deriva de la interaccion de las chaperonas con los péptidos nacientes
estd contenida en la secuencia primaria de a.a (aminodcidos) de la proteina misma. Las
chaperonas simplemente facilitan el proceso de plegamiento de los péptidos.
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TABLA 1. Proteinas de estrés por calor en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Mager y Moradas (1993).

Nombre Localizacion celular uncion
hsp104 Nucleélo Tolerancia al estrés
hsp90 Citosol/nucieo Chaperona
hsp70

ssal Citosol Chaperona

ssa2 Citosol Chaperona

ssad Citosol Chaperona

ssa4 Citosol Chaperona

ssb1 Desconocida Desconocida

ssb2 Desconocida Desconocida

ssc1 Mitocondria Chaperona

ssd1 (kar2) Reticulo endoplasmico ~ Chaperona
hsp60 Mitocondria Chaperona
hsp30 Membrana plasmatica  Desconocida
hsp26 Citosol/nicleo Desconocida
hsp12 Citosol? Desconocida
ubiquitina Citosol Degradacién de proteinas
enzimas

Enolasa Citosol Glucolisis

Gliceraldehido 3-

fosfato deshidrogenasa Citosol Glucolisis

Cinasa de Citoso! Glucolisis

fosfoglicarato Catalasa Citosol Defensa antioxidativa




Durante la “vida” de una proteina pueden presentarse diferentes problemas
para establecer una interaccion con otra proteina generarando un producto no
funcional. Durante el inicio de la sintesis de las cadenas polipeptidicas nacientes estas
son susceptibles de interactuar con otras proteinas o con ellas mismas antes de su
liberacion del ribosoma, esta interaccion puede ser con las chaperonas moleculares, las
cuales en su interaccion con el péptido naciente hacen que este adopte la conformacion

adecuada para su buen fucionamiento (Parsell y Lindquit, 1993).

Hsps de bajo peso molecular:

De todas las familias de hsps, las de bajo peso molecular son las menos
conservadas y de las que menos se conoce su funcion. Las proteinas varian bastante en
tamafio (de 12 kd a 40 kd) y en composicién de aminoacidos. Las hsps de bajo peso
molecular se encuentran en procariotes (mycobacteria) y en citosol de eucariotes. Son
particularmente abundantes en plantas donde ademas de citosol se encuentran en los
sistemas de endomembranas y cloroplastos (Vierling, 1991). Las hsps citosdlicas de
bajo peso molecular muestran un complejo patrén de localizacion en respuesta a
cambios de temperatura y otros estimulos (Arrigo y Tanguay, 1991; Nover, 1991;
Rossi y Lindquist, 1989). En respuesta a temperaturas extremas las hsps de bajo peso
molecular son particularmente abundantes y forman grandes estructuras llamadas
“granulos de choque térmico”. (Arrigo y Tanguay, 1991; Nover, 1991).

Funcidn de las hsps de bajo peso molecular: Estudios bioquimicos in vitro de
las hsps de bajo peso molecular indican una funcién de estas como chaperonas
moleculares. En estudios con la hsp25 de ratdn se observo que estas suprimen la
agregacion de la proteina BL-cristalina a 58°C y de la a-glucosidasa a 49°C en una
relacion molar de 1:20 y 1:10 respectivamente (hsp:sustrato) (Merck et al., 1993). En
otro estudio con la hsp25 de ratdn, la hsp27 y la a-cristalina de humano, se demostro
que todas ellas previenen la agregacion inducida por calor de la citrato sintasa y de la
o-glucosidasa y promueven la renaturalizacién de estas proteinas después de su
desnaturalizacion con urea (Jacob ef al., 1993). Sin embargo, en ningun estudio se ha
reportado la formacion de un complejo binario estable entre las hsps de bajo peso

molecular y su substrato.



En contraste con las actividades de chaperona de hsp70 y hsp60, la actividad de
chaperona de las hsps de bajo peso molecular es independiente de ATP.

Andlisis genéticos de la funcion de las hsps en mamiferos y levaduras han
dado resultados diferentes. Seleccion de lineas celulares CHO (chinese hamster ovary)
termotolerantes seleccionadas a hipertermia produjeron un grupo de mutantes en las
cuales el Gnico cambio detectado fue la sobreproduccion de hsp27 (Chretien y Landry
1988). La transfeccion de células CHO silvestres con genes de hsp27 que se expresan
de manera constitutiva confieren una termotolerancia basal elevada a estas células
transfectantes. La levadura S. cerevisiae solamente contiene dos hsps de bajo peso
molecular, la hspl2 y la hsp26 (Petko y Lindquist, 1986), donde la sobreexpresion de
la proteina hsp26 provee un incremento ligero en la termotolerancia (Susek y
Lindquist, 1989; Tuite ef al., 1990). La delecién del gen HSP26 no genera ningln
efecto sobre el crecimiento: a) a cualquier temperatura en medios de cultivo con
diferentes fuentes de carbono; condiciones aerdbicas & anaerdbicas; b) altas
concentraciones de etanol en fase logaritmica y estacionaria; ¢) en la termotolerancia
(Petko y Lindquist, 1986).

Los estudios realizados hasta ahora han mostrado que las hsps de bajo peso
molecular juegan un papel importante en la termotolerancia en células de mamifero y
un papel menos importante en células de levadura.

Familia hsp60:

Las proteinas hsp60 se encuentran en el citosol bacteriano {conocidas como
GroEL) y en matriz mitocondrial y estroma de cloroplastos de eucariotes (conocidas
como chaperonina-60) (Ellis y van der Vies, 1991; Hatl et al., 1992; Lorimer, 1992).
GroEL es una de las proteinas mas abundantes a temperaturas normales, la cantidad de
proteina fluctia entre 1-2%. La hsp60 de eucariotes comprende aproximadamente el
1% de la proteina total de la matriz mitocondrial. Todas las proteinas de esta familia
presentan un 60% de identidad a nivel de la secuencia de aminoacidos (Hemmingsen et
al., 1988; Reading et al., 1989). La mayoria de estas proteinas presentan una
estructura oligomérica comin en forma de doble dona formada por dos anillos cada

uno con siete miembros



(Ellis y van der Vies, 1991; Hendrix, 1979; McMullin y Hallberg, 1988), mientras que
la hsp60 mitocondrial es un sélo anillo (Viitanem et a/., 1992). En la mayoria de los
casos estudiados la proteina Hsp60 presenta actividad de ATPasa la cual incrementa
con la temperatura. La union de ATP induce el cambio conformacional adecuado en
la estructura del oligémero (Saibil ef al., 1993; Trent et al., 1991).

Hsp60 funciona de una manera dependiente de otra proteina inducible por
calor, la hspl0 (también conocida como chaperonina-10 para eucariotes o GroES para
procariotes). Al igual que las proteinas hsp60, hspl0 se encuentra en bacterias,
mitocondrias y cloroplastos (Ellis y van der Vies, 1991; Hatl et al., 1992). La proteina
hsp10 forma homo-oligdmeros en forma de anillo, conformado por siete miembros
(Chandresekhar et al., 1986). Las hsp10 se unen a las hsp60 regulando su actividad de
ATPasa y su asociacion con el substrato (Langer ef al., 1992; Saibil et al., 1993).

Funcidén de hsp60 a temperaturas normales: La proteina hsp60 se une a
proteinas desplegadas promoviendo su plegamiento. La afinidad de esta chaperona
molecular por proteinas nativas es muy baja o no la hay, pero cuando se adiciona urea
o analogos de a.a. (aminodcidos) (desnaturalizantes de proteinas) en buffers
fisioldgicos, la afinidad de hsp60 por estos péptidos desnaturalizados aumenta.

Las proteinas hsp60’s bacteriana y mitocondrial son necesarias para el
crecimiento a todas las temperaturas. Mutantes de levadura en hsp60 sensibles al calor,
presentan desplegamiento y agregacion de proteinas oligoméricas de la matriz,
incluyendo la F1-ATPasa a temperaturas no permisibles (Cheng et al., 1989; Horwich

y Willison, 1993).

La funcién plegadora de hsp60 in vitro es fuertemente dependiente de
temperatura. Cuando se agregan agentes desnaturalizantes como la urea a la proteina
Rubisco en presencia de bajas concentraciones de hsp60 y a temperaturas por arriba de
los 25°C, la actividad de la enzima Rubisco es muy baja. Cuando se incrementan la
concentracion de hsp60, aumenta la actividad enzimatica de la Rubisco (Goloubinoff et
al., 1989).



La proteina hsp60 mitocondrial se asocia con una amplia variedad de
proteinas a altas temperaturas. Esta asociacion presumiblemente impide la agregacion
de proteinas y promueve el replegamiento cuando las células son regresadas a

temperaturas normales de crecimiento.

Proteinas TF55/TCP:

Hasta ahora se ha visto que hsp60 juega un papel muy importante en cl
plegamiento de proteinas en bacterias y organelos eucariotes. De esto surge la
pregunta de: ;quién realiza esta funcién en el citosol de eucariotes? Hasta ahora se
tiene una respuesta parcial de una fuente inesperada. La arqueobacteria Sulfolobus
shibatae expresa una proteina a altas temperaturas denominada TF55 de 55 kd (Trent
et al., 1990). La estructura oligomérica de TF55 es similar a la de hsp60 (Trent ef al.,
1990). Otras especies de arqueobacterias y eucariotes sintetizan proteinas con
estructuras similares a altas temperaturas.

En eucariotes estas proteinas reciben el nombre de TCPs (the T-complex
proteins), son citosdlicas y sorprendentemente no son inducibles por calor. Las
proteinas TF55 y TCPs muestran una baja pero convincente homologia a nivel de
secuencia de aminoacidos con hsp60 (Lewis ez al., 1992). Estas proteinas al igual que
hsp60 se pegan a una amplia gama de proteinas desnaturalizadas (Trent ef al.,1991).
TCP también posee actividad de chaperonina parecida a la de hsp60. En cambio, para
TF55 no se ha demostrado que facilite el plegamiento de ningun substrato
desnaturalizado. De manera diferente a las eubacterias y eucariotes que inducen
fuertemente entre 5 y 15 hsps en respuesta a altas temperaturas, Sulfolobus produce
solamente a la proteina TF55. Para el caso de TCP no existen evidencias de que juegue

algun papel en la termotolerancia.



Familia Hsp70:

Las hsp70s son una familia de proteinas altamente conservada, el porcentaje
de identidad a nivel de secuencia de a.a. entre los diferentes miembros de diversas
especies se acerca al 50%. Los distintos miembros de esta familia se encuentran en
reticulo endoplasmico, mitocondria, cloroplasto, nucleo citoplasma y en citosol
bacteriano. Algunas son constitutivamente expresadas y otras son inducidas por calor o
frio.

Todas las proteinas hsp70 estudiadas tienen un dominio N-terminal el cual es
el mas conservado y presenta alta afinidad por ATP (Flaherty et al., 1990). El
dominio C-terminal es menos conservado y es el responsable de la union a los
substratos (péptidos nacientes y proteinas). Esta organizacion sugiere que las hsp70
han conservado el dominio de unidén a ATP y han variado el dominio C-terminal para
el reconocimiento de una amplia gama de substratos.

Funciones de las hsp70 a temperaturas normales: Las proteinas hsp70 se
unen a péptidos pequefios preferentemente a los aminoacidos hidrofobicos (Flynn et
al., 1991), a cadenas nacientes sobre los polisomas (Beckman ef al., 1990), a proteinas
que han sido marcadas para transportarse a los compartimentos celulares (Bird, 1987),
a algunas proteinas mutantes (Gething et af., 1986), a ciertas subunidades protéicas
que son expresadas en ausencia de las otras subunidades (Munro y Pelham, 1986) y a
ciertas proteinas oligomeéricas que se encuentan en proceso de ensamble o desensamble
y procesos de translocacion (DeLuca-Flaherty et al., 1990; Georgopoulus y Ang,
1990). Por ejemplo, una hsp70 facilita el ensamble de proteinas en el reticulo
endoplasmico, otra facilita el transporte de proteinas a traveés de la membrana, otras se
encuentran en el citosol manteniendo a algunas proteinas en un estado de traslocacion
competente y otras trabajan en el reticulo endopldsmico o en la matriz mitocondrial
facilitando la translocacién de proteinas a través de la membrana (Craig et al., 1990;
Deshaies et al., 1988; Neupert et al., 1990), donde el uso de ATP permite la liberacion
del producto en todos los casos ( Gething y Sambrook, 1992).

Funciones de las hsp70 en la tolerancia al estrés: En muchos organismos las
hsp70s son inducidas por calor, los primeros experimentos realizados mostraron una

amplia relacion entre la induccion de estas proteinas y la induccidn de
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la termotolerancia y un alto porcentaje de sobrevivencia a altas temperaturas (L1 y
Lazlo, 1985). La importancia de las proteinas hsp70 inducibles por calor reside en su
papel en la tolerancia al estrés a temperaturas supraoptimas no letales, ademas pueden
estar protegiendo a los organismos de la muerte a temperaturas extremas. Sin
embargo, la importancia de hsp70 en la tolerancia al estrés varia sorprendentemente
entre los diferentes organismos.

Las mutaciones en el gen DraK (hsp70) de E. coli no son letales, pero
reducen su tasa de crecimiento celular a 30°C y dejan de crecer a 16°C y 40°C. Estas
mutaciones promueven la expresion constitutiva de otras hsps. Mutaciones en el factor
632 suprimen el efecto de mutaciones en dnaK a 30°C, lo que sugiere que la proteina
DnaK regula negativamente a algunas hsps a 30°C. Por otro lado se ha demostrado que
DnaK protege a la RNA polimerasa manteniéndola activa ante un choque térmico y
reactiva a la RNA polimerasa que fue previamente desnaturalizada (Skowyra et al.,
1990). En estudios recientes se demostré que DnaK reactiva la actividad de la
luciferasa in vivo e in vitro (Schroeder et al., 1993)

La levadura S. cerevisiae, presenta tres hsp70 inducibles por calor (SSA4/,
SSA3 y SSA4) y una que se expresa a 25°C (5542) que también eleva su nivel de
expresion ante un choque térmico. Mutaciones en los genes SS4/ y SSA2 inhiben el
crecimiento a temperaturas elevadas no letales (37°C), pero no provoca ningun efecto
a temperaturas extremas (50°C), (Werner-Washburn ef al., 1987). Mutaciones en
SSA1,S543 y SSA4 reducen la sobrevivencia unicamente cuando se combinan con
mutaciones en el gen hsp/04, que codifica para la unica hsp que se ha visto juega un
pape! importante en la termotolerancia inducida en la levadura S. cerevisiae (Sanchezet
al., 1993). Al parecer, las proteinas hsp70 inducibles por calor no juegan un papel
importante en la sobrevivencia de la levadura a temperaturas letales (50°C), pero si a
temperaturas supradptimas no letales (39°C).

A diferencia de E. coli y S. cerevisiae, en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster, la proteina hsp70 parece tener el papel mas importante en la tolerancia a
temperaturas letales (40-42°C). En este organismo al igual que otros varias hsp70s se
expresan de manera constitutiva (Craig ef al., 1983). La unica hsp70 inducible por

calor es indetectable a temperaturas normales de crecimiento (25°C), pero es inducida
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mas de mil veces cuando se exponen a las moscas a 37°C permitiéndole sobrevivir a

temperaturas extremas (Veldzquez et al., 1983). Lineas celulares de Drosophila
melanogaster transformadas con copias extras del gen que codifica para la proteina
hsp70 inducible por calor acumulan mas rapidamente esta proteina cuando son
cambiadas a 37°C y adquiren termotolerancia mas rapidamente que las células no
transformadas. En otros experimentos se ha observado que lineas celulares
transformadas con genes antisentido para la proteina hsp70 que son expuestas a 37°C
acumulan mas lentamente la proteina y adquieren termotolerancia de una manera mas
deficiente que las no se transformaron (Solomon et al., 1991). Estas lineas celulares
sobreexpresan otras hsps. Cuando se expresa hsp70 a partir de un promotor
heterdlogo independientemente de las demas hsps, se ha visto que la sola expresion de
esta proteina confiere termotolerancia a las células de estos organismos ante una
exposicién directa a 42°C (Solomon ef al., 1991), esto confirma la importancia de
hsp70 en la respuesta al choque térmico (Craig y Gross, 1991; DiDomenico et al.,
1982), sugiriendo que las otras hsps no juegan un papel tan importante en respuesta al
estrés por calor en Drosophila melanogaster.

Como se ha visto hasta ahora la proteina hsp70 es muy importante en
Drosophila melanogaster para la sobrevivencia a altas temperaturas, pero es
perjudicial para el crecimiento y/o la division celular a temperaturas normales si se
sobreexpresa (Feder et al., 1992). Células que expresan la hsp70 inducible por calor a
temperaturas normales detienen su crecimiento y es acompaiiado por el secuestro de
hsp70 en grandes granulos. Granulos semejantes aparecen en la cepa silvestre
aproximadamente 12 horas después de un tratamiento de induccion de la
termotolerancia por calor. El secuestro rapido de hsp70 en los granulos puede ser
esencial para la recuperacion de un desarrollo normal de los de las células después de
un choque térmico.

El papel de hsp70 en la termotolerancia inducida ha sido extensivamente
estudiado en células de vertebrados. Existen contradicciones respecto al papel de las
hsp70s que se expresan constitutitvamente y las que son inducibles por calor con
respecto a su papel en la termotolerancia inducida. Para muchos de los casos

estudiados la induccidn de la termotolerancia coincide con la expresion de hsp70 sin la
12



expresion de otras hsps (Li y Werb, 1982; Li y Lazlo, 1985). En lineas celulares de
varios vertebrados resistentes a temperatura, seleccionadas por tratamientos de
hipertermia, se observo que éstas sobreexpresan la proteina hsp70 (Lazlo y Li, 1985).
Por otro lado, deleciones en el N-terminal conservado de las hsp70, no provocan
deficiencia en la induccién de la termotolerancia, lo cual sugiere que al menos éste

dominio no es importante para la induccion de la termotolerancia (Li et al., 1992).

Familia hsp90:

Los miembros de esta familia se encuentran localizadas en 1os
compartimentos citosélico, nuclear y en el reticulo endoplasmico de los eucariotes
superiores analizados. Esta familia también se xa localizado en procariotes, £. coli
tiene a la proteina HtpG que tiene un 40% de identidad con las proteinas eucariotes.
HtpG es una proteina moderadamente abundante a temperaturas normales y es
fuertemente inducida por calor. Deleciones del gen que codifica para HtpG no tiene
efecto en el crecimiento a temperturas normales, pero a temperauras elevadas provoca
una ligera disminucidn en el crecimiento (Bardwell y Craig, 1988). En la levadura S.
cerevisiae la proteina hsp90 es esencial para el crecimiento a todas las temperaturas.
La proteina hsp90 de levadura presenta una gran afinidad por ATP y presentan
actividad de ATPasa (Csermely y Kahn, 1991). Proteinas hsp90 purificadas de
diferentes organismos presentan diferentes niveles de actividad de ATPasa. Mutaciones
sitio dirigidas en el dominio consenso para actividad de ATPasa no presentan efecto
detectable in vivo (Parsell y Lindquist, 1993)

Fuciones de hsp90 a temperaturas normales: Miembros de la familia hsp90
interactGan con muchas proteinas celulares como es el caso de Casein cinasa Il
(Miyata, y Yahara 1992), varios receptores de hormonas esteroides (Pratt et al.,
1992), calmodulina (Minami et al., 1993), etc. Sin embargo, la actividad de hsp90
como chaperona es modesta comparada con la actividad de hsp60. Estudios in vitro de
la interaccion de hsp90 con la Casein cinasa II, proveen una fuerte evidencia de la
funcion de chaperona de esta hsp (Miyata y Yahara, 1992). En este caso, hsp90 impide
la agregacion de la cinasa, promueve la desagregacién y potencia la actividad de la

cinasa mas de 20 veces. Dos caracteristicas funcionales que hacen diferente a hsp90 de
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otras chaperonas como hsp60 y hsp70 son: 1) hsp90 presenta alta especifidad por los
substratos y 2) la interaccién de hsp90 con sus substratos es de “vida larga” y juegan
papeles regulatorios muy importantes.

Funciones de hsp90 en la tolerancia al estrés: Andlisis genéticos de la
levadura S. cerevisiae demostraron que la cantidad de hsp90 requerida para el
crecimiento, incrementa conforme aumenta la temperatura (Borkovich et al., 1989).
Se ha visto que hsp90 es importante para el crecimento de la levadura a temperaturas
normales, pero su papel a temperaturas extremas aun no es claro. Experimentos en
lineas celulares de mamiferos con RNA antisentido para hsp90, indican que la ausencia
de esta chaperona hace mas sensibles a las células, en cambio, analisis mutacionales del
gen HSPY0 de levadura indican que esta proteina no es necesaria para la tolerancia a
temperaturas supraoptimas (Borkovich et al., 1989).

Hsps con funcion desconocida en la tolerancia al estrés por calor:

A varias peptidil-prolil-isomerasas (PPIs}), se les ha identificado como hsps
en una gran variedad de especies. Estas proteinas se distinguen de otras hsps en que
ellas actian con una verdadera catélisis del plegamiento de proteinas.

En las proteinas nativas muchos de los péptidos unidos se encuentran en
configuracion trans. La configuracion trans es producida durante la sintesis de
proteinas, pero aproximadamente el 60% de estas tienen al menos una union prolil en
posicion cis (Stewart ef al., 1990). El establecimiento de la configuraciéon cis de una
unidén especifica prolil es un paso limitante en el plegamiento de muchas proteinas in
vitro {(Schmid ef al., 1992). La catélisis de isomerizacidon de la configuracion cis a
configuracién trans puede ser igualmente importante en el plegamiento de proteinas in
vivo. Las PPIs no son requeridas para el plegamiento de proteinas in vitro, pero
aumentan la tasa de plegamiento (Fischer, et al. 1984; Schmid, ef al. 1992).
Mutaciones realizadas en los genes que codifican para PPIs en levadura revelan la
importancia de estas durante la exposicion a estrés. Una mutacion en la ciclofilina
mitocondrial (PPI) codificada por CPR3 impide el crecimiento en lactosa a 37°C
(Davis et al., 1993). Otras dos PPIs, la ciclofilina citoplasmica codificada por CYP/ y
la ciclofilina de reticulo endoplasmico codificada por CYP2 son inducibles por
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temperatura. Mutaciones en uno o en ambos genes (CYP/ o CYP2 ) provocan que las
células mueran cinco veces mas rapido que la cepa silvestre a 48°C (Sykes et al.,
1993). Los sustratos de estas proteinas atn no han sido identificados. Estudios con
estas hsps han demostrado su interaccion con hsp70 y hsp90, formando complejos con
una gran variedad de receptores de hormonas esteroides (Nadeau ef al., 1993)
inducidos por temperatura y se corregulan con hsp70 y hsp90. Estas evidencias
sugieren un papel importante de las PPIs ante un estrés por calor.

Familia hsp100:

El 15% del recambio de proteinas anormales en £. coli es llevado a cabo por
las proteasas Clp (también conocidas como proteasas Ti) (Katayama ez al., 1988). Clp
es un hetero-oligémero compuesto por dos tipos de subunidades, ClpP y CIpA. La
actividad proteolitica la conforma un dodecamero de subunidaes ClpP cada uno con un
peso molecular de 21.5 kd. Por otro lado ClpA, la subunidad regulatoria del complejo
ClpP es un péptido de 83 kd que se hexameriza de una manera dependiente de ATP
antes de su asociacién con el dodecamero de ClpP. El ATP es necesario para el
ensamble de ClpA con ClpP y para la protedlisis del sustrato por ClpP.

Las subfamilias ClpA no son inducibles por calor, mutantes c/p4 presentan
el mismo nivel de termotolerancia que la cepa silvestre y no presentan problemas de
crecimiento a cualquier temperatura.

La subfamilia ClpB incluye proteinas de bacterias, levaduras, tripanosomas y
plantas. Para el caso de E. coli se ha demostrado que ClpB es la subunidad regulaoria
de ClpP. Todas ellas son fuertemente inducidas por calor. La proteina hspl04 de la
levadura S. cerevisiae pertenece a esta subfamilia y al igual que ClpA presenta
actividad de ATPasa, sin embargo estudios in vitro han demostrado que no interactua
con ClpP para promover la proteolisis (Woo et al., 1992). Mutantes Aspl04 y c/pB no
presentan defectos proteoliticos (Parsell et al., 1993); sin embargo, estas mutantes
presentan defectos en la termotolerancia inducida (Sanchez y Lindquist, 1990; Squires
et al., 1991) (ver mas adelante otros sistemas proteoliticos en Escherichia coli).

El porcentaje de identidad a nivel de secuencia de a.a. entre estas subfamilias

de proteinas oscila entre 50% y 80%. En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la



proteina hsp104 presenta dos dominios de unién a ATP con diferentes funciones. Uno
de los dominios controla el ensamble de la proteina en un complejo homooligomérico
y el otro dominio es el responsable de la mayor actividad de ATPasa (Parsell ef al.,
1994).

Todas las proteinas incluidas en la subfamilia ClpB son inducibles por calor
y presentan alta homologia entre ellas. Esto sugiere que estas proteinas pueden tener
funciones muy relacionadas en respuesta al estrés (Gottesman et al., 1990; Squires y
Squires, 1992). Anilisis genéticos de los miembros inducibles de esta subfamilia como
son hsp104 de Saccharomyces cerevisiae 'y ClpB de Escherichia coli confirman esta
hipdtesis.

Células de levadura que crecen a 25°C, son pretratadas a 37°C se
termoinducen y sobreviven a un choque térmico letal a 50°C entre 100 y 1000 veces
mas que aquellas que no son pretratadas. La termotolerancia inducida se ve seriamente
afectada por mutaciones en el gen hspl/04,; mutaciones en este gen permiten la
termoinduccidon de manera transitoria, esto se observé en una cinetica de
termotolerancia a 50°C. Durante los primeros minutos de exposiciéon la cepa silvestre
y la mutante presentan el mismo comportamiento, a los 5 minutos del tratamiento las
células mutantes comienzan a morir entre 100 y mil veces mas répidamente que la
cepa silvestre (Sanchez Y Lindquist, 1990). La proteina hspl04 parece estar
especializada para funcionar a condiciones extremas de temperatura. Mutaciones en
hspl04 no provocan ningun efecto sobre el crecimiento en medio de cultivo con
glucosa a 25°C y 37°C (Sanchez et al., 1992). Micrografias electronicas de células
silvestres y mutantes en hspl(4 expuestas a altas temperaturas, acumulan agregados de
mRNA y proteinas de bajo peso molecular. después de unos minutos la cepa silvestre
los disuelve y la mutante no. Al parecer el hecho de no poder deshacer estos agregados
es lo que provoca la muerte de las mutantes en Asp/04.

Al igual que mutaciones en Aspl/(04, mutaciones en el gen inducible CipB de
E. coli, no presentan ningin efecto a temperaturas normales de crecimiento, pero
provocan que las células portadoras de la mutaciéon mueran mas rapidamente que la
cepa silvestre a temperaturas supradptimas (Squires et al., 1991).

La importancia de hsp104 para diferentes tipos de estrés varia
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dramaticamente. Mutaciones por delecion en el gen Aspl04 no tienen efecto ante

exposiciones a altas concentraciones de cobre y cadmio. El efecto de la mutacién es
minimo en altas concentraciones de arsenito (Sanchez et al., 1992). Esto sugiere que el
dafio provocado por estos agentes es diferente al provocado por calor. Sin embargo,
hsp104 juega un papel muy importante en la tolerancia de las levaduras a altas
concentraciones de etanol. De igual forma que la temperatura, hsp104 es importante
solo en condiciones extremas. Mutantes en Asp/04 crecidas en medio de cultivo con
concentraciones con 20% de etanol, disminuyen la sobrevivencia varias miles de veces,
en tanto que concentraciones 15% de etanol, disminuyen la sobrevivencia
minimamente (Sanchez ef al., 1992). Andlisis genéticos de dobles mutantes Aspl04,
hp70 han proporcionado algunas pistas de la posible funcion de hsp104. Deleciones en
el gen hspl04 no presentan efecto en el crecimiento, pero reducen drasticamente la
sobrevivencia a temperaturas extremas. Por otro lado, mutaciones en los genes
inducibles Hsp70: SSAI, SSA3 y SSA4 no tienen efecto en la sobrevivencia a
temperaturas extremas, pero arrestan el crecimiento a 37°C. Dobles mutantes en
hspl04 y cualquiera de los genes SSA4/7, SSA3 y S5§44, eliminan la termotolerancia
inducida residual que presentan mutantes sencillas Asp/04 durante los primeros
minutos en un choque letal a 50°C. La sobreexpresion de la proteina hsp70 incrementa
ligeramente la tolerancia en mutantes hsp{04, por otro lado la sobreexpresion de
hspl04 compensa los bajos niveles de hsp70 en el crecimiento (Sanchez et al., 1993).
Estos resultados sugieren fuertemente que las proteinas hspl04 y HSP70 pueden estar
funcionando en la misma via o vias paralelas que se sobreponen.

Hasta hace poco, solamente se sabia del papel de hspl04 en la tolerancia a
diferentes tipos de estrés. En los ultimos afios se ha descubierto el papel de hspl04 en
fendémenos tipo prion (ver mas adelente) en condiciones no estresantes como es el caso
del factor traduccional [PSI], el cual parece ser un prioén en la levadura. Los priones
fueron descubiertos en mamiferos como los causantes de enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob en el hombre y el Scrapie en ovejas (Prusiner, 1994). En este caso el agente

transmisible de estas enfermedades no es un acido nucleico a traves de un vector tal
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como un virus, sino una proteina celular (PrPC) con una conformacion

alterada{PrPS¢). Cuando la proteina ha obtenido la conformacidn alterada no
solamente es patogénica sino que ademas es capaz de inducir que otras proteinas
adopten la conformacion alterada patégena soteniendo y propagando la enfermedad de
generacion en generacion.

El hecho de que ciertos cambios en el fenotipo de células de levadura puedan
ser debidos a proteinas con una conformacion alterada fue primeramente observada
por Wikner (1994). En este trabajo se enfoco a decifrar el comportamiento raro del

elemento genético [URE]" , notando que este fenémeno tipo prién también podia

explicar el fendémeno provocado por el elemento [PSIT. Estos elementos son

dominantes y se transmiten genética y citoplasmicamente.

Cuando [PSI] esta presente en células de levadura se reduce la fidelidad

traduccional, un fenémeno detectado por la supresion de mutaciones sin sentido,
también llamado supresor omnipotente debido a que puede suprimir las tres

mutaciones sin sentido existentes. Cuando una cepa [PS/]" es cruzada por una cepa [psi-

], el diploide es siempre [PS/]t y sus cuatro productos meidticos también son [PSITT.
La hipdtesis de que [PS/] representa una alteracion heredable en la conformacion de
las proteina (Wikner, 1994) tuvo un fuerte soporte cuando cuando se descubri6 que la
persistencia de [PS7] dependia fuertemente de la proteina hspl04 (Chernoff et al/.,
1995). Tratando de identificar qué factores pueden influir sobre la accion de [PS/]
usando un banco gendmico de levadura, se encontréd un plasmido que restablecid la
fidelidad traduccional que contenia al gen Aspi04 (Chernoff y Ono, 1992). Mutaciones
puntuales sobre el gen de Aspl/(04 demostraron que esta era el unico factor que
provocaba el cambio fenotipico (Chernoff et al., 1995). La sobreexpresion de la
proteina hsp104 en cepas [PS/] provoca una reversion del fenotipo [PS7] a fenotipo
[psi-] y las cura del prion (Chernoff et al., 1995). [PS/] también puede ser curado por
la delecion de hspl04 , provocando un fenotipo [PS/]-nunca mas ([PS/]-no more), las
cepas nunca llegan a ser [PS7] ni ain sobreexpresando la proteina Sup335, lo cual
demuestra que hsp104 es necesaria para la preservacion del prion [PS7].
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La subfamilia ClpC incluye proteinas de bacterias y plantas en la que los
miembros eucaridticos de este grupo contienen una secuencia de importe a cloroplasto
en el amino terminal, que probablemente juegan un papel muy importante en el
recambio de proteinas de cloroplasto (Squires y Squires, 1992).

Al parecer, las proteinas ClpX y ClpY de E. coli son miembros truncados de
la familia hsp100 (ClpB). Estas proteinas carecen de secuencia lider, secuencia
espaciadora y de los primeros nucleodtidos del dominio de unién a ATP que presentan
los miembros de la familia hspl00. ClpX es una proteina inducible por calor
sintetizada del mismo operén que ClpP, pero al igual que mutaciones en ClpP,
mutaciones en ClpX (la cual regula la actividad proteolitica de ClpP), presentan el
mismo nivel de termotolerancia que la cepa stlvestre. Experimentos in vivo € in vitro
han demostrado que el complejo ClpX/ClpP degrada la proteina “O” del fago lambda.

Otros sistemas proteoliticos descritos en Escherichia coli:

En condiciones optimas de creciemiento la “vida media” de muchas proteinas
celulares en E. coli es larga (entre 5 y 20 minutos aproximadamente) comparada con
el tiempo de generacion corto de la bacteria (20 minutos). Sin embargo, las proteinas
anormales como aquellas que contienen analogos de aminodcidos, polipéptidos
truncados y algunas proteinas mutantes son reconocidas y degradadas rapidamente
reduciendo la posibilidad de una interaccidon entre estos polipéptidos y las proteina
funcionales, previniendo asi la acumulacién de agregados proteicos insolubles ademas
de generar la liberacion de aminoacidos de los péptidos no funcionales para la sintesis
de nuevas proteinas. La degradacion de muchas proteinas citosolicas anormales en E.
coli es realizada por varias proteasas.

La proteasa Lon de E. coli, petenece a una familia de proteasas de serina
(Americkn et al, 1991; Chin et a/, 1988) la cual es una proteina dependiente de ATP y
esta compuesta de cuatro subunidades idénticas de 783 a.a. La proteasa Lon cataliza el
recambio de varias proteinas regulatorias importantes como SulA, la cual incrementa
sus niveles cuando hay dafio en el DNA y se inhibe con la septacion celular. Una vez
que el dafio al DNA ha sido reparado SulA4 es reprimido y rapidamente degradado por

Lon. Mutantes /on presentan altos niveles de SulA. Debido a la preferencia de Lon
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para degradar proteinas anormales y aunado a que se induce por calor y otros tipos de
estrés se ha llegado a la hipotesis de que esta proteasa ayuda a eliminar proteinas que
son desnaturalizadas durante el estrés; sin embargo mutantes /on presentan el mismo
nivel de termotolerancia que la cepa silvestre. _

Existen algunas hsps que tienen un papel proteolitico sobre ciertos sustratos
cuya proteodlisis es dependiente de su interaccidon con Lon, este es el caso de DnaK y
GrpE. DnaK, Dnal y GrpE son necesarias para el recambio de algunas proteinas que
son substrato de Lon, tal vez las hsps cooperan con diferentes proteasas para potenciar
la degradacion de polipétidos aberrantes durante el estrés por calor.

La proteasa DegP de E. coli, juega un papel muy importante en la
degradacion de proteinas periplasmicas danadas por estrés por calor, la cual es una
proteasa de serina periplasmica de 48 kd que es fuertemente inducida por calor y es
escencial para el crecimiento a altas temperaturas (Lipinska et al., 1989; Strauch et al.,
1989). Mutaciones en el gen que codifica para DegP impiden que se dé el recambio de
proteinas periplasmicas, pero no de las citosolicas. La informacion que se tiene de las
proteasas Lon, Clp y DegP es evidencia de la importancia de la protedlisis en la

tolerancia al estrés.

El papel del sistema de degradaciéon ubiquitina en la respuesta al estrés
por calor:

Muchas de las proteinas anormales que son degradas en el citosol de células
eucaridticas son proteolizadas por el sistema ubiquitina (Hershko y Ciechanover,
1992). La via de ubiquitina no solamente degrada proteinas anormales, tambi¢n
degrada una gran cantidad de poteinas regulatorias de “vida” corta, incluyendo al
fitocromo Pfr de plantas, P53 de mamiferos y MATa de levadura (Glotzer et al.,
1991; Hochstraser ef al., 1991). La ubiquitina es un pequefio péptido de 76 a.a.
abundante y altamente conservado en eucariotes, su papel en la proteodlisis es marcar
los substratos que van a ser degradados, siendo activada por el ataque de la enzima El
(enzima activadora de la ubiquitina) en una reaccidén dependiente de ATP,
posteriormente es transferida a un grupo de proteinas E2 {enzimas conjugadoras de

ubiquitina), donde la enzima E2 cataliza la transferencia de ubiquitina a un residuo de
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lisina de la proteina que va a ser degradada. Para algunos sutratos, E2s cataliza
directamente la transferencia de la ubiquitina al sustrato, mientras que otras requieren
de la accion adicional de la enzima E3 (proteina ubiquitina ligasa). Las proteinas que
son marcadas por el complejo ubiquitina son degradadas por el proteoma 26S de una
manera dependiente de ATP.

La degradacion de proteinas dependiente de ubiquitina en respuesta al estrés
puede ser por dos vias: 1) Algunas de las reacciones claves son catalizadas por
proteinas inducibles por calor; 2) El sistema ubiquitina parece ser el responsable del
recambio de muchos polipéptidos dafiados por estrés. Cuando los cultivos celulares son
sometidos a temperaturas elevadas se observa una gran degradacion de proteinas
normales (Parag et al., 1987); el aumento en la protedlisis coincide con una reduccion
en el conjugado ubiquitina-histona libre y un incremento en los conjugados ubiquitina-
proteina. Lineas celulares mutantes en la enzima El son sensibles a calor, no
responden a un cambio en la temperatura con un incremento en la actividad
proteolitica y no pueden crecer a temperaturas elevadas.

En una amplia variedad de eucariotes la ubiquitina es sintetizada como una
poliproteina, la cual, es subsecuentemente procesada en varias unidades (Ozkaynak et
al., 1984). En cada caso probado estas poliproteinas son inducidas por calor.
Evidencias genéticas han demostrado que es importante tener altas concentraciones de
ubiquitina libre para tener una respuesta adecuada a las condiciones de estrés. Mutantes
en el gen UBJ4 que codifica para una subunidad del proteoma de levadura crecen a la
misma tasa que la cepa silvestre a temperaturas normales, pero son mas sensibles que
la cepa silvestre a periodos prolongados de incubacion a altas temperaturas (Finley et
al., 1987).

En Saccharomyces cerevisiae €l gen de la poliubiquitina (UB/4) es necesario
para la tolerancia al estrés. Bajo condiciones normales la ubiquitina es sintetizada por
los genes UB11, UBI2 y UB13 (Finley et al., 1989). Cada uno de estos genes codifica
para proteinas fusionadas con una ubiquitina en el C-terminal y en el N-terminal de
proteinas ribosomales, las cuales son cortadas precisamente después de la sintesis
(Finley et al., 1989). El ataque transitorio de la ubiquitina a proteinas ribosomales

parece facilitar su ensamble, sugiriendo que la ubiquitina puede funcionar como una
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chaperona molecular especifica para aquellas proteinas a las que se fusiona. Es posible
que la hsp ubiquitina juegue ambos papeles, uno en la degradacion de proteinas y otro
en el ensamble y plegamiento de proteinas como chaperona molecular (Finley ef al.,
1989).

El responsable de la degradacion de las proteinas marcadas por el complejo
ubiquitina es un multicomplejo enzimdtico con actividad de proteasa dependiente de
ATP conocido como proteoma 26S, este complejo incluye a la subunidad
multicatalitica 20S y a otras proteinas (35-110 kd) (Hershko y Ciechanover, 1992;
Rechteiner et al., 1993). Una de las subunidades de alto peso molecular (S4) del
complejo 26S que tiene actividad de ATPasa (Dubiel ez al., 1992; Erdmann, et al.,
1991), presenta alta homologia con la proteina ClpA de E. coli en el primer sitio de
unién a ATP, lo cual sugiere una homologia funcional del proteoma 26S con las
proteinas bacterianas Clp. Muchos de los componentes del proteoma 265 no son
inducibles por calor; sin embargo, este complejo es muy importante para la tolerancia
al estrés por calor. Cepas de levadura con una mutacion sin sentido en el gen que
codifica para una subunidad del proteosoma (prel), muestran sensibilidad a altas
temperaturas y a analogos de aminoacidos.

Mas del 90% de la protedlisis eucaridtica se lleva a cabo en el lisosoma. La
protedlisis lisosomal durante el ayuno de los organismos también puede ser
dependiente de ubiquitina (Bohley y Seglen, 1992). Células ayunadas que son
deficientes de ubiquitina presentan deficiencia en las tasas de proteolisis lisosomal
(Gropper et al., 1991).

Genes que codifican para enzimas glicoliticas inducibles por calor en la
levadura Saccharomyces cerevisiae:

En la levadura Sacharomyces cerevisiae se ha demostrado que tres enzimas
glicoliticas son inducibles por calor; La enolasa (Hsp48) (lida y Yahara, 1985), la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Hsp35), y una fosfato cinasa. Un aumento en
la expresion de las enzimas glicoliticas puede estar reflejando la necesidad de una
mayor cantidad de sus productos para cubrir la demanda energética en condiciones

estresantes. ENOI (enolasa) es expresado a niveles muy similares cuando las células se
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crecen en fuentes de carbono glicoliticas o gluconeogénicas, pero la sintesis de Enolp
incrementa durante la fase estacionaria, durante la deprivacidon de azufre o bien
después de un choque térmico (Ilida y Yahara, 1985).

El gen que codifica para la proteina inducible por calor de 35 kd fue
identificado como el gen G3PDH que codifica para la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa previamente descrito (McAlister y Holland, 1985). Exiten otros dos
genes estrechamente relacionados con G3PDH, que no son inducibles por calor (TDH/
y3). La isoforma G3PDH inducible por calor, es de las més abundantes en condiciones
normales de crecimiento, ademas es necesaria para el crecimiento Optimo a
temperaturas normales. Mutantes en esta enzima presentan una tasa de crecimiento
reducida a 25°C y 37°C.

El gen PGKI que codifica para la fosfoglicerato cinasa es expresado a
niveles muy elevados a 25°C en medio de crecimiento rico con glucosa como fuente de
carbono. Cuando las células se cambian de 25°C a 37°C los niveles de la fosfoglicerato
cinasa se ven incrementados entre seis y siete veces mas. En el promotor del gen
PGK1, se encuentra un elemento de choque térmico HSE (heat shock element), el cual
es necesario para incrementar los niveles de mensajero bajo condiciones de estrés por
calor (Piper et al., 1988).

Regulaciéon de la expresion de los genes inducibles por calor en la
levadura Saccharomyces cerevisiae:

La regulacién transcripcional de los genes inducibles por calor en la
levadura Saccharomyces cerevisiae es mediada por una secuencia activadora rio
arriba, UASys (Slater y Craig, 1987), la cual es muy similar al potenciador de la

transcripcion (enhancer) HSE primeramente descrito en Drosophila melanogaster
(Bienz y Pelham, 1987). Se ha reportado que no es suficiente una sola copia de HSE
para la induccién de los genes inducibles por calor en Drosophila melanogaster.

Un gran nimero de genes inducibles por calor también son expresados a
niveles sustanciales durante el crecimiento exponencial de la levadura Saccahromyces
cerevisiae. Los genes HSP82 y SSA1 presentan un nivel de expresion basal en fase
exponencial de crecimiento y se ha observado que un solo HSE es necesario para
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aumentar su induccién por calor (Slater y Craig, 1987). Mutaciones en el elemento

HSE incluidos en la regién promotora de HSPS82, provocan una disminucién de 95%
en la expresion inducida por calor. Para SS4/, uno de los tres HSEs (HSE2) localizado
a 199 nucleotidos del 5 terminal, es necesario para producir 80% de la expresion
inducida por calor. Los HSEs 2 y 3 son necesarios para la expresion basal de los genes
inducibles por calor.

Las secuencias HSE son reguladas transcripcionalmente por la union del
factor de transcripcion de respuesta al estrés por calor (HSTF) (Sorger y Pelham,
1987; Wiederrech et al., 1987; Sorger y Nelson, 1989). Se ha descrito al HSTF como
un trimero, tanto en solucidn como cuando estd unido al DNA; la oligomerizacion es
mediada por una regién (entre 327 y 424 a.a) que forma cierres de isoleucina, la cual
forma hélices anfipaticas (Sorger y Nelson, 1989). El HSTF aislado de células de
levadura a temperatura control o tratadas por calor se encuentra unido con la misma
afinidad al DNA (Sorger et al., 1987), lo cual es contrastante con el aumento en la
afinidad por el DNA del HSTF de células de Drosophila y mamiferos cuando se
someten a temperaturas de induccion de la termotolerancia. Experimentos in vivo
indican que HSTF de levadura se encuentra unido constitutivamente a las secuencias
HSE durante el crecimiento exponencial (Jakobsen y Pelham, 1988). Después de un
choque térmico HSTF es fosforilado en multiples sitios; el 18% de los aminoéacidos
HSTF son serinas y treoninas, los cuales son posibles sitios de fosforilacién. Estos
eventos de fosforilacion correlacionan con un incremento en la capacidad del HSTF
para estimular la transcripcién, pero no se ha demostrado claramente que las
fosforilaciones sean las responsables directas de la activacion de HSTF. Mutaciones por
delecion en HSTF de levadura son letales, lo cual sugiere que este factor es necesario
para la expresién basal de algunos genes de choque térmico (Sorger ef al., 1987,
Wiederrecht et al., 1987).

Analisis de mutantes por deleciéon en HSTF fusionados a yAP-1 y al gen
reportero LacZ han permitido determinar que HSTF contiene al menos dos dominios
de activacion flanqueando al dominio de unién al DNA (Nieto-Sotelo ef al., 1990).
También se determind que la actividad de estos dominios es reprimida bajo

condiciones normales de crecimiento por elementos en trans (Nieto-Sotelo et al).
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Ademas analisis de mutaciones en la secuencia HSE fusionada al gen
reportero LacZ dieron como resultado niveles constitutivos elevados de expresion
(Pelham et al., 1991). El mecanismo involucrado en el aumento de la actividad de
HSTF ante un choque térmico aun no ha sido determinado, pero se ha propuesto que
hsp70 puede estar jugando un papel importante en la regulacion de la actividad de
HSTF por una interaccidon directa de hsp70 con este factor transcripcional (Nieto-
Sotelo et al., 1990).

Sustituciones en los codones 206 y 256 del HSTF confieren dos fenotipos a la
levadura, por una parte provocan una elevada actividad transcripcional del mutante
HSTF, que resulta en termotolerancia constitutiva. El segundo fenotipo potencia la
afinidad de unidn por el HSE que se encuentra en el extremo 5°del promotor CUP,

dando como resultado una transcricion elevada de metalotionina (Sewell et al., 1995).

Regulacion de los genes de estrés por calor por los elementos de respuesta
al estres (STREs) en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se identificé un elemento de
respuesta al estrés independiente de HSTF en la region promotora de un gen que
responde al dafio en el DNA (DDRZ2) (Kobayashi y McEntee, 1993) y en el gen que
codifica para la catalasa citoplasmica T (CTT/) (Wieser et al., 1991; Marchler et al.,
1993). HSTF no se une a la secuencia consenso AGGGG 6 CCCCT (Wieser ef al.,
1991; Kobayashi y McEntee, 1993). Con base en la observacion de que este elemento
es activado por multiples factores estresantes como la deprivacion de nitrégeno, estrés
osmdtico, estrés oxidativo, etanol, etc se le denomind elemento de respuesta al estres ¢
STRE (del término en inglés: Stress Response Element). El o los factores
transcripcionales de respuesta al estrés aun no ha sido bien identificados en su
totalidad, observaciones recientes demostraron que los activadores transcripcionales
Msn2p y Msndp (Estruch y Carlson, 1993) se unen especificamente a estos elementos
de respuesta al estrés y son los responsables de elevar los niveles de expresion de los
genes que contienen los elementos STRE en respuesta al estrés por calor y otros tipos
de estrés (Ruis ef al., 1995). Estos activadores transcripcionales no son necesarios para

la activacién de los genes dependientes de la secuencia STRE en respuesta a un choque
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osmotico. Ademas de los genes CTT! y DDR2 se ha demostrado que los genes TPS2
(que codifica para la trehalosa fosfato fosfatasa), el gen GSY2 (que codifica para una
glicogeno sintasa), HSPI12 y hspl04 también son regulados por la via STRE
(Gounalaki y Thireos, 1994). El elemento PDS (Post Diauxic Shift) (Boorstein y
Craig, 1990) del gen SSA3 (que codifica para la proteina HSP70) puede ser una
variante del elemento STRE. Al igual que el elemento STRE es regulado
negativamente por la cinasa A de proteinas y es activado durante la fase diduxica y
durante la fase estacionaria. Sin embargo, en contraste con STRE, el elemento PDS no
es activado por estrés por calor ¢ por alta osmolaridad. El consenso del elemento PDS
del gen SSA3 contiene la secuencia AGGGA, la cual puede compararse con el consenso
AGGGG del elemento STRE.

La transcripcidon de un gran numero de genes en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, particularmente los de CTT/ y SS43 se encuentra bajo la regulacion
negativa de la cinasa A de proteinas dependiente de cAMP (PKA), los elementos STRE
y PDS (Marchler ef al., 1993; Boorstein y Craig, 1990; Belazzi et al., 1991; Engelberg
et al., 1994). Los niveles transcripcionales basales e inducidos dependientes de la via
STRE son potenciados en mutantes ras2 con una baja actividad de cinasa A de
proteinas y son dramaticamente reducidos en mutantes bcy/ con una alta actividad de
cinasa A de proteinas. Estudios epistaticos indican que el control de la actividad de
STRE por las vias que regulan la osmolaridad elevada (HOG) y la de la cinasa A de
proteinas dependiente de cAMP ocurren en paralelo (Schuler et al., 1994). Esto es
consistente con las primeras observaciones que se hicieron donde la resistencia al
estrés puede ser inducida en células que carecen de la subunidad regulatoria de la
proteina cinasa A, si la actividad de la subunidad catalitica es atenuada (Cameron et al.,
1988). Se ha sugerido que la subunidad catalitica de la cinasa A de proteinas juega un
papel directo en el metabolismo nitrogenado, de la trehalosa y de la actividad del
elemento STRE.

En contraste con la expresion de los genes dependientes del elemento HSE, la
transcripcion regulada por el elemento STRE presenta todas las caracteristicas de una
via mas general de respuesta al estrés en la levadura. Existe una excelente correlacion

entre el efecto de las mutaciones (particularmente en las de la via RAS-cinasa A de
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proteinas) sobre la adquisicion de la tolerancia al estrés y sobre la expresién mediada

por el elemento STRE. Esta correlacion es también valida a nivel de factores
fisiologicos. Los factores que inducen estrés, inducen la via STRE y esta induccion
cruza, dando como resultado proteccion ante otros tipos de estrés (Marchler et al.,
1993, Schuler et al., 1994).

Los elementos de respuesta al estrés AP-1 (AREs) en la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

YAP-1 es un gen de la levadura Saccharomyces cerevisiae homologo a la
familia de factores transcripcionales AP-1 de mamiferos, los cuales regulan la
expresion de genes que confieren resistencia a varios tipos de estreses. Mutaciones que
provocan la pérdida de la funcion YAP-1, traen como consecuencia la
hipersensibilidad a perdxido de hidrégeno, implicando como funcidn al gen en la
proteccion al estrés oxidativo. Consistentemente, entre los genes blanco del activador
transcripcional YAP-1p se encuentran TRX2 que codifica para la Thioredoxina, la
cual es inducida por estrés oxidativo via la union deYAP-1p al elemento ARE y GSH]1
que codifica para la y—glutamil-cisteina sintetasa, la enzima limitante en la sintesis del
glutation. Los promotores dependientes de STRE son sensibles a deleciones en YAP-1,
sin embargo, YAP-1 no se une al elemento STRE. Esto contrasta con la actividad de
HSTF la cual no es dependiente de YAP-1, puesto que muestra una actividad normal
en un fondo genético yap-1A (Nieto-Sotelo ez al., 1990)

Factores intrinsecos que afectan la folerancia al estrés por calor en la
levadura Saccharomyces cerevisiae:

Los cambios en la expresion de las hsps durante el desarrollo y en respuesta
a condiciones fisioldgicas correlacionan perfectamente con los cambios en la
termotolerancia. Por ejemplo, la hormona esteroidal “ecdisona” induce la sintesis de
hsps v la termotolerancia en Drosophila {Berger y Woodward, 1983). Las hsps
tambien se expresan de manera constitutiva en céluas de hongos que estan esporulando
y en fase estacionaria, estas células presentas altos niveles de termotolerancia (lida y

[ahara, 1984; Kurtz et al., 1986). Un ejemplo particularmente interesante es provisto
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por los hongos patégenos dimérficos, los cuales inducen la sintesis de las hsps cuando
se mueven del ambiente externo al hospedero de sangre caliente. El grado con que
ellos pueden inducir las hsps coincide con su patogenicidad (Patriarca et al., 1990).

Recientes pruebas genéticas en la levadura Saccharomyces cerevisiae, en
relacién a los cambios en la expresion de las hsps en respuesta a los diferentes estadios
de desarrollo y a cambios nutricionales, han ayudado a entender las diferencias en los
niveles de termotolerancia bajo estas condiciones. La expresion de la proteina hsp104
es necesaria para la viabilidad de esporas y células en fase estacionaria. Tambicn es
necesaria su expresion para que estos tipos celulares obtengan los niveles naturales de
termotolerancia a altas temperaturas (Sanchez et al., 1992). Ademas, los niveles de
hspl104 son méas abundantes en células que crecen en fuentes no fermentables de
carbono como el acetato, que aquellas que crecen en fuentes fermentables de carbono.
Esto altimo, correlaciona con que las células que respiran son mas termotolerantes que
las células que fermentan y que hspl04 es necesaria para la termotolerancia (Sanchez
et al., 1992).

Otro factor involucrado en la tolerancia al estrés por calor es el disacarido
trehalosa el cual se acumula en varios organismos durante la fase estacionaria de
crecimiento y durante un choque térmico a temperaturas supradptimas no letales, estas
dos condiciones también inducen altos niveles de tolerancia al estrés por calor.
Experimentos in vitro con trehalosa han demostrado que esta evita la inactivacion
irreversible de enzimas durante la desecacion (Colaco et al., 1992).

Las diferencias observadas de la termotolerancia entre los organismos en las
distintas etapas del desarrollo y bajo variadas condiciones fisiologicas siempre
correlaciona con una expresion diferencial de las hsps.

Un fendmeno mas enigmatico es la gran variacidon que presentan en la
termotolerancia basal organismos muy relacionados crecidos en las mismas

condiciones fisioldgicas y el mismo estadio del desarrollo.
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El efecto de la limitacion de nutrientes en la termotolerancia en la
levadura Saccharomyces cerevisiae:

Las células de levadura crecidas en medio liquido rico con glucosa como
fuente de carbono, pasan por una fase exponencial de crecimiento, una fase diduxica y
una fase estacionaria (Matile ef al,, 1969; Lilie y Pringle, 1980). A medida que la
levadura va creciendo en el medio de cultivo, cambia su metabolismo y se va haciendo
mas termotolerante a temperaturas letales (50°C). En la fase exponencial del
crecimiento, las levaduras son mas sensibles al calor y en la fase estacionaria son mas
termotolerantes (Schenberg-Francino y Moustacchi 1972; Parry et al., 1976). De igual
forma las células que sufren limitacion de nutrientes en el medio de cultivo, son mas
resistentes a temperaturas letales (Paris y Pringle, 1983; Plesset e al., 1987). La
expresion de un subgrupo de genes inducibles por calor, incluyendo SSA3, HSP26,
HSP82, hspl04 y UBI4, es inducida en células que se aproximan a fase estacionaria
(Werner-Washburne ef al., 1989; Boorstein y Craig, 1990). La expresion de hspl04
en la levadura es necesaria para la adquisicion de una alta termotolerancia natural para
células en fase estacionaria y para las esporas (Sanchez et al, 1992). Ademas, se ha
demostrado que algunos mRNAs de genes de hsps disminuyen su expresion en el
cambio a la fase diduxica, este es el caso para SSA4/, SSCI y KAR2/SSD1. De forma
similar sucede para mRNAs de otros genes que no son inducibles por calor (Werner-
Washburne et al., 1989).

Debido a que no todas las hsps se expresan durante la aproximacion a la fase
estacionaria, podria suponerse que las secuencias HSE no son los Unicos elementos
regulatorios responsables de la regulacion de la induccion en fase estacionaria. La
secuencia HSE de SSA43, la cual es suficiente para la induccidn de este gen ante una
exposicion por calor, no es capaz de inducir la transcripcion de otros genes bajo el
control de esta secuencia consenso durante la aproximacion a la fase estacionaria de
crecimiento (Boorstein y Craig, 1990). Los analisis por delecidén de la region
promotora de SSA3, han proporcionado informacién para la identificacion de un
elemento rio arriba de la secuencia HSE, el elemento PDS (Post Diauxic Shift) que
regula la expresién de los genes que se expresan durante la aproximacion a la fase

estacionaria y en fase estacionaria.
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El papel de la via de transducciéon de sefiales Ras-cAMP en la
termotolerancia.

Las cinasas de proteinas dependientes de cAMP juegan un papel muy
importante en respuesta al ayuno (Gibbs y Marshall 1989), incluyendo la regulacion de
la expresién de algunas hsps. Los niveles de cAMP son regulados por la adenilato
ciclasa y la fosfodiesterasa de cAMP. La adenilato ciclasa, codificada por el gen
CYRI, es regulada por Raslp y Ras2p (proteinas “G” monoméricas). Cuando las
proteinas Ras son activadas, se incrementan los niveles intracelulares de cAMP,
provocando una regulacion negativa sobre la subunidad regulatoria de la cinasa de
proteinas de ¢cAMP (codificada por BCY 1), esto hace que BCY1 se despegue de la
subunidad catalitica TPK1 provocando su activacién. Los niveles de cAMP disminuyen
bajo condiciones de limitacion de nutrientes, resultando como consecuencia la
inactivacion de las proteinas cinasas dependientes de cAMP por unién de la subunidad
regulatoria BCY1 a la subunidad catalitica TPK1.

Mutaciones que afectan la via de regulacion para la sintesis de cAMP,
exhiben una expresion alterada de las hsps y de sus niveles de termotolerancia. lida y
Yahara (1984) aislaron mutantes termotolerantes constitutitvas a las cuales les
llamaron Asrl. Afios mas tarde, se aislaron mutantes en la adenilato ciclasa (cyr/),
estas mutantes presentan termotolerancia constitutiva (Shin et al., 1987),
posteriormente se determino que CYR y HSR1 son alélicas (Iida, 1988). En contraste a
las mutantes en la adenilato ciclasa, células de levadura portadoras de mutaciones en
beyl, nunca llegan a ser termotolerantes aun en periodos prolongados de crecimiento
(Toda et al., 1987). Los genes UBI4 y SS4A3 han mostrado que son regulados por
calor y cAMP (Tanaka et al., 1988, 1989; Werner-Washburne et al., 1989). Ambos
genes son inducidos cuando los niveles de cAMP son bajos y ninguno de los dos es
inducido durante largos periodos de crecimiento en mutantes bcy/. La misma region
promotora de SSA3 es necesaria para la induccion de este en fase estacionaria de
crecimiento y es responsable de la induccion de $S43 cuando los niveles de cAMP son
bajos. Por otro lado la induccién durante la aproximacion a la fase estacionaria de
crecimiento es debida a bajos niveles de cAMP. Esto trae como consecuencia una

disminucién en la actividad de las proteinas cinasas dependientes de cAMP.
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Al parecer la induccion es por una via alterna al de la activacion por el
factor de transcripcion en respuesta al estrés por calor (HSTF). Existen evidencias de
que las proteinas cinasas dependientes de CAMP estan involucradas en la respuesta al
estrés por calor. Por ejemplo, la termotolerancia no es inducida en c€lulas mutantes
beyl durante la aproximacion a la fase estacionaria o después de un choque térmico.
Esto puede ser porque las cinasas de proteinas dependientes de cAMP controlan
negativamente la expresion de las hsps criticas para la termotolerancia y otros factores
y no atraves de HSTF. Shin et al., (1987) reportaron que células mutantes bcy/
expuestas a una temperatura supradptima no letal expresan algunas hsps entre ellas
Hsp72a, Hsp72b y Hsp41 y no presentan termotolerancia ante una exposicion a una
temperatura letal.

El ayuno y la aproximacion a la fase estacionaria provocan que las c€lulas se
paren en GO del ciclo celular (Iida y Yahara 1984a). Al parecer este arresto en GO esta
relacionado con la adquisiscion de la termotolerancia.

El choque térmico a una temperatura supradptima no letal provoca que
células de levadura se arresten transitoriamente en la fase GO del ciclo celular, de igual
manera estas c€lulas se vuelven termotolerantes.

Mutantes de ciclo celular cdc25, ¢dc33 y cdc35 muestran un fenotipo
termotolerante cuando se exponen a 37°C por largos periddos de tiempo debido a que
su funcién codificada es sensible a calor quedando arrestadas en la fase GO del ciclo
celular. Estas mutantes mantienen un alto nivel de termotolerancia cuando se les
expone a 50°C previa induccidén a 37°C por varias horas (Plesset e/ al., 1987). La
progenitora silvestre de estas mutantes alcanza los méaximos niveles de termotolerancia
a 50°C durante los primeros 60 minutos de incubacion a 37°C. Pasados los 60 minutos
comienza a disminuir su nivel de termotolerancia (Plesset e/ al., 1987).
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ANTECEDENTES.

En el laboratorio del Dr. Jorge Nieto estamos interesados en dilucidar los
mecanismos involucrados en la termotolerancia intrinseca de la levadura
Saccharomyces cerevisiae, Para este propdsito se mutagenizé a la cepa silvestre W303a
con EMS (Etil Metano Sulfonato) en un cultivo liquido separandolo en un total de 40
alicuotas. Posteriormente se tomaron fracciones de 5 alicuotas diferentes (9, 10, 11, 12
y 13) y se les dieron cinco ciclos de enriqueciemento con choques letales a 50°C,
obteniendo 13 mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada, ScIBTI1, ScIBT2,
ScIBT3, ScIBTS5, ScIBT6, ScIBT7, ScIBTS, ScIBT9, ScIBT11, ScIBT12, ScIBT14,
ScIBT15 y ScIBT16 (Folch er al, 1995; Nieto-Sotelo et al, 1997). Algunas de las
mutantes presentaron tamafio de colonia chico, otras casi silvestre y otras son de
tamano de colonia silvestre (Folch et al, 1995). Posteriormente se seleccionaron 3
mutantes mas por eventos de reversion espontanea de tamafo de colonia chico a
grande de tres de las mutantes originales (ScIBT1 dié origen a ScIBT4, ScIBT2 di6
origen a ScIBT10 y ScIBT11 origind a ScIBT13), lo cual di6 un total de 16 mutantes
termotolerantes constitutivas (ScIBT1....ScIBT16). Estas mutantes presentan diferentes
grados de termotolerancia constitutiva, que va de 10 a varios miles de veces en
relacion a la cepa silvestre. Prosiguiendo con la nomenclatura propuesta por lida y
Yahara (1984) para una mutante con termotolerancia intrinseca elevada al cual
llamaron Asr! (proveniente del Inglés heat shock response) se decidio llamar a las
mutantes ScIBT como mutantes Asr. También se observan diferencias en las tasas de
crecimiento de varias de estas mutantes hsr (Folch et al, 1995; Nieto-Sotelo et al,
1997). En general las mutantes mas termotolerantes {1000X), muestran tiempos largos
de duplicacion, mientras que las de mediana y baja termotolerancia muestran tiempos
de duplicacion mas cercanos al de la cepa silvestre. En la mayoria de los casos los
tiempos de duplicacién muestran una relacion directa con el nivel de termotolerancia.
El andlisis genético preliminar de estas mutantes indicé que las mutaciones son
recesivas para la mayoria de los casos con excepcion de dos que resultaron ser
codominantes. En la mayoria de los casos estudiados el analisis de tétradas (con un
ensayo de termotolerancia cualitativo) sugirié que las mutaciones podian ser nucleares
y monogénicas (Folch et al, 1995; Nieto-Sotelo et al, 1997).
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OBJETIVOS.

Ojetivo general: Hacer una andilisis genético y molecular de los
mecanismos que intervienen la termotolerancia intrinseca de la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos particulares:

1) Determinar los grupos de complementacién para las 16
mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada en fase logaritmica
aisladas previamente en el laboratorio del Doctor Jorge Nieto Sotelo.

2) Determinar los niveles de termotolerancia de las mutantes con
una termotolerancia intrinseca elevada en diferentes estadios de
crecimiento en cultivos liquidos.

3) Hacer un anailisis de la reversion del tamafio de colonia de
chico a grande en las 16 mutantes con una termotolerancia intrinseca
elevada.

4) Determinar si la proteina hspl104 juega algin papel en la
termotolerancia intrinseca elevada y en el alto porcentaje de reversion de
la mutante ScIBT2.

5) Hacer uso de las secuencias de un promotor sintético de genes
de heat shock fusionados al gen reportero LacZ para determinar si la
mutante ScIBT2 esta alterada en alguna de las vias de transduccion de

sefiales de respuesta al estrés.
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MATERIALES Y METODOS
Material bioldgico:

Cepas deEscherichia coli::

DHS5a

F'f M15(lacZ-argF) Ul69 deoR recAl endAl hsdl7 (rkmk ™) supE44 thi-1

gyrA96 reldl/f proAB Y laclZ_M15 zzf:Tn5 [KmR],

Cepas de Saccharomyces cerevisiae :

W303a
W303-6B

W303Ahspl04
SciBT1
ScIBT2
ScIBT3
ScIBT4
ScIBTS
ScIBTé6
ScIBT7
ScIBTS8
ScIBT9
ScIBTI10
ScIBT!1
ScIBT12
ScIBT13
ScIBT14
ScIBTI15
ScIBT16

SCO012*
SC0013**

SCO014***

SCOQ 7****
SCO01 8****
SCOQ19***x*
SCQ020***x*
SCOO2 P *H**x*
SC0022%%**
SCO023%***
SCO0024%***

Mat a ade-1 cani-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1::LEU2
Mat ccade-1 cant-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1.

Mat a ade-1 cani-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 Ahspl04::LEU2.

Mat a ade-1 canl-110 trpi-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsrd-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpi-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3 1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-1::LEU?2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr4-2::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsrl-2::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 lew2-3 112 ura3-1 hsr2-2::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-3::LEU?2
Mat a ade-1 cani-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-4::LEU?2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-2::LEU2
Mat a ade-1 cani-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-5::LEU?2
Mat a ade-1 canl-110 trpI-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-6::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-7::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr6-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-8::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-9::LEU2

Mat ccade-1 canl-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1
Mat acade-1 cani-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1

Mat acade-1 canl-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr2-2

Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1:.LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEUZ
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SCO025%*** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO026**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCOQ27%*** Mat a ade-1 canl-110 trpI-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO028**** Mat a ade-1 canl-110 trpi-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SC0029%*** Mat a ade-1 canl-110 trpI-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO030**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO03 1 **** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO032%*** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO033**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SC0034**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO035**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
SCO036**** Mat a ade-1 canl-110 trpl-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3-1::LEU2
JF0O90" Mat ? ade-1 canl-110 trpl-1his3-1115 leu2-3 112 ura3-1 hsr3 1hspl04::LEU2
JF0917 Mat ? ade-Icanl-110 trpl-1his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3 1hsp104::LEU2
JF0924 Mat ? ade-1 canl-110 tis3-11 15 leu2-3 112 ura3-1

JF0934 Mat ? ade-1 canl-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1

JF1028 Mar ? ade-1 canl-110 trpi-1 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1hsr3-1hsp104::LEU2
JF103" Mat ? ade-1 canl-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1 hsr3 1

JF1048 Mat ? ade-1cani-110 trpl-1 his3-1115 leu2-3 112 ura3-1hsr3-1 hspl04::LEU2
JF105" Mat ? ade-1 canl-110 his3-11 15 leu2-3 112 ura3-1

hsri Mata ade-1 ural his7 lys2 tyrl gall hsrl

* Derivada de ScIBT8 X W303

** Derivada de ScIBT2 X W303-6B

*** Derivada de ScIBT6 X W303-6B

**** Derivadas de ScIBT2 por eventos de reversion independientes de tamafio de

colonia chico a grande.
o Derivada de ScIBT2 X W303Aksp{04

Plasmidos:
YCP50 URA3 CEN4 ARSI ori bla tet (Rose et al., 1987).
PB11 URA3 2u ARSI] HSP26::HSE2(HSP70)::CYCl::LacZ ori bla
(Slater and Craig, 1987; Guarente y Ptashne, 1981)
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Medios de cultivo:
YPDA: Extracto de levadura al 1%, bacto-peptona al 2%, dextrosa al 2% y
40 mg/lt de sulfato de adenina.

Medio minimo: Base nitrogenada para levadura sin aminoacidos al 0.67%

(Difco), dextrosa al 2%, mas los aminoacidos necesarios.

Medio de preesporulacion: Extracto de levadura al 0.8%, bacto-peptona al
0.3%, agar bacteriologico al 2% y dextrosa al 10%.

Medio de esporulacion: Acetato de potasio al 1%, extracto de levadura al
0.1%, agar bacteriologico al 2%, dextrosa al 0.05% y requerimentos al 25% de la
concentracion para €l medio minimo completo.

Medio LB: Bacto-triptona al 1%, estracto de levadura al 0.5% y NaC(l al
1%.

Cuando fue necesario utilizar medio de cultivo solido, se adiciono agar
bacterioldégico Difco 6 Fluka al 2%.

La esterilizacion de los medios de cultivo se realizé6 a 110°C por 20
minutos.

Requerimentos de auxotrofia (aminoacidos y nucleétidos): Sulfato de
adenina 40 mg/lt, uracilo 20 mg/lt, L-triptofano 20 mg/lt, L-Histidina-HCI 20 mg/lt y
L-Leucina 30 mg/lt.

Protocolos para la determinacién del nivel de termotolerancia intrinseca
de cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae:

a) Método cuantitativo: 2 ml de medio de cultivo YPDA se inocularon con
una colonia aislada de la cepa a trabajar y se incubaron a 25°C por 24 horas. De este
precultivo se reinocularon 4 mililitros de medio de cultivo YPDA a una D. O 600am
de 0.05, se incubaron a 25°C y se llevaron a una D. O 600.m entre 0.4-0.6.
Posteriormente, se tomaron 100 Ul del cultivo y se hizo una dilucion 1/10,000 con
agua destilada, se platearon 50 ul por duplicado en medio de cultivo sélido YPDA y
se incubaron a 25°C por el tiempo necesario (entre 48 y 72 horas). El resto del

cultivo se incubo a 50°C por 10 minutos e inmediatamente, se colocaron 5 minutos en
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hielo para posteriormente hacer las diluciones adecuadas, dependiendo del nivel de
termotolerancia, se platearon 50 pl por duplicado en medio de cultivo sélido YPDA y
se incubaron a 25°C por el tiempo necesario {entre 48 y 72 horas). Una vez que
fueron visibles las colonias, se contaron preferencialmente en aquellas cajas que
contenian un numero entre 30 y 300 colonias. Para determinar el porcentaje de
sobrevivencia, se multiplicé el nimero de colonias contadas en la condicién de 50°C
por 100 y el resultado se dividié entre el nimero de unidades formadoras de colonia
contadas para la condicién a 25°C, tomando en cuenta las diluciones efectuadas.

b) Método cualitativo: 2 ml de medio de cultivo YPDA fueron inoculados
con una colonia aislada de la cepa a trabajar y se incubaron a 25°C por 24 horas. Al
dia siguiente, se inocularon 4 mililitros de medio de cultivo YPDA con el precultivo a
una D. O 600sm de 0.05, se incubaron a 25°C y se llevd a una D. O 600n.m entre 0.4-
0.6. Posteriormente, se tomaron 100 ul del cultivo, se hicieron diluciones 1/10,
1/100, 1/1000 y 1/10000 con agua destilada, se gotearon 3 pl de cada dilucién en
orden descendente en medio de cultivo solido YPDA por duplicado y se incubaron a
25°C por el tiempo necesario (entre 48 y 72 horas). El resto del cultivo se incubd a
50°C por 10 minutos e inmediatamente, se colocd 5 minutos en hielo para
posteriormente, gotear 3 pl del cultivo sin diluir y enseguida, se hicieron diluciones
1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10, 000, se gotearon 3 ul de cada dilucién en orden
descendente en medio de cultivo sélido YPDA y se incubaron a 25°C por el tiempo
necesario (entre 48 y 72 horas). Finalmente, se determino visualmente la presencia o
ausencia de colonias en las diferentes diluciones a 50°C, se compararon con las cajas

control (25°C) y se determiné el nivel de termotolerancia de una manera cualitativa.

Determinacion de porcentaje de reversion de tamafio de colonia chico a
grande.

4 ml de medio de cultivo YPDA fueron inoculados con una colonia aislada
y fresca de la cepa a trabajar, se incubaron a 25°C y se llevo a una D. O s00nm entre
0.4-0.6. Se hicieron diluciones 1/10, 1/100, 1/1,000 y 1/10,000, se platearon por
duplicado 50 pl de cultivo sin diluir y 50 pl por duplicado de las difrentes diluciones

en medio de cultivo sé6lido YPDA. Como control de tamafio de colonia se incluyé en
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paralelo a la cepa silvestre (W303a), plateando en medio de cultivo solido YPDA las
mismas diluciones que las cepas experimentales. Se incubaron a 25°C por el tiempo
necesario (entre 48 y 96 horas), se eligieron las cajas con la dilucidon y el tiempo de
crecimiento adecuados para el conteo de las revertantes, ya que se observo que
densidades poblacionales elevadas reducen el tamafio que alcanzan las colonias de una
misma cepa y que las incubaciones prolongadas llevan a las colonias de diferentes
cepas a alcanzar el mismo tamafio. Posteriormente se hizo el célculo de la reversion
multiplicando el nimero de unidades formadoras de colonia revertantes detectadas
por cien, se dividié entre el nimero de unidades formadoras de colonia totales y se

expresaron los valores de reversion en porcentaje.

Aislamiento de revertantes independientes de tamafio de colonia chico a
grande (no hermanas):

20 colonias chicas fueron inoculadas cada una en 4 ml de medio de cultivo
YPDA, se incubaron a 25°C con agitacion y fueron crecidas a saturacion. Se hizo una
dilucion 1/1,000 de cada cultivo y se platearon por separado en medio de cultivo
s6lido YPDA. Se incubaron a 25°C por el tiempo necesario (entre 48 y 72 horas). Se
eligio una colonia grande de cada evento y se crecié en medio de cultivo sélido YPDA
para checar el tamafio de colonia, comparando con la cepa mutante original y la cepa
silvestre. Posteriormente se midio el nivel de termotolerancia intrinseca a cada una de

las revertantes.

Obtencion de diploides de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Con un asa microbiologica se tomé una colonia chica de las cepas a cruzar
con factor de apareamiento diferente (a 6 ) y con marcadores de auxotrofia
complementarios y se dejaron crecer a 25°C por el tiempo adecuado (de 48 a 98
horas). Posteriormente se tomo una asada pequeiia de las dos cepas haploides y se
inocularon en medio de cultivo sélido YPDA, se mezclaron con el asa microbiologica
y se incubaron a 25°C por 24 horas. Para purificar los diploides se tomd una asada
pequeiia de la mezcla de las cepas haploides, se estrié en medio minimo de seleccion
(sin los requerimentos de complementacién), se incubaron a 25°C por el tiempo
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necesario y se seleccionaron como diploides aquellas que crecieron en el medio
minimo de seleccion.

Transformacion de la levadura Saccharomyces cerevisiae por el método
de acetato de litio (Modificado de Schiestl and Gietz et al., 1992).

50 m! de medio YPDA fueron inoculados con 4 colonias por cada 4 ml de
medio de cultivo para el caso de las mutantes que revierten de tamafio de colonia
chico a grande y para el caso de la cepa silvestre a partir de un precultivo de 24 horas
a una D. O soonm de 0.05, se crecieron a una D. O soonm de 0.8. Se transfirio el cultivo
a un tubo falcon, se centrifugé a 2000 rpm por dos minutos en una centrifuga clinica,
se decantd el sobrenadante, se lavaron las células dos veces en 25 ml 1X TELiOAc
{Preparado a partir de: TE 10X (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 0.01 M, pH 7.5) y10X
LiOAc (1 M LiOAc pH 7.5 ajustado con acido acético)}, se centrifugaron durante dos
minutos a 2000 rpm, se decanté el sobrenadante y se resupendieron las células en el
liquido residual. Se adicionaron en el orden siguiente: 25 [l de DNA de esperma de
salmodn a una concentracion de 10 mg/ml en TE pH 7.5, 10 ug de DNA del plasmido,
5 ml de PEG 4,000 al 50% (PEG 4,000 al 50% en 1X TELiOAc, filtrado y
almacenado a 4°C), se mezclaron bien y se incubaron a 25°C por 30 minutos.
Posteriormente se incubaron a 42°C por 20 minutos, se centrifugaron 2 minutos a
2000 rpm, se lavaron 2 veces con medio minimo sin requerimentos, se
resuspendieron en 2 ml de medio minimo sin requerimentos. Finalmente se platearon
200 ul de la mezcla de tranformacion en medio minimo selectivo y se incubaron a
25°C por el tiempo necesario.

Extraccion de DNA genomico de levadura,

2 ml de medio de cultivo YPDA fueron inoculados con una colonia aislada
de la cepa a trabajar y se incubaron a 25°C por 24 horas. Este precultivo se inoculd a
50 ml de medio de cultivo YPDA a una D. O soonm de 0.05, se incubo a 25°C y se
llevd a una D. O coonm de 4.0 (saturacion). Se centrifugd el cultivo en tubos estériles
de polipropileno de 17X100 mm a 3,000 rpm por 5 minutos en una centrifuga clinica
a temperatura ambiente. Se decanto el sobrenadante, se resuspendieron las células en

2.5 ml de agua bidestilada, se transfirieron las células a 5 tubos de microcentrifuga, se
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centrifugaron por 5 segundos a temperatura ambiente, se decantd el sobrenadante y se
resupendieron las células por agitacion suave. Se agregaron por tubo 0.2 ml de buffer
de lisis (Tritén 2%; SDS 1%; NaCl 100mM; Tris-Cl, pH 8.0, 10 mM y EDTA, pH
8.0, 1mM), 0.2 ml de perlas de vidrio, 0.2 ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
y se agitaron fuertemente durante 3 minutos. Se adicionaron 0.2 ml de buffer TE
(Tris-HCI 0.1 M, EDTA 0.01 M, pH 7.5) vy se agitaron suavemente. Se centrifugaron
5 minutos a 15,000 rpm en una microcentrifuga, se transfirié la fase acuosa a tubos
de microcentrifuga limpios, se adicioné 1.0 ml de etano! 100%, se mezclo por
inversion, se centrifugaron 3 minutos a 15,000 rpm, se decanto el sobrenadante y se
resuspendi6 el boton en 0.4 ml de buffer TE. Se agregaron 30 pl de RNAsa (1
mg/ml), se incubd a 37°C por 30 minutos, se agregaron 10 pl de acetato de amonio
4.0 M, 1.0 m! de etanol 100%, se mezcld por inversion, se centrifugd 3 minutos a
15,000 rpm, se decanté el sobrenadante, se seco el botdn, se resuspendio en 0.2 ml de
buffer TE, se dieron tres extracciones fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y
finalmente se resuspendieron en 0.1 ml de buffer TE. Cuando fue necesario
previamente a la lisis se agregaron 5 pl de liticasa a los cultivos, se incubaron 60
minutos a 37°C para eliminar la pared celular.

Extraccion de DNA plasmidico usando columnas de intercambio anidnico
(Maxipreparaciones para obtener de DNA plasmidico) (Qiagen™).

5 m! de medio de cultivo LB fueron inoculados con una colonia de la cepa
(E. coli) que contiene el plasmido y se incubaron a 37°C por 24 horas. Al dia
siguiente se reinocularon 500 ml de medio de cultivo LB con 5 ml del precultivo, se
llevé a saturacion y se centrifugaron las células con el uso de un rotor JA-10 por 15
minutos a 6,000 rpm a 4°C. Se resuspendié el botén en 10 ml de buffer P1 con
RNAsa, se paso a un tubo estéril de polipropileno de 17X100 mm, se adicionaron 10
ml de buffer P2, se agité suavemente por inversién (6 veces), se dejé 5 minutos a
temperatura ambiente, se agregaron 10 ml de buffer P3 frio y se incubé en hielo por
20 minutos. Se centrifug6 con el uso de un rotor JA-20 por 30 minutos a 12,000 rpm
a 4°C. Se equilibrd la columna (Maxi) agregando 10 ml de buffer QBT y se vacid
por gravedad, se puso el sobrenadante del paso anterior en la columna y se vacid por
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gravedad. Se lavé dos veces la columna aplicando 30 ml de buffer QC, se eluy6 el
DNA agregando 15 ml de buffer QF, recuperandolo en un tubo limpio, se agregaron
0.7 volimenes de isopropanol, se centrifugd inmediatamente 30 minutos a 12,000
rpm a 4°C y se decantd el sobrenadante. Finalmente se agregaron 2 veces 5 ml de
etanol al 70%, se decanto, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendio en
300 wl de buffer TE (Ver Qiagen® Plasmid Handbook).

Determinaciéon de proteina por el método de Bradford (Microensayo)
(Bio-Rad™).

Se prepararon cuatro soluciones del standard de proteina (BSA): 10 pg/ml;
5 pg/ml; 2.5 ug/ml y 1.25 pg/ml. El rango lineal del ensayo para BSA esta entre 1.2 a
10 pg/ml. Se colocaron por duplicado en un tubo 800 pl de cada dilucién de la
muestra standard 6 de las muestras problema en un tubo limpio y seco. Después se
agregd a cada tubo 200 pl del colorante concentrado (Bio-Rad) y se agito
vigorosamente. Posteriormente se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente para

finalmente medir la absorbancia a 595 nm (ver manual Bio-Rad protein assay).

Determinacion de la actividad especifica de [P-galactosidasa (Rose y
Bostein, 1983).

A partir de un precultivo de toda la noche, crecido en el medio adecuado
(medio minimo-glucosa) a 25°C de las cepas a determinar, se inocularon 50 ml de
medio minimo-glucosa a una D.O eoonm de 0.05, se pusieron en agitacion a 25°C hasta
alcanzar una D. O soonm entre 0.4-0.5, en este punto se tomaron 5 ml de cultivo para
posteriormente realizar los pasos siguientes del ensayo. El resto del cultivo se incubd
a 39°C por diferentes tiempos ( 60, 120, 180, 240, 300 y 360 minutos) y se tomaron
alicuotas de 5 mi en cada punto. Inmediatamente después de colectar las muestras se
pusieron en hielo 5 minutos, posteriormente se cosecharon las celulas por
centrifugaciéon a 2000 rpm durante 5 minutos. Se tir6 el sobrenadante y se
resuspendieron las células en 250 pl de buffer de ruptura (Tris-Cl 100 mM, pH 8.0;
Dithiothreitol 1mM y glicerol al 20%), las células se congelaron a -20°C en ese

momento. Para realizar el ensayo se descongelaron las células en hielo y se agregaron
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perlas de vidrio (0.45 a .5 mm de diametro) justo debajo del menisco formado por el
liquido, se adicionaron 12.5 ul de PMSF (40 mM en isopropanol al 100%). Se
agitaron las muestras en un “vortex” varias veces y se pusieron en hielo durante la
agitacion. Se adicionaron 250 pl de buffer de ruptura, se mezclaron bien,
posteriormente se extrajo la parte liquida con una micropipeta de 1 ml y se colocé en
tubos ependorff de 1.5 ml, se centrifugaron en una microcentrifuga a 13,000 rpm por
15 minutos para eliminar los restos celulares y se procedio a realizar el ensayo de B-
galactosidasa.

Por cada condicion experimental se adicioné a un tubo 0.01-0.1 ml de

cultivo y 0.9 ml de buffer Z (60 mM Na,HPO47H,0, 40 mM de NaH,PO4H;0, 10

mM de KCI, 1 mM de MgS0O,4-7H,0, 50 mM de B-mercaptoetanol, a pH 7.0) y se

ajustaron a 1 ml con buffer de ruptura y se agité vigorosamente. Se dejaron reposar
las muestras cinco minutos a 28°C. Se agregaron 0.2 ml de ONPG
(ortonitrofenolgalact6sido) (4 mg/ml preparado en buffer Z a pH 7.0) a cada tubo y
se agitaron vigorosamente los tubos. La reaccion se par6 con 0.5 ml de Na,CO3; 1 M.

Se leyo la D. O. a 420 nm de los tubos de reaccion. Se hizo la determinacion de
proteina por el método de Bradford y la actividad se reporté como ng de ONPG

oxidado por minuto por mg de proteina a 28°C.

Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.
Para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa, se utilizé el

kit GENECLEAN® [7 BIO 101. En este método se aprovecha la capacidad del vidrio
para adherir el DNA por carga eléctrica (Vogelstein y Gillespie, 1979).

- Se corrid un gel de agarosa con el DNA a purificar, se cortaron las bandas
seleccionadas de acuerdo al patrén de peso molecular dados por AHind 11l y se
colocaron en un tubo eppendorf, se le afiadieron 3 volumenes de yoduro de sodio 6 M
y se incubd a 65°C hasta que se disolvié completamente la agarosa. Se afiadieron 10 pl
de glass powder (granulos de vidrio) y se mezcld en un vortex, se incubd en hielo 30
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm por 2 minutos en frio y se

guardd el sobrenadante por si el DNA hubiera quedado alli. Al tubo con la pastilla de
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vidrio, se le afiadieron 500 pul de buffer de lavado frio y se agitd en vortex, se
centrifugd 2 minutos a 3000 rpm, se elimind el sobrenadante, se lavd 2 veces mas y
posteriormente se resuspendié en 30 pl de agua bidestilada estéril, se incubo a 42°C
por 5 minutos. Para verificar la banda purificada, se corrié un gel 1% con una
alicuota de la muestra.

Marcaje de la sonda por el método de iniciadores al azar “Random
primer”, (Amersham™),

Mezcla de reaccion. La mezcla se preparé en un tubo eppendorf en el
orden siguiente: se desnaturalizaron 10 pl de la sonda de DNA (25 png/ml) por
calentameinto a 95°C por dos minutos, se puso en hielo, se agregaron 10 ul de buffer
(solucién 1), 4 pl de dATP, dTTP, dGTP no radiactivos (solucién la-1d), 5 pl de
buffer (solucién le), 5 ul de cebador (solucién 2), 1 ul de agua bidestilada, 5 ul de

[oc-32P] dCTP, 2 ul de enzima (solucion 3), se mezclé cuidadosamente con una

micropipeta, se centrifugd por 3 segundos en una microcentrifuga, se incubd a 37°C
por 30 minutos en un termoblock. Finalmente se verificd que el porcentaje de
incorporacion del nucledtido radioactivo fuera el adecuado (75%-80%) y que la
acividad especifica fuera la recomendada en el protocolo (2X109 dpm/jLg de DNA)
(Ver Multiprime DNA labeling systems handbook, Amersham).

Hibridacion DNA-DNA (Southern blot).

La hibridacion DNA-DNA, se realiz6 segun Southern (1975).
Primeramente se corrid un gel de agarosa al 1% con las muestras de DNA
cromosomal digerido con enzimas de restriccion. El gel fue tefiido con bromuro de
etidio, se tomo una fotografia del gel con una regla milimétrica alineada con alguno
de los carriles, para determinar la distancia de migracion. Posteriormente se
calcularon los pesos moleculares de las bandas en base a los marcadores de peso
molecular dados por AHind IIL

a) Desnaturalizacion del gel:

El gel fue colocado en 5 volumenes de una solucion 0.25 M de HCl con

agitacion suave durante 15 minutos. En seguida se colocé el gel en 5 volimenes de
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una soluciéon NaCl 1.5 M, NaOH 0.5 M por 20 minutos con agitacién suave a
temperatura ambiente por dos veces.

b)Neutralizacion del gel:

El gel fue colocado en una solucion Tris-HCI 1 M, NaCl 1.5 M pH 7.5 por
20 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave por dos veces.

¢) Transferencia del DNA.:

El gel fue colocado en una cdmara de transferencia con soluciéon SSC 20X,
en seguida se colocd sobre el gel un filtro de nylon del mismo tamano, se monto la
torre de transferencia con filtro Whattman y papel absorbente, se dejo transfiriendo
toda la noche. Posteriormente se seco el filtro a temperatura ambiente y se fijo el
DNA dando dos pulsos con el Stratalinker en autolink.

d) Prehibridacion de la membrana:

Soluciones: Formamida 50%, SSPE 6X (NaCl 3 M, NaH7PO4-H20,
NA5EDTA 0.002M, pH 7.4), Denhardt 5X, SDS 1%, DNA de esperma de arenque 10

mg/ml.

El filtro fue colocado en un tubo de hibridacién con solucion de
prehibridacion. Se utilizaron 20 pl de DNA de esperma de arenque por cada ml de
solucion de prehibridabién; este se hirvido previamente por 10 minutos para su
desnaturalizacién, inmediatamente se coloco en hielo, después se adicion6 la solucion
de prehibridacion al tubo de hibridacion con el filtro y se dejo toda la noche a 42°C.

e) hibridacion de la membrana:

Se utilizaron las mismas soluciones que en la prehibridacién pero en un 1/2
del volumen original y ademas se le adiciona la sonda marcada, previamente
desnaturalizada por ebullicion y se dejo hibridando toda la noche a 42°C.

f) Lavado del filtro:

Para una alta astringencia se lavo 2 veces en una solucion SSC 5X, SDS 5%
durante 5 minutos, después se lavd con una solucién SSC 0.1X, SDS 1%, durante 30
minutos, finalmente se lavd una vez con una solucion SSC 2X durante 5 minutos.

La membrana fue expuesta en una placa de rayos X por el tiempo

conveniente y se revelo.
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RESULTADOS

I) Determinaciéon de grupos de complementacion en los mutantes hsr.

Con la finalidad de explorar el posible alelismo entre las 16 mutantes
termotolerantes (Folch et al, 1995; Nieto-Sotelo et al, 1997) hsr, se procedio a
determinar los grupos de complementacion. Estas pruebas revelaron la existencia de 6
grupos de complementacién (Figura 2). Dado que todas las mutantes aisladas tienen el
factor de apareamiento a, se decidié obtener una cepa derivada de la mutante ScIBT6
con factor de apareamiento o y asi poder realizar cruzas entre esta mutante y las
demas. El diploide resultante de la cruza ScIBT6a X W303-6Ba se esporuld y de los
productos meidticos, se eligio a la cepa haploide SC0014, por presentar factor de
apareamiento o, marcadores de auxotrofias complementarios a la cepa progenitora de
los mutantes ScIBT para la seleccion de diploides en medio minimo y con un nivel de
termotolerancia semejante al de la mutante parental ScIBT6. Posteriormente, se cruz6
SC0014 por las 16 mutantes termotolerantes originales, para determinar el posible
alelismo que pudiera existir entre ellas y SC0014. Aquellas diploides que presentaron
un nivel de termotolerancia semejante al de la cepa silvestre, complementandose la
funcidon de los genes mutantes recesivos correspondientes, se les consideré como
mutaciones no alélicas. Las diploides cuyo nivel de termotolerancia fue igual o mayor
al de las cepas mutantes termotolerantes involucradas en la cruza, se clasificaron
como alélicas, ya que al no haber complementacion del gen mutante se dedujo que la
mutacién se encuentra en el mismo locus (Figura 1). El primer grupo, se determino
por medio de un analisis cualitativo de termotolerancia (ver materiales y métodos);
los resultados indican que 8 de las mutantes (ScIBT3, ScIBT7, ScIBT9, ScIBT11,
ScIBT12, ScIBT13, ScIBT15 y ScIBT16) son alélicas a la mutante ScIBT6, en tanto
que las otras 7 no lo son (ScIBT1, ScIBT2, ScIBT4, ScIBTS5, ScIBT8, ScIBT10 y
ScIBT14) (Figura 3). Es importante aclarar que aunque el la figura 3 no es muy claro
el fenotipo del diploide ScIBT6XScIBT7, hubo otros dos experimentos donde si se
aprecia claramente que son mutaciones alélicas. Para el siguiente grupo, se selecciono
a la cepa haploide SC0013a derivada de la mutante ScIBT2a. Se hicieron cruzas entre
SC0013a vy las mutantes ScIBT 1, ScIBT2, ScIBT4, ScIBTS, ScIBT10 y ScIBT14.
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Figura 1. Diagrama que muestra el criterio utilizado para definir el alelismo entre

mutantes recesivas Asr.



{ScIBT6 X W303]

[SC0014]}
X

ScIBT1; ScIBT2; ScIBT3; ScIBT4; ScIBT5; ScIBT6; ScIBT7; ScIBTS; ScIBTY;
ScIBT10;ScIBT11;ScIBT12; ScIBT13; ScIBT14; ScIBT15 y ScIBT16

N\

ALELICAS A LA MUTANTE NO ALELICAS A LA
ScIBTé: MUTANTE ScIBTé6:
ScIBT3; ScIBT7; ScIBTY; ScIBT1; ScIBT2; ScIBT4;
ScIBT11; ScIBT12; ScIBT13; ScIBTS; ScIBTS; ScIBT10
ScIBT15 y ScIBT16 _ y ScIBT14 -
[ScIBT2 X W303)
Y
[SC0013]
X

[ScIBT]I; ScIBT2 ScIBT4; ScIBTS; ScIBT10 y ScIBT14]

. NO ALELICAS A LA MUTANTE SCIBT2:
ELELICAS A Léﬁ}ngl{TOANTE SCIBTz'l I:ScIBTl, ScIBT4, ScIBT8 v ScIBT14 :|

[SCIBTS X W303]

[SC0012]
X

[SCIBT 1; ScIBT4 y ScIBT14]

[NO ALELICAS A SclBTiScIBT 1; ScIBT4; ScIBT14 ]

Figura 2. Diagrama de fiujo utilizado para definir los grupos de complementacién de las
mutantes hsr.
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El fenotipo de los heterocigotos resultantes de esta cruza fue determinado
por medio de un andlisis de termotolerancia cualitativo (ver materiales y métodos)
para las mutantes ScIBT2, ScIBT8, ScIBT10 y ScIBT14 y por el método cuantitativo
para las mutantes ScIBT1 y ScIBT4 (Tabla 2A) debido a que el método cualitativo no
nos permitié observar diferencias entre los diploides heterocigotos generados y sus
controles haploides. Los resultados de estos experimentos indicaron que solamente la
mutante ScIBT10 es alélica a la mutante ScIBT2, esto era de esperarse ya que la
mutante ScIBT10 se origind de un evento de reversion de tamafio de colonia de chico
a grande. Cabe afiadir que de acuerdo a estudios llevados a cabo previamente (Nieto-
Sotelo et al, 1997) unicamente la mutante ScIBTS resultd ser alélica a la mutante s/
(Iida y Yahara, 1984)( de sus siglas en inglés: heat shock response) proporcionada por
el Dr. Hidetoshi Iida, por lo cual ya no se incluy6 en experimentos subsiguientes. Para
definir al siguiente grupo de complementacion se eligié a la cepa haploide SC0012a
(derivada de la mutante ScIBT8a) y se cruzd con las mutantes ScIBT1, ScIBT4 y
ScIBT14. Posteriormente se determind el alelismo por el método cuantitativo
obteniendo como resultado que la mutante ScIBT14 no es alélica a la mutante ScIBTS
(Tabla 2B). Los resultados obtenidos para las cruzas de SC0012o por ScIBT! y
ScIBT4 no son confiables ya que presentaron valores por arriba de lo que
considaramos codominante, aunado a estos resultados, recientes analisis de tétradas
realizados por Folch, J. y Ventura, L. (datos sin publicar) han demostrado que las
mutantes ScIBT1 y ScIBT8 presentan mas de una mutacidn.

1I) Analisis de la termotolerancia intrinseca durante las diferentes fases
del desarrollo en cultivos liquidos de la cepa silvestre W303 y de las
mutantesW303Ahspl04, ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3, ScIBT4, SclBT7,
ScIBTS8, ScIBT14 y hAsrl.

Los cultivos de levadura en medio liquido progresan de fase exponencial de
crecimiento a fase estacionaria mostrando considerables variaciones en la
termotolerancia al efecto letal del calor. Las células de levadura son muy
termosensibles en la fase logaritmica de crecimiento en contraste, las células de

levadura que llegan a la fase estacionaria, son muy termotolerantes
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Figura 3. llustra ta prueba de termotolerancia (50°C, 10°) para las cruzas realizadas de la
mutante ScIBT6 por la cepa silveste (W303) y por las mutantes SclBTZ; SclBT3; ScIBTS y

ScIBT7 con sus respectivos controles haploides.
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(Schenberg-Franscino y Moustacchi, 1972; Werner-Washburne, et al., 1996); estas
células se encuentran paradas en las fases GO del ciclo celular. En un cultivo liquido
en fase exponenencial se distinguen dos fracciones celulares, las cuales presentan
diferentes grados de resistencia a las temperaturas letales (50-52°C): a la primera
fraccion pertenecen las células que se encuentran gemando (fase S y G2) las cuales son
mas sensibles a choque térmico letal (50-52°C). La segunda fraccidn que corresponde
a las células que no estan gemando (se encuentran en fase GO del ciclo celular)
(Schenberg-Franscino y Moustacchi, 1972) son mas termotolerantes. También se ha
demostrado que que la proteina hspl104 es necesaria para mantener los altos niveles de
termotolerancia intrinseca en celulas de levadura que se encuentran en fase
estacionaria; células portadoras de una mutacién en el gen HSP104 son muy sensibles
a un choque térmico letal a 50°C (Sanchez, et al., 1992).

Con la finalidad de caracterizar a nuestras mutantes con una
termotolerancia intrinseca elevada de fase logaritmica, se decidié hacer pruebas a lo
largo de la cinética de crecimiento en cultivos liquidos para mutantes tomadas al azar:
ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3, ScIBT4, ScIBT7, ScIBTS8, ScIBT14 y para la cepa
progenitora silvestre W303a. Ademas, se incluyd como referencia comparativa a las
mutantes Asrl (lida, 1984) y W303AAsp104 (Sanchez y Lindquist 1992).

Los analisis de termotolerancia intrinseca para las diferentes cepas, se
hicieron en cultivos liquidos iniciados a una D.O 600 nm de 0.05. y se crecieron durante
200 horas a 25°C hasta fase estacionaria (8 dias de crecimiento). La termotolerancia
intrinseca se midié como la viabilidad después de incubar alicuotas del cultivo a 50°C
por 10 minutos (choque térmico letal).

Los resultados de los analisis de termotolerancia intrinseca mostraron que la
cepa silvestre W303 presenta diferentes niveles de termotolerancia a lo largo de su
fase de crecimiento en cultivos liquidos (Figura 4a). En la fase exponencial (entre 0 y
12 horas de crecimiento) es muy sensible al choque térmico letal a 50°C (0.08-0.8%
de sobrevivencia); a medida que el cultivo hace el cambio diduxico y entra a la fase
postdiduxica temprana (entre 12 y 48 horas de crecimiento) incrementan su nivel de
termotolerancia alcanzando un 8%. La tolerancia se estabiliza alrededor del 10%

entre el dia 2 y 5 elevandose nuevamente para alcanzar su maximo nivel de
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sobrevivencia (100%) en la fase estacionaria después de 144 horas de crecimiento.
Estos datos confirman los resultados obtenidos por Schember-Franscino y Moustacchi
(1971).

La cepa mutante W303Ahspl/04 mostré mayor sensibilidad durante las
primeras 12 horas de crecimiento (fase logaritmica). Una vez que cambio de
metabolismo fermentativo a respiratorio (fase diduxica y postdiduxica) aumento su
nivel de termotolerancia alcanzando un 0.8% como maximo en estas fases de
crecimiento; el nivel mas elevado de termotolerancia de esta cepa fue de 3% a las 144
horas de crecimiento (fase estacionaria) (Figura 4b). Este Gltimo dato confirma la
importancia de la proteina hsp104 en la fase estacionaria, ante un choque térmico letal
(Sanchez, 1992).

Para el caso de la mutante ScIBTI1, a las 6 horas de crecimieneto (fase
logaritmica) presentd un 16% de sobrevivencia (Figura 4c), a las 8 horas alcanzé el
100% en esta misma fase. A las 12 horas en el cambio a fase diduxica bajo el
porcentaje de sobrevivencia a un 30%. Después de 24 horas de crecimiento, en la fase
postdiduxica alcanzé el maximo de sobrevivencia pasando ligeramente del 100%
manteniendose hasta fase estacionaria (144-196 horas de crecimiento) con ligeras
oscilaciones alrededor del 100%.

En la figura 4d se puede observar que la mutante ScIBT2 presenta elevados
niveles de termotolerancia en la fase exponencial comparados con la cepa silvestre. A
las 6 horas de crecimiento se detecté 45% de sobrevivencia y a las 8 horas se
determiné una termotolerancia de 60%, bajando a 40% a las 12 horas de crecimiento.
A las 24 horas, una vez que alcanzo la fase postdiduxica rebaso ligeramente el 100%
de sobrevivencia manteneindose asi hasta la fase estacionaria (pasadas las 144 horas de
crecimiento) (Figura 4d).

La mutante ScIBT3 presentd un comportamiento similar al de la mutante
ScIBT2 (ver figura 5a).

Al igual que ScIBT1, la mutante alélica ScIBT4 presenté aproximadamente
un 16% de sobrevivencia a las 6 horas de crecimiento, a las 8 horas alcanzé un 55%
de sobrevivencia y las 12 horas sufrié una baja llegando a un 28% (Figura 5b). En la
fase postdiduxica (24 horas de crecimiento) la mutante ScIBT4 alcanzé su maximo de
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sobrevivencia (100%). En tanto que en la fase estacionaria los valores de
sobrevivencia oscilaron entre el 60 y el 100%.

La mutante en Adenilato ciclasa hsr/ (lida y Yahara, 1988), alélica a la
mutante ScIBTS5, presenté niveles de termotolerancia muy elevados en fase
exponencial (14-18%), después de las 24 horas de crecimiento los valores estuvieron
entre el 70 y el 100% de sobrevivencia (Figura 5¢), manteniéndose asi hasta las 144
horas de crecimiento. Después de este tiempo disminuyo el porcentaje de
sobrevivencia aproximadamente 10 veces; esto ultimo posiblemente debido a la
formacién de grumos en los cultivos que pudo haber disminuido las unidades
formadoras de colonia. El comportamiento de la mutante Asr/ en general fue
parecido al de la mutante ScIBT4 (Figura 5b).

La mutante ScIBT7 presenté en las primeras 6 horas (fase exponencial) un
35% de sobrevivencia. Entre las 8 y 12 horas fue de 70% y en la fase postdiauxica (a
las 24 horas de crecimiento) alcanzdé el méaximo de sobrevivencia
(100%)manteniendose asi hasta las 120 horas(Figura 5d). Para esta cepa, sblamente se
determinaron los porcentejes de sobrevivencia hasta las 120 horas debido a la excesiva
formacion de grumos en el cultivo.

La mutante ScIBT8 durante la fase exponencial presentd valores de
sobrevivencia mayores a los de la cepa silvestre, pero menores a los de las mutantes
ScIBTI, ScIBT2, ScIBT3, ScIBT4 y ScIBT7. A las 6 horas de crecimiento presento
un 2% de sobrevivencia, 3.5% a las 8 horas y 22% a las 12 horas. Una vez alcanzada
la fase postdiduxica (24 horas) llegd a 98% de sobrevivencia y alcanzé un maximo a
las 72 horas de crecimiento. A las 144 horas bajo hasta un 15% y a las 192 horas
subid a un 90% de sobrevivencia (Figura 6a).

La mutante ScIBT14 presenté un comportamiento semejante al de la cepa
silvestre en casi todos los estadios del crecimiento, excepto en el primer punto de la
fase exponencial. En las primeras 6 horas de crecimiento se determind 0.3% de
sobrevivencia, lo cual es 22 veces mas elevado que el punto correspondiente en la
cepa W303; a las 8 y 12 horas disminuy6 su porcentaje de sobrevivencia a 0.18 y
0.15% respectivamente (por debajo de la cepa silvestre) y a partir de este punto el

nivel de termotolerancia fue en aumento hasta igualar su nivel de termotolerancia de
53



ks

“(P) 218198 A (9) 11819S ‘(Q) P01 dsyV COEM S8luelnw sedad se| op ‘(8) EO0EM 24saA|is edad | 8p D,Gg & SOPIoaId
SOpPIND]| SOAIND Bp OJUBILINDSID 8P SOIPEIS sajuasayp U (.01 ‘D.0S) Ie1e] 0dIg) enboyd un e BIDUBIB|0I0WIS) 8P BINBUID ¥ einbi4

SYHOH N3 OdW3IL

0S¢ 00¢ 0S5t 001

QOF T 7 11 FOO wo—- T 1T T
Ot i OF F
£ ! o [
2 0L F 3 Tt [
- s @ -
L m o L
E 0 E
Ol F > Q0L F
3¢ £ O
OPOF “h L L L OOOF OFOF m- )l Il 1
SVHOH N3 OdW3il SYHOH N3 OdW3iL
052 002 0S5t 001 0se 002 0S1 001 0S
wO—. LI B B BN [ L B R SN L L B B T —.oo QO—. L LI P0.0
+'0 n 1’0
0oL F O "
[ 82 “ o
E &\\E/f bR H : b2
201 F L " 8 £01 F g
= I 2 O I 7
! 0l m 3 - 0l m
o < -
i 004 2 i 004+ >
= e
OFOF m- ] 1 ] — L [l 1 1 — 1 1 L L — L OOOF OFO—- m- 1 Il 1 OOOF

SYHOH N3 OdW3il

0G¢ 00¢ 051 001




S5

"(P) £1819S A (9) 145y (Q) ¥.1.919S '(B) £.L410S sedad se| ap D,Gg e Sopldaid
sopinb)| SOAIND ap OJUSIWIDSID Bp SOIPRISE SajuaIdyp ua (0L ‘D.0G) Ie19| oo1wigl anboyd un B BIOUBISIOIOWIS] ap BoNsUl) °§ BINHI4

SOLNNIW N3 Odn3IL SYHOH N3 OdiNdIL
0S¢ 002 0S| 001} 0S 0 052 00¢ 061t 001 0§ 0
oo—- L) 1 1 L ~ L) T L] T — T L] T L — L] Fo.o @OF T L] T L) — 1
O | O
- R
N )
E Ok g 3
20t : RO
. <
L m
L =
3 8]
Ot p= O
i —a—
P J
OFO F - Il ] 1 1 — 1 1 L L — [l Il L L m L ooo —- OFO F L L L Il \— 1
SYHOH N2 OdW3I1
0S¢ 002 0S1 001t 0§ 0 SVYHOH N3 OdW3IL
oL ) 052 002 0G1 001 0S 0
m T L] Ll L] _ T 1 L T _ L] L) L L _ L T T L] _ T FO o .
O [T LO°0
0l Ho 1’0
2 o \.O_- E
E - Q
- —_ 8 m
0L 5 o - S
z S - Ot 5
] O - =
Ot > Q
== 4 oo} Ot F 0oL
g rrm - B
[ 1 I 1 — 1 Il I F — Il L L L — L 1 1 1 — L.l "
Oro I OOO ! O_.O L E L OOO L



9 s
(@) 114108 A (8) 818198 seeinw sedad se| ap 9,5 B SOPIdaI0
sopinbi| SOAIIND 8p CJUBILINBIO 8P SOIPE)Se Sajualayp ua (01 'D,08) I819] 0olwigt 8NbOYo UN B BIoUBIS|0J0WIS) 8p BOWSUID "9 einbig

SYHOH N3 OdW3IL SYHOH N3 OdW3|L
ose 002  0SL 00l 0§ 0 0S¢ 002  OSL 00 0S 0
O_O_- rrrr [ rreorrrrrrrrr o T F0.0 OOF rrrrvr|p oYy rr|rr1r+r| 111 1Tt —-O.o
10 10 H
01 0l
: I 2 L &
@ &
Ll g 50 m
5 [ oL & 5 0L <
> E & \ g
0L F g 0l >
o -K-w\/ oo § ° 004
m q e
OPOF L 1 1 1 — L L 1 1 — L 1 AL 1 — 1 L L L — i 1 L L OOOF O—-O—l 1 L L 1 — L L L 1 — 1 L i L — L L L 1 — L 'l 1 L OOOF



la cepa silvestre a las 72 horas y su maximo a las 144 horas de crecimiento (entrada a
fase estacionaria) al igual que la cepa silvestre (Figuras 4a y 6b).

El desarrollo de una termotolerancia intrinseca de 100% requiere de un
maximo de 24 horas de crecimiento para ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3, ScIBT4, ScIBT7,
ScIBT8 y para hsrl, mientras que para W303 y ScIBT14 requiere de 144 horas de
crecimiento. La mutante W303AAsp/04 alcanzd su maximo nivel de termotolerancia
(3%) a las 144 horas.

III) Analisis de reversion de tamafio de colonia chico a grande de las 16

mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada.

a) Analisis del fenotipo de reversion:

Folch et al, 1995; Nieto-Sotelo et al, 1997, observaron que las mutantes con
mayor nivel de termotolerancia, presentaban tamafio de colonia chico y a su vez,
notaron la apariciéon de colonias grandes cuando se crecieron en condiciones no
selectivas (25°C) a una alta frecuencia; en un estudio preliminar para la mutante
ScIBT1, se determind que estas revertantes pierden la alta termotolerancia intrinseca.
Tomando en cuenta que el fenotipo de termotolerancia es recesivo, que el tamafio de
colonia para algunas de las mutantes es chico y que este fenotipo puede ser utilizado
para la complementacion del gen mutante con un banco genémico silvestre ya que
también es recesivo, se podria esperar que al complementar el gen mutante con el gen
silvestre se complemente el fenotipo de tamafio de colonia y nivel de termotolerancia
del silvestre. Por tal motivo, se procedié a realizar un analisis cuantitativo del
fenémeno de reversion debido a que las revertantes podrian pasar por falsas positivas
puesto que se confundirian con las complementantes al transformar con el banco
genémico silvestre. Para ello primero se inoculd una colonia chica, fresca, en 4 ml de
YPDA para evitar partir de un cultivo que contenga un nimero elevado de
revertantes. Posteriormente se crecid el cultivo a una D. O 600 nm entre 0.4-0.6 y se
platearon diferentes diluciones para monitorear diferentes densidades de poblacion y
determinar en cual de ellas es posible cuantificar la frecuencia de reversion. Esto se

hizo debido a que las mutantes presentan diferentes tamafios de colonia (silvestre, casi
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"CEPA: (Tiempo de creci-

DILUCION:

1/1000 1/10000

miento a 25°C)

W303 (120 hs)

ScIBT2 (120 hs)

W303 (72 hs)

ScIBT3 (72 hs)

Figura 7. Muestra el alto porcentaje de reversion de tamafio de colia chica a grande
de las mutantes ScIBT2 y ScIBT3 comparadas con la cepa silvestre (W303) en las
diluciones 1/1000 y 1/10000.
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silvestre y chica) y al aumentar la densidad poblacional por caja pueden mostrar el
tamafio de las de la cepa silvestre (Figura 7). El frecuencia de reversion para las
mutantes ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3 y SciBT4 resulté ser mucho mayor a la frecuencia

de reversion espontanea que ha sido reportado: 1X1079 a 1X1076. Para la mutante
ScIBTI fue de 1X1073; para la mutante ScIBT?2 se detecto una de reversion de 7X10°
3; para el caso de la mutante ScIBT3, de 4X1073 y finalmente, la mutante ScIBT4

presentd un nivel de reversion de 6X1073 (Tabla 1). Para las mutantes como ScIBTS,

ScIBT7, ScIBT12, ScIBT13 y ScIBT15 no fue posible determinar la reversion de
tamafio de colonia a las densidades que mostraron una clara diferencia de tamafio con
las colonias silvestres. Por lo tanto para estas mutantes el nivel de reversion es menor
a los valores indicados en la tabla (Tabla 1). Las mutantes ScIBT6, ScIBT8 ScIBT9,
ScIBT10, ScIBTI11, ScIBT14 y ScIBT16 presentaron tamaiio de colonia silvestre,
para estos mutantes no fue posible medir sus limites méximos de reversion con este

ensayo (Tabla 1).

b) ;(Esta ligada la reversion de tamaiio de colonia chico a grande de las
mutantes con la pérdida en termotolerancia intrinseca ?

Como se menciond en la parte a) de este apartado, Folch ef al, 1995 y
Nieto-Sotelo et al, 1997 detectaron la reversion de tamafio de colonia chico a grande.
Entonces, surgio la pregunta: ;Esta ligada la reversién de tamafio de colonia chico a
grande de las mutantes con la termotolerancia ? O bien, ;Las revertantes de tamafio
de colonia chico a grande siguen siendo termotolerantes?

Para contestar esta pregunta, se aislaron revertantes de la mutante ScIBT2
partiendo de eventos independientes; ésto se logro plateando 20 colonias chicas por
separado en medio de cultivo solido YPDA a una diluciéon 1/1000 (ver materiales y
métodos). Posteriormente, se selecciond al azar | colonia grande de cada caja
sumando un total de 20 revertantes. A estas revertantes se les determiné el nivel de
termotolerancia por el método cuantitativo. En 19 de los casos, las revertantes
presentaron un nivel de termotolerancia similar al de la cepa silvestre (0.02% de

sobrevivencia), en tanto que una de las revertantes (SC0030) present6 nivel de
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termotolerancia elevado (6.4%), sin embargo no es el nivel parental (Tabla 3). Este
resultado, nos sugiere que existen al menos dos formas de revertir, uno donde ¢l
tamafio de colonia esta ligado con la termotolerancia y otro no ligado a la

termotolerancia, siendo mas frecuente el primer caso.

¢) ;Juega algin papel la proteina hspl104 en la termotolerancia intrinseca
y en el fenémeno de alta frecuencia de reversion de tamaiio de colonia
chico a grande de la mutante ScIBT2?

De todas las hsps estudiadas se ha visto que solamente hsp104 juega un papel
importante en la termotolerancia inducida. Mutantes de S. cerevisiae en el gen
HSP104 no presentan termotolerancia inducida a exposiciones prolongadas de tiempo,
pero si a exposiciones cortas (Sanchez, 1992).

Ademas de la importancia de hsp104 en la termotolerancia inducida, se ha
reportado que esta proteina juega un papel muy importante en la levadura
Saccharomyces cerevisiae en fendmenos tipo prién confiriendo un alto porcentaje de
supresion universal (ver introduccion). Cuando se muta al gen de la proteina hsp104 o
se sobreexpresa, las levaduras se curan del prion y adquieren su fenotipo original de
baja frecuencia de supresion (Chernoff et al, 1995). Por ello, decidimos averiguar si
el problema de reversiéon de nuestras mutantes estaria mediado por la proteina
hsp104.

Como una primera aproximacion al examen de esta hipdtesis decidimos
estudiar a la mutante ScIBT2. Se cruzo con la cepa W303HSR3Ahspl04::LEU2 por
la mutante recesiva ScIBT2 (hsr3-1 hspl04) para lograr heterocigotas que fueron
esporuladas para obtener haploides con los genotipos hsr3-1-Ahspl04::LEU2 y hsr3-1
hspl04. A los haploides resultantes de la cruza se les nombrd JF090, JF091, JF091,
JF093, JF102, JF103, JF104 y JF105. Los resultados de termotolerancia basal con las
dobles mutantes hsr3-2-Ahspl04, revelaron que la presencia de la ruptura en hspl04
(utilizando al marcador LEU2 y confirmando la disrupcion mediante anélisis tipo
southern) (Figura 8), presentan una ligera disminucion en el nivel de termotolerancia
intrinseca (Tabla 4), lo cual sugiere que existen otros factores ademas de hsp104 que
regulan la manifestacion del alto nivel de termotolerancia de estas mutantes.
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Figura 8. Analisis tipo southern de las cepas W303, W3034hsp104, ScIBT2 y para dos
tétradas derivadas de la cruza de W303Ahsp104 por ScIBT2: JF090, JF0O91, JF092,
JF093: JF102, JF103, JF104 y JF105. EI DNA gendmico fue cortado con las enzimas de
restriccion Bgll y EcoRl. Se hibridd con la sonda HSP104 cortada con las enzimas de
restriccion EcoRl y Hind Il s



Los resultados de estos experimentos también revelaron que la ruptura de
hspl04 no tiene ningln efecto sobre la frecuencia de reversion puesto que la cepa
JF104 (hsr3 -1 Ahspl04::LEU2) presenté niveles de reversion tan altos como la

mutante parental termotolerante ScIBT2 (7X1073) (Tabla 4); adicionalmente, las

mutantes JF090 y JF091 que también son Aksp!04.:LEU2 presentaron niveles bajos

de reversion (1.3X1074 y 3.4X 1074 respectivamente) comparados con la cepa mutante

parental ScIBT2 (7X1073). Ademas, la haploide JF103 (#sr3-1 hspl04), presentd una
disminucion en la reversion de tamafio de colonia chico a grande de 14 veces en
relacién a la cepa mutante parental termotolerante (Tabla 4). Estos resultados nos
sugieren que la proteina hspl04 no esta involucrada en el fenémeno de alta reversion
de nuestras mutantes; sin embargo, también sugiere la existencia de otro factor
involucrado en este fenémeno de reversion que es segregado durante la meiosis y por
lo tanto, no esté ligado a la mutacion hsr3-1.

Los resultados del andlisis tipo southern realizados para confirmar la
ruptura en hspl04 se presentan en la figura 8. Para la cepa con el gen silvestre
HSP104 se esperaban dos fragmentos: uno de 800 y otro de 400 bases. Para las cepas
portadoras de la mutacion Ahspl04.::LEU2 se esperaba solamente el fragmento de 800

bases.

Actividad de un promotor quimérico de respuesta al estrés por calor
(HSP26/HSP70) fusionado al gen reportero LacZ en diferentes fondos
mutantes.

Con la finalidad de explorar si la mutante ScIBT2 esta alterada en alguna de
las vias de respuesta al estrés, se utilizo al plasmido pB11, el cual es una construccién
quimérica portadora de un fragmento de la region promotora del gen HSP26, que
reprime su propia expresion a temperaturas no estresantes (Susek y Lindquist, 1990)
y es el responsable de la inducciéon por calor y en fase estacionaria de este gen; rio
arriba de este fragmento se encuentra el elemento HSE2 de SSA/ que es el
responsable de un 80% de la expresion a temperaturas estresantes de €ste gen (Slater y
Craig, 1987); la caja TATA de esta construccion corresponde al gen CYC/ de

64



levadura y estan fusionados al gen reportero LacZ. Esta construccion contiene en la
region promotora 5 elementos HSE (4 de FHSP26 y 1 de SSAJ) y 3 elementos STRE
(de HSP26).

La actividad de B-galactosidasa de la construccion determinada a 25°C para
la cepa silvestre W303 fue de 0.51 (Figura 9). Cuando se sometid a la cepa silvestre a
una temperatura de termoinduccion (39°C) en los primeros 60 minutos la actividad
fue de 60.8, a los 120 minutos la actividad determinada fue de 76.7, a los 180 minutos
la actividad fue de 202.6 y en el dltimo punto, a los 240 minutos se determind una
actividad de 437.2 (Figura 9). Para el caso de la cepa mutante ScIBT2, los niveles de
expresion a 25°C fueron de 87.7, 174 veces mayor que los de la cepa silvestre; a los
60 minutos de termoinduccién los valores obtenidos fueron de 231.6 unidades, la
actividad determinada a los 120 minutos aumenté a 777.2 y a los 240 minutos los
valores fueron de 1045.2 (Figura 9). A los 180 minutos no fue posible determinar
debido a que las celulas no se rompieron adecuadamente. Los resultados obtenidos
para la cepa mutante hsrl a 25°C fueron de 1.0, a los 60 minutos de induccién por
calor se obtuvo 46.0 de actividad, a los 120 minutos 360.7, a los 180 diminuyo la
actividad a 313.9 y a los 240 disminuyeron los valores a 192.4 (Figura 9). La mutante
en adenilato ciclasa presenta un comportamiento muy parecido a la cepa silvestre
W303 a 25°C y en la cinética de termoinduccion a 39°C, s6lo que en los tiempos 180
y 240 minutos la actividad comienza a decaer, en tanto que la cepa mutante ScIBT2
presenta valores muy elevados a 25°C en relacion a la cepa silvestre y va en aumento

conforme aumenta el tiempo de induccion por calor (Figura 9).
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DISCUSION

1) Determinacién de grupos de complementacion.

Las pruebas de complementacién ubicaron a las 16 mutantes en 6
grupos (Tabla 1). El primer grupo fue determinado por Jorge Luis Folch (1995)
encontrando que la mutante ScIBT5 es alélica a la mutante en adenilato ciclasa
hsri (lida y Yahara, 1984) (Tabla 1).

Un segundo grupo de complementacion (resultados de la presente tesis)
lo integran las mutantes ScIBT3, ScIBT6, ScIBT7, ScIBT9, ScIBT11, ScIBT12,
ScIBT13, ScIBT15 y ScIBT16 (Tabla 1) ya que los diploides heterocigotos -
generados con la mutante ScIBT6 no complementaron al fenotipo de
termotolerancia.

El tercer grupo de complementacion lo integran las mutantes ScIBT2 y
ScIBT10 (Tabla 1) ya que al realizar la cruza y determinar su fenotipo, no se
complement¢ el fenotipo mutante.

Es importante mencionar que la mutante ScIBT10 deriva de la mutante
ScIBT2 y que fue aislada como una colonia de tamafio casi silvestre como
resultado de una “reversion” espontanea, la cual conservo el fenotipo de
termotolerancia (Luz Maria Martinez, datos sin publicar). La mutante ScIBT10
presenta un nivel de termotolerancia 11.2 veces menor que la cepa ScIBT2; sin
embargo, es 100 veces mas termotolerante que su progenitora silvestre, la cepa
W303a (Tabla 1).

El cuarto grupo lo conforma la mutante ScIBT14 (Tabla 1). Los
diploides generados con esta y con una mutante representativa de los demas
grupos de complementacion, nunca dié como resultado un fenotipo
termotolerante, lo cual la clasifica en un grupo de complementacion diferente
(Tablas 1 y 2).

Las pruebas de termotolerancia para las cruzas de mutante ScIBTS8 por
ScIBT1 y ScIBT4 no son confiables debido a que se observaron valores por
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arriba de los esperados para un caracter codominante, sin embargo podriamos
suponer que no son alélicas por las caracteristicas en que difieren ScIBTI1 y
ScIBT4 de ScIBTS8, donde las dos primeras son codominates, de colonias
pequeifias y con un elevado nivel de termotolerancia en tanto que ScIBTS8 es
recesiva, de tamafio silvestre y con niveles de termotolerancia mucho mas bajos,
ademas, provienen de alicuotas distintas de la mutagénesis. Por estos motivos
suponemos que son mutaciones diferentes. Pruebas recientes realizadas por Folch,
J. y Ventura, L. (datos sin publicar) han demostrado que las mutantes ScIBT1 y
ScIBTS8 presentan mas de una mutacidn, lo cual puede estar ocasionando que no se
distingan los valores esparados de codominancia para poder afirmar que
verdaderamente no son alélicas estas mutantes.

Para las cruzas de algunas de las mutantes por ScIBT1 y ScIBT4
siempre se observo un fenotipo intermedio (excepto para las cruzas por ScIBTS)
por lo cual se infiere que el gen silvestre no es capaz de complementar el fenotipo
mutante (Tabla 2), pero si nos permite diferenciar entre mutaciones en alelos
diferentes ya que de ser mutaciones en el mismo gen se espera una expresion del
alelo mutante al 100%.

Es importante mencionar que no fue posible determinar el alelismo
entre ScIBT] y ScIBT4, debido a que no se pudieron lograr los diploides
adecuados'para la determinacidn del nivel de termotolerancia; pero asumimos que
son alélicas porque la mutante ScIBT4 fue seleccionada como un evento de
reversion espontanea de tamaiio de colonia chico a grande de la mutante ScIBT1.

Posteriormente se observd que la mutante ScIBT4 presentaba tamaio de
colonia chico; estas dos mutantes también presentan niveles de termotolerancia
semejantes y ambas son codominantes. Por los motivos mencionados
anteriormente en este parrafo se ha considerado que estas mutantes pertenecen al
mismo grupo de complementacion.

Tomando en cuenta que algunas de las mutantes fueron seleccionadas
por un evento de reversion de tamafio de colonia chico a grande sobre las
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mutantes originales, se esperaba que al hacer las cruzas se ubicaran en el mismo
grupo de complementacion de la mutante donde se reseleccionaron, este es el caso
de las mutantes ScIBT2 que di6 origen a ScIBT10; ScIBT1 que origin6 a ScIBT4
y ScIBT11 que di6 origen a ScIBT13 (Tabla 1).

Sabiendo que los grupos de complementacion se obtuvieron mediante
cruzas entre una mutante retrocruzada una sola vez con las demas mutantes
originales, existe la posibilidad de que los grupos de complementacién sufran
cambios una vez que se utilicen cepas con un mayor nimero de retrocruzas. No
habra modificacion en los grupos si todas las mutantes son auténticamente
monogénicas y nucleares.

Actualmente existen evidencias por los cuales se podrian modificar los
grupos de complementacioén son: 1) el método cualitativo de termotolerancia
utilizado por Folch para el andlisis de tétradas presenta un margen de error muy
grande y no permite diferenciar claramente el tipo de segregacidon en los
productos meiodticos en cuanto al nivel de termotolerancia. Este método consiste
en tomar una asada pequefia de la cepa, hacer varias diluciones y gotearlas en una
caja con YPDA sdlido, sellarlas y someterlas a un choque térmico letal (50°C) en
un bafio de agua por diferentes tiempos; 2) Los resultados del analisis de tétradas
de la cruza de la mutante ScIBT! por la cepa W303Ahsp/04 en la cual se
obtuvieron segregaciones 2:2 y 3:1 en cuanto a termotolerancia y tamafio de
colonia, indicando que podria haber mas de una mutacion involucrada en el
fenotipo de alta termotolerancia (Ventura L, sin publicar); asi mismo recientes
andlisis cuantitativos de tétradas (Folch sin publicar) han demostrado que por lo
menos la mutante ScIBT8 no presenta una segregacidon 2:2 como se creia
anteriormente.

Pruebas genéticas posteriores con otras mutantes ya reportadas y las
nuestras nos ayudaran a completar la informacidn referente a los grupos de
complementacion.
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II) Analisis de la termotolerancia intrinseca durante las diferentes
fases del desarrollo en cultivos liquidos de la cepa silvestre W303 y
de las mutantesW303Ahspl104, ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3, ScIBT4,
ScIBT7, ScIBTS, ScIBT14 y Asrl.

Ciertos cambios en respuesta a condiciones ambientales y fisiologicas
correlacionan con los cambios en la termotolerancia. Por ejemplo, células de
hongos que estan en fase estacionaria se encuentran en fase GO del ciclo celular,
tienen bajos niveles de cAMP, la actividad de cinasas de proteinas dependientes de
cAMP es relativamente baja y presentan altos niveles de termotolerancia (Kurtz et
al., 1986). De igual forma, células de levadura que son sometidas a una
temperatura supradptima no letal por un cierto peridédo de tiempo son arrestadas
transitoriamente en GO tienen bajos niveles de cAMP y presentan altos niveles de
termotolerancia (Iida y Yahara, 1984).

Observaciones hechas en la levadura Saccharomyces cerevisiae, indican
que los cambios en respuesta a diferentes estadios de desarrollo y a cambios
nutricionales conllevan a cambios en los niveles de termotolerancia basal bajo
estas condiciones. Por ejemplo, la expresion de la proteina HSP104 es necesaria
para la viabilidad de esporas y células en fase estacionaria. También es necesaria
su expresion para que estos tipos celulares obtengan los niveles naturales de
termotolerancia a altas temperaturas (Sanchez et al., 1992).

Un fendmeno mas enigmatico es la gran variacién que presentan en la
termotolerancia basal organismos muy relacionados taxonoémicamente que son
crecidos en las mismas condiciones fisiologicas y estadio de desarrollo. Estas
observaciones permiten especular que la diferencia en la termotolerancia
intrinseca es debida a diferencia en los niveles de expresion de las hsps o a otros
factores que no implican estas proteinas.

Interesados en dilucidar el comportamiento de nuestras mutantes en las
diferentes etapas del crecimiento se hizo una cinética de termotolerancia en
diferentes estadios de desarrollo en paralelo con las mutantes ScIBT1, ScIBT2,
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ScIBT3, ScIBT4, ScIBT7, ScIBTS, ScIBT14, W303Ahspl04, hsrl y la cepa
silvestre W303, estas cepas representan a cada uno de los grupos de
complementacion determinados. Los resultados obtenidos para la mayoria de
nuestras mutantes hs» fueron niveles de termotolerancia muy elevados en todos
los estadios del desarrollo, incluso en fase postdiauxica (ver resultados y Figuras
4, 5y 6). En estos estadios de desarrollo la mayoria de los organismos con
crecimiento semejante al de la levadura Saccharomyces cerevisiae son muy
sensibles a temperaturas letales. La excepcion fue la mutante ScIBT14, la cual fue
mas termotolerante que la cepa silvestre sdlo al inicio de la fase logaritmica, pero
desplies su comportamiento fue semejante a ésta. Un comportamiento parecido al
de nuestras mutantes fue detectado en la mutante Asr/ (lida 1988) (Figuras 4,5 y
6); se ha reportado en la literatura que mutantes que producen bajos niveles de
cAMP presenta termotolerancia constitutiva. La semejanza en comportamiento de
nuestras mutantes con la mutante en Adenilato ciclasa nos sugiere que estas
mutantes pudieran estar alteradas en algunas de las vias de transduccion en
respuesta al estrés (HSE, STRE y YAP-1) 6 en otra via diferente aun no descrita
que regule la entrada a fase estacionaria y/o la termotolerancia. Como se
menciond en la introduccidn, esta reportado en la literatura una mutante en HSTF
(Sewell, 1995) con una alta termotolerancia constitutiva, cuyo fenotipo en
condicion diploide con la cepa silvestre es codominante. En el grupo de las 16
mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada existen dos (ScIBT1 y
ScIBT4) también son codominantes, por lo cual existe la posibilidad de que estas
se encuentren alteradas en la via de transduccion de sefiales para la activacion de
HSTF.

Se sabe que células de levadura con mutaciones en los genes cdc2J,
edc33 y cdc35 expuestas a condiciones que las lleva a un arresto celular (células
que no geman), presentan termotolerancia constitutiva (Plesset el al., 1987);
nuestras mutantes con tamafo de colonia chica presentan tiempos de duplicacion
mas largos (ScIBT1, ScIBT?2, ScIBT3, ScIBT4, ScIBT7, ScIBT11 y ScIBT13)
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que la cepa silvestre y esto correlaciona con el nivel de termotolerancia: a mayor
tiempo de duplicacién, es mayor el nivel de termotolerancia (Folch ef al., 1995)
Estos datos nos hacen pensar que posiblemente algunas de nuestras mutantes
pueden estar alteradas en los mecanismos que regulan el ciclo celular como es el
caso de la via de transduccidn de sefiales Ras-cAMP.

Una vez identificados los genes involucrados en el fenotipo de alta
termotolerancia intrinseca de nuestras mutantes posiblemente logremos descifrar
la posicion en la cual se ubica el producto de los genes alterados.

IIT) Anadlisis de reversion de tamafio de colonia chico a grande de las

16 mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada.

a) Analisis del fenotipo de reversion:

Como se describid en resultados Folch y Martinez observaron que las
mutantes con mayor nivel de termotolerancia presentaban tamafio de colonia
chico (Tabla 1) y a su vez notaron la aparicién a una alta frecuencia de colonias
grandes cuando se crecieron en condiciones no selectivas (25°C).

Para algunas de nuestras mutantes como la ScIBT2 la reversion resultd
ser mucho mayor (7X1073) a la tasa de mutacién espontdanea que ha sido
reportado para €l locus lys2 de la levadura Saccharomyces cerevisiae en
condiciones no selectivas: 4.9X1079 (Foster, 1993). Los valores reportados para
Escherichia coli en condiciones no selectivas para varios locus fluctua entre
3.0X1076a 9.4X10" 11

Para el caso de nuestras mutantes fue posible medir la elevada tasa de
reversion solamente en las mutantes que presentan el mayor nivel de
termotolerancia: ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3 y ScIBT4 (Tabla 1). Existen algunas
mutantes como la ScIBTS5, ScIBT7, ScIBT12, ScIBT13 y ScIBT15 que presentan

tamaiio de colonia chico a las cuales no se les detectd reversion de tamarfio de
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colonia con el ensayo utilizado (Tabla 1). Esto sugiere, que presentan una
frecuencia de reversion por abajo del nivel de deteccién con el ensayo utilizado.
Las mutantes ScIBT6, ScIBTS, ScIBT9, ScIBT10, ScIBT11, ScIBT14 y ScIBT16
presentaron tamafio de colonia silvestre, para este tipo de colonia no es posible
medir su nivel de reversion con este ensayo (Tabla 1). Existen varios mecanismos
que pueden explicar una frecuencia de reversién mayor a la esperada por
mutacion espontanea en los organismos vivos. Uno de ellos puede ser el de los
supresores omnipotentes o fenomenos tipo prion de levadura los cuales pueden
conferir un alto nivel de supresidon (Chernof et al., 1995). Por ejemplo, cuando

[PSI]T estd presente en células de levadura reduce la fidelidad traduccional,

aumentando la frecuencia de supresién de mutaciones sin sentido, este es llamado

un supresor omnipotente debido a que puede suprimir las tres mutaciones sin

sentido existentes. El caracter [PSI]" es dominante en una cruza por cepas [psi]~ y

su segregacion no es mendeliana (4:0), en este caso la proteina alterada que porta

la cepa [PSI]* provoca que las proteinas normales de la cepa [psi]- cambien a la

conformacion alterada, heredando este factor tipo pridn de manera
citolplasmatica a los productos meidticos. Sin embargo, este no parece ser el caso
para ScIBT1 y ScIBT2 ya que las segregantes de la cruza de una revertante por la
mutante original correspondiente no presentaron una segregacion 4:0 (Folch sin
publicar).

El fenémeno utilizado en la generacién de las Inmunoglobulinas (Ig’s),
donde se utiliza una RNA polimerasa que transcribe con una tasa de error elevada
en la regidn variable de los genes que codifican para las Ig’'s puede ser otra
opcion para suprimir las mutaciones (Lewin, 1994),

Otro mecanismo alterno es el fenomeno que presenta la levadura para
cambiar de factor de apareamiento en poblaciones donde solamente existen
levaduras con un solo tipo de factor de apareamiento; este proceso es parecido al
de transposicion donde las cepas que presentan actividad de endonucleasa HO,
llevan a cabo un corte y una transferencia direccional donde la secuencia HMLa
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(que codifica para en factor de apareamiento a) reemplaza la secuencia o en el

locus HML a (que codifica para el factor de apareamiento o) 0 viceversa (Lewin,
1994).

Los elementos genéticos moviles como es el caso de los transposones
pueden explicar también este alto fendmeno de reversion, ya que estos elementos
al transponerse en alguna region del DNA son capaces de conformar un rearreglo
en otras secuencias gendmicas, ademas pueden destruir un gen o bien alterar la
regulacion de los genes vecinos en el lugar donde se transponen. Para el caso de
la levadura los transposones Ty pueden considerarse como uno de los factores que
pueden conferir las mayores tasas de mutaciéon en el genoma, estos presentan una
frecuencia de transposicion entre 10-7-10-8, la cual se ve incrementada durante la
exposicion de las levaduras a estrés (Lewin, 1994).

Adicionalmente a estos posibles mecanismos por los cuales podemos
explicar la alta frecuencia de supresion, pueden existir otro u otros mecanismos

aun no descritos.

b) ;Esta ligada la reversion de tamafio de colonia chico a grande de
las mutantes con la termotolerancia?

Como ya se menciono en el primer apartado de esta seccion, algunas de
las mutantes originales dieron lugar a otras mediante reversién de tamafio de
colonia chico a grande pero con la conservacion de un elevado nivel de
termotolerancia (ScIBT1 di6 origen a ScIBT4; ScIBT2 a ScIBT10 y ScIBT11 did
origen a ScIBT13). Entonces surgi6 la pregunta: ;jen que proporcion se conserva
o se pierde la termotolerancia una vez que ocurre la reversion de tamafio de
colonia chica a grande?

Unicamente se hizo un estudio al respecto utilizando revertantes
independientes de la mutante ScIBT2 (Ver materiales y métodos). A estas
revertantes se les determiné el nivel de termotolerancia por el método
cuantitativo. En 19 de los casos, las revertantes presentaron un nivel de
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termotolerancia semejante al de la cepa silvestre (0.02% de sobrevivencia), en
tanto que una de las revertantes presenté nivel de termotolerancia elevado
(6.4%), el cual no es el parental (Tabla 3). Este resultado sugiere la existencia de
al menos dos formas de reversion en la mutante ScIBT2: uno donde el tamaiio de
colonia estd ligado con la termotolerancia y otro que no esta ligado a la
termotolerancia, siendo mas frecuente el primero. Estos datos también indican
que posiblemente sean varios los mecanismos de supresion, podriamos inferir que
en la mutante ScIBT2 puede haber mas de una mutacién que regula la
termotolerancia. De ser este el caso las dos mutaciones estarian muy cercanas en
el mapa genético de la levadura, ya que el analisis de segregacion de 10 tétradas
provenientes de la cruza entre ScIBT2 y W303 mostré una segregacion para la
termotolerancia y tamaio de colonia de 2:2 en todos los casos. Resta por hacer un
analisis detallado de las demas mutantes que presentan este fendmeno de alta

reversion.

¢) ;Juega algin papel la proteina HSP104 en la termotolerancia
intrinseca y en el fenémeno de alta frecuencia de reversion de tamaiio
de colonia chico a grande de la mutante ScIBT2 ?

Los resultados de termotolerancia basal con las dobles mutantes Asr3-2-
Ahspl04LEU2, revelaron una ligera disminucion en el nivel de termotolerancia
intrinseca (Tabla 4); sin embargo estas dobles mutantes hsr3-2-AhsplO4LEU2
siguen siendo miles de veces mas termotolerantes que la cepa silvestre, lo cual
sugiere que otros factores ademas de HSP104 estan involucrados en la
termotolerancia de la mutante ScIBT2,

LLos mutantes de ciclo celular c¢dc25, cdc33 y cde35 muestran un
fenotipo termotolerante cuando se exponen a 37°C por largos peridédos de tiempo
debido a que su funcion codificada es sensible a calor quedando arrestadas en la
fase G1 del ciclo celular.
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Estas mutantes mantienen un alto nivel de termotolerancia cuando se les expone a
50°C previa induccion a 37°C por varias horas (Plesset e/ al,, 1987). La
progenitora silvestre de estas mutantes alcanza los maximos niveles de
termotolerancia a 50°C durante los primeros 60 minutos de incubacién a 37°C.
Pasados los 60 minutos comienza a disminuir su nivel de termotolerancia (Plesset
el al., 1987).

Posiblemente alguna de nuestras mutantes esté alterada en algun punto
control de la entrada a la fase estacionaria por las caracteristicas de un largo
tiempo de duplicacion y de alta termotolerancia que algunas mutantes de este
circuito regulatorio presentan.

Otra mutante reportada por Sewell et al (1995), esta afectada en el factor
trascripcional de respuesta al estrés por calor (HSTF). En el grupo de las 16
mutantes con una termotolerancia intrinseca elevada, hay 2 que comparten las
caracteristicas de ser codominantes y una alta termotolerancia constitutiva con la
mutante en HSTF, por lo cual no podemos descartar la posibilidad de que sean
alélicas hasta no tener la evidencia genética.

Hasta hace poco, solamente se sabia del papel que juega la proteina
HSP104 en la tolerancia a diferentes tipos de estrés. En los ultimos afios se ha
descubierto el papel de HSP104 en fendmenos tipo prién a temperaturas no

estresantes como es el caso del factor traduccional [PSI*], el cual parece ser un

prion de la levadura (ver introduccidn). Estos elementos son dominantes y se
transmiten con una herencia citoplasmica. Cuando una cepa [PSI™] es cruzada por
una cepa [psi-] el diploide es siempre [PS17] y sus cuatro productos meidticos

también son [PSIT]. La hipétesis de que [PSI*] representa una alteracion

heredable en la conformacion de las proteina (Wikner, 1994), tuvo un fuerte

soporte al descubrir que la persistencia de [PSIT] dependia fuertemente de la
proteina HSP104 (Chernoff e/ al., 1995).
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La sobreexpresién de la proteina HSP104 en cepas [PSIT] provoca
reversién del fenotipo [PSI*] a [psi~] y cura a la levaduras del prién (Chernoff ez
al., 1995). [PSIT] también puede ser curado por la delecién de HSP]04
provocando un fenotipo [PSI™]-nunca mas ([PSI*]-no more). Estas cepas nunca
llegan a ser [PSI*] ni atin sobreexpresando la proteina Sup33, lo cual demuestra

que HSP104 es necesaria para la preservacion del prion [PSIT]. Tuite y Linquist

(1996), proponen que la proteina HSP104 es necesaria como chaperona para que

[PSI*] adopte su conformacién y para que se mantenga en esta conformacion, de

tal forma que cuando se sobreexpresa o se elimina a la proteina HSP104 se
perturba el equilibrio y no puede mentenerse la forma infectiva. Debido a que
nuestras mutantes presentan una tasa de reversion mayor que la tasa espontanea,
decidimos averiguar si el problema de reversién de nuestras mutantes estaria
mediado por un mecanismo tipo prion dependiente de la proteina HSP104.

Para ello se cruzo la cepa W303 (4hspl04::LEU2 HSR3) por la mutante
recesiva ScIBT2 HSP104 hsr3-1 para lograr heterocigotas que fueron esporuladas
para obtener haploides con los genotipos Aaspl04::LEU2-hsr3-1 y HSP104-
hsr31. Los resultados revelaron que la ruptura del gen HSPI04 no tiene ningln
efecto sobre la frecuencia de reversion ya que algunas de las esporas hsr3 -1
hspl04::LEU2 presentan niveles de reversion tan altos como la mutante parental
(Tabla 4). Ademas, haploides hsr3-1 HSP104, presentaron una disminucion en la
reversion de tamaiio de colonia chico a grande 14 veces en relacién a las cepas
mutantes parentales termotolerantes (Tabla 4). Los resultados demostraron que la
proteina HSP104 no esta involucrada en el fenémeno de alta reversion de ScIBT.
También sugiere la existencia de otro factor involucrado en el fenémeno de
reversion de ScIBT2 que se estd segregando durante la meiosis.

Se especulé en el subapartado a) de esta seccion (II1), que algunos eventos

de reversion o supresion de las mutaciones podrian ser mediados por varios
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mecanismos distintos como es el caso de los priones, las Ig’s, etc. Para el
caso de la mutante ScIBT2, se descarta la posibilidad de que este fenomeno de alta
reversion sea mediado por cualquier mecanismo dependiente de la proteina
HSP104; sin embargo no se descarta la posibilidad de que la reversion pueda
deberse a un fendémeno epigenético dependiente de priones o supresores
independinetes de HSP104.

Actividad de un promotor quimérico de respuesta al estrés por
calor (HSP26/HSP70) fusionado al gen reportero LacZ en diferentes
fondos mutantes.

Marchler, et a/ (1997) utilizando construcciones que contienen las
secuencias HSE y STRE fusionadas al gen reportero LacZ reportaron que
mutantes ras2 (las cuales producen bajos niveles de cAMP y son muy
termotolerantes} y bcy! las cuales presentan un fenotipo opuesto a las mutantes
ras2, no presentan actividad de B-galactosidasa a temperaturas no estresantes
(23°C) al igual que la cepa silvestre. Cuando utilizaron la contruccion con la
secuencia HSE usando una temperatura de termoinduccién las mutantes ras2 y
beyl presentaron los mismos niveles de expresion que la cepa silvetre. Los
resultados que obtuvieron para la cepa silvestre y la mutante ras2 a los 60
minutos de termoinduccion utilizando la construccion con la secuencia STRE se
elevaron y son muy parecidos para ambas cepas en tanto que para la mutante
beyl los valores fueron nulos. Después de los 60 minutos de termoinduccion los
valores para la cepa silvestre decaen y para la mutante ras2 siguieron
aumentando. [L.a mutante bcy/ nunca presento actividad a 37°C.

Los resultados obtenidos en este trabajo a 25°C para el promotor
quimérico para la cepa silvestre W303 y para la cepa mutante hsr/ (lida y
Yahara, 1984) (la cual seria equivalente a la mutante ras2) presentan un
comportamiento parecido a los obtenidos por Marchler et al (1997) para la
mutante ras2 y su silvestre; a diferencia de estos resultados la mutante ScIBT2
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que es muy termotolerante, presentd niveles elevados de actividad (174
veées) en relacion a la cepa silvestre y se vieron incrementados a medida que
aument¢ el tiempo de termoinduccidn.,

Los resultados obtenidos en este trabajo hacen suponer que la mutante
ScIBT2 se encuentra alterada en algin punto regulatorio de las vias de
transduccion de respuesta al estrés (HSE y STRE) o bien se encuentra alterada en
un mecanismo regulatorio alternativo de respuesta al estrés diferente de aquel
dediado por cAMP.
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CONCLUSIONES:

1) SE DEFINIERON UN TOTAL DE 6 GRUPOS DE

‘COMPLEMENTACION PARA LAS 16 MUTANTES CON UNA

TERMOTOLERANCIA INTRINSECA ELEVADA.

2) TODAS LAS MUTANTES CON UNA TERMOTOLEREANCIA
INTRINSECA ELEVADA PRESENTAN NIVELES DE
TERMOTOLERANCIA MUY ELEVADOS EN TODAS LAS ETAPAS DE
CRECIMIENTO, EXCEPTO LA MUTANTE ScIBT14, LA CUAL
SOLAMENTE A ETAPAS MUY TEMPRANAS DE LA FASE
EXPONENCIAL ES UNAS CUANTAS VECES MAS
TERMOTOLERANTE QUE LA CEPA SILVESTRE Y EN ETAPAS MAS
TARDIAS SE COMPORTA COMO ESTA.

3) LAS MUTANTES QUE PRESENTAN EL MAYOR NIVEL DE
TERMOTOLERANCIA (ScIBT1, ScIBT2, ScIBT3 y ScIBT4)
INTRINSECA SON LAS QUE PRESENTAN UNA MAYOR TASA DE
REVERSION.

4) LA MUTANTE ScIBT2 PRESENTA AL MENOS DOS FORMAS DE
REVERTIR DE TAMANO DE COLONIA CHICO A GRANDE, UNO
QUE ESTA LIGADO A LA ALTA TERMOTOLERANCIA INTRINSECA
Y UN SEGUNDO QUE ES MENOS FRECUENTE EL CUAL NO ESTA
LIGADO A LA ALTA TERMOTOLERANCIA INTRINSECA.

5) HSPI04 NO ESTA INVOLUCRADO EN EL FENOMENO DE
REVERSION DE LA MUTANTE ScIBT2. ESTOS RESULTADOS
SUGIEREN QUE POSIBLEMENTE HAY OTRO FACTOR QUE ESTA
MEDIANDO ESTE FENOMENO.

6) LOS RESULTADOS OBTENIDOS PARA EL NIVEL DE
TERMOTOLERANCIA BASAL DE LAS DOBLES MUTANTES
ScIBT2(hsr3-1-hspl104) DEMUESTRAN QUE LA PROTEINA HSP104
NO ESTA INVOLUCRADA EN EL FENOMENO DE ALTA
TERMOTOLERANCIA INTRINSECA DE ESTA MUTANTE.

7) LA ACTIVIDAD DE b-GALACTOSIDASA DE LA CONSTRUCCION
QUIMERICA HSP26/HSP70::LACZ DE LA MUTANTE ScIBT2 ES MAS
ELEVADA QUE LA DE LA CEPA SILVESTRE EN CONDICIONES NO
ESTRESANTES (25°C) Y EN CONDICIONES ESTRESANTES (39°C)
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