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Resumen

Las muitiples ventajas que presenta la levadura Saccharomyces cerevisiae como
modelo experimental han permitido en los Ultimos afios avanzar enormemente en el
conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta a diferentes
tipos de estrés ambiental como son el estrés por calor, el oxidativo y, en particular, el estrés
osmoético. En esta levadura se han caracterizado tres diferentes mecanismos para
responder a condiciones de estrés osmdtico: la via de HOG (High Osmolarity Glycerol), la
via de PKA-AMPc y la via mediada por el complejo represor Ssnép-Tup1p-Skolp. Estas
vias parecen actuar de manera independiente aunque, al parecer, existe una gran
interaccién entre ellas lo cual le permite al organismo contender eficientemente con el
estrés que se presente y el resultado es una respuesta compleja. Muchos de los elementos
descritos en S. cerevisiae se han descrito en plantas y mamiferos, por lo que la informacion
recabada para este organismo servira para el estudio de esta respuesta en eucariotes
superiores.

El trabajo que presento en esta tesis esta dividido en dos partes principales.

En la primera parte hago una descripcion de los patrones de expresion de tres
genes de la levadura S. cerevisiae que no habian sido descritos previamente como genes
de respuesta a estrés y a los cuales se denominaron genes GRE (Genes de Respuesta a
Estrés). GRE1 codifica para una proteina que no muestra similitud con ninguna proteina
reportada hasta ahora en los bancos de datos; sin embargo, tiene caracteristicas
fisicoquimicas que se parecen a las descritas para las proteinas LEA (Late Embriogenesis
Abundant) de plantas. GREZ2 codifica para una proteina que tiene similitud con enzimas de
plantas que participan en la biosintesis de metabolitos secundarios: 24-25% con
dihidroftavonol 4-deshidrogenasa y 36% con cinamoil-CoA reductasa. GRES tiene similitud
con enzimas que participan en la sintesis de osmolitos, presenta un 64-65% de identidad
con reductasas de xilosas de diferentes hongos (Garay-Arroyo y Covarrubias, 1999). Los
tres genes estan regulados positivamente por la via de HOG y por los factores
transcripcionales Msn2p y Msndp y negativamente por AMPc. Tomando en cuenta los
patrones de expresion de los genes GRE bajo condiciones de estrés osmotico y la
semejanza (a nivel de secuencia o de caracteristicas estructurales) que presentan los
productos de estos genes con proteinas de plantas (caracterizados como parte de la
respuesta al estrés hidrico), podemos sugerir la importancia de cada uno de estos genes
en la respuesta de diferentes organismos a condiciones de estrés osmotico.

En la segunda parte del trabajo describo el hallazgo de proteinas tipo LEA
codificadas en los genomas de Escherichia coli y de S. cerevisiae. Estas proteinas no
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presentan similitud con las proteinas LEA a nivel de secuencia de aminodacidos pero tienen
propiedades fisicoquimicas similares (alta hidrofilicidad y mas del 8% de glicinas en su
composicion de aminoacidos). El andlisis de la expresion de los genes que codifican para
estas proteinas mostré que un gran porcentaje (100% para el caso de E. coliy 70% para el
caso de S. cerevisiae) se induce bajo condiciones de estrés osmotico. Esta ultima
correlacion entre induccién y caracteristicas fisicoquimicas refuerza la idea de que este tipo
de proteinas debe ser de importancia general en la respuesta adaptativa a condiciones de

déficit hidrico.



Capitulo 1

Introduccioén
El potencial hidrico y su relacién con el estrés osmético.

El agua es el compuesto mas abundante en los organismos vivos, constituye del 70
al 90% del peso de la mayor parie de estos y juega un papel central en la vida ya que es el
solvente por excelencia de muchos componentes celulares y participa en la estructuracion
de proteinas, acidos nucleicos y membranas. Por otro lado, el contenido hidrico intracelular
determina el turgor y, por lo tanto, el tamafio y la forma de la celula y del organismo
completo. La disponibilidad del agua es un factor que limita los procesos biolégicos ya que
las actividades metabdlicas de los organismos requieren de una concentracion hidrica
6ptima por lo que, en ambientes con poca agua, sé han seleccionado mecanismos
especializados que le permiten a un organismo contender con situaciones extremas. En
algunos casos estos mecanismos estan dirigidos a incrementar la eficiencia de uso del
agua de tal forma que, en muy bajas concentraciones de ésta, sea posible mantener en
funcionamiento procesos vitales y/o asegurar la progenie. De cualquier manera, la gran
mayoria de las especies vive en ambientes intermedios, en donde la disponibilidad de
agua varia temporal y espacialmente, por i0 que se han desarrollado mecanismos para
contender con ligeros cambios en el potencial hidrico.

El potencial hidrico (W) es una medida cuantitativa de la energia libre asociada con

el agua; el agua difunde de una regidn de alta a otra de baja actividad (ésta es la energia
libre que lleva a cabo la difusion). Este potencial, en células que poseen pared celular, se

define como:

(Yw)=P-w

esta ecuacion indica que el \,, esta afectado, principalmente, por dos factores: la presién

de turgencia (P) y la presién osmética (r). La reduccion en el valor de Yy causado por la
interaccion del agua con los materiales insolubles y las paredes, se define como potencial
de matriz, que no aparece en la ecuacion por haberse comprobado empiricamente que su
contribucién al valor de i, es despreciable (Taiz y Zeiger, 1991).

La presencia de la pared celular en bacterias, hongos y plantas es una caracteristica
distintiva de estos grupos de organismos, limita el tamafio de la célula y previene la ruptura
de la membrana plasmatica cuando se incorpora agua del medio. Unicamente en



organismos con pared celular existe lo que se conoce como presidn de turgencia (P); ésta
se define como la presion hidrostéatica generada por la membrana celular en contra de la
pared celular para equilibrar las diferencias entra la presion interna y la externa.

La presion osmotica esta definida por la concentracion de solutos de una solucion y
es un valor positivo; sin embargo, .se resta de la ecuacién ya que la interaccién del agua
con [os solutos tiene un efecto negativo sobre el . Es importante considerar, para

medidas del potencial osmético, el tipo de soluto que se utilice cuando se trabaje con
concentraciones osmaticas altas, ya que en funcién del soluto varia el potencial hidrico. La

Fig. 1 muestra que las medidas de \f,, generadas con la misma concentracion de NaCl o

de glicerol son diferentes. Esto quiere decir que, unicamente tomando en cuenta esta
caracteristica, para un organismo es mas favorable acumular glicerol ya que con una
menor concentracién (en relacién a la que tendria que tener acumulando NaCl) obtendra

el mismo valor de . Este dato explica, de manera parcial, por qué evolutivamente se han

seleccionado una serie de compuestos para osmorregutar (estos compuestos
osmocompatibles tienen otras propiedades que se analizaran méas adelante).

Cuando dos soluciones con diferentes potenciales hidricos estan separadas por una
membrana semipermeable, el agua fluye a favor de su gradiente hasta que se igualan las
presiones hidricas. Si un organismo se somete a un ambiente donde el potencial hidrico
externo es mas alto (una condicidén de estrés hipo-osmético), el agua entra a la célula y
ésta se hincha hasta que la presion de turgencia equilibra las diferencias de presién entre
el interior y el exterior. Simultdneamente a estos cambios en la presiéon de turgencia, la

presion osmatica (el segundo componente que define al ) también cambia debido a la

dilucién en la concentracion intracelular de solutos. El organismo necesita osmorregular
(equilibrar las presiones hidricas modulando los niveles de osmolitos) y parie de la
respuesta celular involucra la induccién de procesos que aceleran el catabolismo de
solutos o que provocan su expulsion. Por el contrario, cuando el potencial hidrico externo
es mas bajo (estrés hiperosmatico), el agua sale de la célula y la presion de turgencia
disminuye. En este caso, se requiere aumentar la presién osmética interna para equilibrar
las presiones hidricas (osmorregular). Este proceso se lleva a cabo ya sea por sintesis
intracelular y/o por incorporacién de solutos del medio.
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Concentracion del soluto (m)

Figura 1. Potencial de agua de una solucion a 200C en relacion a la molalidad del
soluto. Las soluciones se ajustaron con NaCl (@) o con glicerol (O). (--) Representa
una solucién ideal. Modificado de Blomberg, 1988.

Adaptacion fisiolégica.
a) Compuestos osmocompatibles

La osmorregulacién se puede definir como el proceso encargado de mantener
constantes el volumen celular y la presion de turgencia cuando existen cambios en el
potencial hidrico del medio. Este proceso involucra la sintesis o degradacién de
compuestos de bajo peso molecular conocidos como osmolitos compatibles que se
acumulan para modular la presién osmética intracelular. Los osmolitos compatibles se
encuentran presentes en todos los organismos vivos y se postula que existié un proceso
de evolucién convergente en la seleccion del tipo de sustancias que se acumulan. Hay
cuatro tipos de sustancias que preferencialmente se acumulan en condiciones de estrés
hiperosmético: (1) polioles y azlcares, (2) aminoacidos y derivados, (3) urea y metilaminas
y (4) iones inorganicos (Yancey, et al., 1982).

Se ha visto que los tres primeros grupos de osmolitos se acumulan, bajo
condiciones de estrés osmotico, en practicamente todos los organismos estudiados; por
ejemplo, en microorganismos se favorece la acumulacion de polioles {glicerol, sorbitol,
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arabitol, etc..) y aminoéacidos (glutamato, prolina y betaina}; en plantas se acumulan, entre
otras cosas, azlcares como la trehalosa y, en algunos peces y anfibios, se acumula
preferencialmente urea (Yancey, et al., 1982). Sin embargo, se sabe que los iones
inorganicos son poco utilizados como compuestos osmorreguladores ya que altas
concentraciones de iones intracelulares tienen efectos desestabilizadores. A la fecha soélo
se ha encontrado un organismo, Halobacterium , que acumula K+en cdndiciones de estrés

osmético, como compuesto osmocompatible. En esta bacteria se han seleccionado

proteinas cuya composicion presenta un mayor contenido de aminoacidos polares (Asp y
Glu), lo cual evita interacciones hidrofébicas y les permite funcionar en altas
concentraciones idnicas (Yancey et al., 1982). La adaptacién de este organismo ha sido
tan extremosa que esta bacteria solo puede vivir en potenciales hidricos negativos (ver
Tabla 1); lo anterior parece indicar que, para colonizar nuevos nichos, se han seleccionado
preferencialmente aquellos organismos que presentan una composicién “normal” de
aminoécidos en las proteinas y que osmorregulan usando cualquiera de las otras
sustancias compatibles (ver Yancey et al.,1982).

b) La levadura S.cerevisiae como modelo para el estudio de la respuesta a
estrés osmético en organismos eucariotes.

La sintesis y degradacién de los osmolitos constituye una parte de la respuesta de
los organismos a condiciones de baja disponibilidad de agua, ya que un fenémeno tan
complejo involucra cambios a muchos niveles y en diferentes grados. Por lo tanto, este
estudio se facilita en modelos experimentales que poseen un ciclo de vida corto, un
sistema genético sencillo, una fisiologia caracterizada y cualidades que permitan un
analisis molecular detallado, etc.. Este es el caso de la levadura S. cerevisiae que
presenta, ademas, la ventaja adicional de que se conoce la secuencia completa de su
genoma v existe un sistema accesible que permite adquirir los datos sobre el analisis
inicial de esta informacién. Por las ventajas que sistemas como éste ofrecen, el grado de
conocimiento acerca de los diferentes procesos avanza a gran velocidad; especificamente
la respuesta de |a levadura a estrés hiperosmético ha sido ampliamente caracterizada, lo
cual permite incursionar en los diferentes mecanismos involucrados en ella; asi como
discernir entre aquellos mecanismos que comparten mas de una sefial disparadora.

¢) Fisiologia de S. cerevisiae en condiciones de estrés osmético.
La levadura S. cerevisiae es un organismo poco tolerante a bajos potenciales



hidricos (Tabla 1); sin embargo, se sabe que en condiciones naturales vive en las plantas y
en las frutas que éstas producen, en donde ocurren cambios drasticos y constantes en la
osmoiaridad del medio. Por ejemplo, se sabe que durante las primeras etapas de la
fermentacion de la uva, la levadura esta expuesta a una solucion con mas del 20% de
azucares (una condicion con un potencial hidrico muy bajo), mientras que al final de este
proceso metabélico se encuentra en una solucién sin azdcar y con un 10% de etanol
{Hohmann, 1897). Este organismo ha tenido que desarrollar estrategias adaptativas de
regulacién osmética para mantener su actividad metabdlica interna y poder vivir en estas
condiciones cambiantes.

Tabla 1. Rango de tolerancia de varios microorganismos a
diferentes potenciales hidricos

Potencial Hidrico

Organismo Bares
0 -200 -400 -600

Bacterias
Escherichia coli _—
Staphylococcus aureus

Lactobacillus plantarum _
Halobacterium salinarum

Hongos

Saccharomyces cerevisiae —
Saccharomyces rouxii
Debaromyces hanseii
Aspergillus niger
Xeromyces bisporus
Algas

Dunaliella tertiolecta —
Dunaliella viridis

(1 Bar= 10MPa) Tomado de Blomberg, 1988

La adaptacion de S. cerevisiae a estos cambios osméticos se puede analizar a
diferentes niveles: desde cambios permanentes como la presencia de pared celular, hasta
cambios reversibles como son los siguientes:

(1) La imposicién de un estrés con 7% de NaCl induce en la levadura una disminucion de
volumen en un 30-35% (Hohmann, 1997). Mientras mas alta es la concentracion de NaCl
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aplicada en el medio, menor es el tamafo de las células de levaduras,

(2) Otra modificaciéon que ocurre, es un engrosamiento de la pared celuiar y proyecciones
de la misma hacia el citoplasma. También se han reportado cambios en la composicién de
la pared en estas condiciones de estrés (Morris et al., 1983).

(3) Tinciones con rodamina-faloidina muestran que el citoesqueleto se desorganiza en
respuesta a un estrés hiperosmético (Chowdhury et al., 1992). En estas condiciones de
estrés, ensamblar el citoesqueleto le toma a la levadura, aproximadamente, dos horas
(Hohmann, 1997). Este tiempo correlaciona con la recuperacion del crecimiento sugiriendo
que estos dos fenémenos estan coordinados y que el ensamblaje del citoesqueleto es
necesario para que la célula recupere su tasa de crecimiento.

(4) Como consecuencia del desensamblaje del citoesqueleto se pierde la polaridad en las
huevas gemaciones y se producen pseudohifas (Brewster y Gustin, 1994) y

(5) cambios en las vias metabdlicas necesarios para contender con la nueva situacion
ambiental.

Muchos de los cambios adaptativos arriba descritos y otros, involucran la
transcripcién de nuevos genes. Los RNA mensajeros que se han descrito hasta el
momento cuya transcripcién se incrementa cuando el organismo se somete a una
condicion de estrés osmdtico se pueden clasificar en diferentes grupos: aquéllos que
tienen que ver con metabolismo de carbono, aquéllos que se caracterizaron por participar
an un tipo especifico de estrés: estrés por calor, estrés oxidativo, etc.. (ver Tabla 2). De
gste analisis, asi como del hecho de que muchos genes ademas de incrementar su
transcripcion en condiciones de estrés osmatico lo hacen también en respuesta a otros
tipos de estrés, ha sido posible hipotstizar que muchos de los productos de estos genes
deben de participar en la respuesta a una situacion de estrés en general (ver Tabla 2).
Asimismo, se ha visto que una serie de transcritos regulados por estrés osmdtico (GPD1
(glicerol 3-fosfato deshidrogenasa), HXK7 (hexocinasa), GLKT (glucocinasa)), estan
involucrados en las primeras etapas de la glucélisis (ver Tabla 2) lo cual sugiere que el
metabolismo de la levadura se esta ajustando a las nuevas condiciones de crecimiento.

Ademés del estudio a nivel de transcripcién, se han hecho andlisis de cambios en el
patrén de acumulacion de proteinas, analizados por electroforesis bidimensional de
levaduras crecidas en estrés osmético. Esto ha permitido identificar, aproximadamente,
200 proteinas cuya expresion se incrementa bajo estas condiciones de estrés. De estas
200 proteinas, 20 incrementan su expresién significativamente en condiciones de estrés
moderado (0.7M NaCl) (Blomberg, 1997) y sdlo cinco de éstas son proteinas identificadas:

8



GPD1, GPP2 (glicerol 3-fosfatasa), CTT1 (catalasa citosolica), TPS2 (trehalosa fosfatasa) y
HSP104. De estos datos se puede desprender que no se ha caracterizado ni la sexta parte
de todas las proteinas inducidas en estrés osmético por lo que nuestra comprension del
fenémeno todavia es muy incompleta.

Tabla 2. Caracterizacién de genes de respuesta a estrés osmatico

Gen HOG PKA STRE MSN2/4 SSN6 Otros estreses Referencias.
o -TUP1
€ HXT! Si  No 33
_8 ENOT FE 56
= GFD1 Si No Si No Si c 17,33,48,62
o GPPZ2 Si  No-SiSi Si c 17,33
o GPP1 No Si Si o] 33
O HXKT Si Si CF 17,33 ¢: Calor
C  GLKT 8 S Si 8 CF 33 E: Frio
g GLOT Si Si Si I 37,69 0O: Oxidative
= DAKI? I lénico
8 eact Si OpH 61,62 FE: Fase
_.g TPS1 Si Si C 17,62 Estacionaria
© TPSZ Si CFE 62 DD: Dafio a DNA
= * Secuencia ne funcional
CTT1 Si Si S S O.pH.FE 17.48.61,62,71
HSP12 si Si Si si CFE 33,62,71
HSP26 Si  Si Si FE 17.62,71
HSP104 Si & S Si CO.pH 17,61,62
DDR2 Si Si Si C.OFEDD 61,62,69.71
DDR48 No No S Si (»]s] 33,48,52,62
HAL1 Ne Si Si* Si 48,62
ENAT Si s S Si CFpHFE 33,48,49,62
ALD2 si s Si* 8 FE 17,52,62
GRE1 Si S & Si CIFE 30
GRE2 8 Si No 8i C.OIFE 30
GARE3 . Si Si No Si COIFE 30
FPAI3 st Ssi Si FE 52,62
SiP18 Si 8 Si FE 52,62
usi4 si i CcOpH 17.61,62,69
PTP2 Si Si 39
PTP3 8i No 39
cYe? Si 34

Otro aspecto muy importantes para entender el proceso de osmorregulacion y la
acumulacion de solutos en S. cerevisiae es la compartamentalizacién celular. En hongos y
plantas, la vacuola es un organelo en el cual se acumulan iones y otro tipo de sustancias
téxicas permitiendo, de esta manera, disminuir la concentracion citoplasmica y proteger
macromoléculas y estructuras intracelulares importantes. En S. cerevisiae se han
encontrado mutantes hiperosmosensibles afectadas ya sea en la biogénesis vacuolar o
bien en la secrecién adecuada de proteinas vacuolares al periplasma. Esto indica que en
este organismo, la vacuola juega un papel importante en el proceso de osmorregulacion
(Latterich y Watson, 1991).

Se han postulado tres diferentes fases en la respuesta de la levadura a condiciones
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de estrés hiperosmético. La primera es un proceso puramente fisicoquimico que en la
levadura es de, aproximadamente, un minuto (Hohmann, 1997) en el cual la célula pierde
agua pasivamente para equilibrar las presiones hidricas. La segunda fase de la respuesta
a este tipo de estrés es la adaptacion fisioldgica que se completa cuando el organismo
osmorregula v, la tercer fase es la recuperacion del crecimiento, que se da una vez que la
levadura se ha adaptado al nuevo ambiente.

La segunda fase, la adaptacion fisiolégica a un estres hiperosmético, involucra la
acumulacién de glicerol, que es el osmolito compatible por excelencia en este organismo
(Blomberg y Adler 1989). El glicerol se produce por la via de la glucdlisis y se puede utilizar

como fuente de carbono {(ver Fig. 2).

Glucosa

Fructosa 1,6 biP

LNADH X A

Glicerol 37 €— DHAP € GAP

A GPD1 Y
GPP1 i DHA

GPD2 T
A appe TﬂDAm ¥ 1DH3 i

GCY1 3P-Glicerato

o Etan()l(—> ¢ ENO1
ADH1Kf NADH  PDCH i ENO2 KK

Acetaldehido “#— Piruvato -~ PEP

\

Acetato

Figura 2. Via de produccion y de eliminacion del glicerol. Modificado de Norbeck y
Blomberg, 1997. Las flechas a la izquierda de las proteinas indican un incremento y
las flechas a la derecha indican una disminucién en la concentracién y/o actividad

de las mismas .

Entre los ajustes metabdlicos que favorecen la produccién de glicerol en

condiciones de estrés osmotico se encuentran los siguientes:
(1) Un incremento en la transcripcidn de los genes GPD1y GPPZ; estos genes codifican
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para enzimas que catalizan los tltimos pasos en la via de sintesis de glicerol (ver Fig. 2).
{2) Un aumento en la actividad de la fosfofructocinasa (es una enzima de la glucdlisis que
cataliza una reaccién irreversible).

(3) Inhibicién de la produccion de etanol; probablemente debida a que la ADH1 uitiliza el
mismo cofactor que la GPD1 (NADH).

(4) Una disminucion en la transcripcién de los genes que codifican para las enzimas TDH3
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) y ENO2 (Enolasa). Esto es relevante para ta
produccién de glicerol ya que, al no existir estas enzimas en cantidades normales, no se
utiliza gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y, por lo tanto, se aumenta la poza de fosfato de
dihidroxiacetona (DHAP; precursor del glicerol) {ver Fig. 2).

(5) Baja en la expresién de la piruvato descarboxilasa (PDC1) y de la alcohol
deshidrogenasa (ADH1) y una elevacién en la actividad de la aldehido deshidrogenasa
(ALDS). Estos cambios también son importantes para la produccion de glicerol ya gque se
incrementa la concentracion de NADH (Blomberg, 1997).

La acumulacién de glicerol es producto, principaimente, de dos eventos : un
incremento en su produccion y una inhibicién de su salida (Albertyn et al., 1994; Ansell et
al., 1997; Blomberg y Adler 1989; Luyten et al., 1985).

La enzima responsable de la sintesis de glicerol en S. cerevisiae es la GPD. El
transcrito de la GPD1 se induce en condiciones de estrés hiperosmético y una interrupcion
del gen produce un fenotipo de osmosensibilidad (Albertyn et al., 1994; Larsson et al.,
1993). Se ha descrito otra isoforma de este gen (GPD2) cuyo transcrito no se induce en
estas condiciones de estrés y cuya interrupcién no produce un'fenotipo de
osmosensibilidad. Sin embargo, la doble interrupcién en GPD1y GPDZ2 da lugar a una
levadura altamente osmosensible que produce cantidades despreciables de glicerol
(Ansell et al., 1997). El dltimo paso en la sintesis de glicerol (ver Fig. 2} involucra la
desfosforilacion del glicerol-3-fosfato a glicerol, esta reaccién es catalizada por las
fosfatasas conocidas como GPP1 y GPP2. La GPP2 se regula transcripcionalmente por
estrés hiperosmético y por la via de HOG, mientras que la GPP1 se expresa
constitutivamente y se ha demostrado que codifica para una proteina que, in vitro, funciona
como fosfatasa {Norbeck et al., 1996). La interrupcién de cualquiera de estos dos genes,
GPP1 y GPP2, o de ambos, no genera ningun fenotipo de sensibilidad a estrés osmotico
(Hirayama et al., 1995), lo cual sugiere la existencia de una fosfatasa adicional involucrada
en la produccion de glicerol.

En cuanto al transporte de glicerol se refiere, se han descrito dos transportadores:
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uno que funciona por difusién facilitada (FPS1) y otro por difusién activa como simporter
con H+ (Sutherland et al., 1997).

FPS1 es un miembro de un grupo de proteinas transmembranales formadoras de
canales conocidas como MIP (por Membrane Intrinsic Protein); este transportador no se ha
podido ubicar en ninguno de los cinco diferentes grupos filogenéticos en que se han
clasificado a los miembros de esta familia, ya que el tamafio de la proteina es
extremadamente grande en comparacion con las otras (669 aminoacidos con respecto a
230 aminoacidos que, normalmente, tienen las 70 proteinas que se han descrito dentro de
esta familia). Sin embargo, en cuanto a su funcidn se refiere, se podria ubicar en el primer
grupo, va que se ha demostrado in vivo que transporta glicerol y se ha probado que el
transportador de E. coli (GIpF) es capaz de complementar la funcién de transporte de una
mutante en FPS{ (Luyten et al., 1995). Se sabe que el transporte mediado por FPS1 es el
causante de la salida del 80% del glicerol en S. cerevisiae y, su apertura y cerrado
responde, en cuestion de minutos, al cambic en el potencial hidrico intracelular (Luyten et
al., 1995). Cuando la levadura se enfrenta a un estrés osmético, el transportador se cierra
permitiendo la acumulacién intracelular de glicerol y, cuando hay un estrés hipo-osmético,
se abre para permitir la salida del mismo. Hasta el momento, la mutante de este gen es la
unica que se conoce gue presenta un fenotipo de sensibilidad tanto en alta como en baja
osmolaridad (Hohmann, 1997). Aparentemente, FPS1 no esta regulado por la via de HOG
(Luyten et al., 1995) pero la actividad enzimatica esta modulada por otra cinasa (PKC) que
se sabe participa en la respuesta de la levadura a condiciones de estrés hipo-osmético
(Varela y Mager, 1996).

Por otro lado, el transportador activo, que funciona como simporter con H+ parece
no estar implicado en el ajuste osmaético y se reprime cuando se crece a la levadura en
glucosa como fuente de carbono; por lo que se ha propuesto que juega un papel en el
cambio de un metabolismo glucolitico a uno gluconecgénico (Sutherland et al., 1997).

Vias de transduccion de sefiales en la respuesta a estrés osmético.
1.- La via de HOG

En los Ultimos afios, se ha publicado una gran cantidad de informacién acerca de
las vias de transduccion de seiales que dan lugar a la respuesta a estrés osmético en S,
cerevisiae. Como se menciond anteriormente, el estrés osmético induce la sintesis de
glicerol a través de la enzima GPD. La caracterizacion de mutantes incapaces de sintetizar
glicerol ante una situacion de estrés osmético llevé a la identificacion de la via denominada
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HOG por High Osmolarity Glycerol (Brewster et al., 1993). Esta via regula la expresion del
gen que codifica para la GPD1y, de esta manera, induce la sintesis y consecuente
acumulacién de glicerol. Los datos acumulados a la fecha han permitido establecer un
modelo en el cual se muestran algunos de los elementos involucrados en esta via de
transduccion de sefales (ver Fig. 3A). Se han descrito dos osmosensores en la membrana
de las células: SLN1, que se inactiva en alta osmolaridad, y SHO1, que se activa por estrés
hiperosmético. Estos osmosensores actiian sobre una via de MAP cinasas gque termina en
la fosforilacion de la proteina HOG1 que, a su vez, presenta actividad de cinasa. Las MAP
cinasas son modulos de sefalamiento intracelular compuestos de tres cinasas que actuan
secuencialmente; estas cinasas transmiten una sefial extracelular al interior de la célula
para dar una respuesta celular apropiada. En la via de HOG, MAPKKK corresponde a
SSK2/22 que fosforila a la cinasa MAPKK (que, en ésta via, es PBS2) que, a su vez,
fosforila a la cinasa MAPK (que, en ésta via, es HOG1). La cinasa HOG1, se fosforila en un
residuo de tirosina (esto sucede un minuto después de aplicar un estrés moderado: 0.3M
NaCl (Brewster, et al.,1993)) y es dependiente de la cinasa PBS2 (Schilller et al., 1994).
Esta via regula a dos factores transcripcionales, Msn2p y Msn4p (es posible gue HOG1 sea
el responsable de la fosforilacion de estos dos factores), que son los responsables de
activar muchos genes de respuesta al estrés (Boy-Marcotte et al., 1998; Treger et al., 1998).

El osmosensor SLN1 forma un sistema de dos componentes con YPD1-SSK1; como
se menciond anteriormente, SLN1 se inactiva en presencia de condiciones de estrés
hiperosmoético y no fosforila a S8K1 que, de esta manera, es activo y enciende la via de
HOG (ver Fig. 3B). Se sabia que las mutaciones en los genes HOGT1y PBSZ2 son
osmosensibles: sin embargo no se encontrd este fenotipo de osmosensibilidad en las
mutantes de los genes SSK1/SSK2y SSK1/SSK22 (ver Fig. 3A). Por esta razén se sugirié
la existencia de un segundo osmosensor que regulara la via de HOG a partir de PBS2. A
este segundo osmosensor se [e ha denominado SHO1 y, recientemente, se ha demostrado
que esta proteina es capaz de formar un complejo con PBS2, HOG1 y STE11 (Maeda et
al., 1994; Posas y Saito, 1997). STE11 es una MAPKKK que funciona en la via de
respuesta a feromonas; sin embargo, se sabe que cuando forma el complejo con las
cinasas de la via HOG, no interacciona con la otra via permitiendo, de esta manera,
especificidad en la respuesta. Se ha demostrado que no hay un cruce entre las dos vias
(Posas y Saito,1997) y que PBS2 funciona como una proteina reclutadora para ambas.

También se ha reportado que SLNT es un gen esencial para la levadura y se ha
propuesto que esta letalidad puede deberse al hecho de que se acumulen altas
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concentraciones de los productos regulados por la via de HOG 6 a que metabolitos
esenciales se desvien para la produccién de estos compuestos. Durante la busqueda de
mutantes supresoras de la mutacion en SLN1, se identificaron cuatro diferentes fosfatasas,
dos de tirosina PTP2 y PTP3 y dos de serina-treonina PTC1 y PTC3. Se sabe que los
productos de PTP2 y PTP3 controlan {a desfosforilacién del producto de HOG1 (Maeda et
al., 1994), que son genes regulados transcripcionalmente en condiciones de estrés
osmético y a través de la via de HOG (Jacoby et al., 1997); esto Ultimo sugiere que esta via
tiene un mecanismo intrinseco de inactivacion., No se sabe cual es el substrato de las otras
dos fosfatasas (PTC1 y PTC3) pero se piensa que actian sobre las Ultimas dos cinasas de
la via de HOG (PBS2 y HOG1) (Maeda et al., 1994).

Se sabia que el producto de HOG1 tiene que estar fosforilado para ser activo;
recientemente se ha demostrado que es necesaria esta fosforilacion para que la proteina
se localice intranuclearmente. Este hecho hace pensar en que la actividad de fosforilacion
mediada por la proteina HOG1 es nuclear (Ferrigno et al., 1998).

A Alta osmolaridad B Alta osmolaridad
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No se sabe cuales son los factores transcripcionales regulados por la via de HOG;
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sin embargo, si se conocen dos factores transcripcionales, Msn2p y Msn4p, que contienen
dos dedos de Zinc 2+ en su parte carboxilo terminal, involucrados en la respuesta a estres
en general. Se ha visto que cepas que carecen de Msn2p y Msn4p son sensibles a
diferentes condiciones de estrés (como el osmético) y no acumulan muchos de los
transcritos de respuesta a estos diferentes tipos de estrés. Por otro lado, se demostrd que
estos factores transcripcionales se unen a una regién del DNA conocida como STRE (ver
mas adelante) (Martinez-Pastor et al., 1996; Schmitt y McEntee, 1996). Especificamente,
es posible pensar en la existencia de otros factores transcripcionales, ademas de Msn2p y
Msndp, que regulen la respuesta a estrés osmotico. Esta hipétesis se basa en el hecho de
que la doble mutante msn2-msn4 crece igual que la cepa silvestre en 0.8M de NaCl y que
se encontrd actividad de la fusién STRE a un gen reportero (ver siguiente seccion) en la
triple mutante pbs2-msn2-msn4 bajo estas condiciones de estrés (Martinez-Pastor et al.,
1996); esto ultimo sugiere que esta respuesta es independinte tanto de los factores
transcripcionales Msn2p-Msndp como de la via de HOG.

Elemento presente en los promotores de genes regulados por estrés
osmético: STRE.

La gran mayoria de los genes regutados por la via de HOG tienen una secuencia en
sus regiones promotoras conocida como STRE (STress Response Element; CCCCT o
AGGGG). Este elemento es suficiente para inducir la expresion de un gen reportero ante
diferentes situaciones de estrés, tales como estrés oxidativo, esirés osmotico, falta de
nutrientes, crecimiento en bajo pH, etc.. (Schiiler et al., 1994). Este hecho ha llevado a
varios investigadores a proponer que el elemento STRE puede funcionar como un punto
integrador de la respuesta a estrés en la levadura S. cerevisiae (Ruis y Schiller, 1995) y
explicar, por lo menos parcialmente, la induccién de transcritos semejantes ante diferentes
condiciones de estrés. A pesar de existir este cruce en la induccion de los genes en
respuesta a diferentes condiciones de estrés, hay cierta especificidad en cada una de los
diferentes condiciones de estrés; por ejemplo, se sabe que la fosforilacion y, por lo tanto, la
activacién de HOG1, se da Unicamente en respuesta a estrés osmético (Schiller et al.,
1994).

Como ya mencioné anteriormente, se han caracterizado dos factores
transcripcionales Msn2p y Msndp que, in vitro, se unen al elementc STRE. Por otro lado,
mediante mapeo fino (footprinting), ha sido posible definir que la ocupacion del elemento
STRE presente en las regiones promotoras de los genes CTT1y HSP104 se incrementa
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en células en estrés y depende de la presencia de los dos factores transcripcionales
Msn2p y Msndp (Gorner et al., 1998). Se demostré que ambos factores se acumulan en el
nucleo bajo condiciones de estrés (calor, estrés osmético, etanol, sorbato), siendo esta
localizacion rapida, reversible e independiente de la sintesis de proteinas. Por otro lado,
también se ha demostrado que la localizacién citoplasmica de estos factores estd asociada
a una alta actividad de la proteina cinasa A dependiente de AMPc (PKA) (Gdrner et al.,
1998), Estos datos apuntan fuertemente a que la regulacién de la respuesta a condiciones
de estrés, mediada por estos dos factores transcripcionales, esta dada por la localizacion
citopldsmica-nuclear de los mismos y que esta localizaciéon depende, en gran medida, de
la actividad de PKA.

Se han encontrado genes regulados por estrés osmético y por la via de HOG que no
presentan STRE en sus regiones promotoras: HOR7 (Hirayama et al., 1995) y DDR48
(Miralles y Serrano, 1995) y genes como HAL1, ALD2 y ENA1 que presentan la secuencia
STRE pero no es funcional {Alepuz et al., 1997; Marquez y Serrano, 1998; Miralles y
Serrano, 1995). En algunos casos se propone la existencia de ofra secuencia no
identificada que funciona como STRE (Miralles y Serrano, 1995) y en otros, se argumenta
que el elemento conacido como PDS (Post Diauxic Shift; AATAGGGA o TCCCTT/A) es el
mediador de la respuesta a estrés (Boy-Marcotte et al., 1998; Garay-Arroyo y Covarrubias,
1999). El elemento PDS, descrito a principios de los noventa, se activa tanto por estrés por
calor como en las fases tardias de crecimiento de una levadura crecida en glucosa como
fuente de carbono (Boorstein y Craig 1990a; Boorstein y Craig 1990b). La secuencia
consenso que lo define es muy similar a la secuencia del elemento STRE y se ha
observado, mediante experimentos de retardamiento en gel, que el elemento PDS es
capaz de competir in vitro con el elemento STRE (Marchler et al., 1993}, por lo que se ha
considerado que puede ser reconocido por los mismos factores transcripcionales (Boy-
Marcotte et al., 1998; Garay-Arroyo y Covarrubias, 1999).

2.- La via de AMPc-PKA

Existe una correlacién directa entre la velocidad de crecimiento y la sensibilidad a
estrés osmaético. Cuando la levadura se crece en glucosa como fuente de carbono
(crecimiento rapido-fermentativo) los niveles de AMPc se incrementan y, por lo tanto, la
actividad de la proteina cinasa dependiente de AMP¢ (PKA) también aumenta. Una alta
actividad de esta cinasa provoca la represidn transcripcional de muchos genes de
respuesta a estrés; io inverso también se cumple, una baja actividad de esta cinasa da
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como resultado la induccién transcripcional de estos genes. La cinasa PKA esta
compuesta por dos subunidades, la reguladora (inhibitoria) BCY1 y la catalitica, la cual a
su vez esta formada por los productos de tres genes homélogos TPK1, TPK2y TPK3. El
AMPc modula la actividad de esta cinasa, ya que se une a la subunidad reguladora BCY1
y libera la parte catalitica que, una vez libre, se activa (ver Fig. 4).

Los efectos de PKA sobre los genes de estrés estdn mediados, al menos en parte,
por el papel que juega esta cinasa en la localizacién citoplasmica de los factores
transcripcionales Msn2p y Msn4p (ver apartado anterior; Gorner et al., 1998). Estos datos
sugieren que el AMPc pudiera ser un mediador de la respuesta a estrés ya que, de esta
manera, es posible coordinar la respuesta metabdlica y la protectora. Asi pues, genes que
poseen en sus regiones promotoras el elemento STRE, 4 el elemento PDS, responden a
cambios metabélicos durante el crecimiento y/o a cambios ambientales bajo condiciones
de estrés modulados por los niveles de AMPc y, por lo tanto, de Msn2p y Msn4p activo (en
el nucleo).

Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual la levadura aumenta los
niveles de AMPc cuando crece en glucosa como fuente de carbono, pero se ha propuesto
que la despolarizacién de la membrana y/o la acidificacién intracelular pueden ser los
disparadores de la sefial (Thevelein, 1994). Una vez que se internaliza la sefial aumentan
los niveles de AMPc que estan determinados por dos procesos opuestos: por sintesis
dependiente de la adenilato ciclasa (CYR1 o CDC35) e hidrdlisis mediada por dos
fosfodiesterasas; PDE1 y PDE2, una de baja y otra de alta afinidad, respectivamente.

La actividad de la adenilato ciclasa (CYR1) esta regulada por las proteinas RAS que
son activas cuando estan unidas a GTP; esta union esté regulada positivamente por la
proteina (CDC25), que estimula el intercambio GDP-GTP y, negativamente, por las
proteinas IRA1-IRA2, que estimulan el intercambio GTP-GDP (ver Fig. 4).

Recientemente se ha reportado que el gen que codifica para la proteina PDE2 se
regula por los factores transcripcionales Msn2p y Msn4p (Treger et al., 1998), lo cual quiere
decir que la transcripcion de este gen estéa regulada indirectamente por la actividad de PKA
que, a su vez, esta regulada por la concentracién de AMPc que, depende de la actividad
de estas fosfodiesterasas.

Por otro lado, se ha demostrado que existe una correlacion inversa entre los niveles
de AMPc (y por lo tanto de PKA activo) y la concentracion de NaCl presente en el medio de
crecimiento (atn en levaduras crecidas en glucosa como fuente de carbono); se demostrd
que el efecto es mas pronunciado en respuesta a concentraciones mas altas de NaCli
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(Marquez y Serrano, 1996).
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Figura 4. Via de regulacion de !a proteina cinasa-A (PKA) dependiente de AMPc.

Ademas de BCY1, recientemente se han caracterizado dos proteinas que unen
AMPc. Estas proteinas se encuentran ancladas en la membrana por medio de un residuo
fosfatidilinositol y se ha propuesto que se liberan por una fosfolipasa C cuando el
organismo crece en fuentes de carbono fermentables (Thevelein, 1994). No se sabe si
alguna de estas dos proteinas participa en los fendmenos mediados por AMPc hasta ahora
descritos.

3.- La via de regulacién mediada por el complejo represor Ssn6p-Tupip-
Sko1lp.

Recientemente se ha identificado una secuencia en la regién promotora del gen
HAL1 que funciona como modulador negativo en la respuesta de la levadura a
condiciones de estrés osmdtico. Esta regién es suficiente para reprimir la transcripcion y
conferir respuesta a estrés osmatico al promotor del gen CYC1. Los datos reportados
sugieren que esta secuencia es el(blanco de un complejo de proteinas llamado Ssn6p-
Tupip-Prp que se ha caracterizado como parte de un sistera de represion bajo otros tipos
de estrés (Marquez et al., 1998). Actuaimente se sabe que, en el caso especifico de estrés
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osmotico, la Prp es un factor transcripcional conocido como Sko1p, que contienen dos
dedos de Zinc 2+ en su parte carboxilo terminal, que se une a una secuencia llamada CRE
(TGACGTTT). Este elemento es similar a una secuencia reportada en mamfferos de
respuesta a AMPc (Proft y Serrano, 1999). Se ha sugerido que el complejo Ssnép-Tup1p-
Sko1p esta unido, en condiciones normales de crecimiento, a una secuencia del promotor
de HAL1y que este complejo se libera bajo condiciones de estrés osmdtico. El sistema de
Ssnép-Tupip-Sko1p parece estar involucrado en el control de la transcripcion de genes
tanto dependientes (CTT1, ENA1, ALD2y SIP18) como independientes de la via de HOG
(DDR48 y HALT). Esto indica que la transcripcion de muchos de los genes activados por la
via de HOG se reprimen por la unién de este complejo y, por lo tanto, para su expresion
éptima no sélo se requeriria de la activacion por la via de HOG sino también de la des-
represion del complejo Ssnép-Tup1p-Skolp. Pareceria entonces que, la contribucion de la
via de HOG en la activacion de muchos de los genes de respuesta a estrés, esta
enmascarada por la liberacién del complejo Ssn6p-Tup1p-Sko1p. Esta idea se ve
apoyada por el hecho de que el fenotipo y controt transcripcional observado en ja mutante
de hog1 se puede suprimir con la mutante en ssné-fup1y con la mutante en sko? (Marquez
et al., 1998; Proft y Serrano, 1999).
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l. Hipétesis
A través de caracterizar genes que se regulen por condiciones de estrés
osmaético podremos entender un poco mas €l proceso que le permite a la

levadura adaptarse a vivir bajo estas condiciones de estrés.

Il. Objetivo general

Aislar y caracterizar genes de levadura inducidos por condiciones de esirés
osmotico.

Practicamente todo el trabajo que se conoce hasta el momento acerca de la
respuesta de la levadura S. cerevisiae a condiciones de estrés osmdético se ha
obtenido gracias a la facilidad metodolégica que presenta este organismo para
obtener mutantes y poder caracterizarlas genéticamente. Sin embargo, una gran
cantidad de genes tienen homdélogos funcionales (ésto queda claro con la
posibilidad de analizar la secuencia completa del genoma de éste organismo) por
lo que no es posible obtener mutantes con fenotipo en estos genes y

caracterizar el fenémeno completamente. Una alternativa, que complementa a la
estrategia de obtencién de mutantes, para estudiar la respuesta de la levadura a
una cierta condicion particular de estrés es la obtencién de genes inducidos bajo
estas condiciones de estrés, Esta Ultima estrategia es la que decidimos abordar en
este trabajo.

lil. Objetivos particulares
1. Aislar genes cuya transcripcién se incremente en condiciones de estrés
osmético. Secuenciar estos productos, deducir la secuencia de aminoacidos y
comparar con los bancos de datos para buscar homologias con otras proteinas.
2, Caracterizar la expresién de los transcritos bajo diferentes condiciones de
estrés (I6nico, oxidativo, calor, etc..) mediante experimentos tipo northern.
3. Determinar el numero de copias de los genes GRE en el genoma de la cepa
RS58 de levadura a través de experimentos tipo Southern .
4. Llevar a cabo mutaciones especificas, en cada uno de los genes aislados, por
medio de una disrupcién génica. Caracterizar sl fenotipo de las cepas mutantes
en diferentes medios de crecimiento.
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Three Genes Whose Expression is Induced by Stress in
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In this work we report the isolation and characterization of three genes induced by different stress conditions in the
yeast Saccharomyces cerevisiae. These genes, named GREI, GRE2 and GRE3, were identified by the differential
display technigque using total RNAs obtained from yeast grown under hyperosmotic conditions. Northern analysis
of RNA obtained from different growth conditions shows that their corresponding transcripts accumnulate not only
in response to osmotic stress but also to ionic, oxidative and heat stress. Analysis of the deduced amino acid
sequences indicated that GRE!, GRE2 and GRE3 correspend to ORFs YPL223C, YOLISIW and YHR104W,
respectively. Additionally, it suggested that GRET encodes a hydrophilic polypeptide that it is not homologous to
any known protein but has features resembling the late embryogenesis abundant (LEA) proteins characterized in
higher plants; GRE2 encodes a pulative reductase with similarity to plant dihydroflavonol-4-reductases; and GRE3
codifies for a keto-aldose reductase highly related to fungal xylose-reductases. The three genes are induced in the late
growth phases in agreement with the presence of PDS elements in their promoter regions, The three of them are
under the control of the HOG pathway, even though GRE! and GRE2 promoter regions do not present the
consensus core STRE sequence. In addition, GREI and GRE3 are regulated negatively by the cAMP-PKA
transduction pathway and positively by the transcriptional factors Msn2p and Msn4p. Gene disruptions of the GRE
genes did not show a phenotype in any of the tested stress conditions. Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd.

KEY WORDS —- stress response; HOG pathway; LEA proteins; aldose reductase; dihydroflavonol-4-reductase; GRE
genes .

INTRODUCTICN

Organisms have mechanisms that atlow them fo
adapt to constant fluctuations in their living
environment. These mechanisms, which involve
the perception of the changing environment and
the transduction of the stress signal, result in the
modulation of pre-existing proteins and the tran-
scriptional induction of a set of genes whose
products counteract the hazardous consequences
of the imposed stress.
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The versatility of the yeast Saccharomyces
cereyisiage as an experimental model has allowed
the study of different stress responses, such as heat
shock, osmotic and oxidative stresses, nutrient
starvation, etc. (Mager and Ferreira, 1993;
Serrano, 1996). Among other contributions, these
studies have provided evidence that suggest the
existence of a general stress response system that
can be activated by various factors and, upon
activation, protect cells against a number of con-
ditions that endanger their survival (Mager and
Varela, 1993; Parsell and Lindquist, 1994)

In S. cerevisiae the existence of at least four
different DNA e¢lements that respond to stress
signals and participate in the transcriptional regu-
lation of different genes has been demonstrated.
Among the best characterized is the heat shock
element (HSE), which interacts with the so called
heat shock transcription factor (HSF) (Parsell and
Lindquist, 1994). Other elements participate in the
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response to multiple stress conditions, such as the
PDS (post-diauxic shift) element that mediates
gene activation during diauxic growth and station-
ary phase, and under heat shock stress (Boorstein
and Craig, 1990a, 1990b; Werner-Washburne
et al., 1993). The stress response element (STRE)
constitutes a sequence that is activated by various
stress conditions, such as nitrogen starvation,
osmotic and oxidative stress, low external pH,
weak organic acids, and ethanol (Belazzi et al,
1991; Marchler et al., 1993; reviewed in Ruis and
Schiiller, 1995). Although the transcription factor
binding to STRE has not yet been unambiguously
identified, recent observations show that the tran-
scription activators Msn2p and Msndp are not
only required fcr a high level of expression of
genes activated via STRE, but also bind specifi-
cally to these elements in vitro (Martinez-Pastor e?
al., 1996; Schmitt and McEntee, 1996). Finally, the
AP-1 responsive elements (ARE) have been ident-
ified in the promoter region of genes typically
involved in the response to oxidative stress
(Gounalaki and Thireos, 1994; Ruis and Schilller,
1995).

Increase in the external osmolarity induces a
water deficit situation, which reduces growth and
viability of yeast cells as a consequence of the loss
of an osmotic gradient across the membrane. A
water deficit can be reached during adverse
environmental conditions such as freezing, salt
stress or desiccation, Certain developmental
stages, such as spore formation, also implicate
dehydration. One of the first responses, main-
tained throughout evolution, that was character-
ized in organisms living under hyperosmotic
conditions was the synthesis of osmolytes or com-
patible solutes (Yancey et al., 1982). In S. cerevi-
siae, ‘glycerol is the major osmolyte synthesized
under hyperosmotic stress and is responsible for
most of the osmotic adjustment of this organism
(Albertyn et al., 1994; Blomberg and Adler, 1989).
The enzyme responsible for the production of this
osmolyte is glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
NAD™* (GPD). The GPD! gene is induced under
osmotic stress and the lack of its product renders
the yeast osmosensitive (Albertyn et al, 1994). A
second gene encoding a GPD isozyme, GPD2, has
been described, as being important for glycerol
production, afthough it is not induced by osmotic
stress conditions (Ansell et al., 1997).

In S, cerevisiae, the signal transduction pathway
that ends in the production of glycerol has been
widely characterized and constitutes an example of

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Lid.
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a two-component regulatory system in eukaryotes
(Maeda et af, 1994). This transduction pathway
consists of a MAP kinase cascade (MAPKKK,
Ssk2/22p; MAPKK, Pbs2p; MAPK, Hoglp:
Brewster ef al,, 1993; Maeda et al, 1994) that
results in the induction of several genes, including
GPDI (Albertyn et al., 1994; Schiiller er al., 1994).
The kinase cascade is activated by the product of
two different genes that encode osmosensors on
the membrane of yeast cells: SLNI, which forms
the two-component system with YPDI-SSKI, and
SHQOI, which acts on PBS2 through STE!!
(Maeda et al, 1994; Maeda et al, 1995; Posas
et al., 1996; Posas and Saito, 1997). This regu-
latory system i¢ known as the high osmolarity
glycerol (HOG) pathway as it was initially charac-
terized as the regulatory mechanism for glycerol
production during yeast growth in high osmolarity
medium (Brewster et al., 1993).

In this work we report the isolation and charac-
terization of three genes, GREI, GRE2 and GRE3,
whose expression is induced by osmotic stress. We
show that these genes also respond to other
adverse situations: oxidative, heat, and ionic
stresses and during the normal development of
yeast, in the diauxic and postdiauxic-stationary
growth stages. Furthermhore, we report that the
three GRE genes are positively regulated by the
HOG pathway. Two of them, GREI and GRE3,
are positively regulated by the transcriptional
factors Msn2p—-Msndp and negatively regulated by
the cAMP-PKA transduction pathway.

MATERIAL AND METHODS

Yeast strains, media and growth conditions

The S. cerevisiae strains used in this work are
described in Table 1, Cells were routinely grown
on YPD medium [1% yeast extract (Difco), 2%
Bacto-peptone (Difeo), and 2% glucose] or SD
medium [2% glucose, 0-7% Yeast Nitrogen Base
without amino acids (Difco), and 0:05M MES
(Sigma), pH60] supplemented with adenine
(30 pg/ml), uracil (30 ug/ml), histidine (30 ug/ml)
and leucine (100 pg/ml) at 30°C, unless otherwise
indicated, Solid media contained 2% agar (Difco).
For all the shock experiments, cells were grown in
YPD medium to mid-logarithmic phase (ODggq of
0-5) and solutions of sorbitol, hydrogen peroxide,
sodium chloride or lithium chloride were added to
the final concentrations indicated. For the heat
shock experiments, yeast cultures grown in YPD

Yeast 15, 000-000 (1999)
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Table 1. Strains of 5. cerevisiae used in this study.

Strain Genotype Source or reference*
RS58 MATa ural leu2, his3, ade2 Gaxiola ef al., 1992
hogl RS58 hog I:URA3
grel RS58 gre 1::URA3 ’

gre2 RS58 gre 2:URA3

gre3 RS58 gre 3:URA3

beyl RS58 beyl:URASZ
w303 MATa, SUC2, ade2, canl, his3, leu2, trpl, ura3 Martinez-Pastor et al., 1996

msh2-msnd

W303 msn2-3:HIS3 and msnd-1:.TRP!

Martinez-Pastor et al., 1996

*Source is this study, unless otherwise indicated.

were shifted from 30°C to 37°C. Cells were main-
tained under the stress conditions during the
periods indicated. For the batch culture exper-
iment, stationary-phase YPD yeast cultures were
used to inoculate YPD medium coutaining 2 M
sorbitol or, for the control conditions, YPD. Alig-
uots were removed to determine the cell density
and cells were harvested at different times, as
indicated.

Yeast transformation

We followed the Li-acetate method for transfor-
mation of yeast, as described initially by Ito et al
{1983) and modified by Lauermann (1991}.

Differential display method

The “differential display’ of specific transcripts is
based on the PCR amplification of cDNAs (Liang
and Pardee, 1992) obtained from total RNA (1 pg)
purified from yeast cultures grown to an ODggo of
0:5 in YPD medium or in YPD supplemented with
2 M sorbitol. An olige dT(15) with a GC at its 3’
end was used for the cDNA synthesis. The cDNA
obtained was the template for the subsequent PCR
that was carried out with two different decamers,
5-GGC GGT TGT C-3 for GREI and GRE2, and
5%“CTG GGC AAC T-3' for GRE3, in combina-
tion with the oligo dT(15)-GC. The procedure used
was that of Liang and Pardee (1995). The accumu-
Jation pattern of the transcripts corresponding to
the selected amplified cDNAs was confirmed by
using the fragments eluted from the DNA sequenc-
ing gel as probes in Northern blot experiments.
DNA fragments corresponding to the osmotic

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd.

regulated transcripts were cloned in pKS vectors
(Stratagene) and subjected to further sequence
analysis.

Isolation of the full-length genes

The DNA sequences obtained from the PCR
fragment clones were used to obtain the complete
sequence of the three GRE genes from the S
cerevisiae genome database (Stanford University,
USA). To obtain full-length sequences of the GRE
genes, we carried out PCR amplifications using
specific primers designed according to the known
corresponding sequences.

The primers used were: for GREI, 5-GCC AAA
CAC TAC CGC ATA AAA GC-3' and 5-CAA
ACT GACATT AAT AAA AAC G-3"; for GREZ,
5-GAT AGC AGT ATC ACA CGC CC-3" and
5-CAG CTT TTC TTG TGA TGT GTTGC-3';
and for GRE3, 5-ATA AAT CGT AAA GGA
AAA TTG G-3 and 5-GGA AGC TGC TAT
TAA TAT CCC G-3'. The PCR reactions using
genomic DNA as template were as follows: 35
cycles of 30 s 2t 94°C, 30 sat 55°C and 45 s at 72°C.
The resulting PCR products were cloned in EcoRV
digested pKS plasmids. The clones obtained were
further used as probes for the corresponding
Northern and Southern blot experiments, as
described below. .

Constructions of yeast strains carrying the
disrupted genes

Disruptions of the three GRE genes were con-
structed using a URA3-HindIII cassette (obtained
from plasmid Yep24) as selective marker. To get
the GREI gene-disruption, the pKS-GRE! clone

Yeast 15, 000-000 (199%)
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was digested with BamHI, ends were filled-in with
Klenow and ligated to the refilled URA3-HindI1I
cassette, In the case of the GREZ gene, the URA3
cassette was digested with HindIIl, refilled, and
inserted into an EcoRV internal site, The GRE3
gene was disrupted by inserting the URA3I-HindIII
cassette into the internal HindIIl site of the
pKS-GRE3 clone. Linear fragments containing
the GRE gene disruptions were introduced into the
RS58 strain by transformation. The desired
mutants were selected on SD medium without
uracil and the disruptions were confirmed by
Southern blot experiments. The HOG/ and BCYJ
disruptions were obtained by transforming RS58
with independent linear fragments containing the
disrupted genes. The mutated HOG! and BCY!
genes were kindly given by 8. Hohmann and R.
Gaxiola, respectively, The disruptions were con-
firmed, in the case of HOGI, by testing their
osmotic sensitivity and, at the regulatory level,
looking at the expression of GPDI and CTT!
genes under osmotic stress (data not shown). In the
case of the BCYI gene, transformants were tested
by their glycogen content using the iodine staining
procedure (Chester, 1968). The strains W303 and
W303 (msn2-msnd} were kindly given by Dr F.
Estruch.

Nucleic acids purification

Total RNA was extracted as indicated by
Collart and Oljviero (1995), except that a final step
was included in which total RNA was precipitated
with 2M LiCl to eliminate transfer RNA. The
RNA was resuspended in one volume of water and
one volume of 4 M LiC! and incubated for 2h at
4°C, RNAs were then centrifuged at 16 000 x g for
Smin and washed twice with 70% (v/v) ethanol.
Finally, the resulting RNA was resugpended in
water and the concentration determined spectro-
photometrically. Genomic DNA was obtained as
described by Hoffman (1995).

Northern and Southern blot analysis

For Northern blot experiments, 10 pg of total
RNA was separated by electrophoresis in
formaldehyde—1-2% agarose gel and blotted to
Hybond membranes following standard protocols
(Hybond-Amersham). The mRNA levels were
quantified using the NIH Image 1.60b7. The
resulting values were normalized with those
obtained from the 258 rRNA hybridization signal;
those numbers represent an arbitrary unit which

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd.
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was obtained by subtracting the intensity value
obtained for each transcript for a loading correc-
tion factor according to the intensities of the 258
rRNA band. For Southern blot hybridization
experiments, 20 pg of EcoRI-digested genomic
DNA was used per lane. DNA was subjected to
electrophoresis in agarose gels and blotted to
nylon-N* membranes (Hybond-Amersham). In all
hybridization experiments, the membranes were
probed with fragments carrying the full-length
GRE genes. Probes were labelled with a com-
mercial random primer kit (Dupont) using
[0-*2P] dCTP (3000 Ci/mmol; Amersham). High-
stringency conditions were used for all hybridiz-
ations and washes.

NA sequencing

DNA sequencing was carried out following the
Sequenase procedure {UUS Biochemicals), Both
strand sequences from pKS-derived clones were
obtained using ‘reverse’ and ‘universal’ primers,

RESULTS

Isolation and characterization of three genes
induced by osmotic stress

Three genes whose expression is induced by
osmotic stress (2M sorbitol} were identified by
differential display RT-PCR. To confirm the
osmotic induction of these transcripts, we used the
selected amplified fragments for Northern blot
experiments (data not shown). Three of the tested
fragments that showed transcript accumulation in
response to osmotic stress were selected for further
cloning and sequencing. The DNA. sequences
obtained were compared against the S. cerevisiae
genome database (Stanford University). Three dif-
ferent genes were identified and their complete
nucleotide sequences were compared against data-
bases, showing that they are genes not identified
previously as responsive to hyperosmotic condi-
tions in yeast. Since the three genes were respon-
sive not only to osmotic stress but also to
additional stress conditions, we called them ‘GRE’
for ‘Genes de Respuesta a Estres’ (stress respon-
sive genes, ,Spanish)., The deduced amino acid
sequences indicated that GRE! encodes a highly
hydrophilic protein with an amino acid compos-
ition similar to that observed for proteins of the
LEA (Late Embryogenesis Abundant) family from
plants (Dure, 1993; Ingram and Bartels, 1996:
Figure 1). GRE2 encodes a protein 24-25%

Yeast 15, 000-000 (1999)
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Figure 1.

LEA proteins (Dure, 1993).

identical to dihydroflavonol-4-reductases from
different plants (Casamayor et al., 1995; Sparvoli
et al., 1994), and GRE3 encodes a putative keto-
aldose reductase that shows high identity with
xylose reductases from different yeasts (Mewes
et al., 1997): 65% with that isolated from Kluyvero-
myces lactis (Billard et al., 1995), and 58% with the
one from Pichia stipitis (Takuma ef al, 1991). In
GRE3 shows significant homology
(~34% identity) with aldose reductases from other
organisms (Mewes et al., 1997). The tetrapeptide
IPKS, which is considered to be the active site for
both aldehyde and aldose reductases (Bartels e al.,
1991), is present in this protein. The Accession Nos
for the GRE genes on the yeast genome database at

addition,

Capyright © 1999 John Wiley & Sons, Lid.

Structural characteristics of the GREJ gene product.
(A) Hydropathic profile and predicted secondary structure of
the protein encoded by the GREI gene. This analysis was made
using the Wisconsin Sequence Analysis Package. (B) Compari-
son between the amino acid composition of the GRE/ gene
product and that corresponding to a representative member of
the different groups of the LEA proteins from plants. The table
in this figure shows those amino acids which are distinctive in

) 5

Stanford University are: YPL223C for GREI,
YOL151W for GRE2 and YHR104W for GRE3.

Genomic Southern blot analysis indicates that
strain RS58 contains a single copy of GREI and
GRE3, whereas three additional homologous
sequences were detected for GRE2 (data not
shown). These data are in agreement with the
information obtained from the yeast genome data-
base, which indicates the presence of single GRE]
and GRE3 genes, as well as the presence of three
genes with >60% homology to GRE2. Addition-
ally, we carried out a comparative analysis
(BLAST) of the deduced amino acid sequences,
which indicated that the products of the three
GRE2 homologous genes correspond to other
putative reductases with an identity of 55-60% to
the GRE2 protein (YDRS341C, YGLIS7TW,
YGL0O39W). Five additional putative aldose
reductases, 30-40% identical to GRE3, were also
found. However, none of the additional aldose
reductases seem to be a xylose reductase, based on
their identities with bona fide xylose reductases. No
protein homologous to the GRE! product was
found.

Acecumulation patterns of the GRE transcripts
during growth under stressed and non-stressed
conditions

Northern blot experiments using total RNA
obtained from yeast cultures grown under osmotic
stress and harvested at logarithmic phase (ODgg
of 0-5), confirmed that all GRE genes are clearly
responsive to hyperosmotic conditions (Figure
2A). The sizes of the GRE transcripts were deter-
mined to be, approximately 0-5 kb for GREI and
1-2 kb for GRE2 and GRE3. In a typical Northern
hybridization, we detected a 25-fold induction for
GREI, 14-fold induction for GRE2 and 38-fold
induction for GRE3 in response to high osmolarity
in the growth medium (Figure 2A).

To observe the GRE transcript accumulation
under stressed and non-stressed conditions, we
took aliquots from cultures grown on YPD and
YPD+2M sorbitol at different times during
growth to stationary phase, as indicated in Figure
2B. The resulting data indicate that although tran-
script accumulation varied with osmotic stress, it
was also affected by the growth stage (Figure 2C).
When yeast cells were grown in a hyperosmotic
environment, the highest accumulation was
detected during the log phase, gradually decreasing
as the culture reached the stationary phase. The

Yeast 15, 000-000 (1999)
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Figure 2, GRE transcript accumulation patterns. {(A) Accumulation of the GRE transcripts under osmotic stress. Total RNA
(10 pg/lane) obtained from yeast celis (RS58) that had been grown to an GDy 005 on YPD (— ) or YPD plus 2 M sorbital {+) was
loaded on a 1-2% agarose-formaldehyde gel. After electrophoresis, bands were blotted on nylon membranes and hybridized with
[a-*?P] dCTP-labelled full-length cDNAs, as indicated in Material and Methods. The position of the ribosomal RNAs (255 and
18S) is shown at the left of the figure. (B) Growth curves of yeast cultures grown in YPD medium (control cells) and YPD+2 M
sorbitol (osmotic stressed cells). Aliquots were removed to determine the cell density at the times indicated by arrows, Each number
and letter indicates an RNA extraction point and the corresponding lanes in the following panel. (C) Effect of the growth phase
on the accumulation of the GRE transcripts. Cells were grown as explained in panel (B} and harvested, at the times indicated by
the arrows, for RNA extraction, Total RNA was purified and loaded (10 pg/lane) on a 1-2% agarose—formaldehyde gel. After
electrophoresis, bands were blotted on nylon membranes and hybridized with [a-**P] dCTP-labelled full-length cDNAs. We used
the 258 ribosomal RNA as a reference of the amount of RNA loaded. LP, logarithmic phase; DS, diauxic shift; G, slow grawth;
SP, stationary phase.
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Figure 3. Time course of the GRE transcript accumulation under heat shock, ionic, oxidative and
osmolic stress. Cells were harvested at the times indicated and total RNA was extracted from yeast
cultures prown 10 an Ol of 0-5. At this point, the different stresses were imposed by adding sorbitol,
LiCl or H,0, in solution to final concentrations of 0-5 M, 100 mM and 0-4 mu, respectively (see Materials
and Metiods). For the heat shock experiment, the cultures were shifted from 30°C to 37°C for the
indicated periods. RNAs were loaded (10 musigng/lane), blotted and hybridized with [e-*2P] ACTP-
labelled full-length cDNAs. The 258 ribosomal RNA was used as Joading reference. Fhe mRNA ievels
were quantified using the NIH Image 1.60b7. The tesulting values were normalized with those obtained
from the 255 rRNA hybridization signal, as indicated in Materials and Methods.

effect is more evident during growth in YPD
without sorbitol. In this case, GRE2 and GRE3
accumulated to high levels during the diauxic shift,
whilst GREI transcript was expressed during the
postdiauxic and stationary phases.

GRE transcript accumulation during osmotic,
fonic, oxidative and heat shock conditions

The fact that GRE2 and GRE3 gene expression
is induced in the diauxic shift phase, when the
yeast switch to respiratory metabolism and
changes in the redox status occur {(Werner-
Washburne ef al., 1993), suggested that their prod-
ucts could be involved in other stress responses.
The same was implied for the GREI gene, whose
expression is induced in control cells after the
postdiauxic phase and during the stationary phase,
where other stresses (e.g. nutrient starvation) could
be sensed. The responsiveness of the GRE genes

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd.

to other stresses was tested by looking at their
transcript accumulation in Northern hybridization
experiments, using total RNA obtained from cells
stressed by osmotic, ionic, oxidative and heat
shock. In these experiments, yeast cultures grown
in YPD to an ODygg of 0-5 were subjected to
stressful environments for different times.

Yonic shock was imposed by adding LiCl to a
final concentration of 100 mM. This concentration
was selected in order to preferentially induce ionic
toxicity rather than osmotic stress (Gliser ef al.,
1993). For the three transcripts, accumulation
started to be detected at 30min after LiCl
addition. For GREI the accumulation remained at
the same level during the period of the stress
treatment; for GREZ there was a further increase
at 60 min and then the transcript accumulation
started to decrease; and for GRE3, there was an
increase in the accumulation of the transcript

Yeast 15, 000-000 (1999}
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throughout the stress treatment (Figure 3). As in
the case of ionic shock, accumulation of all GRE
transcripts was detected after 30 min of heat
shock. For GREI and GRE2, the highest transcript
accumulation occurs after 120 min, whereas the
GRES3 transcript remained at the same level at all
times tested (Figure 3).

A different expression pattern was observed for
the oxidative and osmotic shock treatments. When
a final concentration of 0-4 aM H,0, was added to
the cultures, the GRE2 and GRE3 mRNAs showed
their highest accumulation at 60 min of treatment.
After 120 min, the accumulation of both tran-
scripts decline (Figure 3). In contrast, GREI]
mRNA was not detected under H,0, stress. In the
case of osmoiic shock, imposed by treatment with
(-5 m sorbitol (low osmolarity); all GRE tran-
scripts showed a peak of induction at 30 min;
afterwards, at 60 min, a severe decline in the level
of the transcripts occurs {Figure 3). Interestingly,
we have observed that the induction time of the
three GRE transcripts depends on the concen-
tration of the osmolytes in the medium; i.e. low
concentrations {0-5m sorbitol or 0-3M NaCl)
induce a faster accumulation, whereas high
concentrations (I:5M sorbitol or Im NaCl)
result in a slower induction (see Figure 4A, B; A.
Garay-Arroyo, unpublished results).

Regulation of the GRE genes by the HOG and the
cAMP-protein kinase A pathways

The HOG pathway is the best characterized
regulatory system for osmotic responsive genes in
S. cerevisiae; mutations in this MAP kinase path-
way render cells osmosensitive. To investigate
whether the GRE genes were under the control of
the HOG pathway, a strain containing a HOG!
disruption was constructed as indicated in Materi-
als and Methods (Table 1). The analysis was
carried out by looking at the GRE transcripts
accumulation in wild-type and hog! strains sub-
jected to osmotic stress. As shown in Figure 4A,
none of the GRE genes was induced in the hog!
strain in response to osmotic stress, indicating that
HOGI positively regulates their expression. This
result is in agreement with the finding of one
STRE in the GRE3 promoter region and of related
sequences in the other GRE promoters (Figure 5).
These homologous sequences correspond to the
so-called ‘PDS element’ known to be involved in
the regulation of genes expressed during the
diauxic or stationary growth phases (Figures 2, 5).

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Lid.
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Additional regulatory pathways have been
reported to regulate the osmotic response in yeast
through the STRE. The cAMP-protein kinase A
pathway has been shown to negatively control the
expression of osmotic-responsive genes. A muta-
tion in the gene encoding the regulatory subunit of
protein kinase A (BCY!) results in a high cAMP-
independent protein kinase A activity and, as a
consequence, in repression of several genes
induced by osmotic stress (reviewed in Ruis and
Schiiller, 1995). To look at the effect of this
mutation on the expression of the GRE genes, a
beyl strain was constructed using an URA3 dis-
rupted BCY7 gene (Table 1), Both, the wild-type
and the bcyl strains were subjected to osmotic
stress and RNAs were isolated at different times,
as indicated in Figure 4B, The data show that
GRE] and GRE3 gene expression is modulated by
cAMP levels. In contrast, GRE2 expression was
unaffected when compared with its expression in
the wild-type strain (Figure 4B}. Again, these data
are consistent with the presence of various STRE
and PDS elements in the GRE! and GRE3 pro-
moter region (Figure 5). The lack of effect in the
case of GREZ expression could be explained by the
presence of a unique PDS element or the absence
of a typical STRE (Figure 5).

Recent reports by Martinez-Pastor et al. (1996)
and Schmitt and McEntee (1996), showed that the
MSN2p-MSN4p transcriptional factors are able
to bind ir vitre to the STRE. Additionally, it is
known that the double mutant msn2-msnd is
sensitive to osmotic, ionic and oxidative stress
conditions. To see whether these transcriptional
factors were able to regulate the induction of the
GRE genes, we carried out a Northern analysis of
wild-type and mutant strains under stressed and
non-stressed conditions (Figure 4C), The results
suggest that GRE! and GRE3 expression is regu-
lated by these transcription factors; however, as in
the case of the bcyl strain, the GRE2 transcript
levels were unaffected. The presence of a typical
STRE in the case of the GRE3 promoter region
correlates with the transcript accumulation in
strain msn2-msnd. This is not the case for the
GREI gene, where no consensus STRE was found;
instead, six PDS elements were detected, A poss-
ible explanation for the GREI responsiveness to
the absence of Msn2p-Msndp transcriptional
factors could be related to the high homology
between the STRE and PDS element, as well as to
the presence of more than one PDS sequence. For
GRE2, the absence of a STRE and the presence of

Yeast 15, 000-000 (1999)
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A RSS8 hog!

(=] [=]
NeCI (03 M) O M Cw

W303 msné-msnd

Figure 4. Effect of mutations in HOG!, BCYI and MSN2-MSN4 genes on
the accumulation of the GRE transcripts under osmotic stress. (A) Wild-type
and hogl strains were subjected to 0-3 M NaCl treatment for 30 min. (B)
Total RNA was prepared from wild-type (RS58) and beyl strains after
incubation during the indicated perieds on YPD (time 0) and YPD+1-0M
NaCl (30, 60, 120, 150 min). (C) Northern analysis of total RNA prepared
from wild-type (RS58) and msn2-msnd strains after incubation during the
indicated periods on YPD (time 0) and YPD with 0-4 M NaCl (30, 60, 120,
150 min). Northern experimentis were performed with 10pug of tota
RNA obtained from yeast cultures grown 1o an ODgg of 0-5, [a-*P]
dCTP-labelled full-length cDNAs were used as hybridization probes in all
Notthern experiments. 258 ribosomal RNA was used as a loading reference.

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd.
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AAGQGA TAGGGA AAGGGA AAGGGA TCCCTT L..
GRE1 3
024 80 547 536 .226-217 151 -ATa
GAATACGGAATTTTCY
GRE2 - l;;;m
-1056 -176 AAGGGA T
112
AAGGBGA  AAGGGA  AAGGGA
GRE3
i AGGGG
+382 -207 -143 -89  VATG

DPDS: Post Diauxic Shift Etement (A TAGGGA or TCCCTT/A)

. HSE: Heat Shock Elemant (nGAANNTTCnnGAAN)

“STHE: Siress Response Elament (CCCCT or AGGGG)

Figure 5, Putative control elements contained in the promoter regions of the GRE genes,
The complete sequence of the GRE genes promoter regions were obiained from the Stanford
University yeast database. The complete intergenic regions were analysed for the presence of
the different sequences, using FIND PATTERNS from GCG software package. The
sequence of the regulatory elements identified are shown, as well as their precise locations.

a unique PDS sequence could be a possible expla-
nation for its lack of response in a msn2-msnd
background,

Disruption of the GRE genes

To address the role of the products of the GRE
genes in environmental stress responses, we con-
structed strains carrying disrupted GRE genes.
GREI, GRE2 and GRE3 were disrupted by insert-
ing the URA3 gene into their coding regions, Each
disruption was introduced into the RS58 genome
by recombination and selected by complement-
ation of uracil auxotrophy. The positive candi-
dates were analysed by Southern blot to confirm
the presence of the disrupted GRE genes (data not
shown). Phenotypic analyses were done by grow-
ing yeast cells in YPD solid medium containing
sorbitol (1'3, 1-5 and 2m), NaCl (1-0, 1-3 and
1-5M), LiCl (0-1 and 0-2M), or HyO, (5 and
10 mM). The results indicate that the GRE genes
are dispensable for growth, at least under the
osmotic, ionic and oxidative stress conditions
tested (data not shown).

DISCUSSION

In S. cerevisiae, a general stress response system
induced by various environmental stimuli has been
shown to be responsible for the protection of yeast
cells against a number of conditions that endanger
their survival (Mager and Varela, 1993; Parsell and

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Ltd,

Lindquist, 1994; Trollmo e? al., 1988; Varela et al.,
1992), Specific responses can also be detected for
each stress situation. In the case of an osmotic
stress, an osmosensitive phenotype has been shown
in mutants defective in very diverse functions,
such as vacuole sorting and biogenesis (Latterich
and Watson, 1991), cytoskeleton structure
(Chowdhury et al, 1992), osmolyte production
(Albertyn et al, 1994; Larsson et al., 1993), etc,
These data suggest that a complex response is
needed to adapt to media with a low water activity.

To contribute to the understanding of the
molecular events leading to an osmoregulatory
response, we have isolated and characterized three
genes that are induced in response to osmotic
stress conditions, The analysis of their amino acid
sequences revealed the involvement, in this
response, of an unidentified hydrophilic protein
(CRED, a putative dihydroflavonol reductase
(GRE2), and a putative xylose reductase (GRE3).
The analysis of the GREI amino acid composition
suggested a functional relationship with the
so-called LEA proteins from plants. As in the case
of LEA proteins, GREI is highly hydrophilic and
presents a high content of charged amino acids and
glycine, which allows us to predict that it is a
non-globular (randome-coiled} and highly soluble
protein (Dure, 1993; Roberts et al, 1993; Figure
1), Additionally, LEA proteins and GREI] are
induced by water-deficit environments, either
externally imposed or during development

Yeast 15, 000-000 (1999)
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(Figures 2, 3; Dure, 1993; Ingram and Bartels,
1996). Interestingly, by searching the yeast genome
databank, we have found additional analogous
proteins (Garay-Arroyo ef al., in preparation). The
finding of analogous proteins in yeasts and plants
whose transcripts are induced under osmotic stress
raises the possibility of a wider occurrence in
nature, as well as a general role during this re-
sponse. The lack of phenotype in the GRE! gene
disruption correjates with the idea that these
analogous proteins carry out similar functions
during the yeast response to stress,

GRE2 encodes a protein similar to
dihydroflavonol-4-reductases (DFR) from plants.
It has been shown that in higher plants, these
enzymes are involved in the synthesis of secondary
compounds, anthocyanins and flavonoids, using as
co-factor NADP™ (Kristiansen and Rohde, 1991).
In addition, its induction by water stress has been
reported in Vigna unguiculata (Iuchi et al., 1996).
In S. cerevisiae, it has been suggested that these
enzymes may be involved in the synthesis of
certain co-factors (Mewes ef al, 1997). The fact
that the expression of this gene is positively
affected by oxidative stress and during the diauxic
shift, where a metabolic change from fermentation
to respiration occurs (Werner-Washburne er af,
1993), suggests that its function might be related to
the balance of the NADP*/NADPH pools, which
could also be adversely modified under hyper-
osmotic conditions. Since the S. cerevisiae genome
contains three additional GREZ homologous
genes, the absence of phenotype of the GRE2
disruption under the conditions tested is not
surprising.

The third gene described, GRE3, encodes a
protein homeologous to fungal xylose reductases
(XR). This enzyme is a member of the family of
aldo-keto reductases that uses NADPH as co-
factor and catalyses the reduction of carbonyl
metabolites (sugars) to produce polyols (Mahler
and Cordes, 1971). In this particular case, xylitol is
the product of the reaction. In different organisms,
polyols have been shown to be important as osmo-
protectants and during osmotic adjustment since
they confribute to maintain an adequate osmotic
potential without interfering with macromolecules
(Yancey et al., 1982). In S. cerevisiae, glycerol is
the major osmolyte synthesized during osmotic
stress conditions (Blomberg and Adler, 1989) but
additional polyols have been reported for other
yeasts (Brown and Edgley, 1980). In the yeast
Pichia stipitis, xylitol produced by XR is the

Copyright © 1999 John Wiley & Sons, Lid.
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substrate of a xylose dehydrogenase (XD), which
converts it into xylulose that enters into the
pentose phosphate pathway (Verduyn et al., 19835).
In S. cerevisiae, D-xylose is the substrate of XR
and is not a good carbon source unless is provided
with additional sugars, ethanol or glycerol. Under
these conditions, 95% of the xylose used is con-
verted to xylitol, which accumulates, suggesting
that the limiting step for the xylulose production is
the xylose dehydrogenase-catalysed reaction (Van
Zyl et al., 1989). Since the disruption of GRE3, the
unique XR gene in S. cerevisiae, does not present a
detectable phenotype under stress conditions, it is
difficult to define its precise function. However, it
cannot be discounted that xylitol could be acting
as an osmolyte in a particular growth condition,
and/or that the enzyme activity participates as a
modulator of the NADP*/NADPH pools during
stress (Hahn-Hagerdal et al, 1996),

The results reported here show that the three
GRE genes are induced in response not only to
hyperosmotic conditions but also to other stress
situations (Figure 3). This suggests that they may
be under the control of a more general stress
response network. Additionally, their induction, at
the growth late stages, suggests that there is a
cross-talk between the regulatory pathways con-
trolling growth and those regulating the stress
response. A similar pattern of expression has been
observed for other stress, genes (Schiiller ef al,
1994). Analysis of the GRE gene promoter regions,
together with their expression patterns in wild-type
and mutant strains, reveals that they are under the
control of the HOG pathway, as are many other
genes responsive to osmotic stress. However, only
one of the three GRE genes, GRE3, has an ortho-
dox structure of the STRE in its promoter. In the
case of GRE] and GRE2, we did not detect a
consensus core STRE sequence; instead, we found
six PDS elements in GREI and one in GREZ2
promoter regions. This observation allowed us to
hypothesize that the HOG pathway is modulating
the expression of these genes, either through a
different sequence, as it ocurrs with other genes
(Miralles and Serrano, 1995) or through the PDS
elements. This last possibility is supported by
the fact that PDS clements are able to compete
with STRE sequences in vitro (Marchler ez al,
1993). According to the role of the Msn2-Msn4
transcriptional factors as mediators of STRE-
dependent regulation, we have found that GRE3 is
positively regulated by these factors, because its
transeript level decreases in the msnZ—msnd mu-
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tant. The same effect was observed for GREI,
which does not contain typical STRE sequences.
This observation supports the idea that PDS
elements present in the GRE! promoter can be
recognized as STRE, maybe functioning in a co-
operative mode, Apparently, GRE2 did not
respond to Msn2p-Msndp absence, which could
be explained by the lack of STRE sequences and
the presence of only one PDS element. Exper-
iments using promoter-/acZ fusions and variants
of these elements are in progress in order to prove
the functionality of these putative promoter
elements,

The observation that the GRE genes are induced
not only under osmotic stress but also during the
late growth stages suggested the participation of
cAMP-PKA pathway in the regulation of these
genes, The GREI and GRE3 transeript accumula-
tion patterns obtained using a bey! strain indicate
that PKA negatively regulates their expression
(Figure 4B). The participation of the PDS element
in regulation by cAMP-PKA has been shown
using PDS-/acZ fusions (Boorstein and Craig,
1990a). The presence of PDS elements in the
promoter region of both genes strongly suggests
their participation in the observed regulation by
cAMP-PKA. Furthermore, these results correlate
with the PDS role during late growth stages and
support the idea of considering cAMP as a major
component of the intracellular signal of sub-
optimal nutrient conditions (Boorstein and Craig,
1990a). However, additional sequences might be
required for the response to cAMP, since the
GRE2 gene is able to respond to the diauxic shift
(Figure 2B) but not to cAMP-PKA regulation
(Figure 4B), even though its promoter region
contains one PDS element. A more extensive
analysis using different mutants affected in cAMP
levels is needed to validate these hypotheses. The

function of the GRE genes during the yeast stress ./,

response could not be defined, given the lack of
phenotype in the disruptions that were analysed.
Cue explanation for this result is the functional
redundancy found for the three GRE proteins,
which complicates analysis regarding their
participation in adaptation to stress conditions.
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Resultados anexos

Practicamente todos los resultados de la caracterizacion de los tres genes GRE
se encuentran descritos en el articulo de la revista Ye;ast que se anexa. Sin embargo,
existen algunos datos adicionales que arrojaron mas informacién sobre estos genes y
que no se muestran en el articulo.

Hibridaciéon tipo Southern.

Como parte de la caracterizacién funcional de los genes GRE era necesario
hacer una mutacién dirigida, por medio de una interrupcion génica, de cada uno ellos
en el genoma de S. cerevisiae para probar si la cepa resultante era sensible a
diferentes condiciones de estrés. Para ello fue necesario conocer el numero de
copias de cada uno de los tres genes en el genoma de la cepa RS58 (ver Tabla 1;
Garay-Arroyo y Covarrubias, 1999); por lo que se realizé un experimento tipo
Southern genémico con DNA total de S. cerevisiae (ver Material y Métodos en Garay-
Arroyo y Covarrubias, 1999.) digerido con diferentes enzimas: EcoR1, EcoRV, Hindlll y
Hincll.

GREZ

GRET GRE3 a B
= - > = - > = - > _ = =P . =
o r e == CE = = r T = = c & T I
£ Qo o TR -1 [L I ]
: §8:£ §8:= = §8£: 88: =

e T %

Fig. 1. Southem genémico. Se cargaron 20ug de DNA lotal de S. cerevisiae digendes con las enzimas Ecoll1, EcoRv,
h::m':lr y Hindhll, Se uso el fragmento correspongiente al gen completo de cada uno de los genes GRE como sonda. La
:'nbndaaén y los lavados se hicieron a aka astringencia. Los pesos moleculares estén indicados a 1a 1zquierda de la
igura.
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Como se puede ver en la Fig. 1A, se encontré Ginicamente una copia de GRET;
(este gen presenta un sitio interno para las enzimas EcoR1, Hincll'y Hindlit} y una
copia de GRE3 (que también presenta un sitio interno para las enzimas Hincll y Hindll
y dos sitios internos para EcoRV). En el caso de GREZ fué posible detectar mas de
una copia del gen en el genoma de la cepa RS58 cuando se sobreexpuso la

membrana de hibridacién (comparar los patrones oy B de la Fig. 1B). También para
este gen se sabe, por los patrones de restriccidn, que tiene un sitio interno para la
enzima EcoRl, y tres sitios de restriccién para las enzimas EcoRV y Hincli; sin
embargo, para éstas Ultimas enzimas no se detectan tres bandas ya que uno de los

fragmentos resuitantes es menor de 100pb (ver Fig. 1Bf). Lo anterior concuerda con
lo reportado para los tres genes GRE en la base de datos del genoma de [evadura
que se encuentra en la Universidad de Stanford .

Cinética de expresion de los genes GRE bajo diferentes concentracions
de sorbitol.

En S. cerevisiae se han definido condiciones de alta y baja osmolaridad para
los cuales existen sensores y vias de trasduccion de sefiales diferentes (Marquez y
Serrano, 1896). Con la finalidad de definir el comportamiento de los genes GAE en
respuesta a condiciones de alta y baja osmolaridad, se realiz6 un experimento para
ver la cinética temporal de induccidn bajo diferentes concentraciones de sorbitol.
Como se puede ver en la Fig. 2, a medida que se aumenta la concentracion del
osmolito, se incrementa el tiempo de induccién de los tres genes GRE. De hecho, se
puede ver el mismo tipo de comportamiento cuando se trata de los genes GPD1y
CTT1; (ver Fig. 2). Es interesante que los cinco genes reportados presenten un pico
de induccién en los mismos tiempos para todas las concentraciones probadas. Una
posible explicacion de este fenémeno es que a bajos potenciales osmodticos externos
(0.5 M sorbito!) la levadura se adapta rapidamente al medio y, por esa razén no
requiere de mantener la transcripcion de los diferentes genes por mucho tiempo; de
hecho, se ha visto que a estas mismas concentraciones osmoticas, la fosforilacion de
HOG1 tiene un pico a los 15-20 minutos de aplicado el estrés y luego regresa a su
fosforilacion basal (Brewster et al., 1993). La regulacién temporai de la expresién de
los genes GRE, CTT1y GPD1 en condiciones de baja osmolaridad depende de la
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expresién de HOG1 (Fig. 4A, Garay-Arroyo y Covarrubias, 1999; Hirayama et al.,
1995; Shiiller et al., 1994); esta expresion se puede correlacionar con el tiempo de
fosforilacion maxima que presenta esta cinasa.

Por otro lado, conforme se aumenta la osmolaridad y el estrés resulta més
severo pareciera que la levadura se tarda en inducir los diferentes genes de
respuesta ya que la fase de adaptacién es mas larga. De cualquier manera, a 1.0 M
de sorbitol la respuesta sigue siendo transitoria en los tiempos en los que se midid, ya
que después de los 60 min. baja la transcripcion de los cinco genes (ver Fig. 2). En
1.5 M de sorbitol, el tiempo de induccién de los genes es aln mayor y, no sabemos si
la respuesta es transitoria 0 no porque no se hicieron mediciones a tiempos mas
largos; sin embargo, suponemos que deberia bajar la expresion de los diferentes
transcritos dado el comportamiento que muestran los genesa 0.5 My a 1.0 M de
sorbitol. Seria interesante saber si las proteinas GRE presentan el mismo tipo de
comportamiento y el estudiar por qué la induccién de éstas es temporal, si la
condicion de estrés se mantiene.

Es importante notar que los experimentos tipo northern realizados con las
diferentes conceniraciones de sorbitol se llevaron a cabo con levaduras crecidas
hasta fase logaritmica momento en que se aplicé el estrés (experimentos de choque).
Este comportamiento no se observa cuando el transcrito es cuantificado a lo largo de
la curva de crecimiento en donde la condicion de estrés se mantiene constante; en
este tltimo caso, los genes se expresan tanto en fase lag como en exponencial y fa
expresion baja cuando el cultivo llega a fase estacionaria (Fig. 1; Garay-Arroyoy

Covarrubias, 1999).

Fig. 2. Expresién de los genes GAE bajo diferentes condiciones de estrés

asmélico. Los cultivos de S. ceravisiaa se crecieron hasta una densidad de 0.5

(ssonm) ¥ el @strés se impuso con una solucién concentrada de sorbitol hasta

llegar a la Molaridad que esla indicada en la parte superior da la figura. Las 2 3
células se cosechan a los tiempos indicados después de aplicado el asirés y

se corren 10pg de RNA total. Como sonda se utilizaron los fragmentos

completos de ios Ires genes GAE y de GPDY, y un fragmento intarno EcoR1 del

gen CTT1. Como control de carga se utilizo el gen ribosomal 258.



En cuanto a la regulacion de la expresién de los genes en alta osmolaridad
(1.0 M vy 1.5M de sorbitol) se puede hipotetizar que: 1) la induccion es independiente
de HOG1 vy, por lo tanto, otra via o molécula inductora es la responsable y 2) 1a
cinética de fosforilacién de HOG1 es diferente en altas concentraciones. Estos datos
se podrian corroborar experimentalmente de dos maneras, por un lado midiendo la
fosforilacién de HOG1 en cultivos sometidos a estrés hiperosmoético con altas
concentraciones del osmolito y, por otro lado, viendo la expresion de diferentes genes
en el fondo genético hog1 a estas mismas concentraciones. Esté reportado que la
expresion del gen ENAT estd mediada por dos diferentes vias: a bajas
concentraciones funciona la via de HOG y a altas concentraciones funciona la via de
calcineurina (Marquez et al., 1998). Sin embargo, ésto no ocurre con GPDT en donde
se observa que HOG1 controla la expresién a alta y baja osmolaridad pero con
diferente cinética; lo anterior quiere decir que, en una mutante hog1, se observa e!
transcrito del gen a diferentes tiempos comparado con la induccion que se observa en
la cepa silvestre; lo anterior hablaria de una independencia de HOG1 en la induccion
de este gen en esos tiempos (Hohmann, 1997). Hohmann (1977) propone que la via
de HOG podria estar funcionando en las primeras etapas de la respuesta a estrés
osmético y que luego se requeriria de otras vias para completar el proceso. Esto
mismo (aunque podria ser por diferentes vias) podria estar ocurriendo con los genes
GRE.
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Conclusiones y discusion

1.- Se identificaron tres genes (GRE1, GRE2 y GRE3), no caracterizados
previamente, que se inducen en diferentes condiciones de estrés
(osmético,iénico, oxidativo, calor, fase estacionaria). Los tres genes GRE se
regulan positivamente por la via de HOG y por los factores transcripcionales
Msn2p y Msndp y negativamente por AMPc. No se ha podido determinar el
papel de los genes GRE durante la respuesta a estrés debido a que la
interrupcién de cada uno de ellos no resulta en un fenotipo de sensibilidad
en las diferentes condiciones de estrés probadas.

Los genes GRE responden no sélo a condiciones de estrés osmdético sino a una
variedad de estreses como son idnico, oxidativo, por calor y por desarrollo; es debido a
esta caracteristica que los denominamos GRE, por Genes de Respuesta a Estrés.

GRE1 forma parte de un grupo de proteinas llamadas hidrofilinas que se
caracterizan por ser altamente hidrofilicas.

GRE1 es un gen que codifica para una proteina que no tiene homologia a nivel de
secuencia primaria con ninguna proteina hasta ahora reportada en los bancos de datos.
Sin embargo, recientemente reportamos una nueva familia de proteinas con caracteristicas
fisicoquimicas similares a las reportadas para las proteinas LEAy a las encontradas en
GRE1, a las cuales denominamos hidrofilinas. La identificacion y caracterizacién de los
genes que codifican para estas proteinas en los genoma de S. cerevisiae y de E. colise
encuentran en el articulo titulado “Highly hydrophilic proteins are common during
conditions of water deficit in prokaryotes y eucaryotes” que se anexa en ésta tesis.

GRE2 forma parte de la superfamilia (DHE/DFR) representada por las

enzimas de mamiferos 3p-deshidrogenasa hidroxiesteroide y las de plantas
dihidroflavonol-4-reductasa (DFR).

Por medio de una comparacién con los bancos de datos y por datos bibliograficos
(Casamayor, et al., 1995) se encontr6 que las enzimas que més alta homologia presentan
con GRE2 son las lamadas DFR de plantas. E! porcentaje de identidad encontrado (24-
25%) es bajo, por lo que no es muy seguro que estas dos enzimas usen el mismao sustrato
ni catalicen una reaccién similar. Sin embargo, gracias a la homologia entre GREZ2 y las
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DFR se encontré que GRE2 forma parte de una superfamilia de proteinas (tanto de
animales como de bacterias y plantas) en donde también estan incluidas las DFR (Baker
et. al., 1990). Para saber las relaciones que guardaban los diferentes miembros de la
familia con GRE2 se trazé un arbol filogenético (ver Fig. 1) en donde se puede ver que esta
proteina se parece mas a sus homdlogos de levadura (YGLO39w, YGL157w y YDR541¢)
que a cualquier otra enzima. Desgraciadamente, sdlo para GRE2 se tiene algo de
informacién acerca de la expresién y regulacién del gen ya que los tres genes restantes
sélo han sido identificados como un “marco abierto de lectura” en el proyecto de
secuenciacion del genoma, por lo que no se sabe si se expresan, ni en que condiciones [0
hacen.

{GALE Asttus norvegicus (X53949)
‘______EGALE Rhizobium melilot! (X58126)
GALE Streptomyces lividens (M18953)
3BH1 Homo sapiens (M27137)
3BH1 Bos taurus (X17614)
—__—{{ 3BH1 Rattus novergictis (MB7465)
NOCCDH Nocardia sp. (D90244)

DFRAA Anthurrhinu majus (X155636)
ScORF YGL139W
ScORF YGL15IW
GRER2
8cORF YDR541C
CCR Eucalyptus gunnif (X79566)
CCR Zaa mays (X98083)
MZETX Zea mays (L02540)
DFRA Hordeum vilgare (S68616)
DFRA Zee mays (X05068)
DFRA Peluriia hybrica (X15537)
{ DFRA Lycospersicum asculentum (18277}
. DFRA Madicago sativa (X80222)
I DFRA Viis vindera (X76964)
L oFRA Arabidopsls thatiana (ME6358)

Fig. 3. Arbol filogenético de GAEZ y secuencias relacionatas. El érbol se consiruyd usando las
secusnclas depositadas en los bancos de datos y Jos rimeras de accesos estan Indicados
daspuds de las especles a las cuales perlenace cada protelna. Los aminodcidos se alinearon
usango e} programa Plleup; v Ias distancias se obtuvieron por el método de Kimura usando el
programa de Distances, Finalmenite, el drkal se obtuvo con el programa Growttee, Todos los

\ programes son del paguste de GCG, Wisconsin, Madisan.

UDP galactosa-4-epimerasa (GALE); 3-- hidroxi-5ene-esterolde-deshidrogenasa {3BH1);

NAD(P)-capendiente Coleslerol dashidrogenasa (NQCCDH); Dinldrofiavonol 4-reductasa
(DFRA}; NADH HC-toxina reductasa (MZETX); Cinhamoll CoA- reduciasa (CCRY); ScORF: 8,
cerevisiae ORF,

También se puede ver en la Fig. 1 que hay una enzima de plantas que participa en
la biosintesis de ligninas: la CCR (Cinamoil-CoA-oxidorreductasa dependiente de NADP)
que estd evolutivamente mds cercana al bloque donde se encuentra GRE2 que las
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realizacién de un alineamiento entre GRE2 y las dos enzimas CCR lo cual mostré un 36%
de identidad a nivel de aminoacidos entre estas dos grupos de enzimas. Estos datos
confirman que, en efecto, GRE2 es mas parecida a las CCR que a las DFR.
Desafortunadamente esta homologia no aporta ninguna informacion adicional a la posible
funcion de GRE2 ya que la enzima CCR también participa (igual que las DFR) en el
metabolismo secundario de las plantas y no se ha reportado ninguna actividad similar en
levadura. De acuerdo a Baker y Blasco (1992) la UDP-4-galactosa-epimerasa pudiera ser
el ancestro de las enzimas de la superfamila (DHE/DFR) por lo que se podria pensar que la
funcién de los genes de levadura pudiera estar mas relacionado a metabolismo de
azucares o de acidos nucléicos (ver distancias en la Fig. 1}. Por esta razén se realizé un
alineamiento entre el posible antecesor y GRE2 donde se observé que la homologia a
nivel de aminoacidos es muy baja, Gnicamente 36% de identidad en la region de unién a
NAPDH, por lo que no es muy factible que participen en la misma reaccién enzimatica. De
cualquier manera seria interesante saber si la funcién de los genes de levadura esta mas
relacionada a metabolismo de azlcares o de cidos nucléicos que a la biosintesis de
metabolitos secundarios.

Otro dato adicional de la posible funcién de GREZ2 esta dado por el hecho de que el
transcrito se induce en condiciones de estrés oxidativo y cuando |a levadura cambia de
metabolismo fermentativo a uno respiratorio (Figs. 2 y 3; Garay-Arroyo y Covarrubias,
1999), por lo que la enzima podria estar involucrada en modular el potencial redox de la
célula. Se sabe que el cofactor de muchos miembros de la superfamilia (DHE/DFR) es
NADPH asf que el papel de GRE2 podria ser el de modulador de las pozas de NADPH
bajo diferentes condiciones ambientales. En la Fig. 2 se muestra un alineamiento en donde
se muestra el sitio de unién al cofactor NADPH, que se conserva en GRE2y en varios

miembros de ia superfamilia de (DHE/DFR).
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Z182TT s ~maseahavv dahsppktt gswlvmflle
X15536 ~~mmmmmmen ~msptslnts setappsst cvtgaagfi gswlvmrlle
LO2B40  ~mmmmmvmms s maekesngvry pLeaddeieclep y
yglQ039w SQEKNDGLLK KFKSNPNLSM EIVEDIAAPN AFDKVFQKHG
ygllh7w SQEKNDGLLK KFNNNEXLSM EIVEDIAAPN AFDEVFKKHG
gre2 sgekaenlte afgnnpkfsm evvopdiskld afdhviqkhg
ydrb54lc SHEKEAKLLR QFQHNPNLTL EIVPDISHEN AFDXVLQKRG
X79566 pdd.pkngh lrel.egase ritl.ykgdl mdygsleeal
X98083 pdd.pknah lral.dgaae rlil.ckadl ldydaicrav
Sh9616 panvektkp 1lel.pgake rlsi.wkadl sedgsfneai
X05068 dpanvgktkp lmdl.pgate rlsi.wkadl aeegsfddai
X80222 dpenlkkvsp 1lel.pgaks klsi.wkadl geegsfdeail
X75964 Bdptnvkkvkh 1141 .pkaet hltl.wkadl adegsfdeail
M86359 dpgnlikkvgh 11dl.pnakt gltl.wkadl seegsyddal
X15537 dpenkkkvkh 1lel.pkadt nltl.lkadl tvegsfdeai
718277 dpengkkvkh llel.pkadt nltl.wkadl avegsfdeail
X15536 Bdponmkkvkh liel.pkadt nitl.wkadm tvegsfdeal
L.02540 4ntodeakagl lrrlvpgaae rlrl.fgadl fdaatfapal

Fig. 2. Alineamiento del probable sitio de unién a NAD(P) localizado en la region amino-
terminal de diferentes miembros de la superfamilia (DHE/DFR). Se indican los numeros de
acceso de cada una de las proteinas a la izquierda de la figura. Las proteinas se
obtuvieron de las secuencias depositadas en los bancos de datos. Los aminoacidos se
alinearon usando el programa Pileup del paquete de GCG, Wisconsin, Madison. En negro
estan indicados los aminodcidos idénticas por lo menos en diez de las secuencias
utilizadas para llevar a cabo el alineamiento.

GRE3 tiene alta homologia con xilosas reductasa descritas en diferentes

hongos.

GRE3 es miembro de una familia de aldo-ceto reductasas que presentan una
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secuencia conservada (IPKS), que es el sitio activo tanto en aldehido como en aldosa-
reductasas (ver Fig. 3). Gran parte de los miembros de esta familia catalizan la siguienta
reaccion:

AZUCAF --r----smmm=pagg-mmemrmaomose Poliot
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Fig.3. Alineamiento mliltiple de diferentes xilosas reductasas. Las proteinas se obtuvieron
de las secuencias depositadas en los bancos de datos. Los aminoacidos se alinearon
usando el programa Pileup del paquete de GCG, Wisconsin, Madison. KL {(Kluyveromyces
lactis; Billard et al., 1995), PS (Pichia stipitis; Takuma et al., 1991) y PT (Pachysolen
tannophilus; Bolen et al., 1996). En negro se encuentran indicados todos los aminodcidos
idénticos por lo menos en dos de las cuatro secuencias utilizadas.

Esta proteina presenta una alta homologia (65-66%, ver Fig. 3) con reductasas de
xilosa (XR) descritas en diferentes hongos (Billard et al., 1995; Bolen et al., 1996; Takuma
et al., 1991). La XR es la enzima que cataliza la primera reaccion de la via de sintesis de
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xilulosa, que puede ser utilizada como fuente de carbono por S. cerevisiae:

Xilosa —X& 3 Xilitol —X2 5 Xilulosa

El producto de la reaccién de la enzima XR es xilitol y se requiere de una xilitol
deshidrogenasa (XD) para producir xilulosa (ver esquema anterior) la cual puede entrar al
ciclo de las pentosas. Sin embargo, desde hace tiempo se sabia que la levadura S.
cerevisiae es incapaz de crecer en xilosa como Unica fuente de carbono, aungue si puede
utilizar xilulosa (Van Zyl et al., 1989), Por lo anterior se pensaba que la XR no existia en S.
cerevisiae y se llevaron a cabo algunos experimentos introduciendo la enzima heterologa
XR de Pichia sipitis en S. cerevisiae (Takuma et al., 1891) para probar que la falta de
crecimiento de esta levadura se debia a_la ausencia de la enzima, En esta levadura
transformada tampoco se observé crecimiento en xilosa como Unica fuente de carbono por
lo que se sugirid que la enzima limitante podria ser la siguiente enzima de la via de sintesis
de xilulosa, la XD y, que se necesitaba tener una levadura con ambas enzimas heterdlogas
para que creciera en xilosa como fuente de carbono. Sin embargo, esta hipdtesis no ha
sido probada ya que no se ha construido esta doble transformante conteniendo tanto la XR
como la XD. Actualmente, con la disponibilidad de toda la secuencia del genoma y, por los
datos que se obtuvieron sobre GRES, se sabe no sélo que ambas enzimas estan presentes
en el genoma de la levadura (existe un “marco abierto de lectura” que tiene entre un 50-
60% de identidad con la enzima XD, datos no mostrados) sino que, al menos GRES se
expresa bajo diferentes condiciones de crecimiento. A la fecha se desconoce si la enzima
XD en la levadura es funcional y en que condiciones se expresa. Por lo anterior se puede
postular que GRES podria catalizar una reaccion para producir un osmolito compatible
(que bien pudiera ser xilitol) bajo ciertas condiciones de crecimiento usando diferentes
sustratos como se ha postulado para otras reductasas de xilosa (Bolen et al., 1985).

, Por otro lado, practicamente todas las reductasas de xilosa reportadas utilizan
NADPH como cofactor (Pichia stipitis también puede utilizar NADH) asi que, como en el
caso de GRE2, también es posible proponer que GRES juega un papel en modular las
pozas de su cofactor NADPH bajo ciertas condiciones de estrés y/o ciertas condiciones de

crecimiento.
Es interesante notar que mugchos de los cambios tanto en las actividades de las

-proteinas como en 1a induccién de genes que se regulan por condiciones de estrés

osmatico se comparten con aquellas que se han observado en condiciones de estrés

oxidativo (comparar Fig. 2 de la introduccién de éste capitulo y Fig. 6 de Godon et al.,
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1998). Uno podria hipotetizar que el factor comun en estos dos tipos de esfrés es que una
condicién de estrés osmético induce primariamente un estrés oxidativo. Esta hipotesis
seria compatible con la posible funcién de GRE2 y GRE3 como moduladores de las pozas
de NADPH (NADH) vy, por tanto, del potencial redox.

Regulacién transcripcional de los genes GRE.

En cuanto a la regulacién de estos genes se refiere se puede concluir lo siguiente:
presentan una regulacién semejante a lo reportado para otros genes de respuesta a
estrés, ya que se regulan positivamente por de la via de HOG y los genes GRE1y GRE3
son regulados negativamente por AMPc-PKA. Sin embargo, en el caso de GREZ2no
encontramos regulacién negativa mediada por la cinasa PKA, ya que no cambian sus
niveles transcripcionales en la mutante bey? (comparados con el control). Este dato sugirié
que los niveles de AMPc no estaban reguiando la transcripcion de este gen. Sin embargo,
en estudios recientes (Benitez, comunicacion personal), usando el promotor de GREZ
fusionado con un gen reportero (lacZ) se encontré que el promotor del gen GRE2 responde
a los niveles de AMPg, de tal forma que una mutante que carece de la CDC25'y, por tanto
presenta niveles bajos de AMPc (OL520-1; Flattery-O Brien et al., 1997), posee una alta
actividad de P galactosidasa; este efecto se revierte por la adicion de AMPc. Los datos
anteriores indican que la mutante bey7 genera resultados que se interpretan
incorrectamente {GPP2 (Hirayama et al., 1995; Boy-Marcotte et al., 1998)) y sugieren que el
AMPc puede estar regulando la expresion transcripcional por medio de otras proteinas
diferentes a la cinasa PKA.

Adicionalmente, se demostré que los factores transcripcionales Msn2p y Msn4p que
se sabe que, in vitro, se unen al elemento STRE, regulan positivamente a GRE1y GRES.
En el caso de GREZ, cuando el analisis de expresion se lleva a cabo utilizando como
sonda el gen completo, no es posible observar efecto en el fondo genético msn2y msn4;
sin embargo, cuando se usé como sonda la regién 3'no traducida del gen, es posible
detectar que GRE2, al igual que GRE1y GRES, se regulan positivamente por los factores
transcripcionales Msn2p y Msndp (datos no mostrados). Estos datos van de acuerdo con la
existencia de mas de un gen homélogo de GREZ2 en S. cerevisiae, de tal forma que cuando
se utiliza la sonda completa es posible detectar los diferentes transcritos similares a GRE2,
en tanto que cuando se usa la regién 3'no traducida, especifica de GRE2, sdlo se detecta
el transcrito de éste gen. Estos datos correlacionan con datos recientes obtenidos en el
laboratorio (E. Benitez, comunicacién personal) en donde el promotor de GREZ esta
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fusionado al gen /facZ, y no se observa actividad del gen reportero en la mutante msn2y
msn4; lo anterior indica que estos dos factores transcripcionales funcionan como
reguladores positivos de GREZ2, Por otro lado, es posible concluir que -alguno (s) de los tres
genes homélogos a GREZ no se regula por estos factores transcripcionales.

Recientemente se ha demostrado una interaccién entre los factores
transcripcionales Msn2p y Msn4p y PKA. Cuando hay condiciones de estrés en el medio
de crecimiento, los factores transcripcionales Msn2p y Msn4p se encuentran,
preferencialmente, en el nucleo de las levaduras, activando genes de respuesta a estrés.
Cuando hay condiciones Optimas de crecimiento y glucosa como fuente de carbono se
incrementa la actividad de la proteina cinasa dependiente de AMPc¢ (PKA) y los factores
Msn2p y Msndp se encuentran, principalmente, en el citoplasma (Gérner et al., 1998). Esto
correlaciona con los datos de los northern de los genes GRE 71y GRE3 en los diferentes
fondos genéticos. Ambos genes se regulan positivamente por los factores Msn2p y Msn4p
y negativamente por PKA. Adicionalmente, y apoyando esta observacién, se ha visto que
genes que se inducen en la fase dialxica (cuando la levadura cambia de un metabolismo
fermentativo a uno respiratorio) se regulan positivamente por los factores transcripcionales
Msn2p y Msndp y negativamente por AMPc (Boy-Marcotte et al., 1998), lo cual concuerda
con lo encontrado para los genes GRE2y GRE3 {ver Fig. 2 Garay-Arroyo y Covarrubias,
1999).

El analisis de las regiones promotoras de los diferentes genes permitié la
identificaciéon de diferentes cajas 0 elementos de regulacion que ayudaron a explicar el por
qué de la induccién que observamos en los diferentes fondos genéticos (ver figura 5;
Garay-Arroyo y Covarrubias, 1998). Se ha demostrado que la secuencia STRE es un
elemento que confiere respuesta a una gran variedad de estreses cuando se fusiona con
un gen reportero (Schiiller et al., 1994). Como se puede ver en la Fig 5 del articulo de la
revista Yeast, el gen GRET no presenta ningun elemento STRE pero tiene 6 elementos
PDS; GREZ2 tiene una caja HSE y un elemento PDS y GRE3 presenta un elemento STRE y
tres elementos PDS. Nosotros proponemos gue este Ultimo elemento, PDS, podria
funcionar como el elemento regulador en muchas condiciones de estrés y/o que hay un
elemento alternativo que no se ha identificado y que funciona como el responsable de la
activacion. De hecho, y apoyando la primera hipétesis, se ha demostrado que el elemento
PDS compite con el elemento STRE en geles de retardamiento (Marchler et al., 1993) y se
ha propuesto que los factores transcripcionales Msn2p y Msn4p pudieran estarse uniendo
a esta secuencia (Boy-Marcotts et al., 1998). Seria interesante demostrar si la

participacién, en condiciones de estrés osmético, de un elemento STRE es equivaiente a
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aquélla gue presenta un elemento PDS y, si los elementos PDS pudieran estar actuando
sinergisticamente entre si o en conjunto con el elemento STRE, ésta ultima hipétesis de
sinergismo estd comprobada para los elementos PDS-HSE (Kobayashi y MacEntee, 1993)
y para diferentes elementos STRE (Varela et al., 1995).

No entendemos aun el papel de estos genes durante la respuesta a estrés ya que la
interrupcién de ninguno de ellos resulta en un fenotipo de sensibilidad, al menos en las
condiciones de estrés estudiadas hasta ahora. Es posible que la causa de no haber
detectado ningtin fenotipo se deba no sélo a la redundancia genética sino también a la
redundancia funcional. De ahi la importancia de generar mutantes multiples que permitan
profundizar en este andlisis. Por otro lado, seria necesario explorar la funcién de los
productos de estos genes, por enfoques bioguimicos que permitan comprobar la identidad
sugerida por el andlisis de su secuencia.

Por dltimo, presento un esquema en donde se resumen los diferentes factores que
se han descrito hasta el momento y juegan un papel en modular la expresion de los genes
bajo condiciones de estrés osmético. Esta respuesta involucra, principalmente, tres vias de
regulacion; una de ellas actia de manera positiva, la via de HOG, y dos ejercen un efecto
negativo, la regulacién ejercida por la cinasa PKA y la actividad represora del complejo
Ssnép-Tupip-Skolp. (ver Fig. 4A 'y 4B). Como se puede ver en la Fig. 4A, en condiciones
normales de crecimiento {en glucosa como fuente de carbono) la via de HOG esta
apagada; los niveles de AMPc se encuentran altos (por io que la actividad de la cinasa
PKA también estd aita) y los factores transcripcionales Msn2p y Msn4p se localizan en el
citoplasma. Ademas, el complejo represor Ssnép-Tupip-Sko1p se encuentra unido a su
secuencia en las regiones promotoras reprimiendo la expresion del gen. Cuando el
organismo se somete a condiciones de estrés osmético (ver Fig. 4B), la via de HOG se
activa, la cinasa HOG1 se fosforila (se activa) y se va al nucleo; los niveles de AMPc¢ (y por
lo tanto la actividad de PKA) disminuyen y los factores transcripciondles Msn2p y Msndp se
van al nicleo. Paralelamente a estos cambios, el complejo represor Ssn6p-Tup1p-Sko1p
se libera de los promotores y deja de reprimir. Todos estos cambios actian
simultaneamente’para que la levadura se adapte a las nuevas condiciones de crecimiento.
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Podemos concluir, por la informacion que se conoce hasta el momento de la
respuesta de la levadura S. cerevisiae ante condiciones de estrés hiperosmotico, que
existe una intima interaccion entre la respuesta a estrés y la modulacion metabdlica, que
este tipo de estrés induce una gran variedad de proteinas y transcritos con funciones
diversas, lo cual indica que la respuesta es compleja, v que se requiere de esta diversidad
para contender con una situacion tan adversa como es |a limitacién de agua. Atn queda
por determinar las interacciones entre estos genes y los factores que modulan su actividad,
si existen condiciones en las que algunos genes sean mas importantes que otros y cudles

son estas condiciones.
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Capitulo 2
Introduccion

i) Proteinas abundantes de la embriogénesis tardia (proteinas LEA).

Las proteinas LEA son proteinas ubicuas en plantas superiores que se agrupan
debido a su induccién en las Ultimas etapas de la embriogénesis tardia, justo antes del
inicio de la desecacion de la semilla. Estas proteinas se acumulan en respuesta a estrés
osmético en los tejidos vegetativos o por aplicacién exégena de ABA (hormona acido
abscisico) en embriones inmaduros o en tejidos vegetativos no sujetos a estrés (Revisado
en Dure ill, 1993). En diferentes casos se ha demostrado que, en condiciones de estrés
osmotico, la induccién de sus genes estd mediada por la hormona ABA. Por lo anterior, se
puede decir que el inductor comun de la expresion de estas proteinas, es la pérdida de
agua de la célula.

Las proteinas LEA son altamente hidrofilicas, tienen un alto contenido de glicinas y
de aminoéacidos cargados y, en su mayoria, carecen de cisteinas y triptéfanos. Se predice
que algunas de ellas no poseen estructura globular y las que tienen algun grado de

estructuracion forman o-hélices anfifilicas (Revisado en Dure lil, 1993). Estas proteinas se
agrupan en cinco familias de acuerdo a la homologia en su secuencia de aminoacidos; sin
embargo, se han encontrado algunas proteinas que no se pueden clasificar en ninguno de
estos grupos, por o que se les considera proteinas LEA atipicas y se han clasificado en un
grupo aparte (5) (Colmenero-Flores et al., 1999; Dure lll, 1993; Galau et al., 1993).

Se sabe poco sobre la localizacién de las proteinas LEA, algunos miembros de las
familias 3 y 4 estan presentes en todos los tipos celulares del embrion (Roberts et al., 1993,
Goday et al., 1994, Close et al., 1993a) y, parece que todas las proteinas LEA estan
presentes en el nicleo y citosol de tejidos meristematicos, vasculares y provasculares de la
parte vegetativa de plantas sujetas a estrés (Close et al., 1993a; Goday et al., 1994, Niogret

etal., 1996) .

a) Grupo 1 (familia D-19).

Una caracteristica muy particular de esta familia es que los miembros presentan una
alta homologia entre si {65% de identidad y 80% de similitud a nivel de aminoacidos). Son
proteinas pequefias (entre 90-110 aa) y no presentan estructura secundaria ya que tienen
un alto contenido de glicinas (16-21%) distribuidas a lo largo de toda la proteina. El grupo
de McCubbin et al. {1985) encontrd que a proteina Em de trigo se hidrata
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considerablemente mas que proteinas globulares y que esta propiedad puede deberse a
que tiene un 70% de estructura en “random coil" en condiciones fisioldgicas. Esta
propiedad de estar en “random coil”, parece correlacionar con la capacidad de ser
altamente hidratable. Se ha propuesto que esta caracteristica ayuda a prevenir o combatir

la desecacion.

Hidrofébico

Hidrofilico &

Fig. 1: Estructura y perfil hidropatico de una proteina LEA del grupo 1. Como se puede
ver la proteina es altamente hidrofilica y su forma es extendida, por lo que tiene gran
capacidad para interaccionar con el agua (circulos)

b) Grupo 2 o dehidrinas (familla D-11).
Son también proteinas muy hidrofilicas que poseen, en el carboxilo terminal, una
region de 14 aa (EKKGIMDKIKEKLPG) que puede estar hasta tres veces en tandem, esta

regién forma una o-hélice anfifilica. La proteina presenta una serie de 6-9 serinas
contiguas fosforilables seguidas por una regién rica en amino&cidos cargados
positivamente (principalmente lisinas). Goday el al. (1994) demostraron que las proteinas
encargadas de acarrear a otras proteinas al nucleo, reconocen gste motivo. Las dehidrinas
representan alrededor del 0.5% de la proteina total soluble de un embrién (Dure 1li, 1993).

¢) Grupo 3 (familia D-7).

Los miembros de esta familia presentan tamafios muy variables debido a la
presencia de 11 aminodcidos (TAQAAKEKAGE) conservados y repetidos en tandem (entre
5 en algoddn y 13 en Brassica). Como en el caso de las dehidrinas, estos motivos estan

muy conservados y constituyen w-hélices anfifilicas que pueden formar un homodimero. Se
postula que este dimero puede secuestrar iones. Se encuentran en embriones de algodon

en una concentracion estimada de 0.34 mM, lo que supone que constituye el 4% de la
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proteina citosélica, no organelar (Revisado en Dure {ll, 1993).

Hidrof dbico

Hidrofilico

KKK

NSNS ehéiice antiilica

Fig. 2: Perfil hidropatico y esquema de la estructura de una proteina LEA del gupo 2 o
dehidrina. El tracto de serinas esta indicado con una S y esta seguido de aminoacidos
cargados positivamente (K). Las barras gruesas esquematizan las regiones predichas
como “random coil” y los évalos representan moléculas de HoO

Hidrof dbico

L

Hidrofilico

Fig. 3: Perfil hidropatico ¥ esquema de la estructura de una LEA delgrupo 3

d) Grupo 4 (Familia D-113).
Poseen un rango muy variable de tamafo (88-175 aminodcidos), son ricas en
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glicinas y treoninas vy, a diferencia de las otras familias, son muy ricas en alaninas (11-
20%). Segtn las predicciones, poseen siempre un dominio muy conservado de unos 60-

80 aminoacidos con estructura practicamente ininterrumpida de o-hélice, mientras que el
resto de la proteina varia en tamafio y su secuencia estd poco conservada. Aun cuando, en
esta dltima regién, no hay homologia a nivel de aminoacidos, hay similitud fisicoquimica y
se mantiene la estructura en “random coil*. Estas proteinas también llegan a alcanzar una

concentracion 0.3 mM en el embrién antes de que empiece la fase de desecacién.
(Revisado en Dure lll, 1993).

Hidrofdbico

Hidrofilico

o-Hélice

Dominio en "random coil"

Fig. 4: Perfil hidropatico y esquema de la estructura de una
proteina LEA del grupo 4.

e) Grupo 6 (PvLEA-18).

Esta proteina se caracterizé en Phaseolus vulgaris (cv Negro Jamapa) y se
constituyd como una nueva familia, ya que se han encontrade genes homaélogos y/o
proteinas relacionadas tanto en otras dicotiledéneas como Arabidopsis como en
monocotiledoneas como Zea mays (maiz). Ademds, se han encontrade proteinas
ralacionadas en diferentes variedades de frijol como son var. cacahuate y var. flor de mayo
(Colmenero-Flores et al., 1999). En general, son proteinas de bajo peso molecular (aprox.
10 KDa) con alto contenido de estructura en “random coil” (Fig. 5). Se ha visto que ésta

proteina se acumula en semilla seca (con una concentacién aproximada de 0.561 uM en
embriones de 36h) y en respuesta a situaciones de déficit hidrico. También es capaz de
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responder durante el desarrollo de la planta, encontrandose en aquellos tejidos en donde
los potenciales osmotices son mas negativos, como el cilindro vascular y la epidermis; o
bien, en formas especializadas como el polen que es una estructura de resistencia que se

somete a un proceso de deshidratacion severo.

Hidrofdbico

| ||||||HI‘1|IIII||H|I||'|||||“l‘““HMIH“““”-.,uull

Hidrofilico

Dominio en “random coil “

a-Hélice / \ o-Hélice

Fig. 5: Perfil hidropatico y esquema de la estructura de una proteina LEA
de |la familia 6 (PvLEA-18).

Grupo 5 (LEAs atipicas).

Las llamamos atipicas ya que no pertenecen a ninguna de las 5 familias descritas y
no presentan el mismo grado de hidrofilicidad que predomina en estos grupos, ni tienen la
misma composicién de aminodcidos que caracteriza a las proteinas LEA hidrofilicas. Se
puede decir que son proteinas de embriogénesis tardia que cumplen funciones diferentes

a las “tipicas” proteinas LEA hidrofilicas.
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Hidrof dbico
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Hidrofilico LEAB

Hidrof & bico

Hidrofilico LEATS

Fig. 6: Perfil hidropatico de las proteinas LEA atipicas 5 y 14. Notese el alto
contenido de regiones hidrofdbicas.

Una representante de este grupo es la proteina LEAS de algodon que tiene un peso
molecular de 11.4 KDa, que presenta dominios hidrofébicos en la regidon amino terminal
que pudieran constituir una region transmembranal o una sefial de transito al reticulo
endoplasmico (Jackson et al., 1997). El resto de la proteina es hidrofilica y no es
particularmente rica en glicinas, pero si en serinas (casi 15%). La proteina LEA14, también
de algoddn, es otra proteina LEA atipica ya que es moderadamente hidrofobica en casi
toda su extension. Es una proteina de 16.4 KDa con bajo contenido en glicinas y que
también se acumula abundantemente en la hoja, en condiciones de deshidratacién (Galau
et al., 1993). Se han encontrado en otras especies proteinas homdlogas a las proteinas
LEA 5y LEA 14 de algodén que también se acumulan en embriogénesis tardia y que se
inducen por otros procesos diferentes a la deshidratacion. En el caso de la proteina LEAS
hay homologia con proteinas cuyos genes son inducidos por auxina (Yamamoto et al.,
1992), por 4cido giberélico, por choque térmico, por metales pesados y por tuberizacion
(Jackson et al., 1997). La proteina LEA14 es casi idéntica a la proteina LemmiS de tomate,
que se induce en las agallas generadas por la infeccién de un nematodo (Van der Eycken
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et al., 1996) (Fig. 6).

ii) Posibles funciones de las proteinas LEA.

La funcién bioldgica de las proteinas LEA se desconoce. Su alta hidrofilicidad, la
elevada concentracién en la que llegan a acumularse en el embrién y la variabilidad en los
tamafios de los polipéptidos dentro de una misma familia hacen muy poco probable que
sean enzimas o que tengan una funcién estructural. Por otra parte, se ha hipotetizado que
su conformacion abierta y su gran hidrofilicidad les proporciona una gran capacidad para
interaccionar con el agua y crear ambientes hidratados en donde se protegerian
macromoléculas y otras estructuras celulares de los efectos de la sequia. Ademas, en
condiciones de deshidratacion severa, podrian evitar la cristalizacion de componentes
celulares (Ingram y Bartels, 1996; McCubbin y Kay, 1985).

A las proteinas LEA se les han asignado varias funciones hipotéticas:

1) Retencidn de agua. Se han determinado las propiedades hidrodinamicas de la proteina
de maiz Em1, una proteina LEA del grupo 1, y se observé que un 70% de la proteina es
“random coil” (lo cual confimaria lo predicho para una proteina tan hidrofilica) y, por lo
tanto, altamente hidratable (Mccubbin y Kay, 1985). Esta propiedad fisica deberia facilitar la
interaccion con el agua en células que sufren estrés osmotico, e impedir la deshidratacion
completa de la semilla. Walters et al. (1997) encontraron que, en semillas de trigo, las
proteinas que permanecen solubles tras el hervor (principalmente proteinas LEA) poseen
azicares fuertemente unidos y que dichos complejos tienen propiedades de hidratacién
especiales. Ellos proponen que estas proteinas sirven como amortiguadores de ia
hidratacién.

2) Funcionar como osmolitos compatibles. Las LEAs podrian también estabilizar un
sistema a través del mecanismo de exclusién molecular que se le ha adjudicado a los
osmolitos compatibles. Por ejemplo, las proteinas LEA del grupo 1y 4 podrian estar
implicadas en la solvatacion de estructuras citosdlicas a través de sus amplios dominios de
estructura abieria (Baker et al., 1988). Estableciendo un paralelismo con los azucares
solubles, las regiones abiertas de las proteinas LEA exponen numerosos grupos hidroxilo
que tienen una gran capacidad de solvatacion. Estas regiones de estructura aleatoria les
podria permitir unirse a la superficie de estructuras celulares, sustituyendo al agua en sus
interacciones a través de puentes de hidrégeno, de forma equivalente al mecanismo que
se le ha adjudicado a los disacéridos (como la trehalosa) como estabilizadores en
condiciones de deshidratacion extrema.

3) Funcionar como chaperonas de protefnas desnaturalizadas (Close et al., 1996). Este
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autor propone que ios segmentos polares de las dehidrinas podria formar puentes de
hidrogeno con los grupos polares de las macromoléculas y, de esta manera, prevenir la
coagulacion de las mismas manteniéndolas en solucion.

4) Atrapar iones. En el caso de las proteinas LEA del grupo 4, se ha encontrado que una

region importante de la a-hélice gigante posee una distribucidin preferencial de cargas (+)
y (-} hacia lados opuestos de la hélice, lo que podria generar campos eléctricos gue
atraparian iones (Imai et al., 1996). Las proteinas LEA del grupo 3 poseen residuos en sus

a-hélices anfifilicas (gin3, glu7, lys8 y glui1) que, de estar formando puentes salinos con
otra hélice anfipatica, podrian pasar a formar puentes salinos con iones del medio cuando
dichos iones rebasen una concentracion critica durante la deshidratacién (Dure 111, 1993).

Por otro lado, se han lievado a cabo una serie de experimentos, tanto /n vivo como
in vitro, para tratar de entender la funcién de estas proteinas: (1) un miembro del grupo 2
de espinaca es capaz de proteger in-vitro a la enzima lactato deshidrogenasa frente a
inactivacion por congelamiento (Kazuoka y Oeda, 1894); (2) la sobreexpresién de una
proteina LEA del grupo 3 de cebada, HVA1, aumenta la resistencia del arroz a la
deshidratacion y a la salinidad (Xu DP et al., 1996); (3) se reportd un aumento en la
resistencia de la levadura S. cerevisiae a la salinidad y al congelamiento cuando se
sobreexpresa una proteina LEA dei grupo 4, LE25 (Imai et al., 1996). Sin embargo, aun
cuando estas proteinas confieran resistencia a la desecacién, se desconocen los
mecanismos moleculares por los cuales lo logran.
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I. Hipétesis
Las caracteristicas fisicoquimicas comunes a las proteinas LEA de plantas, como
son el hecho de tener un alto porcentaje de glicinas (arriba del 8%) y una
hidrofilicidad alta (>1), también estan presentes en proteinas involucradas en la
respuesta a déficit hidrico de diferentes organismos, tanto procariotes como

eucariotes.

ll. Objetivo general
Identificar proteinas que presenten un alto contenido de glicinas asi como una
elevada hidrofilicidad en otros organismos diferentes a plantas y analizar su
expresion bajo condiciones de déficit hidrico.

lll. Objetivos particulares
1. Desarrollar un algoritmo que considere como parametros de busqueda un alto
contenido de Gly (arriba del 8%) y una alta hidrofilicidad (>1).
2. Realizar la busqueda utilizando como modelos experimentales, en un inicio, los

genomas de E. coliy de S. cerevisiae.
3. Hacer experimentos tipo northern blot para caracterizar la expresion de los

transcritos de estas proteinas bajo condiciones de déficit hidrico.
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ABSTRACT.Many organisms have to contend against water limited
environments, in some cases these conditions can be extreme such as the
dry seeds of higher plants. Very hydrophilic proteins known as Late
Embryogenesis Abundant Proteins (LEAPs) have been found to accumulate
not only in mature seeds but also during periods of water deficit in the plant
vegetative organs. In spite of the lack of a significant homology among the
sequences in the different groups of LEAPSs, two unifying features can be
distinguished, their extreme hydrophilicity and high percentage of glycine
residues. Based on these structural features, we devised a powerful search
criteria to screen for this kind of proteins in the available data banks. After
demonstrating that the criterion adequately selects the LEAPs ‘from among
the plant subset of SwissProt database, a methodic screening was carried
out in other taxon-specific subsets. From this search, a limited number of
proteins with these structural characteristics were found. We called them
“hydrophilins”. Here, we report that within the genomes of Escherichia coli
and Saccharomyces cerevisiae only 5 and 12 proteins, respectively, met our
criteria. This finding suggests that hydrophilins are not very common: they
usually constitute less than 1% of all proteins. We also demonstrate that most
of the genes encoding these proteins in E. coli and S. cerevisiae are induced
by osmotic stress. Together, these data indicate that this physicochemical
criteria is a good predictor of participation in osmotic adaptation, and that the

same solution has evolved in different taxonomic groups.



Introduction

Very hydrophilic proteins, known as Late Embryogenesis Abundant Proteins
(LEAPs) have been found to accumulate under conditions of extreme
desiccation in higher plants. These proteins accumulate to high levels during
the last stage of seed formation (when a natural dessication of the seed
tissues take place) and during periods of water deficit in vegetative organs
(5). This set of proteins have been grouped on the basis of the presence of
regions of significant homology with at least one protein of another species.
This has allowed to distinguish, at least, six classes of LEAPs (11, 20).
Although significative homology has not been detected between the
members of the different classes, an unifying and outstanding feature of
these proteins is their high hydrophilicity, and their high percentage of
glycines and charged amino acids (4, 13, 14). Their amino acid sequences
ailow to predict that they exist principally as random coils (13). This property
has been confirmed in few cases with purified proteins (23, 24), and it is
supported‘by the fact that this type of proteins do not coagulate upon heating
(7, 8). Most of the LEA protein families have been identified in a wide range
of different plant species, to the extent that they could be considered
ubiquitous in plants (9, 20). Finally, it has been.shown that, at ieast, one of
these protein families, the so called dehydrins, is present in a range of
photosynthetic organisms including lower plants, algae and cyanobacteria
(7, 9).

Two important question are, how do these structural and
physicochemical characteristics relate to the largely unknown function of
LEAPs, and if they represent a solution to a plant specific problem, or to a
more general one?. Recently, proteins with similar characteristics have been

described in other organisms. That is the case of HSP12 (26) and GRE? (17)



from S. cerevisiae, whose amino acid composition shows a high content of
charged and hydrophilic amino acids distributed throughout their primary
structure. In both cases, it has been shown that their corresponding
transcripts accumulate in response to hyperosmotic conditions (17, 32). The
CONG6 encoded protein of Neurospora crassa, also exhibit hydrophilic and
highly charged repeated domains. The CON6 polypeptide is present at high
levels at the late stages of conidiation and in mature conidia, stages that

involve a nutrient deprivation and a developmentally imposed (30).

Since the LEAPs of different classes have no evident sequence
homology, it is unlikely that the structural and physicochemical
characteristics they share are due to common descent. A more plausible
hypothesis is that those characteristics allow LEAPSs to carry on their specific
functions under partial dehydration. If so, we should expect to find outside
the plant kingdom that proteins with similar characteristics are used to face
low water situations. We have chosen the name hydrophilins to group the
proteins which present, as the LEAPs, extreme hydrophilicity and high
percentage of glycine residues. Our aim in this work has been to explore
how widespread, outside the plant LEAPS, is the association between these
characteristics and the participation in the response to hyperosmotic
conditions.

Conceptually, there were three stages in our strategy: first, with the
help of an ad hoc program, we devised by trial and error a simple but
general criterion to search the sequence databases for proteins having
physicochemical resemblance to LEAPs. Then, using that criterion, proteins
were fetched from several taxon specific databases. Finally, we investigated,
either from the literature or by performing northern blot experiments whether

the transcripts of the selected genes accumulate under water deficit. After



finding isolated examples in several species, we tested exhaustively E. coli
and S. cerevisiae, two species whose genomes have been completely
sequenced. A surprisingly high proportion of the proteins chosen by the
physicochemical criterion also satisfied the expression requirement. Thus,
we conclude that hydrophilins exist in several kingdoms inciuding plant,
bacteria and fungi, where they represent a similar solution to a prevalent

problem of life under low water conditions.



MATERIALS AND METHODS

Strains, media and growth conditions. The strain RS58 of S.
cerevisiae was used in this work (19). Yeast cells were routinely grown on
YPD medium (1% yeast extract, 2% Bacto peptone, and 2% glucose) at
30-C. The stress treatment involved a 30 min osmotic shock imposed by
adding a final concentration of 0.5 M sorbitol to a yeast culture grown up to
0.5 ODy. For E. coli, most of the experiments were carried out using strain
DHba. E. coli cells were routinely grown on LB medium (1% tryptone, 0.5%
yeast extract, 0.5% NaCl} at 37-C. As in the case of yeast cells, an osmotic
shock was imposed to bacterial cultures grown up to 0.5 ODsg. NaCl was
added to a final concentration of 0.5 M and cells were harvested after 10, 20
and 60 min of treatment.

DNA constructions. All hydrophilins full length genes were
obtained by PCR amplification. The primers used to obtain S. cerevisiae
hydrophilin gene probes were: $65242-5 (5-CTC GAG GCC AAA CAC TAC
CGC ATA AAA GC-3); S65242-3 (5-CTC GAG CAA ACT GAC ATT AAT
AAA AAC G-3); STF2_YEAST-5 (5™-AAT CAA CAG TAA CAA ACC GC-3)
STF2_YEAST -3 (5-CCT TTT ATC TTG AAA CTG TGC-3'); YBM6_YEAST-5
(6'-ATG TCT GCT AAC GAT TAC TAC GGC GG-3) YBM6_YEAST-3 (5'-GAA
AGG CAA CTG CAA AGA ACA GAA GGG G-3); YFBO_YEAST-5 (5'-TTC
GTC CAC CTG ACC GAG CCG GC-3") YFBO_YEAST-3 (5-CCG TCA AAT
CCA TCA TCA AAT CC-37); IF1A_YEAST-5 (5-ATG GGT AAG AAA AAC
ACT AAA GGT GG-3) IF1A_YEAST-3 (5-GAT ATT GAG GAC ACT TGT TCG
GCC-3'); YN8D_YEAST-5 (5'-GCA TAT AAG GAA CCA AGG GAA AAG C-3))
YN8D_YEAST-3 (5-TTC TCA TTA TTA TAT ACG AAT ACG-3’); YDL-5 (5'-
GGA AAA AGA CCC AAC AGT GCA GCC GG-3) YDL-3 (5-GGA TGA ATT
CCT GCA GGA ACA GGC-3') YJ04-5 (5-CAA GAA GAA GAT GTT AAG GAG



GG-3) YJ04-3 (5'-CGT TAC AAC CCC GAA CCC GTG CG-3); YJS4-5 (5'-
GCC GAT AGT GCA CTG GAA CC-3') YJS4-3 (5-CAA TCC TTC TTA ACT
GTA TCC C-3'); YNTO0-5 (5'-ATG AAG TTC TCT TCT GTT ACT GC-3') YNTO-
3 (5-CAG GAT GAA GGG GGT AGG GGG GG-3'), RL44-5 (5-TCC TGA ATC
GTA GGG CAA ATC C-3°) RL44-3 (5-AAT TGC AAA GCT TGA CCC T1T
TGC-3') and MTC-5 (5"-GAT GCG TCT TTT CCG CTG AAC CG-3') MTC-3
(6-GAT AGG TTT TCA GCA GCG GGT ACC-3'). To obtain the E. coli
hydrophilin probes, the primers used were: YCIG-5 (5 -ATG CAA CGC AAC
GGG AGA AAT AAC-3) YCIG-3 (5"-GCG AGT TTT GCC AGT GCC CGG G-
3; YJBJ-6 ('B-CTG AAT AAA TAA TCC TAA GCC-3) YJBJ-5 (5-GAA ACC
GCG TTA AGA GGG CG-3); PRTL-5 (5"-GAA CTT CCC AAC GAA TCC GC-
3% PRTL-3 (5-CGA TGG TGG TGG GGG AAG G-3°); RMF-5 (5-CCG TCT
CCG GTATGT TGC C-3') RMF-3 (5"-CAG ACA GAG TAT CAA AAG GCG-3")
and YHDL-5 (5-ATG AGT CGA TAT CAG CAT ACT AAA GG-3") YHDL-3 (5"-
GCT GAA AGA GCA GAA TAA CCG C-3"). PCR ampijfications were carried
out using chromosomal DNA as template. The purifiecfl PCR products were
used as probes for all the northern blot experiments.

Northern blot analysis. In E. coli and S. cerevisiae the RNA was
extracted following standard procedures (10) with some modifications. To
remove the remaining transfer RNA, an additional precipitation step using
LiCl to a final concentration of 2.0M was included. After centrifugation, RNA
pellet was washed twice with ethanol 70% and resuspended in water (17).
For all northern blot experiments, 10 ug of total RNA was separated by
electrophoresis in formaldehyde-1.2% agarose gel and blotted onto nylon N*
(amersham). Al hybridizations were carried out at high stringency conditions

(65-C, PSE) (6).



Computational Methods. To search the protein databases, an ad
hoc program written in Perl was used. For each sequence, the program
records the amino acid composition and performs a hydrophilicity analysis
based on the algorithm of Kyte and Doolittle (21), using a window size of 12
residues. The program’s output is a list, sorted according to a given score, of
the sequences that passed a selection criteria. The selection criteria and the
scoring function can be given separately to the program at runtime.
Throughout this work the selection criterion was an average hydrophilicity
above 1 and at least 8% Gly; the score was defined as 100 X (%Gly - 8) X
(average hydrophilicity - 1). After trying different combinations of several
structural and physicochemical features common to LEAPS, this criterion was
chosen because it is simple and it adequately discriminates between LEAPs
and other plant proteins. The score function, was chosen to give zero at the
threshold values, and to grow larger as a protein becomes more
distinguishable from the bulk of the non-LEAPs. Different sequence set were
used in this study. To develop the selection criteria and asses its adequacy,
we used a control set which includes almost all known LEAPs, 56 sequences
in total. All other sets were derived from the SwissProt database (Release
36). Sequences recorded as fragments and those shorter than 30 residues
were not used. To find new hydrophilins we used different taxon specific
subsets of the SwissProt database. Classification into taxons was made by
the Fetch program of the Wisconsin Package (Version 9.1, Genetics
Computer Group (GCG), Madison, Wisc.). The groups considered were plant,
bacteria (excluding E. coli), fungi (excluding S cerevisiae), E. coli and §
cerevisiae. In the case of E. coli and S cerevisiae, searches were performed
over hypothetically translated ORFs of the corresponding complete genomes

(Escherichia coli K-12 MG1655 complete genome, version M52, Genbank



U00096; Sacharomyces Genome Database, Release 4.1), Three state
secondary structure prediction was performed by the PHD sec service of the
PredictProtein Server at http://www.emblheidelberg.de/predictprotein. The
computer program and the sequences in the control set are available from

the authors.



RESULTS

Identification of proteins with common characteristics to the
LEAPs in other organisms different to plants. Probably, arising from
diverse origins, LEAPs do not share a universal sequence pattern. However,
they have several distinguishing physicochemical features, mainly, high
glycine content and large proportion of charged residues (13). Also, LEAPs
present distinctive hydropathy profiles, which helps to recognize them
among the rest of the proteins (see Table 1). Our first goal was to device a
simple but powerful selection criteria, based on the features described
above, that would allow us to retrieve non-plant LEA-like proteins from
available databases. The search criteria was established by searching a
control set, which inciuded most known LEAP sequences and the plant
subset of the SwissProt database, with an ad hoc program (see Materials
and Methods) that only considered glycine content and average
hydrophilicity, the two straight forward properties which resulted in a high
selectivity for LEAPs (see Fig. 1). Thus, in real searches only proteins having
average hydrophilicity above 1 and, at least, 8% glycine content were
retained. We designated this group of proteins as hydrophilins (Fig. 1}. In
addition to these fixed thresholds, the algorithm asigned a score to the
searched proteins which allowed us to sort them by their significance. The
score, defined as (%Gly - 8) X (average hydrophilicity - 1), is arbitrary but has
the property of being zero at the threshold values, and becoming larger as a
protein moves away from the bulk of the non-LEAPs (see Fig. 1).

In the case of plant proteins, most of the known LEAPs (52 out of 57)
passed the search criteria and were classified as hydrophilins, with high
scores. As expected, there was a group of LEAPs that clearly separated from

the rest since they do not present a high Gly content and are not specially
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hydrophilic. They are considered atypical and belong to group V, such as
LEA5 and LEA14 from cotton (16). For this reason, they were excluded from
the control set of LEPs, as can be seen in Fig. 1. Another indication of the
specificity of the search criteria was that among the total proteins analyzed
from the plant set (5792) only 72 were selected, of which 52 are known
LEAPs (Fig. 1). Additional hydrophilins were identified: two LEAPs not
previously considered, two of the so-called COR proteins, a floculant-active
protein (MO2), a seed anti-microbial peptide (MBP1) and several ribosomal
proteins (14). Interestingly, some of these proteins have been associated to
water deficit situations. That is the case of the alfalfa COR410 wheat CORA
proteins, which not only present homolgy with some LEAPs but also it is
known that their genes are induced during cold and drought stress (12, 22).
On the other hand, MBP1 and MO2 proteins are found in the dessicated
seed (15, 18). Regarding the ribosomal proteins, although their structural
characteristics could be also related to their association with ribosomes, little
information is available on their expression patterns under stress conditions
(p10851; p50888; p49195; p26871, p27083; pPs0892;, pP27070; p48857,
p49213; p48130; p51190; p49164; pd49689; p28520). When the same study
was performed with the fungi and bacteria protein subsets (excluding S.
cerevisiae and E. coli, see bellow), again a discrete group of proteins were
classified as hydrophilins. In fungi, only 12 out of 2264 sequences passed
the selection criterion. This group was formed by two proteins, CON6 and
CON10, involved in conidiation (a developmental stage where a dehydration
process occurs) {28, 36), a mitochondrial (2), six ribosomal proteins (p528089;
p27076; p31028; p31027; p31866; p27075) and three hypothetical proteins.
In bacteria, 14 candidates out of 12911 sequences were selected. In the

hydrophilins group three proteins involved in B. subtilis sporulation (GSIB,
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SSPF and COTT) were included; one of this, GSIB, has also been found to
be induced in response to different stress conditions (3, 31, 33). Also, 11
additional hydrophilins from different bacterial species were identified: 7
were hypothetical, 2 are classified as single-stranded DNA-binding proteins
(p40947; p44409) and 2 as ribosomal proteins (p52829; p46386).

Systematical search of hydrophilins in two complete
genomes: E. coli and 8. cerevisiae. To reinforce the analysis
described above, we studied the genomes of two of the best characterized
microorganisms which, however, are phylogenetically very distant: E. coli
and S. cerevisiae. For both of them, the complete genomic seqﬁences are
available. This was important because the study of complete genomes
eliminates many sources of bias in the composition of the databases,
specially the fact that genes tend to be isclated and studied by virtue of being
related to other known genes. In E. coli, only five candidates were found
when the selection criterion was tried against the 4289 proteins of release
M52 of the complete genome, whereas the genome of S. cerevisiae codes
for 6200 proteins, 12 of which qualified (see Table 1 and Fig. 1).

Many of the identified proteins corresponded to ORFs that had not
been characterized before and whose amino acid sequences did not show
significative homology among them or with other proteins in the data banks;
while some others have already been described, in some cases with a
particular function. In E. cofi a specific function of 2 of the 5 selected
hydrophilins has been characterized. RMF (Ribosome Modulation Factor) is
a protein associated with the 100S ribosome dimers and which start to
accumulate in E. coli cells upon growth transition from exponential fo

stationary phase (34, 37). PRTL has been described as a small and basic
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polypeptide which is referred as the P-protein since it presents some
homology with the trout protamine, however its function is still unknown (1).

In yeast, from the 12 selected hydrophilins, the genes from 3 of them
have been reported to be induced by osmotic stress, that is the case of
HSP12, SIP18, and GRE1 whose function is not known. On the other hand, a
functional characterization has been reported for STF2, IF1A and RL44.
STF2 encodes a 15 kD polypeptide that has been suggestied to help
stabilize the complex between F1F0-ATPase and the inhibitor protein upon
cessation of phosphorylation keeping the enzyme inactive during de-
energization of mitochondrial membranes (38). /F1A has been described to
encode an eucaryotic initiation factor 1A which seems to be required for
maximal rate of protein biosynthesis (35). RL44 (YP20) encodes for one of
four ribosomal acidic phosphoproteins characterized in S. cerevisiae which
have been involved in the regulation of the activity of the 60S ribosome
subunit. It has been shown that these proteins are not required for cell
viability but regulate the pattern of expression in yeast (27).

Prediction of the hydrophilins secondary structure. One of
the striking characteristics of LEAPs is that they are predicted to be highly
unstructured, existing principally as random coils. This has been confirmed
in few cases by circular dichroism (23, 24). Accordingly, when the selected E.
coli and S. cerevisiae hydrophilins were subjected to secondary structure
prediction analysis, the results indicated that in every case they tend to adopt
a coil configuration over much of their length (50-80%) (Fig. 2). In contrast, in
a control group made of 89 randomly chosen E. coli proteins, only 6 proteins
(7 %), had over 50% predicted coil regions. Besides their extreme
hydrophilicity, LEAPs also have characteristic hydrophilicity profiles. As

shown in Table 1, the hydrophilicity profiles of the E. coli and S. cerevisiae
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candidates, and of other proteins discussed in this work, resemble those of
LEAPs.

Hydrophilins expression patterns under osmotic stress
conditions. The high correlation between the expression pattern under
water limitation and the physicochemical characteristics present in different
hydrophilins (including LEAPs) suggested that this could be conserved in
most of them. To test this hypothesis, we carried out northern blot analysis
using as probes the amplified sequences corresponding to the hydrophilins
obtained from E. coli and S. cerevisiae (see section above). These probes
were hybridized against total RNA obtained from E. coli or S. cerevisiae
grown in optimal conditions or under hyper-osmotic stress (see Materials
and Methods). The probes corresponding to S/IP718 and HSP12 were not
included in this analysis since they already have been found to be inducible
by high osmoticum by other groups (25, 32). The results in Fig. 3, showed
that all E. cofi hydrophilin transcripts accumulate in response to osmotic
stress. The highest accumulation was for YCIG_ECOLI and YJBJ_ECOLI
transcripts after 20 min of hyperosmotic treatment. In both cases, we detected
additional transcripts of higher molecular weight responsive to the imposed
stress conditions. This observation suggested that YCIG_ECOLl and
YJBJ_ECOLI genes are part of operons being transcribed as polycistronic
mRNAs. A significative transcript accumulation in response to osmotic stress
was also detected for the PRTL_ECOLI gene whose highest accumulation
occured after 10 min of treatment (Fig. 3). Regarding the RMF_ECOLI
transcript, it was also able to respond to water deficit, however in contrast
with the other hydrophilin genes, the mRNA accumulation was detected until

60 min of stress treatment (Fig. 3). The accumulation pattern corresponding



to YHDL_ECOLI transcript was not included since its levels were
undetectable by this analysis.

The analysis of the expression patterns of the 12 S, cerevisiae
hydrophilin transcripts showed that only 8 accumulated in response to
hyperosmotic  conditions:  $65242; STF2_YEAST, SI18_YEAST,
YBM6_YEAST, HS12_YEAST, YJO4_YEAST; YJS4_YEAST; YNTO_YEAST.
(see Fig. 4). As indicated above, we only pursue the study of those yeast
hydrophilins whose osmotic stress response has not been reported before.
The results in Fig. 4 show that, as in the case of E. coli, while the
accumulation levels of the yeast hydrophilin transcripts vary among them,
their inducibilty by water limitation seems to be a common characteristic.
Interestingly, a correlation was found between the level of induction and the
score of the E. coli and S. cerevisiae hydrophilins. In yeast, for example, the
clearest induction was for GRET1, the protein with the highest score, while the
4 candidates that did not accumulate (YFBO_YEAST; IF1A_YEAST; S67772;
RL44_YEAST), all belong to the lower half of the range. This result reinforces
the suitability of the search criteria to select new hydrophilins as they appear

in databases.
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DISCUSSION

Many genes and/or proteins have been found to be responsive to
water deficit conditions in different organisms. In higher plants the group of
the so-called LEAPs present the common characteristic of being induced
when a loss of water from the cell occurs (during normal desiccation of
seeds, or by environmental dehydration during water, salt, and cold stress).
In this work we focused our attention on the structural unifying aspects of
most of these proteins: their extreme hydrophilicity and high content of Gly
residues. The methodic screening that we carried out indicated, first, that
proteins with these properties can be clearly distinguished from the bulk of
proteins of an organism, and second, that these structural features are not
only present in the LEAPs but rather they are dispersed among proteins from
different organisms. This was evident from the analysis of the E. cofi and S.
cerevisiae genomes which showed only 5 and 12 proteins, respectively, with
these characteristics. Importantly, the criterion we used in this analysis,
which does not imply sequence homology and is based in two simple
characteristics, is highly selective. Systematically, we found that
approximately 1% of the proteins passed this criterion. From the complete
OWL database, only 1,800 out of 250,000 sequences (0.72%) were selected.
Of the two characteristics, the hydrophilicity threshold is by far the most
selective, efiminating 19 out of 20 proteins, compared to the glycine
threshold which merely eliminates 4 of every 5 proteins.

An additional conclusion from this work is the remarkable correlation,
at least in plants, E. coli and S. cerevisiae, between expression under water
deficit and the physicochemical characteristics of hydrophilins. The strongest
correlation was found for E. coli where the genes encoding 4 of the 5

proteins selected as hydrophilins are induced by osmotic treatment (one
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transcript was undetectable in our conditions). In the case of S. cerevisiae,
there were some exceptions: 4 of the 12 selected hydrophilin transcripts did
not accumulate after osmotic shock. Reassurance comes from the
observation that on average the exceptions present lower scores than the
osmotic induced hydrophilins, suggesting that they are not true hydrophilins
or that they become induced under different conditions (see Fig. 4).

By addressing the question of how many of the well studied proteins
in E. coli are known to be related to a hyperosmotic condition, the probability
to which a randomly selected protein happens to be inducible by water
deficit was estimated. In the E. coli genome, 1477 ORFs are said to be over
95% identical to SwissProt entries. Of these entries (which constitute a non-
redundant set), 880 have some annotation under “Function” or “Induction”,
26 of which suggest some relationship to dehydration or hyperosmosis.
Thus, approximately, 3% or less of the proteins in any group are expected to
be induced by osmotic shock. In contrast, the data in this work indicate that
all the E. coli hydrophilin genes are induced under these conditions,
whereas in S. cerevisiae 70% of the selected genes show to be responsive.
Therefore, we could conclude that the association found between the
selected physicochemical properties and the induction by osmotic shock
cannot be given by chance.

In agreement with the transcript accumulation patterns, the promoters
for some hydrophilin genes contain cis-elements that have been shown to
participate in the activation by stress conditions. In particular, in the
promoters of the yeast hydrophilin genes that were found to be induced by
osmotic stress, at least one putative stress response element (STRE) (29)

was identified (data not shown).
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Our criterion also selected many proteins from other groups besides
plants, E. coli and S. cerevisiae. Only in few cases, we found information to
suggest that these candidates are induced by water deficit. This has to be
considered as an incomplete list. Future releases of the SwissProt database,
with more entries, and information on the function or inducibilty of their
sequences, will undoubtedly provide many more examples. This is true even
of the plant group. The case is different for E. coliand S. cerevisiae for which
their lists should be complete, since their genomes have been fully analyzed,
at least in this regard.

Metazoa were not analyzed in this work because, with few exceptions,
the response to dehydration has not been studied in this group. However, a
preliminar examination indicates that SwissProt database has 193 metazoan
proteins selected by our aigorithm (data not shown). This set of proteins is
very heterogeneous according to their described function. It can be
distinguished toxins, DNA binding proteins, ribosomal proteins and some
extracellular proteins. At present, a functional correlation with dehydration
has not been established in this group.

Even though no significative homology was found among most of the
different hydrophilins, common functional features could be distinguished.
That is the case of those which seem to interact with nucleic acids such as
protamine, the single-stranded DNA binding proteins or the ribosomal
proteins that interact with RNA. Thus, it could be argued that their structural
properties (presence of charged amino acids) are easily associated with
their ability to bind nucleic acids, this would be the same for all DNA or RNA
binding proteins; however, not all the proteins with this functional
characteristic were classified as hydrophilins. For example, in E. cofi, only

one ribosomal protein, the RMF, was included in the hydrophilins group.
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Interestingly, the RMF protein shows an unusual behaviour since it starts to
accumulate in E. coli cells upon growth transition from exponential to
stationary phase and, in contrast to other ribosome-components or
associated proteins, the rmf expression depends, inversely, on growth rate
(37), suggesting its participation in the bacterial response fo stress
conditions. Accordingly, we have found that the RMF protein plays a role in
the E. coli adaptative response to osmotic stress because a strain Iackihg the
RMF protein (37) showed to be osmosensitive under hyper-osmotic
treatments (Garay-Arroyo ef al., unpublised results). Given that a significative
proportion of the hydrophilins from different organisms are ribosomal
proteins (organellar and cytoplasmic), it could be hipothesized that some of
them were selected as part of an adaptative mechanism that help to maintain
a functional translational apparatus under water limited environments.

As indicated above, the hydrophilins constitute an heterogeneous
group of proteins, where, at least in the case of plant hydrophilins {mostly
LEAPSs), six different families can be identified based on the presence of
regions of significant homology with at least another protein of the same or
different species (11, 20). The analysis of the hydrophilins protein sequences
has also showed that some of them could be grouped in the class 1 of
LEAPs since homologous repetitive motifs are conserved, not only in all the
members of this group, but also in the GSIB ﬁrotein from B. subtillis (33) and
in the CON10 and the YCIG_ECOLI proteins from N. crassa and E. coli,
respectively (see Tables 1). The presence of conserved motifs among the
proteins in each family suggested that they play similar functions, and
probably different to those carried out by hydrophilins in other groups.
Therefore, those common physicochemical properties in hydrophilins could

be the result of the selection of a general solution in proteins that could have
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different functions. For instance, as stabilizers of either cytosolic structures
(e.g. membranes) or as macromolecular complexes (transcriptosome,
ribosomes, etc).

The high content of Gly residues in most LEAPs has allowed to
propose that these proteins are found in a random coiled structure (13, 14).
This is consistent with experimental data obtained for some LEAPs (Em1,
Dsp16 and G50) which showed a high percentage of random coiled
moieties, suggesting that these proteins may be largely unfolded in a native
state (23, 24). In the case of hydrophilins, the analysis of their predicted
three-structure also suggests that characteristically they exist as lossed-
structured proteins {see Fig. 2), in contrast with most of the proteins in an
organism, which might be related to their hypothetical role in helping to
maintain a minimum cellular water for survival.

if we consider that the sequence of a protein determines its function
only indirectly, by guaranteeing that the protein will have the adequate
structural and physicochemical characteristics, it is possible that exceptional
characteristics could serve to search for the function when the proteins have
no sequence similarity, due either to convergence or to very distant ancestry.
in our case this was a fruitful strategy. By showing that their physicochemical
characteristics are associated to a common expression pattern, our results
suggest that hydrophilins represent a common adaptation to osmotic stress

in the most diverse taxons.
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Table 1. Hydrophilins from different organisms
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TABLE AND FIGURE LEGENDS

Table 1. Characteristics of the hydrophilins found in different organisms.
The protein hydropathic profiles were obtained using MacMolly’s Translate
package. (1) H.l.: Hydrophatic Index (see Materials and Methods, ref. 21).
(2) %Gly: Glycine content expressed as percentage of amino acid content;
(3) %Coil: proportion of the polypeptide predicted to be structured as a
random coil; (4) Index of significance: corresponds to an arbitrary number
that was chosen to give zero at the threshold values and which increases as
a protein becomes more distinguishable from the bulk of the non-LEA

proteins (see text for details).

Figure 1. Plot of the hydrophilicity and percentage of Gly content of some
relevant protein groups. This analysis included data obtained for all E. coli
and S. cerevisiae proteins as well as for LEA proteins in the control set. For
technical limitations of the graphing program, only 4,000 of the
approximately 6,200 proteins in S. cerevisiae are represented. The LEA
proteins which were not classified as hydrophilins have also been
incorporated. The hydrophilicity index was obtained as described in

Materials and Methods (ref. 21).

Figure 2. Distribution of 89 randomly chosen E. coli and S. cerevisiae
proteins, respectively, and the 17 E. coli and S. cerevisiae hydrophilins,
according to their predicted contents of random coil structures. Three state
secondary structure prediction was performed by the PHD sec service of the

PredictProtein Server.
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Figure 3. Time course of the E. coli hydrophilins transcript accumulation in
response to osmotic stress. E. coli cultures were grown to an ODg,, of 0.5 and
at this point the stress was imposed by adding NaCl to a final concentration of
0.4 M (see Materials and Methods for details). Cells were harvested at the times
indicated and total RNA was extracted. RNA (10 pg/llane) was
electrophoretically separated, blotted and hybridized against the corresponding
[0-°2P] dCTP-labeled probes. High-stringency conditions were used for all
hybridizations and washes. Ethidium bromide stained ricosomal RNAs are

shown at the bottom of the figure as loading reference.

Figure 4. S. cerevisiae hydrophilin transcript accumulation in response to
osmotic stress. S. cerevisiae cultures were grown o an ODg,,, of 0.5 and at
this point the stress was imposed by the addition of sorbitol to a final
concentration of 0.5 M (see Materials and Methods for details). Cells were
harvested after 30 min of treatment and total RNA was extracted. RNAs (10
ug/lane) were electrophoretically separated, blotted and hybridized against
the corresponding [a-**PJdCTP-labeled probes. High-stringency conditions
were used for all hybridizations and washes. Ethidium bromide stained
ribosomal RNAs are shown at the bottom of the figure as loading reference.
The numbers below show the quantification of transcript accumulation when
compared to the transcript levels obtained under control conditions. The

quantification was done using the NIH Image 1.6007.
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Conclusiones y discusion

1.~ Se identificaron proteinas tipo LEA que nosotros denominamos
hidrofilinas tanto en un organismo procariote, E. coli, como en un organismo
eucariote, S. cerevisiae. La gran mayoria de los transcritos que codifican
para estas proteinas se inducen en condiciones de estrés osmético (100%
para el caso de E. coliy 70% para el caso de S. cerevisiae) lo cual sugiere
la participacién de este tipo de proteinas en estas condiciones de esirés. Es
importante puntualizar la alta correlacién que existe, al menos en E. coli, S.
cerevisiae y plantas entre la expresion bajo condiciones de baja
disponibilidad de agua y las caracteristicas fisicoquimicas de las hidrofilinas

Hasta la fecha, se han caracterizado muchos genes y/o proteinas como parte de la
respuesta de los organismos a condiciones de déficit hidrico. En particyiar, un grupo muy
abundante de proteinas inducidas por condiciones de baja disponibilidad de agua son las
llamadas proteinas LEA de plantas superiores, que se acumulan principalmente en
semilla. Hasta el momento sélo se han reportado cuatro proteinas tipo LEA presentes en
otros organismos. En tres de los casos se encontré similitud a nivel de secuencia primaria:
(1) una proteina de cianobacteria que se acumula por estrés osmotiqo y reacciona con un
anticuerpo que reconoce a las dehidrinas de plantas: (Close y Lammers, 1993b); (2) se
reportd similitud entre unas regiones internas de proteinas de LEAs del grupo 1 y una
proteina de Bacillus subtilis (GsiB) que se se sabe se induce bajo diferentes condiciones
de estrés (incluido el estrés osmético) (Stacy y Aalen, 1998); y (3) la HSP12 de S.
cerevisiae. Miwisha et al., 1998 discuten las propiedades e alta hidrofilicidad y pocos
residuos hidrofébicos que comparte la HSP12 con las proteinas LEA. El Ultimo ejemplo
proviene de nuestro trabajo, en donde se caracteriza una proteina, deducida de la
secuencia de nucledtidos, en base a sus caracteristicas fisicoquimicas: (4) La proteina
GRE1 presenta las caracteristicas estructurales de las proteinas LEA y esta codificada por
un transcrito que se induce en condiciones de estrés osmgético (Garay-Arroyo y
Covarrubias, 1999). '

En este trabajo se demostré que el criterio de busqueda fundamentado en
caracteristicas fisicoquimicas resulté ser altamente selectivo: s6lo se encontraron 5
proteinas en E. coliy 12 en S. cerevisiae. A este nuevo gnpo de proteinas se les

denomind hidrofilinas por los patrones tan hidrofilicos que presentan (ver Tabla 1 articulo
, 44



anexo). Dentro de! grupo de las hidrofilinas de levadura se encuentran incluidas las
proteinas $65242 (GRE1), STF2_YEAST, SI18_YEAST, YBM6_YEAST, HS12_YEAST
(HSP12), YFBO_YEAST, IF1A_YEAST, $67772, YJO4_YEAST, YJS4_YEAST,
YNTO_YEAST y RL44_YEAST (ver Tabla 1). El grupo de hidrofilinas de E. coli esta
conformado por cinco miembros: YCIG_ECOLI, PRTL_ECOLI, YJBJ_ECOLI, YHDL_ECOLI
y RMF_ECOLI. Ademas, se demostré que gran parte de los transcritos que codifican para
estas proteinas estan inducidos por condiciones de estrés osmdtico, lo cual sustenta la
asociacién encontrada entre caracteristicas fisicoguimicas y respuesta a déficit hidrico.

En base a que las hidrofilinas no presentan identidad a nivel de secuencia de
aminoacidos, y que muchas de ellas tienen asignada alguna funcion particular (en el caso
de E. coli PRTL y RMF; en el caso de S. cerevisiae STF2 y IF1A), creemos que podrian
estar funcionando modularmente. Es decir, estas proteinas mantienen una region
hidrofilica que es la que les permite estar activas bajo condiciones de baja disponibilidad
de agua pero tienen una regién especifica en donde se localiza algin modulo funcional.
Por ejemplo, la RMF es una proteina que se asocia con los ribosomas por medio del
modulo funcional, pero su parte hidrofilica le permitiria realizar sus funciones bajo
condiciones de déficit hidrico.

Actualmente, se estan realizando diversos ensayos, tanto in vitro como in vivo, para
tratar de entender la funcién que llevan a cabo las hidrofilinas. Los ensayos in vitro se
estan enfocando en probar las propiedades protectoras de estas proteinas sobre la
permanencia de la actividad enzimatica en ambientes con baja disponibilidad de agua.
Los ensayos in vivo se estan llevando a cabo de dos maneras; por un lado haciendo
mutaciones de cada una de las hidrofilinas de E. coli y buscando un fenotipo de
sensibilidad y, por otro lado, sobreexpresando los genes (tanto en E. colicomo en S.
cerevisiae) y tratando de encontrar alguna condicién de estrés en donde la sobreexpresion
de estas proteinas otorgue un fenotipo de resistencia.
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