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RESUMEN.
Es importante comprender los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta al estrés en
diferentes organismos debido a su impacto en el avance de la ciencia basica y de la ciencia que
apoya .el campo de la biotecnologia, la agricultura y la medicina. Sin embargo, el estudio se °
dificulta en eucariotes superiores por lo que tradicionalmente se han utilizado organismos
modelo ya que en estos se facilita y agiliza el empleo de las herramientas moleculares. Uno de '
ellos es 1a levadura Saccharomyces cerevisiae, que ademas de ser un modelo eucariote seneillo,
desde 1996 se conoce la secuencia de su genoma completo. Por otra parte, la aplicacion de las
levaduras en Ia biotecnologia tradicional como la industria fermentativa, panificadora, y vinatera;
requiere de cepas resistentes a las condiciones de estrés que se dan en tales procesos
(calentamiento, oxidacion, hiperosmolaridad, desecacién, rehidratacién y congelamiento). En
resumen, el estudio de la respuesta al estrés en S. cerevisiae es importante por su papel como
modelo eucariote y por su gran aplicacion en la industria alimenticia (Attﬁeld, 1997).

El presente trabajo trata de la caracterizacién de una mutante de la levadura S. cerevisiae
nombrada como sy (super yeast). sy es una mutante espontanea y se aislé en este laboratorio
(Garay A.A). Una caracterizacion previa demostrd que segrega como una mutacion monogénica,
tiene un fenotipo tolerante en varias condiciones de estrés y es dominante en un fondo genético
silvestre. Mediante un estudio detallado del fenotipo de esta mutante se encontré que es mucho
mas tolerante que la cepa silvestre a condiciones de estrés osmotico, oxidativo, por etanol,
choque térmico y congelamiento. Ademas, en un anélisis de la acumulacién de varios transcritos
de genes que se sabe estan involucrados y regulados de diferente manera en la respuesta al estrés,
encontramos que la mutacion sy estd modulada por estrés y al parecer participa en alguna via de
respuesta general a estrés o varias vias de sefializacién. Por otra parte se trat6 de aislar el gen
afectado en la mutante sy complementando el fenotipo tolerante en la cepa silvestre, proposito

que no se logré mediante el método disefiado.



INTRODUCCION.

EL ESTRIS OSMOTICO.

Estrés es aquella condicion ambiental que demanda una respuesta celular especifica y que puede
imponer un efecto negativo en el crecimiento, es decir, no es la condicion optima de crecimiento.
Todos los organismos estan expuestos a situaciones de estrés, algunas se dan durante el
desarrollo y otras por imposicién ambiental. Las condiciones de estrés mas comunes son: el
estrés nutricional, el estrés osmotico, el estrés por temperatura, el estrés oxidativo y la exposicion
a agentes tOxicos. La mayoria de los organismos son capaces de responder y adaptarse a tales
condiciones, siempre y cuando no sean extremas (Hirayama, 1995).

El estrés osmotico estd considerado como el factor ambiental que mas limita el crecimiento y
productividad de las plantas (principalmente de zonas ridas). Esta condicion de estrés representa
una dificultad en la disponibilidad de agua y puede ser generado por la osmolaridad del medio y
por altas o bajas temperaturas (aquellas que provocan congelamiento) (Lee, 1999). Sabemos que
el proceso de la vida demanda agua, y que el papel del agua es central en la vida celular debido a
~que: i) provee un ambiente apropiado para la estructura de los componentes celulares (proteinas,
dcidos nucleicos y membranas); ii) es el principal solvente de las reacciones bioquimicas vy, iii)
determina la turgencia, forma y tamafio de las células y el organismo completo (Hohmann,
1997).

Los organismos necesitan mantener el contenido de agua dentro de ciertos limites ya que los
procesos bioldgicos requieren una concentracion 6ptima de agua. Si un organismo experiménta
un cambio en la disponibilidad de agua se esta enfrentando a una condicién de estrés osmético.
Por ejemplo, un incremento en la osmolaridad externa induce una situacién de déficit de agua
(estrés hiperosmotico), la cual podria reducir el crecimiento y viabilidad celular como

consecuencia de la pérdida del potencial osmético a través de la membrana. En términos



bioquimicos el estrés osmotico estd dado por un cambio en el potencial hidrico externo ('F,), es
decir, un cambio en la cantidad de energia libre del agua.

En organismos que tienen pared celular y membrana plasmatica como bacterias, hongos y
plantas, el potencial hidrico (¥w) es la suma del potencial de presién (¥p), el potencial osmético
o potencial del soluto (¥Fs), el potencial gravitacional (¥g) y el potencial de matriz (¥m). Se
sabe que la aportacion de este Ultimo potencial a la ¥w es significativo en casos de severa
deshidratacion celular y se refiere al agua unida a superficies extremadamente secas; cuando no
es asf su valor es insignificante o nulo (Fisher, 2000).

Yw=Y¥p + ¥ + ¥ +¥m

Donde: ¥Yp =P
Ys=-1
Yo = Pwgh
¥in =0

P = Presion de turgencia: representa la presion hidrostatica generada por
la membrana plasmatica en contra de la pared celular.
7 = Pregion osmotica: estd determinada por la concentracion de solutos y
es de valor negativo debido al potencial de los mismos .
Pw = densidad del agua.
g = aceleracion gravitacional.
h = distancia relativa al punto de referencia.
Dado que los solutos aumentan las fuerzas cohesivas del agua, las moléculas de agua tienen mas
libertad de movimiento (potencial o energia libre) en una solucién poco concentrada. Es por esto
que en dos soluciones de diferente concentracién separadas por una membrana semipermeable,
el agua fluye a favor de su gradiente (de la regién menos concentrada a la mas concentrada)

hasta igualar las diferencias entre los potenciales hidricos de ambas soluciones. Es decir, en una



célula que enfrenta una condiciéon de estrés hipo-osmético (un potencial hidrico externo mas
alto), el agua entra a la célula hasta que la dilucién ejerce la presién de turgencia necesaria para
equilibrar las diferencias de presion entre el interior y el exterior celular. En el caso contrario,
una condicién de estrés hiperosmotico (potencial hidrico externo mas bajo) el agua sale de la
célula provocando deshidrataciéon y disminucion de la presion de turgencia hasta que esta se
equilibra con la presion osmotica ejercida por la concentracion intracelular de solutos.

Para mantener una cantidad de agua intracelular que le permita a la célula contender con algin
tipo de estrés osmético no letal, los organismos han desarrollado mecanismos de
osmorregulacién, esto es, equilibran las presiones hidricas modulando los niveles intracelulares
de osmolitos (solutos compatibles); va sea induciendo procesos de catabolismo y/o expulsion de
solutos en el caso de una condicién de estrés hipo-osmotico, o por biosintesis y/o reclutamiento
de solutos del medio en una condicidn de estrés hiperosmdtico. De esta manera la célula trata de
mantener una presion de turgencia que le permita realizar procesos propios de la vida celular

como la expansién y divisién (Blomberg,1997).

OSMORREGULACION.
Ante un aumento en la concentracién de solutos de la solucidn externa (estrés hiperosmotico) se
produce deshidratacién celular via 6smosis como consecuencia de la alta permeabilidad de las
membranas bioldgicas. La cantidad de agua que se pierde en respuesta al estrés hiperosmotico
estd determinada por la magnitud del estrés (concentracién extracelular de solutos) y por
caracteristicas especificas de la célula como la elasticidad o resistencia mecénica de la pared
celular, composicion lipidica de la membrana plasmatica, concentracion intracelular de
osmolitos, etc. Para contender con este tipo de estrés las células bajan su potencial osmético
acumulando solutos compatibles y ajustando algunos iones tratando de mantener v eficientizar su

contenido de agua. Este proceso fisiologico por el cual las células se adaptan a condiciones de



estrés osmético regulando ‘su contenido de agua, es conocido como osmorregulacién (Blomberg,
1997).

Se sabe que el ajuste idnico a través de canales, bombas y antiportadores juega un papel
importante en la respuesta al estrés osmoético en bacterias, algas y plantas (Blomberg, 1992). Sin
embargo, una de las principales respuestas mantenidas a través de la evolucién en organismos
que viven en condiciones hiper-oéméticas es la sintesis y acumulacién de solutos compatibles.
Tal estrategia de adaptacion es empleada por todos los tipos celulares para ajustar la osmolaridad

intracelular a la del medio (Garay y Covarrubias, 1999).

Solutos compatibles.

Se les llama solutos compatibles porque son compuestos con bajos efectos deletéreos en la
maquinaria metabdlica celular, es decir, no afectan los procesos fisicos y bioquimicos que
ocurren al interior celular. También se les conoce como osmolitos u osmoprotectores y, entre
ellos, se destacan los polioles (glicerol, sorbitol, manitol), aziicares no reductores (trehalosa,
sacarosa), aminoéacidos (glutamato, prolina, glicina-betaina) y algunos iones. Cabe aclarar que
estos solutos compatibles son especificos de cada especie y del estado de crecimiento, y son
acumulados tanto en microorganismos como en eucariotes supetriores (Nomura, 1998).

Los solutos compatibles pueden ser sintetizados y acumulados por la célula y/o transportados del
medio. Hasta ahora se ha reportado que su contribucién como osmoprotectores se debe a que: (1)
aumentan la fuerza cohesiva del agua, (2) mantienen la plasticidad de la membrana y (3)
estabilizan las proteinas contra desnaturalizacion (Serrano, 1993)

La produccion de solutos compatibles esta controlada a nivel de expresion génica en levaduras,
plantas y mamiferos. Para regular la expresion génica la célula percibe los cambios osmoticos y
transmite la sefial al nicleo. Se ha observado que la mayoria de las células eucariotas emplean

vias de transduccidn a través de proteinas cinasas (MAP) para este propdsito (Rep, 2000).



Saccharomyces cerevisiae.

Desde la antigiiedad esta levadura se ha utilizado ampliamente en la industria fermentativa. Es
un eucariote unicelular y pertenece al grupo de levaduras anaerobias facultativas. Se reproduce
asexualmente por gemacidn (mitosis) y sexualmente por apareamiento de dos células haploides
formando un cigoto diploide el cual puede crecer mitéticamente o dividirse por meiosis para
generar 4 células haploides nuevas. Esta habilidad de controlar la alternancia entre la
reproduccion sexual y asexual facilita el anélisis de segregacion génica.

En condiciones de aereacién, S.cerevisiae. tiene la habilidad de crecer a través de
metabolismo aerdbico o anaerdbico, dependiendo de la fuente de carbono disponible.
Cuando hay abundante glucosa disponible, esta levadura apaga los mecanismos para
utilizar fuentes de carbono alternativas, y cataboliza glucosa principalmente por
fermentacién. Como se muestra en Ia figura 1, un cultivo de levadura en medio rico (YPD)
muestra distintas fases de crecimiento: después de un periodo corto de ajuste al medio (fase lag)
las células se dividen exponencialmente (fase exponencial) utilizando como fuente de carbono
azicares fermentables, principalmente glucosa y fructosa. Estos azlicares inmediatamente entran
a la via glucolitica donde se obtiene ATP de la fosforilacion del sustrato y los mismos son
convertidos a piruvato y después a etanol y COz Cuando la concentraciéon de glucosa es menor
de 0.2%, las células experimentan un arresto transitorio (cambio diduxico) donde reprograman su
metabolismo para la respiracién (fase post-diduxica) y para poder utilizar los productos de la
fermentacion (etanol, acetato y otros) como fuente de carbono. En esta fase (Figura 1), la taza de
division celular baja y empieza la acumulacion de los carbohidratos de reserva, glucogeno y
trehalosa, los que serén utilizados para mantener el cultivo en la Gltima fase (fase estacionaria).
En la fase estacionaria las células cesan la divisidn, tienen una taza metabdlica muy baja y se
adaptan a la falta de nutrientes, promoviéndose la desrepresion de muchos genes de respuesta a

estrés (Fuge, 1997).
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Figura 1. Curva de crecimiento de S. cerevisiae en medio rico (YPD).

Ventajas de 8. cerevisiae como modelo de estudio.

Algunas de las particularidades que hacen de esta levadura un organismo modelo son (1) en
cuanto a su crecimiento: su rapidez, no patogenicidad, un patrén de gemacién que produce
células y colonias aisladas, lo que facilita la réplica y aislamiento de mutantes a través de
marcadores. (2) Un sistema genético sencillo, es decir, su reproduccion sexual a partir de células
haploides, formacion de un diploide y generacién de 4 esporas permite el estudio de la
dominancia y segregacion génica a través del aislamiento manual y por auxotrofias de las células
hijas. (3) Un sistema de transformacién del DNA versatil: con la introduccién de plasmidos y por
recombinacién homologa, se pueden reemplazar genes con alelos alterados o interrumpidos e
identificar mutaciones o genes por complementacion con bibliotecas gendémicas. (4) La
disposicion comercial de un gran nimero de cepas con diferentes marcadores y el conocimiento
de 1a secuencia de su genoma completo. Todas estas caracteristicas hasta ahora han permitido un

gran avance en la biologia molecular de este organismo (Giildener, 1996) (Ito ,2000).



Dadas las ventajas que ofrece como modelo de estudio y el gran impacto de su estudio en el
sector agricola, biotecnolégico y médico; uno de los mecanismos mas incursionados en levadura

es la respuesta al estrés .

RESPUESTA A ESTRES EN LEVADURA.
Durante su ciclo de vida S. cerevisiae se enfrenta a constantes cambios en el ambiente vy, su
sobrevivencia depende de su capacidad de adaptacion ante ellos. Es decir, cuando las
condiciones ambientales cambian abruptamente, las células necesitan ajustar rapidamente su
programa de expresion génica para contender con la nueva condicién. El mecanismo de
adaptacion se puede dividir en tres partes: (1) percepcion de la sefial externa; (2) transmision
intracelular de esta sefial, lo que permite (3) una respuesta adaptativa que involucra la
modulacién de proteinas preexistentes e induccién transcripcional del grupo de genes
correspondientes a otras proteinas que participan en contrarrestar los efectos impuestos por el
estrés, Es decir, algunas proteinas constitutivas de la célula pueden ser activadas por sefiales de
estrés dando lugar a una respuesta inmediata como la activacién de algunas cinasas. Tal
respuesta tiene dos funciones: proveer una proteccion minima contra el estrés inicial, e iniciar
una respuesta tardia (P. ejemplo, la activacion de mecanismos moleculares implicados en
procesos homeostaticos), la cual puede proteger a las células por mas tiempo y permitir una

adaptacién permanente al estrés (Wuytswinkel, 2000).

Estfés general.

Por otro lado, se sabe que en S. cerevisiae sucede algo que se conoce como tolerancia adquirida,
donde las células de levadura, previamente expuestas a un estrés moderado, pueden adquirir
resistencia contra un estrés severo causado por el mismo factor. También se ha demostrado que

las células de levadura expuestas a ciertas condiciones de estrés desarrollan tolerancia contra



algunas otras condiciones de estrés. A este altimo fendémeno se le llama proteccion cruzada y
sugiere la existencia de un sistema general de respuesta a estrés (Ruis, 1995). Es decir, se cree
que ademés de existir mecanismos de defensa especificos para cada tipo de estrés, también hay
mecanismos comunes de proteccién general que ocurren bajo diferentes condiciones de estrés.
Como gjemplos de lo anterior, tenemos que durante una condicidn de choque térmico se induce
la actividad tanto del regulén que involucra al factor Hsflp, el cual controla un grupo especifico
de chaperonas, como la actividad del regulén que involucra a los factores de transcripcion
Msn2p/Msndp. Similarmente, el estrés oxidativo desencadena por un lado, la actividad de los
factores transcripcionales Yaplp y Skn7p, los cuales inducen genes que juegan un papel central
en el mantenimiento del pontencial redox de la célula, y por otro lado activa la transcripeién
génica mediada por los factores Msn2p y Msndp (Garreau, 2000). Es decir, hay genes de
respuesta a estrés cuya transcripcion esta regulada por diferentes condiciones de estrés, y muchos
de estos genes contienen en su regién promotora la secuencia consenso CCCCT conocida como
elemento STRE (Elemento de Respuesta a Estrés), este puede ser activado por diferentes
condiciones de estres, como lo son el estrés: osmotico, oxidativo, porl falta de nitrégeno, por bajo
pH externo y por choque térmico (Moskvina, 1999). Se sabe ademas, que al elemento STRE se
unen los factores Msn2p y Msndp para activar la transcripcién de genes de respuesta a estrés, y
tales factores transcripcionales estin modulados por la via de la proteina cinasa A (PKA)
dependiente de AMP ciclico (AMPc). Otra respuesta comun de la levadura durante diferentes
condiciones de estrés, es que presenta una disminucion en la tasa de crecimiento celular y, se
sabe que la expresion génica relacionada al crecimiento esté estimulada por la alta actividad de la
via de PKA. Es decir, cuando la via de PKA-AMPc se encuentra activa, la transcripc_ién de genes
de estrés via el elemento STRE esta reprimida, mientras que la expresion génica relacionada al
crecimiento se encuentra activa (Smith, 1998). Ademads, recientemente se analizé mediante

microarreglos la expresion y represion de diferentes genes en diferentes condiciones de estrés, y



se observo que efectivamente hay una respuesta general de estrés, la cual contiende con los
requerimientos celulares comunes en diferentes condiciones de estrés, como lo son: la
generacion y almacenamiento de energia, la defensa contra especies reactivas de oxigeno, la
sintesis de osmolitos, el recambio y plegamiento de proteinas, y la reparacién del DNA. Todos
estos procesos representan un sistema fisiologico que puede proteger a las células bajo cﬁalquier

circunstancia (Gash, 2000).

Estrés por falta de nutrientes.

El mecanismo por el cual las células de levadura sobreviven a perfodos repetidos de falta de
nutrientes involucra una dramaética baja en la actividad metabolica, arresto del ciclo celular y,
una variedad de cambios morfolégicos y fisiologicos que permiten a las células sobrevivir por
largos periodos de tiempo sin afiadir nutrientes. Este perfodo en el ciclo celular es llamado fase
estacionaria. La respuesta a la falta de nutrientes v la entrada a fase estacionaria estin
relacionadas a la actividad de la via de Ras-AMPc, que sefializa 1a disponibilidad de nutrientes
(Johannes, 1997). Se sabe que esta via regula el crecimiento, la progresion del ciclo celular y la
actividad metabolica (Pedruzzi, 2000).

El ripido crecimiento de las células de levadura en medio rico correlaciona con una alta
- actividad de la via de Ras. En estas células el nivel de AMPc es maés alto que el de células
creciendo en un medio sin glucosa. En levadura, las proteinas Ras unidas a GTP estimulan la
adenilato ciclasa para producir un aumento en el nivel intracelular de AMPc. Cuando esto
sucede, el AMPc se une a la subunidad reguladora (bcyl) de la proteina cinasa A (PKA),
liberandose la subunidad catalitica de PKA. PKA activo puede fosforilar un gran nimero de
proteinas involucradas en transcripcion, glucdlisis, progresion del ciclo celular y, acumulacion
de glucégeno y trehalosa (Jiang, 1998). Ademas, se sabe que cuando PKA se .encuentra inactivo,

es decir, cuando bajan los niveles de AMPc, se induce la transcripcion de genes regulados por el
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elemento STRE y/o PDS (cambio post-diduxico). Este tltimo elemento PDS media la activacion
durante crecimiento en fase diduxica, estacionaria y bajo condicién de estrés por choque térmico

(Pedruzzi, 2000) (ver figura 5).

Estrés por calor.

La respuesta a esta condicion de estrés es la mejor caracterizada en levadura. Cuando las células
de levadura se enfrentan a una temperatura 12°C por arriba del rango de temperatura normal de
crecimiento (25°C - 30°C), sufren un arresto transitorio del ciclo celular y se induce la expresion
de un gran grupo de genes, dando lugar a la acumulacién temporal de las proteinas de choque
térmico (Hsp’s). Estas proteinas juegan un papel importante protegiendo otras proteinas
celulares contra la desnaturalizacion térmica y restaurando su actividad biologica (Mager, 1997).
Ademaés, se induce la sintesis y acumulacion citoplasmica de trehalosa, disacérido conocido
como uno de los sustratos mas efectivos en la preservacion estructural tanto de la membrana
plasmatica como de la actividad enzimaética durante condiciones de desecacion, congelamiento y
altas temperaturas. Se sabe que las proteinas de choque térmico actlian como chaperonas
moleculares en el plegamiento y/o transporte de otras proteinas tanto en condiciones de estrés
como en condiciones normales de crecimiento. Se dice que el estrés por altas temperaturas puede
ser percibido a nivel de desnaturalizacién de proteinas; esto provoca la desestabilizacion del
complejo inactivo formado por el factor transcripcional especifico de choque térmico flsﬂp
(Heat Shock Factor) con la proteina Hsp70, evento que permite la liberacién y activacion de
Hsflp. Al activarse Hsflp se promueve la transcripcidén via el elemento consenso de choque
térmico HSE (Heat Shock Element) presente en la region promotora de los genes blanco (Mager
y Moradas, 1993). Se ha observado que en condiciones de choque térmico la expresion de
algunos genes se induce parcialmente a través del elemento STRE. Tal es el caso de HSP12,

HSP78, HSP104 y HSP82 entre otros (Treger, 1998). Esta alternativa (la induccién de genes via
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el elemento STRE) es una de las razones por las cuales células pre-expuestas a choque térmico
adquieren cierta tolerancia a estrés osmotico y oxidativo (Piper, 1995). Ademas, recientemente
se observé que la cepa mutanteAptc2pte3 (PTCs, fosfatasas que regulan la cinasa Hoglp), no es
viable en condiciones de estrés por calor, y que tal letalidad depende de la cinasa Hoglp. Este
analisis revelé que la cinasa Hoglp se activa en condiciones de estrés por calor, y algunos
ensayos bioquimicos indican que tal activacién ocurre en la entrada a la via de HOG que
involucra a la proteina Sholp, la cual transfiere la sefial a través de las proteinas Cdce42, Ste20,

Ste50 y Stell (Winkler, 2002).

Estrés oxidativo.

Se considera una condicion de estrés oxidativo a todo aquel agente que provoca la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en tal cantidad que supere los limites normales de ROS
producidas por el propio metabolismo celular. Cabe aclarar que hay varios tipos de ROS y,
aunque no todas generan la misma respuesta, si se sobreponen entre ellas. Las especies reactivas
de oxigeno se generan por el propio metabolismo celular y por exposicion a: radiacion ionizante,
quimicos y metales pesados; estos causan dafio principalmente a proteinas, lipidos y DNA
(Inoue, 1999). Se ha observado que el estrés oxidativo afecta la fuerza protdnica y fluidez de la
membrana plasmatica. Por lo anterior se ha sugerido que es en este punto donde se percibe tal
condicion (Piper, 1995). Se sabe que el estrés oxidativo esta sefializado por un regulén y se ha
observado que son varios los factores transcripcionales que juegan un papel en la respuesta.
Entre ellos: Yaplp a través del elemento AP-1 (ARE), Msn2p y Msndp a través del elemento
STRE (Hong, 2002), Skn7p, Hsflp ﬁa el elemento HSE (Raitt, 2000a), y Gendp (Jamieson,
1998). Por medio de todo este gran aparato se induce la expresion de aproximadamente 160
proteinas en condiciones de estrés oxidativo (Godon, 1998). Para responder a tal condicién de

estrés las células de levadura poseen dos mecanismos de defensa que tienen como propédsito
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contrarrestar la cantidad de ROS generados. Uno es el mecanismo de defensa antioxidante no-
enzimatico, el cual incluye moléculas que actfan como reductores del interior celular
removiendo asi las ROS. Entre estas moléculas se destacan: las metalotioneinas (Cupl, Crs5),
flavohemoglobina (Yhb1), tiorredoxinas (Trx1, Trx2) y glutarredoxinas (Grx1, Grx2). El otro
mecanismo de defensa antioxidante es enzimatico y estd compuesto principalmente por las
catalasas CTT1 y CTAL; y superoxidodismutasas SOD1 y SOD2; que catalizan la degradacién
de H,0, v radicales superéxidos respectivamente (Jamieson, 1998).

Se ha observado que Ia respuesta a estrés oxidativo se sobrepone con la respuesta a estrés
osmético, choque térr;aico, falta de nutrientes, congelamiento (Park, 1998} y a algunos metales
pesados (Wu, 1993). Ademas, como sucede durante otras condiciones de estrés, las células de
levadura tienen mayor tolerancia (capacidad antioxidante) en fase estacionaria (crecimiento

respiratorio) que en fase logaritmica de crecimiento (Costa, 1997).

Estrés por sales.

Cuando las células de levadura se transfieren a un medio con una alta concentracion de NaCl se
observa una respuesta a estrés osmotico mediada por la baja actividad de PKA, esto promueve la
transcripcion de algunos genes de respuesta a estrés como el gen GPD1 (que codifica la enzima
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa) (Blomberg, 1999). Ademas, se desencadenan respuestas
especificas provocadas por el ion Na*, Este ion entra a las células de levadura a través de los
canales de K* (codificados por los genes TRK1 y TRK?2) y, al parecer, su toxicidad se debe a que
interfiere con los procesos celulares que requieren K'. Para prevenir una extensa toma de Na*,
los canales de K* cambian de un estado de baja afinidad a uno de alta afinidad. Por otro lado, el
exceso de Na* que ha entrado a la célula es expulsado a través de una ATPasa de tipo P
codificada por el gen ENA1 el cual es inducido por sal y, representa el tnico sistema de salida de

Na® identificado en esta levadura (Norbeck, 1997). Se ha estudiado la relacién entre las proteinas
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Trk1, Enal y caleineurina, dado que el fenotipo de la interrupcion del gen TRK1 o del gen
ENAI1 es el mismo que exhiben las cepas deficientes de calcineurina, es decir, muestran un
fenotipo sensible a altas concentraciones de Na*. Se sabe que calcineurina es una fosfatasa (tipo
2b) que requiere Ca*’ y calmodulina para su activacion, y en levadura forma un heterodimero
que consiste de una subunidad catalitica codificada por un par de genes homélogos (CNAIT y
CNA2) y una subunidad reguladora codificada por el gen CNBI. En células deficientes de
calcineurina no se activa la expresion del gen ENAI y los canales de K' no pueden pasar del
estado de baja a alta afinidad en una condicién de alta concentracion de sal (Varela, 1996).

Se ha demostrado que hay varias proteinas reguladoras involucradas en tolerancia a sal (Hallp,
Hal2p Hal3p, Ppzlp y Ppz2p) pero todas modulan de alguna manera la salida de Na* via la
ATPasa codificada por ENA] y algunas también afectan el sistema de transporte de K*. L;,x
induccion de ENA1 por alta concentracion de Na' es especifica de la via mediada por
calcineurina, y sucede a través del complejo activador de la transcripcion Crz1/Ten1/Hals,
mientras que la expresion de ENA1 en respuesta a estrés osmdtico provocado por baja
concentracion de sal estd regulada por la via de HOG a través del inhibidor transcripcional
Skol. Ademas, el gen ENAI] esta sujeto a represién por glucosa via el complejo de represion

general Migl-Ssn6-Tupl (Crespo, 2001).

Estrés osmético.

Estrés hipo-osmdtico.

Ante una condicién de estrés hipo-osmotico las células de levadura liberan glicerol al medio a
través del facilitador Fsplp. Este se encuentra inactivo en células expuestas a estrés
hiperosmotico y no esta regulado por la via de HOG. Al parecer la actividad del facilitador
Fsplp estd modulada por la proteina cinasa C (PKC), enzima que, a través de una cascada de

MAP cinasas, sefializa al estrés hipo-osmotico. Se sabe que la proteina cinasas C, codificada por
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el gen PKCI, regula la cascada de MAP cinasas compuesta por la MAPKKK Bckl, las
MAPKKs Mkk1 y MKk2, v la MAPK Mpkl. La via de PKCI regula la morfogénesis y el
crecimiento celular modulando la sintesis de enzimas involucradas en el ensamblaje de la pared
celular, y se ha observado que las mutantes pkcl, muestran un fenotipo de lisis y reduccion en el
contenido de B-glucano en la pared celular. Ademas, hay evidencia de que en condiciones de
estrés hipo-osmotico y estré§ por calor, se promueve la desnaturalizacién proteica y, se observa
un adelgazamiento tanto de la pared celular como de la membrana plasmatica (Varela, 1996). Lo
anterior indica que la via de PKC se requiere para mantener la integridad de la pared celular en
condiciones de baja osmolaridad y estrés por calor (Winkler, 2001). Por otra parte, se demostrd
que la MAPK Mpk1 es rapidamente fosforilada en respuesta al estrés hipo-osmético, y que tal
fosforilacién se mantienen inhibida en condiciones de estrés hiperosmético, hecho que sugiere

hay comunicacidn entre la via de PKC y la via de HOG (Ta0,1999).

Estrés hiperosmdtico.

Otra respuesta a estrés bien caracterizada en levadura es la que se da en una condicion de estrés
hiperosmético. Entre los cambios fisioldgicos que ocurren durante tal situacion el mas evidente
es la sintesis y acumulacién de glicerol, principal responsable del mecanismo de
osmorregulacidn, involucrado en el mantenimiento del turgor celular (Miralles, 1995). Se ha
demostrado que la biosintesis de glicerol estd regulada a nivel franscripcional principalmente
por la via de HOG (High Osmolarity Glicerol). Esta via solo se activa en condiciones de estrés
hiperosmético pero ademads regula la transcripcion de genes que se inducen por multiples
condiciones de estrés. Aunque se desconoce ¢l mecanismo exacto por el cual se activa la via de
HOG, hay una teoria con fuerte evidencia, la cual propone que la sefial es generada por un
cambio en el turgor celular mas que por el estrés hidrico (Tamas, 2000). Independientemente de

como sea el mecanismo de percepcion se ha descrito una proteina putativa de membrana
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plasmatica Slnlp, que participa en un sistema de percepcion y sefializacidén parecido al de dos
componentes en bacterias. Se sabe que en condiciones de estrés hiperosmético los factores
transcripcionales Msn2p y Msn4p se unen al elemento STRE presente en el promotor de los

genes blanco de la via de HOG (Marquez, 1998).

FISIOLOGIA DE S. cerevisiae EN CONDICIONES DE ESTRES HIPEROSMOTICO.
Cuando la levadura se enfrenta a una condicién de alta osmolaridad externa sufre un cami)io
inmediato en el volumen celular mediante la pérdida de agua del citosol. Tal deshidratacién es
un proceso rapido (aprox. lmin) y se compensa parcialmente por un influjo de agua de la
vacuola al tiempo que esta acumula iones t6xicos en beneficio del citoplasma y los organelos
(Serrano, 1993). Para sobrevivir y continuar con el crecimiento, las células deshidratadas pueden
recuperar el turgor siempre y cuando la severidad del estrés sea fisiologicamente aceptable. La
proliferacién celular se reanuda después de un periodo de aclimatacion el cual varia dependiendo
de un ntmero de factores incluyendo el tipo y concentracion del esirés, fondo genético de la
cepa, y estado de crecimiento (Blomberg, 2000). En esta fase de aclimatacion las células de
levadura experimentan una serie de cambios como reestructuracion del citoesqueleto de actina,
arresto transitorio del ciclo celular, y reprogramacion del metabolismo (Tao, 1999), al tiempo
que se inducen mecanismos involucrados en la resistencia al estrés, como son el aumento en la
concentracion intracelular de glicerol y la exclusién de iones toxicos. Ademas se promueve la
expresion de una gran gama de genes (Tabla 1), donde sus productos participan en diferentes
sistemas y/o procesos como el metabolismo redox, la produccién de proteinas protectoras y el
reajuste de carbohidratos, lipidos y aminoécidos. Todo esto para contender con el estrés

osmoético (Rep, 2000).
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Tabla 1. Genes que se inducen mas de 6 veces en condicién de estrés

hiperosmético por sorbitol 0.95M (Tomado de Rep, 2000),

Nombre del gen Descripcion del producto génico

1. De la biosintesis de glicerol, trehalosa y glacégeno

GPDI Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa

GPP2 Glicerol 3-fosfatasa

DAK] Dihidroxiacetona cinasa

UGPI UDP-glucosa pirofosforilasa

TPSI Trehalosa-6-fosfato sintasa

TPs2 Trehalosa-6-fosfatasa

sL1 Subunidad del complejo de trehalosa sintasa

NTHI Trehalasa

2. Metabolismo de azucares

HXTS Miembro de la familia transportadora de hexosas
STL? Miembro de la familia de permeasas de azdcar
GLK] Glucocinasa

GND2 6-fosfogluconato deshidrogenasa

TKL2 Transcetolasa

XKS1 Xilulocinasa

3. Metabolismo de aminoacidos

CHAI Serina/treonina deaminasa

ARCGIO  Indol-3-piruvato descarboxilasa (putativa)
ARO9 Aminotransferasa de aminoéacidos aromaticos
PUT4 Prolina permeasa

CARI Arginasa
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4, Metabolismo redox

ALD3
ALD2
ALDG6
ALD4
GND2
GRE3
CYB2

GRE2

Aldehido deshidrogenasa citosélica
Aldehido deshidrogenasa mitocondrial
Acetaldehido deshidrogenasa citosélica
Acetaldehido deshidrogenasa mitocondrial
6-fosfogluconato deshidrogenasa
Aldosa reductasa
Citocromo b2 (L-(+)-lactato citocromo-c oxidoreductasa)

Proteina similar a dihidroflavonol-4-reductasa

5. Proteinas protecforas y chaperonas

HSP12
HSP26
HSP42
HSP104
SSA3
8844
SSE2
DDR2
DDR48
ENAI

Proteina pequeiia de choque térmico
Proteina de chogue térmico
Proteina de chogque térmico
Proteina de choque térmico
Chaperona de la familia de HSP70
Chaperona de la familia de HSP70
Chaperona de la familia de HSP70
Proteina pequefia de choque térmico
Proteina inducida por estrés

ATPasa de tipo P

6. Proteccion contra agentes quimicos y exidativos

CTT!

GLOI

Catalasa T, citosélica

Glioxilasa
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7. Proteinas de superficie celular

SPSI00 Proteina especifica de esporulacion
SPII Proteina de pared celular

CWFPI!  Manoproteina de pared celular

8. Proteinas de biogénesis y funcién vacuolar

VPS36 Proteina involucrada en localizacidn vacuolar

PRBI yscB, proteasa B

9. Proteinas de sefializacién y control de expresion génica

TES1 Regulador del ciclo celular
Y4P4  Factor transceripcional bZIP

NAMSE  Proteina involucrada en traduccién mitocondrial

10. Proteinas invelucradas en protedlisis

SONI  Subunidad de la particula reguladora e} proteosbma

11. Proteinas de fumcién desconocida

PRY2  Proteina similar a proteinas relacionadas a patogénesis en plantas
NCE3  Proteina involucrada en la via de exportacion de proteinas

SOL4  Proteina relacionada 2 Sollp, Sol2p y Sol3p

LPAI3 Proteina que se induce en estrés salino y bajo pH

GREI  Proteina de funcién desconocida

Acumulacion de glicerol.

En S. cerevisiae el glicerol es el tnico soluto compatible y el principal responsable del ajuste
osmotico. El glicerol es producido a partir de dihidroxiacetona fosfato (intermediario de la via
glucolitica) en dos pasos enzimaticos (una reduccién y una defosforilacidén) como se muestra en
el esquema (fig. 2). Las dos enzimas involucradas son cada una codificadas por dos isogenes
altamente homdlogos: GPD1 y GPD2 codifican la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, en

tanto que GPP1 y GPP2 codifican la enzima glicerol-3-fosfatasa. La expresion de estos genes
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estd regulada en respuesta a diferentes condiciones del crecimiento. La expresién de GPD2 y
GPP1 se estimula bajo condiciones de crecimiento anaerobio donde la produccién de glicerol es
esencial para la regulacién redox. Por otra parte, la transcripcion de GPD1 y GPP2 se induce por
un aumento en la osmolaridad externa, y se sabe que la via de HOG juega un papel muy
importante, aunque no exclusivo en la induccién osmética de la expresion de estos genes (Rep, et

al 1999a).
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Figura 2. Via de produccion y eliminacién de glicerol. Modificado de Norbeck y
Biomberg, 1997. Las flechas en az{l indican un incremento y las flechas en rojo
una disminucién en la concentracién y/o actividad de las proteinas.

Como ya se mencioné anteriormente se ha identificado y caracterizado un canal protéico
especifico de glicerol en la membrana plasmética de S. cerevisiae, Fpsip (fig. 2). Este facilitador
estd involucrado en la liberacién de glicerol una vez que disminuye la condicién de estrés
hiperosmético, Sin embargo, Fpslp puede transportar glicerol en ambas direcciones y su
acti{ridad estd regulada por estrés osmético. Es decir, bajo una condicién de estrés hiperosmético

Fsplp se cierra, asegurando la acumulacién intracelular de glicerol (Tamds, 2000).
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- Ademas de tener un papel en osmorregulacion, los polioles entre ellos el glicerol, pueden servir. o

" como reserva de carbohidratos, fuentes de poder reductor, y reguladores del pH celular ya que:

son un producto final neutro (Blomberg, 1992).

Vias de transduccion de sefiales involucradas en la respuesta a estrés hiperosmdtico.

I.a estimulacién de la expresion génica después de un choque osmotico estd mediada por
diferentes vias, y entre ellas, la via de HOG juega un papel central. Esta via de MAP cinasas
esté involucrada a diferentes niveles en la expresion de aproximadamente 150 genes de respuesta
a estrés (Rep, 2001). Muchos de los genes que se inducen por la via de HOG son reprimidos por
¢l complejo Ssn6-Tupl-Skol y/o por la via de PKA, la cual estd modulada por la concentracién
de giucosa en el medio (Marquez, 1998), hecho que sugiere una relacion entre la respuesta ai
estrés v el metabolismo. Ademas, hay otras dos vias de sefializacion activadas por estré-:s'
osmético de las cuales se conoce poco. La primera involucra a la proteina caleineurina, que no
responde a estrés osmotico general pero si a alta concentracion de sales. La otra se relaciona con
alguna via no caracterizada de fosfoinositidos, ya que en condiciones de estrés hiperosmético se a
“acumula répiaamente'fosfatidilinositoi 3,5 bisfosfato, del cual se sabe que bajo otras condiciones
actiia como segundo mensajero. Todo lo anterior significa que ante una condici6n de estrés

osmotico la levadura activa coordinadamente varias vias de sefializacion (Eriksson, 2000).

Via de HOG.

Como ya se dijo anteriormente, ante un aumento en la osmolaridad externa la via cie HOG juega
un papel principal en la levadura S. cerevisiae. Ademas, es la via mejor descrita en esta levadura.
Se sabe que la via de HOG esta controlada por dos rutas alternas que pueden mediar de manera "
indépendiente su activacién. Bstas rutas se encuentran representadas por las protefnas.
transmembranales SInlp y Sholp, proteinas que convergen en la MAPKK Pbs2p (ver fig. 4)

Sinip forma parte de un sistema de fosforilacion junto con Ypdlip y 2 reguladores alternos
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o Ssklp y Skn7p. Por otro lado, Sholp se encarga de reunir un complejo de seﬁélizacién enla
membrana plasmatica, donde se sabe participan las proteinas Ste50p y Stellp, entrt_é otras. Ante
un aumento en la osmolaridad externa, los sensores de las dos entradas a la via de HOG activan
: .‘15 éascada de MAP cinasas promoviendo rapidamente la fosforilacién de la MAPK Hoglp y'su'
translocacién al nicleo. Se cree que una vez en el nicleo Hoglp fosforila los factores de
transcripcion responsables de la expresién de una gran familia de genes de respuesta a estrés
hiperosmotico entre ellos GPD1, CTT1, GRE1, GRE2, GRE3, HSP12, DDR48, ALD2, etc.
Entre los reguladores transcripcionales involucrados se encuentran Msn2p/Msn4p, Msnlp,
- Hotlp, Skolp y quizas otros ain no descritos (Reiser, 1999).

La entrada a la via de HOG representada por la proteina SIlnlp, contiene un sistema de
fosforilacion de tres componentes, Slnlp, Ypdip, y Ssklp (ver fig. 4). Estas tres proteinas son "
‘estructural y funcionalmente similares a las proteinas reguladoras que forman los sistemas de
fosforilacidén de dos-componentes o tres-componentes en ciertas bacterias e incluso plantas y -
: dt‘ros eucariotes. Slnlp esta compuesto por un dominio extracelular NHs-terminal, un dominio
' 'citoplésmico de histidina cinasa, y un dominio receptor en su COOH-terminal el cual contiene un-
residuo aspartato conservado entre las proteinas pertenecientes a los sistemas de seflalizacion de
~ ~ dos componentes. Se ha postulédo que Slnlp puede ser un osmosensor, porque ademés de ser
una proteina transmembranal y formar parte de un sistema de fosfotransferencia, tiene gran
similitud con el osmosensor de Escherichia coli EnvZ. Aunque la estructura‘complreta de EnvZ
es similar a la de Slnlp, EnvZ perdi6 el dominio receptor COOH-terminal presente en Slnlp

(Gustin, 1998).

- En condiciones de baja osmolaridad externa, Slnlp se encuentra activo y promueve su

autofosforilacion transfiriendo el fosfato de un ATP a un residuo conservado de histidina (576)
en su dominio histidina cinasa. De la histidina 576 de una proteina Sinlp el fosfato es transferido
al residuo aspartato (D1144) conservado en el dominio receptor COOH-terminal de una segunda

proteina Slnlp como se muestra en la Figura 4. Posteriormente, el fosfato es transferido a un
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residuo histidina en Ypdlp, y de ahi a un residuo aspartato conservado en el dominio receptor de

- Sskip o su homélogo Skn7p, se sabe que la actividad de ambas proteinas depende del estado de

fosforilacion de este residuo aspartato conservado (Li, 1998).

En condiciones de alta osmolaridad externa abunda la forma no fosforilada de la profeina Ssklﬁ,
la cual se une y activa a las MAPKKKSs redundantes Ssk2p y Ssk22p, evento que promueve ia
activacién de la MAPKK Pbs2p y posteriormente de la MAPK Hoglp. Una mutacién en
cualquiera de los cuatro aminoacidos conservados en las tres proteinas que forman el sistema de
fosfotransferencia (Slnip-His a Slnlp-Asp a Ypd1p-His a Ssklp-Asp) bloquea completamente la
- regulacién negativa de la via de HOG, y como resultado de lo anterior hay una superactivacién
‘ &e la cascada de MAPK y por lo mismo toxicidad y muerte celular (Ketela, 1998). Ademas, se

sugiere que el sistema Slnlp-Ssklp media parte de la respuesta a estrés oxidativo por H202 de

manera independiente a Skn7p (Singh, 2000).

Por otro lado, se ha observado que Skn7p puede coordinar patrones de expresién génica en
respuesta a estrés osmotico y a estrés oxidativo. Se sabe que la fosforilacion de Skn7p en su :

B residuo aspartato conservado a través del sistema Slnlp-Ypdlp, estimula su actividad
transcripcional en respuesta a estrés osmdtico involucrada en el ensamblaje de la pared celular, yl
la expresion de la ciclina G1, pero no en la respuesta a estrés oxidativo (Ketela, 1998). Sin
efnbargo, se observéd que la expresion del gen TRX2 a través de Skn7p responde a ambas vias,
esto sugiere que puede haber un set de genes que responden tanto a estrés osmotico via Sinl p-
Ypdlp, como a estres oxidativo, a traves de la actividad de Skn7p de manera independiente ai -

~ sistema Slnlp-Ypdlp (Li, 1998).

La segunda entrada a la via de HOG requiere a las proteinas Sholp, la proteina G Cde42,1a
‘cinasa activada por p21 Ste20 las proteinas Stellp, y SteS0p para transmitir la sefial de estrés
osmotico (Winkler, 2002). La proteina Sholp presenta cuatro dominios transmembranales cerca

de su NH;,-terminal, y un dominio SH3 citoplasmico en su COOH-terminal que se une a un
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- éeglnenfo rico en prolina en el NHs-terminal de Pbs2p. Se ha propuesto que el principal papel dé. "
:Sholp es anclar a las proteinas Stellp, Ste50p, y Pbs2p a la membrana plasmatica, complejo‘! '
donde la MAPKK Pbs2p se activa al ser fosforilado por la MAPKKK Stellp (Raitt, 2000)..' ‘_
Ste50p es una subunidad integral y esencial de la cinasa Stel 1p, se une a un sitio especifico en su
NH,-terminal y la interaccién es constitutiva, es decir, no esta afectada por condiciones
osmoticas ambientales. Se sabe ademas que Stel 1p participa en otros médulos de MAP cinasas
que regulan la respuesta a apareamiento, desarrollo pseudohifal, y respuesta a crecimiento

invasivo (Posas, 1998).

. Una vez que se fosforil6 Pbs2p, la fosforilacion de Hoglp en respuesta a un estrés hiperosmético

es rapida y transitoria. Se puede observar la fosforilacion en tirosina de hoglp y su translocacion |
al nicleo después de 1 minuto de exposicién a 0.5M de NaCl (este tiempo depende de L'a
.sefreridad del estrés). Hoglp permanece fosforilado y localizado en el nicleo por aprox. 10
minutos, tiempo en el que se hace aparente un incremento en el nivel de mRNA de geneé

inducidos por estrés hiperosmético (Rep, 2000).

‘Hasta ahora se ha observado que los genes de respuesta a estrés hiperosmético estan regulados

positivamente por cuatro factores cuya contribucion individual puede variar considerablemente
dependiendo de los promotores especificos. Varios de los genes de respuesta a estrés

hiperosmético responde via un par de factores funcionalmente redundantes, Msn2p y Msndp, dos

proteinas con dedos de zinc que actian como factores transcripcionales generales de estrés, Estos

' factores se unen al elemento STRE, que usualmente se encuentra en dos o méas copias en el
promotor de los genes blanco. Una vez aplicado el estrés, Msn2p/Msndp son fosforilados vy
'traﬁ‘slocados al nicleo, evento que se promueve sélo si baja la actividad de PKA (Fig. 4). Atn .
cuando se sabe la importancia de esta cinasa para la translocacién de Msn2p/Msndp al nticleo,
también Hoglp juega un papel importante, ya que la induccién por estrés hiperosméticol de los.

promotores que contienen cajas STREs, se abate si se interrumpe la actividad de la via de HOG, '
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lo que sugiere que ademds de PKA, también Hoglp controla la actividad de Msn2p/Msndp en
tales condiciones (Alepuz, 2001)(Rep, 2000).

Estrés hiperosmético

Figura 4. Via de HOG

Una pequeifia fraccién de genes de respuesta a estrés hiperosmético requiere de Hotlp ylo
Msnlp, dos miembros de una familia peculiar de factores transcripcionales en levadura. Al

parecer Hotlp, es particularmente importante para la induccidn especffica de los genes
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involucrados en la produccién de glicerol tales como GPD1 y GPP2 (esta induccién se ve -
‘dramaticamente disminuida en una mutante hotlp). Hotlp es hasta ahora el ﬁnico‘ factor de unién
a DNA que se sabe interactia fisicamente (interactian en un sistema de dos hibridos) con ‘l_a
MAPK Hoglp (Rep, 1999b).
Ademds de estar regulada indirectamente por la via de PKA, la via de HOG también esta
regulada negativamente de manera directa por la accion de las fosfatasas Ptp2p, Ptp3p, Ptclp y
posiblemente Pte3p, las cuales defosforilan a la MAPK Hoglp. La actividad de Hoglp requiere
de fosforilacién dual en un residuo de treonina y un residuo de tirosina. Ptp2p y Ptp3p median la
defosforilacidon de Hoglp en tirosina, mientras que Ptclp y quizas Pic3p median la
l'-def(')sforilacién en treonina. La remocion o inactivacion de estos reguladores negativos provoca
reduccion en el crecimiento celular y toxicidad a través de la superactivacién de la via de HOG

(Mattison, 2000).

El complejo represor Ssn6-Tupl-Skol.

- El complejo proteico Ssn6p-Tuplp reprime por lo menos 6 grupos de genes en esta Ievaduia,_
.incluyendo genes reprimidos por glucosa, genes regulados por la presencia de oxigeno {genes
hipé:{icos), genes especificos de la feromona ¢, genes especificos de cepas haploides, un grupo |
de genes inducidos por dafio a DNA y un grupo de genes de respuesta a estrésl osmotico. Al
- parecer, para la represion de cada grupo de genes, el complejo Ssnép-Tuplp interactia con una
proteina especifica de unién a DNA que lo dirige a la regién de éste donde reprime la 3
transcripei6n a través la RNA polimerasa I y I1. Ejemplos de lo anterior son Miglp, proteina que -
se une a secuencias UAR y modula genes reprimidos por glucosa; Rex1p, que modula genes
regulados por la presencia de oxigeno (Redd, 1997); y en el caso del grupo de genes de respueéta
a estrés osmotico Ssnép-Tuplp interactia con Skolp que se une a secuencias CRE (Alepuz,

2001). Por lo tanto, mutaciones en el complejo Ssn6p-Tuplp liberan la represion de estos grupos

de genes. También se sabe que las mutantes nulas en alguna o ambas de las proteinas del
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. ‘cbn'iplejo Ssn6p-Tuplp son viables, tienen alto nivel constitutivo de invertasa, floculan, tienen
crecimiento termosensible, defectos en reproduccion especifica de la feromona o, y fallas en la
esporulacion de diploides homocigotas (Treitel, 1995).

‘Como mencionamos anteriormente, Ssnép-Tuplp en complejo con Skolp act@ian como
represores de un pequefio grupo de genes inducidos por estrés hiperosmoético. Es decir, genes qu;a
son activados por la via de HOG en respuesta a estrés osmético, son reprimidos por el complejo
Ssnép-Tuplp-Skolp (fig. 4). Las mutaciones nulas de este complejo pueden suprimir parte del
fenotipo osmosensible de mutantes de Hoglp (Mérqﬁez, 1998). Skolp pertenece a la familia de
reguladores transcripcionales bZip, éste se une al elemento de respuesta a AMPc (CRE) en el
promotor de los genes blanco, reclutando asi al correpresor general Ssn6p-Tuplp. Recientemente
se demostrd que la desrepresion de los genes reprimidos por el complejo Ssn6p-Tuplp-Skolp

- esta dirigida por la MAPK Hoglp. Esto es, en condiciones de estrés hiperosmético, Hog.lp‘
fosforila a Skolp, evento que desestabiliza al complejo Ssnép-Tuplp-Skolp, liberandose la
represion transcripcional de algunos genes de respuesta a estrés hiperosmético tales como ENA1

&(ATPasa de Na%), HAL1 (proteina de homeostasis i6nica) y GRE2 (homdlogo de la reductasg
isoflavonoide de plantés) (Rep, 2001). Ademas, se demostré que la proteina cinasa A PKA; -

~ fosforila a Skolp in vitro , y que la localizacion nuclear de Skolp requiere de la alta actividad de

PKA (Ahuir, 2001).

Via de PKA.
La Iévadura puede contender con varias condiciones ambientales debido a una regulacién -
- coordinada del crecimiento, progresion del ciclo celular y actividades metabolicas. La via de
© Ras-AMPc es esencial para el control e integracién de estos procesos; en particular con respecto
“al estado nutricional. La reprogramacién del metabolismo en. Ia transwxon diduxica cuando la -
glucosa ya casi se termina, asi como las subsecuentes adaptaczones durante la fase post-diduxica

cuando las células crecen a través de su metabolismo respiratorio, utahzando etanol como fuente
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de carbono, y durante la entrada en la fase estacionaria, son controladas negativamente por la via
Ras/AMP. Esto es, las células con elevada actividad de PKA no acumulan reservas de
carbohidrato para una apropiada transicion a fase diduxica y no se arrestan en G1 una vez que
empiezan a ser limitantes los nutrientes. Como resultado, estas células permanecen muy
sensibles a estrés por calor y rdpidamente pierden viabilidad en fase estacionaria. En contraste,

las células deficientes de PKA-AMPc, exhiben los cambios fisiolégicos contrarios (Pedruzzi,

2000).

PKA inactivo PKA activo

| /N

Resistencia al Acumulacién Glucélisis,

estrés de trehalosa crecimiento v
v glucogeno  proliferacion
celular
Fiqura 5. Via de PKA TE:1S CON

FﬁLLA LE ORIGEN

28




i

- Cuando la levadura se crece en aziicares fermentables como fuente de carbono hay un aumento

" en la concentracién de AMPc. Este aumento en el nivel intracelular de AMPc¢ esta controlado por
dos _mecanismos opuestos. 1) Uno es la sintesis de AMPc¢ a través de la sefial desencadenada pof |
las proteinas Ras (Fig. 5). Se sabe que en éste y otros organismos, las proteinas Ras pueden
transmitir una sefial reguladora entre una forma inactiva unida a GDP y una forma activa unida a
GTP. En levaduras, esta unidn estd 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. Las proteinas Ras unidas a GTP estimulan la adenilato
ciclasa codificada por el gen CYR1 o CDC38, para sintetizar AMPc¢ provocando un aumento en

el ﬁivei intracelular. 2) El mecanismo opuesto es la hidrolisis de AMPc a AMP, mediada por las

~ fosfodiesterasas PDE1 y PDE2 (de baja y alta afinidad, respectivamente), (ver figura 5). :
Como se muestra en la Figura 5, la holoenzima PKA es un tetrdmero que consiste de un
homodimero de dos subunidades reguladoras (codificadas por el gen BCY1) y dos subumdades:
cataﬁticas (codificadas por los genes TRK1, TRK2, y TRK3). La activacion de PKA se .da por

-unién de dos moléculas de AMPc a cada subunidad reguladora, promoviéndose la disociaci(’m. y
por lo tanto activacién de las subunidades cataliticas. I.a glucosa es la tinica sefial extracelular
identificada hasta el momento que enciende la via de Ras/adenilato ciclasa. La adicilén de est; o

aiﬁcar a las células permite un aumento transitorio en los niveles de AMPc y consecuentemente "
la activacion de PKA. Esta activacion transitoria facilita la transicion del crecimiento respiratorio
al crecimiento fermentativo. Ademas PKA activo puede fosforilar un gran niimero de proteinas -

‘involucradas en tramscripcion, glucélisis, progresion del ciclo celular y acumulacion de

- glucégeno y trehalosa (Jiang, 1998). Estudios en mutantes con alta o baja actividad de PKA,

‘ fespectivamente, confirman el papel de esta proteina en la sefializacion nutricional. De hecho 1a$
mutantes Abcyl tienen un fenotipo con alta actividad de PKA constitutiva y muestran las.
siguientes caracteristicas: no acumulan carbohidratos de reserva, no pueden crecer en otras

fuentes de carbono ademas de glucosa, son sensibles a estrés, no esporulan y tienen baja
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viabilidad en fase estacionaria. L.a mayoria de estos fenotipos se revierten al extrémo opuesto en
mutantes con baja actividad de PKA constitutiva (Griffioen, 2000).
La desrepresion/activacion transcripcional de un gran numero de genes (CTT1, DDRI, HSP12, |
GRE3 y TPS2 entre otros) esté negativamente regulada por PKA-AMPc 3 través de uno o mas‘_
elementos STRE, los cuales confieren activacion transcripcional en respuesta a una gran
variedad de tipos de estrés, incluyendo calor, oxidativo, choque osmoético, y limitacién de
nutrientes (Mager, 1995). Ademas, se sabe de un grupo de genes regulados transcripcionalmente
via Msn2p/Msn4, que se inducen en la transicion diduxica y estén reprimidos por AMPc
. (Marcotte, 1998). El control de la expresiéon por PKA-AMPc de los genes dirigidos por STRE
estd mediada via Msn2p/Msndp, y como se dijo anteriormente, PKA regula la localizacién de
estos factores. Cuando PKA tiene baja actividad permite la entrada de Msn2p y Msndp al nficleo,
mientras que la alta éctividad de PKA estimula la salida e inhibe la entrada de estos al niicleo
(Gorner, 1997).
También se sabe de un grupo de genes independientes de Msn2p y Msn4p cuya expresion esta
controlada negativamente por PKA. El elemento localizado en esta serie de genes, es el elemento -
del cambio post-diduxico PDS (Post Diauxic Shift), que media la activacién transcripcional en .
‘respuesta a la limitacién nutricional y a estrés por calor, pero no a otros tipos de .estrés (Garay,
1999). Al parecer AMPc-PKA regula la actividad transcripcional via el elemento PDS a través
~de la cinasa Rim135. Lo anterior indica que STRE y PDS estan controlados negativamente pot

- diferentes mecanismos dependientes de PKA (Pedruzzi, 2000).
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ANTECEDENTES.
El estrés hiperosmético puede ser generado por sequia, alta osmolaridad del medio (p.
ejemplo, salinidad) o congelamiento. Est4 considerado como el factor ambiental que mas
limita el crecimiento y productividad de las plantas, principalmente de zonas aridas (donde la
salinidad afecta la productividad en mas de un 40%). Lo anterior es una de las razones por la
cual es de gran importancia caracterizar los componentes moleculares involucrados en la
respuesta a tal estrés, ya que provee grandes aplicaciones en la agricultura, entre otras. Las
bases moleculares de la tolerancia a estrés osmético se han estudiado en levadura, 1a cual es
considerada como uno de los sistemas modelo mas poderosos en biologia molecular de
células eucariotas (Lee, 1999). Una de las ventajas de usar levadura como modelo .para el
estudio de los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta al estrés osmético se
debe a que posee muchos de los mecanismos bésicos que una célula eucaridtica requiere para
responder y adaptarse a los cambios osméticos del ambiente (Hohmann, 1997). La
informacidn obtenida en levaduras se ha transferido a plantas de interés agricola; tal es el caso
del gen de calcineurina, identificado en levadura, que participa como inductor en una via de
transduccién de sefiales bajo estrés salino. El aislamiento y caracterizacion de este gen
pérmitieron la construccion de plantas transgénicas de tabaco cuyo fenotipo re§qlgé con una
mayor tolerancia a salinidad (Pardo, 1997).

En el 1aboratorio estamos interesados en estudiar algunos aspectos en la respuesta de levadura
al estrés osmotico principalmente, con la finalidad de utilizar este conocimiento en plantasl.
Una de las estrategias utilizadas ha sido la de buscar levaduras con fenotipo de tolerancia a
diferentes condiciones de estrés. Con este fin se han sobreexpresado en levadura genes de

respuesta a estrés tanto de plantas como de levaduras y durante este proceso, se aislo de

manera azarosa una mutante en el fondo genético sog!> conocida como sy (Garay A.). Para

obtener la mutacién sy en un fondo genético silvestre, se cruzaron las cepas hogl sy y RS58
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(cepa silvestre), cruza de la que se obtuvieron y analizaron varias tétradas (Garay, Folch,
Colmenero, Benitez), una de estas se muestra en la Figura 6a, donde podemos observar que
ademas de ser una mutante espontanea, sy presenta las siguientes caracteristicas:

* Es una mutacion diferente a la mutacion hogl (6a), ya que la segregacion siempre
muestra dos haploides sensibles en condiciones de estrés osmoético y estrés-saiino, dados por
el fondo genético hog], y dos haploides tolerantes en condiciones de estrés oxidativo y estrés
por calor debido a la mutacion sy.

* Segrega como una mutacién en un solo gen (monogénica) (6a), es decir, en una
proporcion 2:2 en todas la tétradas analizadas ,

* Es mas tolerante que la cepa silvestre a condiciones de estrés osmético, oxidativo y alta
temperatura (6b), esto es, presenta un fendtipo pleiotrépico de resistencia a estrés ,

¢ La mutante es dominante en un fondo genético silvestre (6b),

(a) 1 2 3 4
controi
42°Cl20m|n . 1) Rsss
e 2) hog
Hy0, 10mm + 3) hog sy|
Sorbitol 1M © Yy
NaCl 1.5M
(b) YPDA  H,0,10mM  NaCI1.5M Sorbitol 2.5M
1:11:10 1:11:10 1:1 1:10 1:11:10

RS58 > :

sy

RS58/ sy

Figura 6. Caracteristicas fenotipicas de sy; (6a) carcaterizacién fenotipica de una tétrada obtenida del
diploide RS58/hog sy en diferentes condiciones de estrés, (6b) andlisis para determinar si el fenotipo

tolerante de la mutacion en sy es dominante en su fondo genético silvestre (RS58).
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Se sabe que la levadura responde al estrés osmético principalmente a través de la via de HOG
y que una mutante en la cinasa hogl ademas de ser sensible a tal condicion de esfrés, tambiéh -
lo es ante ciertas condiciones de estrés oxidativo y choque térmico. Si analizamos el fenotipo
de la mutante Aog sy (Figura 6a) podemos observar que esta mutacién es menos sensible que
la mutante hog a algunas condiciones de estrés (oxidativo y choque térmico). Al parecer la
mutacion sy se encuentra en un gen que participa en alguna via de sefializacion de esirés. El
estudio de la mutante sy resulta interesante ya que ademaés de ser tolerante en diferentes
condiciones de estrés, nb muestra alteraciones en el crecimiento, como sucede con la gran
mayoria de las mutantes reportadas que exhiben fenotipo de tolerancia a estrés. Tal es el caso
de la mutante ssn6-tupl que ademas de tener afectada la taza de crecimiento, también flocula. -
Paré continuar el estudio de la mutante sy, trataremos de aislar el gen afectado
complementando con un banco genémico de la mutante sy el fenotipo sensible de la cepa
silvestre (RS58). Ademaés, con el fin de caracterizar bien el fenotipo de la mutante sy,' se
analizar4 mas a detalle su crecimiento en diferentes condiciones y severidades de estrés, y se
comparard con otros fondos genéticos. Por otra parte, para conocer méis acerca de ésta
muiacion, obserx)aremos su influencia en lo que respecta a la expresion génica concernienté a

la respuesta a estrés en levadura.
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HIPOTESIS.

El gen de sy codifica para una proteina involucrada en la regulacién de la respuesta a estrés

general en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

OBJETIVOS.

General.

Aislamiento y caracterizacion funcional del gen afectado en la mutante sy.

Particulares.

1.- Aislar el gen mutado en sy a través de la complementacién del fenotipo resistente A
- diferentes condiciones de estrés en la cepa silvestre RS58. |

2.- Identificacion y caracterizacion del gen.

3.- Caracterizar y comparar con las cepas Wt (RS58), hog, hog sy, Wt/hog sy y Wtisy el
fenotipo de la mutante sy en diferentes condiciones de estrés osmotico, oxidativo y de
temperatura. |

4.- Analizar la expresion de diferentes genes que responden a condiciones de estrés oxidativc;,
osmotico y por calor, en el fondo genético de sy, y comparar la acumulacion de los transcritos,

con las cepas Wt (RS58), hog, hog sy, y Wi/sy.
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MATERIALES Y METODOS.

CEPAS, MEDIOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO.
Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se describen en la tabla 2. Los cultivos de
~ levadura se crecieron normalmente a 25°C en medio YPDA o medio SD suplementado con
algunos de los aminoécidos: histidina, leucina y triptéfano, y/o las bases nitrogenadas: adenina
y uracilo, a la concentracion final de (40 ug/ml) en los casos indicados. En algunos ensayos se
utilizé medio minimo con diferentes fuentes de carbono tales como SG 2% o SGal 2%. Los
medios sélidos de YPDA o SD contienen ademas 2% de agar. Para generar la esporulacion
(tétradas) del diploide syxmsn2/msn4, se mantiene a las levaduras en medio de pre-
esporulacién por 1 dia y posteriormente se transfieren a medio de esporulacién donde
permanecen de 4 a 5 dias. Las cepas, medios y condiciones de crecimiento para los ensayos de
tolerancia a estrés se especifican en cada caso. Ademas se utilizé la cepa bacteriana de E. coli

XL1 blue para amplificacion de plasmidos.

Medios

YPDA SD

1% extracto de levadura (Difco) 2% glucosa

2% bacto-peptona (Difco) 0.7% base nitrogenada de levadura sin
2% glucosa aminoacidos (Difco)

SG SGAL

2% de glicerol 2% de galactosa
Pre-esporulacion Esporulacién

0.8% extracto de levadura (Sigma) 1% acetato de potasio

0.3% bacto-peptona (Difco) 0.1% extracto de levadura (Sigma)
10% dextrosa (J.T. Baker) 0.05% dextrosa (I.T. Baker)

2% agar (Research Organics) 2% agar (Research Organics)
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Tabla 2, Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo

RSSIS MAT"a "ura3, leu2, hisd, ade2

hogl MAT"a "ural, leu2, hisd, adel
hogl::URA3

sy MAT"o", ura3, leul, his4, ade2
sy

hogl-sy MAT" o "ura3, leul, his4, ade2
hoglURA3 | sy

RS58/ hogl-sy ura3, leu, his3, ade2 |

RS58/sy _ ura3, leu2, his3, ade?

W303 MAT "a ", SUC2, ade2, canl,
his3, leu2, trpl, ura3

msn2-msnd SUC2, ade2, canl, leul, ural
msn2::BIS3 y msnd..TRPI

ENSAYOS DE TOLERANCIA.

Goteo en medio solido.

Para los ensayos de éstrés, las células de levadura se crecieron a 25°C en YPDA. De un cultivo
de toda la noche se inocula a una DO de 0.1, hasta que el cultivo llega a una DO de 0.5,,, 5 a
6 h aprox. Una vez que el cultivo llega a esta densidad Optica se siembran las células en medio
‘ solido de YPDA con las diferentes condiciones de estrés (NaCl 0.5M, 1M, y 1.5M o sorbitol
0.5M, 1.5M, y 2M). En el caso del estrés oxidativo (H,0,) y del etanol se dan los choques en
médio liquido por 1 h., posteriormente se gotean en medio solido de YPDA y se incuban aprox.
30 h. El ensayo de termotolerancia se realiza sin preadaptar los cultivos al cambio de

temperatura, es decir, una vez que los cultivos en medio liquido a 25°C alcanzaron la densidad
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Optica deseada (0.54,), se transfieren a una temperatura de 50°C por 5°, 10, y 15
Posteriormente se gotean en medio solido de YPDA y se incuban aprox. 3 dias.

Cuentas viables.

Ademas de realizar los goteos en medio sdlido para observar el fenotipo, se realizaron también
cuentas viables con las mismas cepas y en las mismas condiciones de estrés. El ensayo se
realizd por triplicado de la siguiente manera. Una vez que los cultivos en liquido llegaron a la
DO de 0.5, se cultivaron en medio sélido de YPDA diferentes diluciones (107, 107 y 10,
tanto de los cultivos en condicidén control, como de aquellos'en las condiciones de estrés
anteriormente descritas. Posteriormente se hizo un conteo manual de las colonias
sobrevivientes v se calcularon los porcentajes de sobrevivencia de cada cepa con respecto al

namero de colonias que crecieron sin estrés.

COMPLEMENTACION DE LEVADURA.

Construccion del banco genémico de la mutante sy.
Se realiz6 una digestion parcial del DNA gendémico de la cepa mutante sy con la enzima
SAU3A, los fragmentos se separaron en un gradiente lineal de sacarosa del 10% al 40 %. El
primer banco se realizé con insertos de aprox. Skb, ligados al sitio BamHI1 del plasmido
unicopia y centromérico pRS316, mientras que el segundo banco se realizé con insertos de
10kb a 13kb, ligados al plasmido pRS314.
Transformacion de levadura.
Se utilizé el método de acetato de litio de la siguiente manera:
1) De un cultivo de toda la noche inocular 10 ml de medio YPDA a 0.1, e incubar aprox. 5 h.

a 25°C hasta alcanzar una densidad dptica de 0.5, .
2) Centrifugar las células 5° a 4500 rpm y lavarlas con acetato de litio 1X dos veces,

posteriormente se decantar y resuspender en el Hquido restante.
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4) Incubar la mezcla 30° a 30°C y someterla a un choque térmico de 42°C por 20°
5} Resuspender la mezcla en 5ml de YPDA y dejar reposar 5° a temperatura ambiente.
6) Centrifugar a 4500 rpm por 5°, decantar y resuspender en el liquido residual para sembrar

en cajas petri con medio minimo sin la auxotrofia de seleccidn.

Seluciones
Acetato de Litio 10X Polietilenglicol (PEG) PM. 3350 50%
1M acetato de litio disolver 50g de PEG pM 3350 en 30ml dé agua estéril y
0.1M tris HC1 pH8 ajustar el volumen a 100ml
10mM EDTA pHS. Esterilizar y mantener la solucidn a temperatura
ambiente.
Buffer TE Acarreador de DNA
10mM Tris-HCI disolver 200mg de DNA de esperma de arénque en

1mM Na2 EDTA, pH 8.0 100ml de buffer TE estéril v sonicar hasta obtener

fragmentos de aprox. 200pb.

EXPERIMENTOS TTPO NORTHERN.

Obtencién de células para extraccion de RNA,
Para 1a extraccién de RNA se inocula con un cultivo de toda la noche, un matraz con 50ml de
YPDA a DO 0.14,y se crecen las células hasta alcanzar una DO aproximada de 0.54,. El
cultivo celular se lava con agua una vez y el paquete se puede congelar a -20°C o s'eguir con el
protocolo de extraccion.
Extraccion de RNA con fenol caliente.
1) El paquete celular se resuspende en 400ul de feno! y 400l de TES se agita con el vortex

por 10” v se incuba 45° a 65°C agitando con vortex cada 15°. Posteriormente mantener la

mezcla 5° en hielo y centrifugar 5° a 14000 rpm.
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-2) Transferir la fase acuosa a otro tubo eppendorff y agregar 400ul de fenol. Se agita con
vortex y se mantiene la mezcla 5° en hielo. Posteriormente centrifugar 5° a 14000 rpm.

3) Transferir la fase acuosa a otro tubo eppendorff y se agregar 400ul de cloroformo, agitar
con vortex y centrifugar 5” a 14000 rpm.

4)' Para precipitar hay que transferir la fase acuosa a otro tubo y afiadir 40ul de acetato de
sodio 3M pH 5.3 y 1ml de etanol 100% (frio); centrifugar 3’ a 14000 rpm, decantar y lavar
con etanol del 70% frio (v/v). Resuspender la pastilla en 200u! de agua y, si se quiere
remover los RNAs de transferencia precipitar con LiCl 2M.

5) La pastilla se deja reposar por 1h a 4°C en 400l de LiCl 2M. Posteriormente centrifugar
por 5° a 14000 rpm ; decantar y lavar dos veces con etanol frio al 70% (v/v).

6) Finalmente resuspender la pastilla en agua mQ y determinar la concentracién en

espectrofotometro. Guardar los RNAs a -20°C.

Soluciones

TES

10mM Tris HCI pH 7.5
10mM EDTA

0.5% SDS

Ensayos tipo Northern.

Para realizar los experimentos tipo Northern se hizo lo siguiente:

1) Se separan 10 pg de RNA total (de las diferentes cepas y tratamientos) por electroforésis en
geles de agarosa 1.2% - formaldehido - MOPS 10X,

2) Para cargar las muestras de RNA en el gel se calientan a 65°C por 5°, y se transfieren a
hielo donde se les afiade buffer de muestra 1.25 X. Los geles de RNA se corren a 100v

hasta que el colorante liega al final del gel.
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- 3) Posteriormente el RNA se transfiere durante toda la noche a membranas Hybond N”
(Amershan) con una solucién SSC 10X.

4) Después de la transferencia el RNA es fijado a la membrana de Hybond N' con NaOH 0.05

M en agitacion por 5°. Posteriormente la membrana se enjuaga dos veces con agua y una

vez con SSC 2X para eliminar los residuos de NaCH y preparar la membrana para la

hibridacién (las membranas se deben mantener siempre humedecidas).

Soluciones

MOPS 10X Buffer de muestra 1.25 X SSC 10X

20.9 gr MOPS 4.4 m] formamida : 175.3 gr NaCl

10 ml EDTA 0.5 M pH 8.0 1.6 ml formaldehido 88.2 gr citrato de Na

2.04 gr acetato de Na 1.0 mI MOPS 10 X aforara2 L

aforar a 500 ml 0.8 mi glicerol 80% ajustar pH a 7.0 con HCI .
0.2 ml azil de bromofenol esterilizar 20° a 120°C
40 pl bromuro de etidio

Amplificacién de fragmentos por PCR.
 Para obtener la secuencia completa de los genes GREI, GRE2 (3”), GRE3, GPD1, DDR48 y
HSP26, se hicieron amplificaciones por PCR usando oligos especificos determinados de
acuerdo a la secuencia correspondiente obtenida de la base de datos del genofna de S.
| cerevisiae de 1a Universidad de Standford. Las reacciones de PCR se hicieron usando DNA
gendmico de la cepa RS58 como templado. Todos los genes se amplificaron durante 30 ciclo,
. donde los ciclos de desnaturalizacion fueron de 30” a 94°C, los tiempos y temperaturas de
alineamiento de los oligos y extension de las secuencias, se muestran en la Tabla 3, para cada

gen:
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Tabla 3. Tiempos y temperaturas de alineamiento v extension.

GEN Alineamiento y Extension
GREI (=0.6Kb) . | 30"a55°Cy 30”a 70°C
GRE2 (3')(=0.2Kb) 30" a 50°C y 30" 2 70°C
GRE3 (=1.2kb) 30”2 55°C y 1° 307 2 70°C
GPD! (=1.6Kb) 30”2 60°C y 1° 30" 2 70°C
DDRA4S (=1.2Kb) 30”2 65°C y 1° 30” a 70°C
HSP26 (=0.6Kb) 307 2 60°C y 30” 2 70°C

Marcaje de sondas.
El marcaje de sondas se hace con un kit comercial de Dupont, y el protocolo que se siguio es el
siguiente.
1. Seprepara y hierve por 5° la siguiente mezcla:
30 a 100 ng de DNA de interés
2ui de mezcla de hexanucledtidos
agua (calcular para ajustar a un volumen final de 16.5u])
2. Lamezcla se deja reposar 5° en hielo y se agrega:
2.5 buffer de Klenow,
2.5l mezcla de nucledtidos,
2.5p1 BSA,
2.5ul ddtp (**P) (12.5 pCi),
1yl (1 unidad) de ADN polimerasa (Klenow).
3. Lareaccion se incuba por 307 a 37°C,
Hibridacion.
Las condiciones de hibridacion y lavado son de alta astringencia para todos los casos. El buffer

utilizado es PSE y se realiza lo siguiente:
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En un tubo de hibridacién con 10 ml de solucién PSE se hibridan las membranas a 65°C por 12
h. Posteriormente se lavan 2 veces por 20’ con 40 ml de una solucion de fosfatos, se enjuagan

con agua, y se exponen a -70°C.

Soluciones

Buffer PSE Sol. de alta astringencia
1.5 ml Na*NaH,PO, 125ml agua

1.5 ml agua 15 ml Na"NaH,PO,

7 ml SDS 10% 10 ml SDS 10 %

20 ul EDTA
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RESULTADOS
1. CON RESPECTO AL AISLAMIENTO DEL GEN AFECTADO EN LA MUTANTE sy.

1.1. Determinacién de la representacién del banco genémico de ia mutante sy.

Para hacer un calculo aproximado de la representacion génica del banco de la mutante sy
(clonado en el vector unicopia pRS316 con URA3 como marcador de seleccion), se
complementé la auxotrofia por triptéfano de la cepa W303. Si suponemos que la
representacion del gendma de S. cerevisiae no sufrié gran alteracién durante la amplificacion
y clonacion de los diferentes insertos. Se calcula que dado el tamafio de los fragmentos de
DNA clonados en el vector de transformacién (aprox. 5kb) v el tamafio del genéma de .
cerevisiae (12,050 Kb), cada gen estd representado una vez en 2500 clonas diferentes . En los
resultados de la Tabla 4, podemos ver que en las transformaciones con mayor rendimiento
(transformacion 1, 2 y 3), aproximadamente hay una colonia complementada.en 8,000
transformantes, es decir, 1:8,000 es la representacion génica de este banco. Ademds se
calculd la cantidad de DNA utilizada durante el protocolo de transformacién que rinde mayor
nimero de transformantes. Si analizamos los datos que se muestran en la Tabla 4, podemos
ver que el rendimiento de la transformacién no es proporcionalmente lineal segin la cantidad
de DNA utilizada, de hecho se observa que con una dosis muy alta de DNA (30ug) el
rendimiento baja. Por lo anterior se decidid utilizar cantidades entre Sug y 10pg de DNA en

las transformaciones posteriores.

transformacioén 1ig de DNA Rendimiento de # de colonias
(PRS316-B.sy) transformacion complementadas
1 5pg =40,000 5
2 Tug =50,000 7
3 10ug =45,000 6
4 30ug ~30,000 2

Tabla 4. Transformacién y complementacién de la cepa W303 con el vector PRS316-

B.sy. Seleccion de las colonias complementadas en SD HAL.
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1.2. Determinacién del método de seleccion de las transformantes positivas.

Se realizaron experimentos bajo diferentes condiciones de estrés en las cepas RS58 (silvestre)
y sy (mutante) para deducir el tipo y severidad de estrés que pudiera servir como método de
seleccion de las transformantes positivas (con el fenotipo multiresistente de la mutante sy).
Tenemos como antecedentes que el crecimiento de las cepas en una condicion severa de estres
osmotico (NaCl 1.5M o sorbitol 2.0M) en medio solido es muy lento, por lo que se decidié
probar una condicién de estrés oxidativo (H,0,) en medio sblido, asi como de estrés por
congelamiento a -20°C. Para determinar la eficiencia de estos tratamientos, se analizo la
diferencia en nimero de células y tiempo de crecimiento entre las cepas RS58 y sy bajo las
condiciones indicadas. La fase experimental se describe a continuacion; una vez que los
cultivos de ambas cepas crecieron a una DO de 0.5, una parte del cultivo se incubé a 25°C
en medio YPDA sdlido con diferentes concentraciones finales de H,0, (2mM, 2.5mM, 3mM,
3.5mM y 4mM) y, otra parte se congeld en tubos eppendorff (1.5ml) a -20°C por dos dias,
para posteriormente plaquearle sobre YPDA sélido e incubario a 25°C. Los resultados del
numero de colonias sobrevivientes en la condicién de estrés con H,0, no se muestran pero
dados los porcentajes de sobrevivencia obtenidos en la condicidén de estrés por congelamiento
que se muestran en la Grafica 3, concluimos qﬁe tal condicién es la mejor opcidén para una
primera seleccion de transformantes con el fenotipo de la mutante sy, dado que la mutante sy

es aprox.10 veces mas tolerante que la cepa silvestre a esta condicion de estrés .
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Estrés por congelamiento a -20°C 48h

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00
0,00 -

4

PRI

% diosebaw

sy WT/hog sy  WT/sy

Grifica 1. Porcentajes de sobrevivencia en condicion de estrés por congelamiento.
Se realizaron cuentas viables de los cultivos control (sin estrés), y de los cultivos

estresados a -20°C durante 48h.

1.3. 1™ Transformacion con el banco gendémico de sy.

Para complementar el fendtipo sensible de la cepa silvestre RS58 se transformé con el banco
gendmico de la mutante sy (B.sy), la pastilla de fransformacién se diluyé a la DO inicial
(0.5¢5) y antes de someter a estrés por congelamiento, se cultivo una fraccién en SD HAL
(medio minimo sin uracilo) para seleccionar las células que contenian el vector de clonacién
PRS316-URA y determinar asi el rendimiento. El resto de la transformacién se congelé a -
20°C por 2 dias, posteriormente se sembré en SD HAL y se incubd a 25°C.,

Este ensayo mostré que aprox. se transformaron 30,000 células, en las que se esperaba
estuviera tres veces representado cada gen (entre ellos el gen de interés). Del total de células
transformadas sélo sobrevivieron al estrés por congelamiento 1,500 células (5%). Esto indico

que el congelamiento funcionaba como un buen método de seleccion (Tabla 5).
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Rendimiento 1"?seleccién Sobrevivientes

=30,000 transformantes -20° C /2 dias ~1,500 transformantes

Tabla 5. Transformacion de la cepa RS58 con el banco gendmico de la mutante sy
(RS58/pRS316-B.sy), y seleccion de transformantes con tolerancia a estrés por
congelamiento. El rendimienio y el No. de sobrevivientes se determina en medio
SD HAL. '

Las transformantes (colonias) que sobrevivieron al congelamiento se sometieron a una
segunda seleccién en estrés (Tabla 5). Primeramente se parcharon 500 colonias en medio
YPDA con 3.5mM de H,0,, ensayo donde no se observé seleccion alguna, quizas porque las
células en una colonia muy densa se protegen contra tal situacién de estrés. Por lo anterior
decidimos probar con otras 500 colonias, las cuales se diluyeron y gotearon c/u en YPDA con
3.5mM de H,0O,, método con el que tampoco se obtuvo seleccidon alguna. Pensando que no
solo la densidad celular sino también la fase de crecimiento pueden afectar la seleccion de
fenotipos tolerantes a esta condicidon de estrés. Decidirhos crecer cada una de las colonias
restantes (480 de las 1,500) a una DO de 0.5, y gotear en YPDA con 3.5mM de H,0, Ensayo
donde sélo sobrevivieron 2 colonias (colonia No.3 y No.15), como se muestra en la Tabla 6.
Al parecer los dos primeros tratamientos de seleccion no funcionaron debido a que no se
controld la densidad celular y las colonias ya se encontraban en fase estacionaria, donde se
sabe se expresan genes de respuesta general a estrés. Estos datos sugieren que tanto la
densidad celular como la fase de crecimiento pueden afectar la seleccion de fenotipos

tolerantes a estrés.
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2%geleccion Sobrevivientes

500 colonias se parcharon en cajas con =500 colonias, no hay seleccion
3.5mM de H.0,
500 colonias se diluyeron y gotearon en =500 colonias, no hay seleccién

cajas con 3.5mM de H;O,

480 colonias se crecieron a 0.5g50 ¥ gotearon en | 2 colonias, colonia No. 3 y No. 15
cajas con 3.5mM de H.O:

Tabla 6. Transformantes sobrevivientes a la 1'%seleccién de estrés por
congelamiento (-20° C/2 dias) y sometidas a una 2%seleccién con estrés oxidativo
(3.5mM de H,O,) en diferentes condiciones de densidad celular y fase de

crecimiento.

Se llevé a cabo un andlisis mas detallado de las dos transformantes posiblemente positivas
(colonia No.3 y No.15). Las candidatas se crecieron a .54, (fase logaritmica) y se gotearon
en medio sélido con NaCl 1.5M o se sometieron a choque oxidativo con H202 10mM/1h,
condiciones de estrés donde exhibieron fenotipo tolerante. Para determinar si algin plasmido
introducido por transformacion eré el responsable del fenoﬁpo de tolerancia de las candidatas
No.3 .y No.15; por un lado se curaron las dos cepas en SDFOA (medio de crecimiento donde
se pierde el plasmido), y por ofro, se purificé y amplificéd pldsmido de estas dos cepas y se
transformo la cepa silvestre RS58. Todas las colonias curadas seguian manteniendo el
fenotipo de tolerancia al estrés y ninguna de las transformantes (con plasmido extraido de las
candidatas No.3 o No.15) exhibi¢ fenotipo de tolerancia. Por lo anterior concluimos que el
fenotipo de ambas candidatas no se debia al vector de transformacién con algin fragmento
genomico de interés (pRS316-B.sy), sino que, éste era probablemente producto de mutaciones

cromosormales adquiridas por la presion de seleccion.
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1.4. 2 Transformacién con el banco genémico de sy.

Ya que en el experimento anterior no se considerd la influencia del tiempo de recuperacion de
las transformantes (5° sugeridos en el protocolo), y dado que ésto podria ser una limitante
para la expresion del gen de interés, se decidi6 transformar con la misma cantidad de DNA y
recuperar las células por un minimo de 1 hora antes de someterlas a alguna condicién de
estrés. Para la seleccion del fenotipo de sy se decidié que las células transformantes
sobrevivientes al primer tratamiento por congelamiento se someterian a varios tratamientos
consecutivos de estrés, pensando que en cada tratamiento se irfan eliminando aquellas
transformantes tolerantes, falsas positivas. Como se muestra en los resultados de la Tabla 7,
con este tratamiento no se logré eliminar las células falsas positivas como se esperaba. Una
interpretacién a este resultado es que las células sometidas a diferentes condiciones de estrés
consecutivas, mas bien desarrollan una respuesta adaptativa al estrés. Por otro lado, es posible
pensar que el protocolo de tranéformacién preadapta las células a situaciones posteriores de
estrés va que durante la transformacion las células son lavadas con LiCl, PEG y sometidas a

choque térmico (ver protocolo de transformacion pag. 30).

Tratamiento Sobrevivientes
@ -20° C/2 dias. = 3,000/ml
® -20° C/2 diag—- H;0,10m /lh. =2,000/ml
® -20° Cf2 diag-—- H,0,10m /[lh- NaCl1.5 =1,500/ml
@ -20° C/2 dias—- H.0,10m /lh- -20 C/2 dias. ~3,000/ml
® -20° C/2 diag-- H.0,10m /ilh-- -20 C/2 dias—- NaCl1.5 . = 3.000/mi

Tabla 7. Transformacion de la cepa R858 con el banco genémico de la mutante
sy (RS58/pRS316-B.sy), y seleccion de transformantes con fenotipo folerante a
estrés con varios tratamientos consecutivos de estrés. El No. de sobrevivientes se
determina en medio SD HAL.
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1.5. 3 Transformacion con el banco genémico de sy.

Volvimos a transformar la cepa silvestre RS58 con el banco genémico de la mutante sy bajo
las condiciones ya establecidas (cantidad de DNA y tiempo de recuperacién). Ademads, para
tener un punto de referencia se puso como control la transformacion de la cepa silvestre con el
vector pRS316 (no clonado con el banco de sy). En base a los experimentos anteriores
decidimos hacer réplicas de las colonias sobrevivientes al congelamiento de (-20°C/2dias) en
cajas con 1.5M de NaCl, ya que éste representa un estrés mas fuerte que 3.5mM de H202en la
mutante sy . Como se muestra en los resultados de la Tabla 8, no se observa una primera
seleccion en estrés por congelamiento (-20°C/2 dias), ni diferencia en el nimero de
sobrevivientes entre las transformantes provenientes de la transformacién q_(;)r_{__l}r()“l y de la que .
porta el banco de sy como se esperaria. Esta falla de reproducibilidad puedé‘%%éf'se aque el B
ensayo de congelamiento se llevo a cabo en mayor volimen (tubos falcon 50ml) en el cual las |
celulas no sufren el mismo impacto. Y, por supuesto a que no eliminamos la posibilidad de

" que el protocolo de transformacion preadapte las células a situaciones posteriores de estrés.
En el ensayo de réplicas en medio sélido con NaCl 1.5M observamos un crecimiento de casi
todas las transformantes replicadas sobrevivientes al congelamiento, lo cuél indicé que en
estas condiciones un estrés por NaCl 1.5M tampoco representa un buen método de seleccién

para transformantes con fenotipo de la mutante sy.

Transformacion Rendimiento de -20° C / 2 dias Réplicas en
RS58/ transg%rrr:lacién (sobrevivientes) NaCl 1.5M

pRS316 =3,000transf/ml ~2,000transf/ml Crecen todas

pRS316-B.sy =3,500transf/ml =2,000transf/imi Crecen todas

Tabta 8. Transformacion de la cepa silvestre RS58 con el vector control (vector pRS316) vy

con el banco de la mutante sy (pRS316-B.sy). Determinacién de las colonias

sobrevivientes a fa primera seleccion de estrés por congelamiento (-20° C/2 dias) y

sometidas a una segunda seleccién en estrés hiperosmético (NaCl 1.5 M).




Con la finalidad de determinar si la densidad celular es un factor que influye en el fenotipo de
resistencia al estrés, se realizo el siguiente experimento. Se crecieron las cepas silvestre
(RS58), mutante (sy) y el control de transformacion (RS58/pRS316) a diferentes densidades
opticas y se gotearon en medio con NaCl 1.5 M. En la Figura 7 observamos que la
sensibilidad de la cepa silvestre y el control de transformacién al medio con NaCl 1.5 M varia
dependiendo de la densidad celular; es decir a mayor densidad celular, mayor tolerancia a las

condiciones de estrés.

0-5560 . 1-0660 1 -SGED. . 2.063[}

RS58

sy

control

RS58

sy

control

Figura 7. Tolerancia a estrés osmético con NaCl 1.5M dependiente de la densidad

4ptica en las cepas RS58, sy, y el control de transformacion (RS58/pRS316).

En base a los experimentos anteriores establecimos los siguientes criterios para mejorar el
método de seleccion:

@ Que el tiempo de recuperac.i(’)n después de la transformacién sea suficiente para que las
transformantes positivas expresen su(s) producto(s).

® Que una vez transformadas las células, sean pasadas por fase logaritmica para eliminar la

tolerancia a estrés posiblemente adquirida durante el método de transformacion.
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@ Que los tratamientos posteriores de estrés para seleccionar fenotipos de tolerancia se
llevaran a cabo en células en fase logaritmica de crecimiento y no en fase post-diéuxiéa,
preferentemente en densidades opticas (DOseo) aproximadas a 0.5.

@ Que el tratamiento por congelamiento a -20°C/2dias se realizara en volimenes pequefios,

para asegurar que todas las células sufrieran un tratamiento con intensidades similares.

1.6. 4° Transformacion con el banco genomico de sy

La siguiente transformacién se realiz6é incorporando los criterios antes mencionados. Los
cultivos transformados con el banco se diluyeron a una DO de 0.05,,, en medio selectivo (SD
HAL) y se incubaron hasta llegar a una DO de 0.3, en este punto el cultivo se sometié a
congelamiento de -20°C/2dias. Con el fin de descartar las transformantes que hubiesen
adquirido tolerancia durante el primer congelamiento y, para seleccionar y enriquecer la clona
de la mutante sy, los cultivos de transformacion se diluyeron nuevamente a una DO de 0,054,
en medio selectivo (SD HAL) y, se incubaron hasta llegar a 0.3, para aplica un segundo ciclo
de estrés por congelamiento. Este ciclo se repitié una tercera vez. Como se puede ver en la
Tabla 9, los datos obtenidos indicaron que en el segundo ciclo de estrés se dio un claro
enriquecimiento con respecto al primer ciclo; asi que fue de este tratamiento de donde

analizamos exhaustivamente las posibles candidatas a contener el gen sy.

@ Para ello tomé parte del cultivo crecido a una DO de 0.3, antes de aplicar el tercer

tratamiento de congelamiento v lo someti a un estrés con H,0, 15mM/1h, posteriormente
sembré en medio selectivo (SD HAL). De las colonias sobrevivientes probé algunas en estrés
oxidativo, las que seguian siendo tolerantes (16) se sometieron a un tratamiento de curacién
del plasmido con SDFOA v a la par les extraje plasmido para retransformar la cepa silvestre y
probar si éste contenia el fenotipo esperado. Las 16 candidatas que se probaron resultaron
tolerantes a estrés oxidativo ain después de haber perdido el plésmido, mientras que las

retransformantes con los respectivos plasmidos eran sensibles al estrés.
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® Del segundo ciclo por congelamiento estrié todas las colonias de las diluciones 107 y 10
en medio sélido con NaCl 1.5M y, las primeras que crecieron (23) se sometieron a estres
oxidativo (en Hquido). De éstas 23 candidatas, 18 colonias seguian manteniendo fenotipo de
tolerancia. Al igual que en el caso anterior, las 18 colonias se sometieron a curacion con FOA.
Por otro lado, se extrajo plasmido de 16 colonias y, con ello se retransformo. Los resultados
mostraron que las colonias curadas mantuvieron el fenotipo tolerante y las retransformantes
no exhibieron tal.

Lo anterior demostro que bajo estos tratamientos (por alguna razon dificil de explicar),
predomina el enriquecimiento de las mutaciones cromosomales y no asi del gen sy mutado,

supuestamente contenido en el banco gendmico.

Nimero de células sobrevivientes al primer congelamiento.

Transformacion

Dilucién 107

Dilucion 10

Wit/ banco sy

273 col. (8.8%)

24 col. (7.5%)

Wt/ PRS316

117 col. (3.4%)

19 col. (4.7%)

Ndmero de células sobrevivientes al segundo congelamiento.

Transformacién Dilucién 107 Dilucién 10*
WY banco sy = 3,000 col. 256 col.
Wt/ PRS316 = 400 col. 74 col.

Numero de células sobrevivientes a un tercer congelamiento.

Transformacion

Dilucién 107

Dilucion 107

Wi/ banco sy

incontables

= 3,000 col.

Wt/ PRS318

Incontables

= 1,000 col.

Tabla 9. Ciclos de seleccién con estrés por congelamiento (-20°C por
2dias) para descartar las transformantes con fenotipo de tolerancia
adquirida y enriquecer la clona de sy. El porcentaje es relativo al
numero de células antes del tratamiento con estrés.
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1.7. 5° Transformacion con el banco gendmico de sy

Finalmente, llevé a cabo un ultimo intento, en el cual se consideré que la seleccién de las
transformantes positivas se facilitaria después de sélo un ciclo de enriquecimiento, ya que los
datos anteriores sugerian que a través de varios ciclos se enriquecen en mayor proporcion las
mutaciones cromosomales, las cuales aparentemente se encuentran en mayor proporcidn con
respecto a la frecuencia en que el gen sy estd representado en el banco. Adicionalmente, para
mejorar la representacion del gen sy en la biblioteca genémica, se construyé un nuevo banco
en el vector de clonacion pRS314 (marcado con LEU). La representacion de esta biblioteca se
determiné por complementacion de la auxotrofia de Trp en la cepa W303 (ura3, leu2, his3,

~ade2, trpl). Los resuitados de la complementacion se muestran en la Tabla 10,

Complemen- .ug de DNA Tiempo de Rendimiento | # de colonias

tacion recuperacion eh colonias complemen-
tadas

1 5 ug 15' = 200,000 = 200 colonias

Tabla 10.Complementacién para la auxotrofia' de Trp en la cepa W303 (ura3, leu2,
his3, ade2, trp1) con el nuevo banco gendémico de la mutante sy ( ura3, leu2, his3,
ade2). Para determinar el numero de colonias complementadas el cultivo de

transformacion se incubo en medio SD HAL.

De acuerdo a los resultados, la representacion del banco se mejoré considerablemente (de
1:8,000 a 1:1,000), por lo que procedimos a transformar la cepa silvestre con esta nueva
biblioteca‘(Tabia 11) y utilizamos el mismo método de seleccidn (ciclos de enriquecimiento y
estrés por congelamiento). Es decir, los cultivos de transformacion se diluyeron a una DO de
0.054, en medio selectivo (SD HAU) y se incubaron hasta llegar a una DO de 0.3, para

someter el cultivo a un primer ciclo de estrés por congelamiento de -20°C/2dias.
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colonias después de un primer ciclo de enriquecimiento.

Posteriormente se realizaron otros dos ciclos de enriquecimiento (Tabla 12). Se rastrearan

Transforma- Volumen ng de DNA Tiempo de Rendimiento
cién recuperacion en colonias
a 0.5¢s0
RS58/ nB. sy 10 ml 5ug ‘ 1h =~ 170,000
RS58/ pRS314 10 ml 5 ug 1h = 150,000

Tabla 11. Transformacion de la cepa silvestre WT (RS58) con el nuevo banco

gendémico de la mutante sy (RS58/pRS314-nB.sy) y transformacién de la cepa

silvestre con el vector de clonacion como control (RS58/pRS314).

Células sobrevivientes al primer congelamiento.

Transformacion

Difucién 10~

RS58/ nB. sy

1500 col. (1.5%)

RS58/ pRS314

1500 col. (1.5%)

Células sobrevivientes al segundo congelamiento.

Transformacion

Ditucién 10"

RS58/ nB. sy

= 800 col. (0.6%)

RS58/ pRS314

= 50 col. (0.05%)

Células sobrevivientes al tercer congelamiento.

Transformacion

Dilucién 10™

RS58/ nB. sy

= 300 col. (0.3%)

RS58/ pRS314

= 300 col. (0.3%)

Tabla 12. Ciclos de seleccion con estrés por congelamiento (-20°C por

2dias) para descartar las transformantes con fenctipo de tolerancia

adquirida y enriquecer la clona de sy. El porcentaje es relativo al numero

de células antes del tratamiento con estrés.
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@ Tratando de montar las condiciones para determinar el fenotipo de tolerancia de muchas
transformantes a la vez, se sembraron en medio sélido por picadura = 4000 transformantes del
primer ciclo y se recuperaron por unas horas en medio minimo selectivo en pozos de cajas de
elisa. Posteriormente se sometieron a estrés por H,0, 15mM/lh y se crecieron en medio
sdlido con SD HAU. En este ensayo crecieron =120 colonias que mostraron un fenotipo de
tolerancia. Para corroborar este fenotipo, las colonias se crecieron ahora en medio liquido y
pasando por fase logaritmica de crecimiento. Ninguna colonia repitié el fenotipo de
tolerancia, probablemente debido a la falta de una buena agitacion durante el primer ciclo
selectivo.

® Dado que en el segundo ciclo de estrés es donde se observé un claro enriquecimiento con
respecto al primer ciclo (Tabla 12) y una diferencia significativa en nimero de colonias con
respecto al control, fue de este tratamiento de donde seguimos analizando las posibles
candidatas de sy. Con el método anterior (en cajas de elisa) pero cambiando las condiciones
de agitacion, analizamos =1500 colonias, de donde aparentemente 50 colonias tenian fenotipo
tolerante; Sin embargo, nuevamente este no repiti6 al ensayar de nuevo en medio liquido en
tubo y pasando por fase logaritmica de crecimiento.

No logramos montar un método masivo de seleccion por estrés dado que nos fue imposible
normalizar las condiciones de agitacién y densidad Optica de los cultivos. Para realizar una
verdadera seleccidn de transformantes positivas es necesario hacer el ensayo en suficiente
volumen de manera tal que se asegure la agitacién y homogeneidad del cultivo, a la vez debe
cuidarse de que el cultivo se encuentre en fase logaritmica (no mas saturado de 0.84).
Ademads, ignoramos las razones de por qué pareciera que predomina el enriquecimiento de las

mutaciones cromosomales y no de la contenida en el banco genomico de sy.
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2. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA MUTANTE sy EN DIFERENTES
CONDICIONES DE ESTRES.

2.1. En diferentes condiciones de estrés osmético la mutante sy es mds tolerante que la
cepa silvestre RS58 y depende de Hoglp.

Como se indica en la seccién de Materiales y Métodos, los ensayos de tolerancia a estrés
osmético se realizaron en diferentes concentraciones de sorbitol y NaCl. Si comparamos el
fenotipo de las cepas sy, WT/hog sy , y WT/sy que se muestran en la Figura 8 (a) y 8 (b) vemos
que la mutacién sy es dominante en un fondo genético silvestre. Ademas, podemos observar
que la mutante sy es mas tolerante que la cepa silvestre RS58 (WT) en condiciones de estrés
osmotico extremas {(NaCl 1.5M y sorbitol 2M). Todo lo anterior podemos corroborarlo
analizando los porcentajes de sobrevivencia que se muestran en las graficas 2 (a) y 2 (b). En las
condiciones de estrés osmdtico impuestas por las concentraciones de NaCl (0.5M y 1.0M) y
sorbitol (0.5M y 1.5M) observamos claramente que la resistencia de las cepas silvestre RS58 y
mutante sy dependen totalmente de Hoglp. Es decir, aunque la mutacidén sy es mas tolerante
que la cepa silvestre a condiciones extremas de esirés osmotico no rescata el fenotipo

osmosensible de la mutante hog. Cabe aclarar que el estrés provocado con altas

concentraciones de NaCl induce ademas una respuesta a estrés idnico. - TES I S CﬁN

LFALLA LE op.ay

(a)

control NaCl

YPDA 1.0M 1.5M

RS58

hog

hog sy

sy
WTlhog sy
WTisy
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(b)

Control
YPDA

RS58

hog
hogsy

sy
WT/hog sy
WTisy

0.5M

sorbitol
1.5M

2.0M

Figura 8. sy es mas tolerante que la cepa silvestre RS58, es dominante en un fondo genético

silvestre WT/sy y depende totalmenie de Hoglp para contender con el estrés osmético,

comparar hog sy v sy. Todas las cepas se encontraban en media fase logaritmica de crecimiento

DOy de 0.5, se hicieron goteos directos (1:1) de cada cultivo en medio control (YPDA), (8a)
NaCl (0.5, 1.0 y 1.5M) y (8b) sorbitol (0.5, 1.5y 2.0M) y se incubaron a 25°C de 1-3 dias.

{a) Estrés por NaCl 1.5M
2 20.00
g
£ 15.00
3
£ 10.00
8 .
a 50 Grafica 2. Porcentajes de
B .00 Aemeosm - , . . .
W by gy 5 Wihogsy WTlsy sobrevivencia en condiciones
Cepas severas de estrés hiperosmético (a)
NaCl 1.5M, (b) sorbitol 2.0M. Se
(b) Estrés pot sorbitol 2M realizaron cuentas viables de todas
las cepas a una DOggo de 0.5 en
ag 40.00
ggggg medio control (YPDA) y medio
2 .
3 zzgg con estrés (YPDA-NaCl o YPDA-
150
% 00 Sorb).
WT hog hogsy sy WThogsy  WTisy
Cepas

o __

mm 3 oa
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2.2. En condiciones de estrés oxidativo y estrés por etanol sy es mas tolerafite ~qﬂi1e~ RS58 y

parcialmente independiente de la via de HOG. : v
Como se muestra en la Figura 9, sy es mas tolerante que la cepa silvestre RS58 y dominah?é
en un fondo genético silvestre (ver fenotipo de WT/sy) en condiciones de estrés oxidativo y
estrés por etanol, al igual que en condiciones de estrés osmotico. También en estas
condiciones de estrés observamos que la mutante hog es todavia méas sensible que la cepa
silvestre RS58 en las concentraciones de H,0, y etanol donde RS58 atn crece. En este
fenotipo de tolerancia sy parece no depender totalmente de la via de HOG (a diferencia de lo
que ocurre durante estrés osmotico), ya que el fenotipo sensible de la mutacién en hoglp se
rescata en una cepa que contiene también la mutacion sy (ver fenotipo de la cepa hog sy). Por
otro lado, si analizamos los porcentajes de sobrevivencia en las graficas 3 (a) y 3 (b)
observamos que las cepas Zog sy y sy no muestran el mismo grado de tolerancia, ésto quiere

decir que sy no es totalmente independiente de la via de HOG y/o utiliza de manera principal

otra via de sefializacion para ser tolerante,

Control H,0, etanol
YPDA 10mM 16mM 16% 18%

RS68

hog

hog sy

sy
WT/hogsy
WT/sy

Figura 9. sy es mds tolerante que la cepa silvestre RS58, es dominante en un fondo genético
silvestre WT/sy y rescata el fenotipo sensible de la mutante sog en las condiciones de estrés
probadas (comparar hog sy y sy). A los cultivos en media fase logaritmica de crecimiento
DOgso de 0.5 se les afiade HyO; o etanol, a una concentracion final de 10mM y 15mM de H;0; o
15% y 18% de etanol, se dejan en agitacidon por 1h a 25°C, posteriormente se gotean

directamente (1:1) en medio YPDA y se incuban aprox. 30 h.

TESIS Cﬁﬁ
FRLLA [E OR:itm
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(a) Estrés por H:0: 15mM/ih
90.00
2 0.0
£ 70.00
Z 60.00
E £0.00
4 40.00
B 30.00 A 1 i
3 o000 Grafica 3. Porcentajes de
40.00 . N . .
S ‘ 4 . sobrevivencia en condiciones severas
WT hog hogsy sy Wi/hogsy Wtisy . .
Cepas de estrés (a) oxidative (H,O;
15mM/1h), (b) por etanol (18%/1h).
Estrés por EtOH 18%/h Se realizaron cuentas viables de los
(5)25(} cultivos control (sin estrés), y de los
03 v .
§ 200 cultivos con estrés (H,O, y etanol) a
5 una DO de 0.5 en medio YPDA.
B 100
o
£ 050
® 0,00 B e E 4 .
wr hog Wihogsy  WT/sy

2.3. En condiciones de estrés por alta temperatura sy es mas tolerante que RS58,
parcialmente independiente de la via de HOG y semidominante sobre un fondo genético
silvestre.

Como se muestra en la Figura 10 y en la Grafica 4, sy es mas tolerante que la cepa silvestre
RSS58 (comparar las cepas RS58 y sy) y rescata parcialmente el fenotipo sensible de la
mutante sog (comparar las mutantes kog y hog sy) de la misma manera que en las condiciones
de estrés oxidativo y por etanol. Sin embargo, las cepas RS58 vy hog muestran la misma
sensibilidad a estas condiciones de estrés (comparar RS58 y og en la condicién 50°C por
5min). Ademés, en este caso el diploide WT/sy no muestra tanto crecimiento como el
haploide sy, pero si muestra mas crecimiento que el haploide silvestre R858, corroborando la
idea de que la mutacion sy es semidomiante en un fondo genético silvestre y bajo ciertas

condiciones de estrés.
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control choque térmico
YPDA Smin 10min 15min

RS58

hog
hogsy

sy
WT/hogsy
WTisy

Figura 18. sy es mas tolerante que RS58, parcialmente independiente de la via de HOG
y semidominante sobre un fondo genético silvestre en condiciones de estrés por choque
térmico. Una vez que los cultivos en medio liquido a 25°C alcanzaron una DOy de 0.5,
se transfieren a una temperatura de 50°C por 5°, 10°, y 15°, posteriormente se gotean en

medio YPDA y se incuban aprox. 3 dias.

. . Griafica 4. Porcentaj i i
Estrés por chogue térmico 50°C/15min entajes de sobrevivencia

en una condicién severa de estrés por

2 50.00
& 5 : o :
g oo choque térmico (50°C/15min). Se
%3(}.0(} realizaron cuentas viables de todos los
. 20.00 cultivos control (sin estrés) y los cultivos
10.00
P ‘ L, estresados (50°C/15min) una DOgg de
WT heg hogsy sy Wihogsy WTlsy

0.5 en medio YPDA.
Cepas

En todas las condiciones de estrés probadas se observa que la mutante sy es mas tolerante que
la cepa silvestre R§58. Ademas se observd que para las condiciones de estrés oxidativo, por
etanol y choque térmico, sy es parcialmente independiente de la via de HOG, falta atin construir
la cepa Ahog sy para asegurarnos de este fenotipo. Sin embargo, en las condiciones de estrés
osmoético vemos que sy, al igual que la cepa silvestre RS58, depende totalmente de la via de

HOG.



3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE DIFERENTES GENES DE RESPUESTA A ESTRES
EN LA MUTANTE sy, Y COMPARACION DE LA ACUMULACION DE LOS
TRANSCRITOS CON OTROS FONDOS GENETICOS.

Dado que la caracterizacién fenotipica de la mutante sy muestra que tal mutacion otorga un
fenotipo muy tolerante a diferentes condiciones de estrés, y en algunos casos este fenotipo es
parcialmente independiente de la principal via de respuesta a esirés osmoético (Via de HOG),
resulta interesante analizar el efecto de la mutacioén sy en la acumulacién de algunos
mensajeros de genes que se sabe estdn regulados de diferente manera por condiciones de
estrés, y comparar tal acumulacién con los diferentes fondos genéticos utilizados en la
caracterizacion fenotipica, tratando de determinar si hay alguna relacion entre el fenotipo de
sy y su efecto en la acumulacion de mensajeros de genes de estrés.

Podemos suponer que el fenotipo de la mutante sy (mayor tolerancia que la cepa silvestre a
diferentes condiciones de estrés), puede deberse a una expresion constitutiva de los genes de
respuesta a estrés 0 a una mayor induccién de estos en comparacion con la cepa silvestre en
condiciones de estrés. Para saber al respecto, se compard la expresion de un grupo de genes
previamente caracterizados como de respuesta a estrés, entre la cepa silvestre y la mutante sy,
en una condicién sin estrés y en una condicién donde se inducen los genes de respuesta a,
estrés osmotico y se puede apreciar el crecimiento de ambas cepas. Ademas se analizd el
efecto de la mutacion sy en un fondo genético hog- y en un fondo heterozigoto del gen SY,
para saber si hay alguna relacion entre la expresion de los genes de estrés y los fenotipos en
estas cepas. El anilisis se realizé a través de experimentos tipo Northern, los cuales se
llevar.on a cabo con RNAs purificados de las cepas haploides RS58, hog, hog sy, sy
(pertenecientes al tetratipo) y de la cepa diploide WT/hog sy, crecidas a una DO de 0.5, en:

una condicién control (sin estrés) y una condicién de estrés hiperosmotico (NaCl 0.4M o 1M
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durante 30min). Los genes que se utilizaron como sonda fueron CTT1 (catalasa t citosélica),
TPS1 (trehalosa fosfato sintasa), GRE! (proteina similar a las proteinas LEAs de plantas),A
GRE2 (proteina similar a dihidroflavonol-4-reductasa de plantas), GRE3 (aldosa reductasa),
GPD1 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa), DDR48 (proteina indugida por estrés de funcion

protectora) y HSP26 (proteina pequefia de choque térmico).

3.1. La mutacién sy no provoca una expresion constitutiva significativa de los genes de
respuesta a estrés.

Si comparamos la acumulacién de los diferentes mensajeros analizados en la mutante sy entre
la condicién sin estrés (control) vy la condicién con estrés (NaCl 0.4M), que se muestra en la
Figura 11, podemos observar que al igual que en la cepa silvestre, en la mutante sy en una
condicion sin estrés no hay una sefial significativa de los diferentes mensajeros en
comparacion con la condicion de estrés, donde si se aprecia la acumulacion de los diferentes
transcritos. Lo anterior significa que el fenotipo tolerante de la mutante sy no es la causa de
una expresion constitutiva de los genes de respuesta a estrés, es decir, el efecto de la mutacion

sy con respecto a la induccion de estos genes, esta regulado por una sefial de estrés.

3.2. La acumulacién de mensajeros que se sabe estin fuertemente regulados por la via,
de HOG, los factores transcripcionales Msn2p/Msndp y la via de PKA, en condiciones de
estrés osmotico, s mayor en la mutante sy.

Con respecto a la acumulacion de los diferentes mensajeros analizados en condicion de estrés
osmdtico (NaCl 0.4M/30”), podemos ver que entre las diferentes cepas se conserva un patron
de expresién. Como se muestra en la Figura 11, en el caso de los genes GRE1, GRE2, GRE3,

CTT1 y TPS1, claramente se ve que en la condicién de estrés osmético, hay una mayor

62



acumulacion de los transcritos en las cepas sy y WT/hog sy con respecto a la cepa silvestre
RS58 (WT). Ademas, el efecto de la mutacidn sy en cuanto a la acumulacion de este grupo de
mensajeros en condiciones de estrés osmotico, es dominante en su fondo genético silvestre, es
decir, la presencia del gen silvestre SY en el diploide W/ hog sy, no abate la induccién
mediada por la mutacion sy.

En esta condicion de estrés, la acumulacion de transcritos de genes de estrés en la cepa
silvestre (WT) se debe principalmente a la actividad de la via de HOG, ya que como podemos
ver en la mutante hog se abate casi totalmente tal induccién. Ademas, si comparamos la
cantidad de transcrito entre las cepas WT, %og, y hog sy, podemos darnos cuenta que la
mutacion sy suprime parcialmente e] efecto de la mutacion hog. De este grupo de genes se
sabe que en condiciones de estrés osmdtico se inducen principalmente a través de la via de
HOG, y que su franscripcion depende en gran parte de los factores Msn2p y Msndp, es por
esto que estan fuertemente reprimidos por la via de PKA (Garay, 1999); (Rep, 1999);
(Norbeck, 2000). Por otro lado, y al igual que en los ejemplos anteriores, en el caso del gen
GPD1, podemos ver que también estd fuertemente regulado por la via de HOG en condiciones
de estrés osmotico. Sin embargo, recientemente se descubrié que su induccién durante
condiciones de estrés osmoético no depende exclusivamente de los factores Msn2p/4p, sino
mas bien de un grupo de factores (Msn2p, Msndp, Msnlp, y Hotl), donde al parecer el mas
importante es Hotl (Alepuz, 2001). Se sabe que GPD1 esta sujeto a represidon por glucosa de
manera independiente de la via de PKA, es decir, este gen esta regulado de diferente manera=
que el grupo de genes antes descritos. Quizas por esto no se observan claras diferencias en la
acumulacion de transcrito entre las cepas silvestre RSS58 (W'T), la mutante sy y el diploide

WT/hog sy.
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3.3. La cinética de expresion de los genes de respuesta a estrés GRE1, GRE2, GRE3,
CTTI, TPS1 y GPD1 es muy parecida entre Ia cepa silvestre RS58 y la mutante sy.

Para determinar si el efecto de la mutacién sy en comparacion con la cepa silvestre, en cuanto
a la acumulacion de los diferentes transcritos es real, y no un fenémeno sélo de tiempo; se
analizé la cinética de expresion bajo la misma condicion de estrés (NaCl 0.4M) de algunos de
los genes ya mencionados (GREI, GRE2, GRE3, TPS1, CTT1 y GPD1), a lo largo del
tiempo. En la Figura 12 observamos que, en la mayoria de los genes, la induccién alcanza los
niveles méximos entre los 20 min y 30 min en ambas cepas, pero con mas intensidad en la
mutante sy . Al igual que en la Figura 11, también aqui observamos que no hay diferencias
signiﬁcatiiras en la acumulacion del transcrito de GPD1 entre la cepa silvestre RS58 (WT) y

la mutante sy.

3.4. El efecto de la mutacién sy induce la expresion de genes de respuesta a estrés
independientes de la via de HOG en condiciones de estrés osmético.

DDR48 (chaperona de dafio al DNA) se induce en condiciones de dafic al DNA, estrés
oxidativo (Godon, 1998) y estrés hiperosmético. Se sabe que para su induccion en estrés
hiperosmético es necesaria una concentracion mayor de 0.4M de NaCl y que tal induccion es
independiente de la via de HOG y PKA (Miralles, 1995). En el analisis de la acumulacién de
los mensajeros que se muestra en la Figura 13, vemos que hay una induccion de este
mensajero en los diferentes fondos genéticos, entre la condicion control y el tratamiento con
estrés osmotico (1M NaCl), v que tal iﬁduocién es independiente de la via de HOG (ver
mutante kog). Ademés, la induccién de DDR48 en la condicion de estrés, se acentda en la
mutante sog sy, es decir, la mayor induccién de este gen se debe a la mutacion sy acompafiada

de la mutacién kog. Por otro lado, sabemos que HSP26 se induce en diferentes condiciones de
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estrés (estrés oxidativo, choque térmico, estrés osmotico e inanicion por glucosa), v por lo que
muestran nuestros datos pareciera ser independiente de HOG y estar regulado por la mutacion
sy y la mutacién hog de la misma manera que el gen DDR48, dado que en ambos casos se

observa el mismo patrén de expresion en los diferentes fondos genéticos.

65



Control NaCl 0.4Mm 30min
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Figura 11. Anélisis de la acumulacién de transcrito de los genes de estres GRET1,
GRE2, GRE3, CTT1, TPS1, y GPD1;en las cepas WT, hog, hog sy, sy y WT/hog sy,
en una condicién control (sin estrés) y bajo condicién de estrés osmético con NaCl

0.4M por 30min.
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Figura 12. Comparacion en la cinética de induccion de los genes
GRE1, GRE2, GRE3, CTT1, TPS81 y GPD1; entre las cepas
silvestre RS858 (WT) vy la mutante sy en condicién de estrés
osmotico con NaCl 0.4M .
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Figura 13. Analisis de la acumulacién de transcrito de los genes de estrés DDR48 y
HSP26 en las cepas WT, hog, hog sy, sy y WT/hog sy , en una condicién control (sin
estrés) y bajo condicion de estrés osmético con NaCl 1M por 30min.



4. FENOTIPO DE TOLERANCIA DE LA MUTANTE sy EN UN FONDO GENETICO
msn2p/msndp Y EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.,

Como ya se sugiri® anteriormente, el efecto de la mutacion sy parece estar intimamente
relacionado con la via de HOG, los factores transcripcionales Msn2p/Msndp v la via de PKA.
Ademads, recientemente se aislé en el laboratorio un supresor (pde2) de la mutacion sy el cual
participa en la via de PKA. Por lo tanto no se descarta la posibilidad de que sy sea uno de
estos factores de transcripcion o se encuentre en la via de PKA. De antemano sabemos que las
mutantes msn2 y/o msn4, son sensibles al estrés oxidativo y que todas las mutantes reportadas
que son tolerantes al estrés osmético y que participan en la via de PKA presentan fallas en
crecimiento con respecto a la cepa silvestre, es decir, son mas lentas en crecer, o no esporulan,
o floculan o se afectan si se les cambia la fuente de carbono. Por lo anterior, analizamos la
segregacion y el fenotipo de las tétradas generadas del diploide msn2/msn4 X sy; asi como el
fenotipo de la mutante sy en condiciones de estrés oxidativo con diferentes fuentes de carbono
(galactosa y glicerol), ya que experimentos previos indican que la mutante sy no muestra una

taza de crecimiento significativamente diferente a la cepa silvesire.

4.1. sy no parece ser ninguno de los factoresde transcripcion Msn2p o Msndp, y no
depende de ellos para tolerar el estrés oxidativo.

Para saber si sy tenia alguna relacién con los factores Msn2p o Msn4p se cruzd la doble
mutante msn2/msnd con la mutante sy complementando la auxotrofia de histidina, y
posteriormente se analizaron varias tétradas. Las auxotrofias y el fenotipo de tolerancia de las
cepas progenitoras se muestra en la Figura 14 (a), donde se puede observar que la cepa
silvestre W303 (fondo genético de la doble mutante msn2/msnd) es auxotrofa de hlstldma y
triptotano, y sensible a H,0, (his-, trp- v H,0,-15mM), 1a doble mutante man/msn4 no es

prototrofa de histidina ni triptofano (debido a que las mterrupcmnes en MSN2 y MSN4 se
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hicieron con los genes TRP e HIS respectivamente) pero si sensible a H,0, (his+, trp+ y
H,0,- 15mM), mientras que sy es auxotrofa de histidina, pero no de triptéfano y tolerante a
H,0, (his-, trp+ y H,O,+ 15mM). En los resultados de la figura 14 (b), se muestra la
segregacion de las auxotrofias y el fenotipo de tolerancia en una de las tétradas analizadas del
diploide msn2/msn4 x sy. Dado que la mutacién msn?2 tiene un marcador de triptdéfano y el
fondo genético de sy es trp+, la segregacion de este gen es 4:0, mientras que la mutacion
msn4 tiene un marcador de histidina y como el fondo genético de sy es his-, la segregacién es
2:2, al igual que la segregacion del fenotipo de tolerancia en estrés oxidativo (H,0, 15mM) el
cual se debe a la mutacion sy, ya que las mutaciones msn2/msn4 juntas o por separado soﬁ
sensibles a tal estrés. Lo anterior indica que la mutacién sy suprime la sensibilidad de la

mutante msn2/msnd y aparentemente no depende de ellos para tolerar el estrés oxidativo.

(a)
Figura 14, (a) corroboracién de
! 2 _ 8 auxotrofias y fenotipo en estrés
HALUT ;; men2msnd | oxidativo (H.0, 15mM/th) de las
HALU 3) sy cepas msnz/msn4, silvestre W303
(WT) y sy. (b} analisis de
ALU auxotrofia a triptéfano e histidina y
H2O» tolerancia a estrés oxidativo (H.O
15mM 15mM/th) de una tétrada del
diploide msn2-msn4/sy.
(b}
HALU 1) msn4 SY
2) MSN4 sY
3) msn4 sy
ALU 4) MSN4 sy
H.0»
15mM




4.2. El fenotipo de crecimiento y tolerancia de sy aparentemente no se afectan al
cambiar la fuente de carbono.

~ Se sabe que las mutantes (que se han reportado) con fenotipo de tolerancia a estrés que
participan en la via de PKA tienen fallas en el crecimiento cuando se les cambia la fuente de
carbono, y dados los resultados anteriores, podriamos pensar que la mutante sy participa en
esta via. Es por esto que se analizé el fenotipo de la mutante sy en condiciones de estrés
oxidativo con diferentes fuentes de carbono (galactosa y glicerol). Como se muestra en la
Figura 15, el fenotipo de tolerancia a estrés oxidativo de la mutante sy no se afecta
significativamente al cambiar la fuente de carbono, ya que atn en glicerol como fuente de.
carbono crece y conserva su fenotipo de tolerancia a H,O,. Los goteos y cosechas de las cajas

se realizaron en los mismos tiempos.

H,0, 15mM Figura 15. Analisis del fenotipo

Control

de la mutante sy en diferentes

SD glucosa
fuentes de carbono (glucosa,

galactosa y glicerol) sin estrés
y con estrés oxidativo H,0,:
15mM/1h.

SD galactosa

8D glicerol
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DISCUSION.
La respuesta transcripcional a los cambios ambientales es un tema de gran interés tanto en la

investigacion basica, como aplicada. Desde el punto de vista de la investigacion basica, para
entender esta respuesta es necesario descifrar ;(1) como se percibe y transmite al ndcleo la
sefial de estrés, para, (2) identificar cudles genes se inducen bajo cada condicién de estrés y,
finalmente, (3) establecer las consecuencias fenotipicas de tal induccién en la tolerancia al
estrés. La facilidad de hacer investigacion genética en la levadura Saccharomyces cerevisiae,
ha hecho de este microorganismo un buen modelo de estudio en la respuesta al estrés a nivel
molecular. Ademaés, la informacién generada se ha utilizado para aislar y caracterizar
proteinas relacionadas al estrés en eucariotes superiores y/o para disefiar estrategias que
incrementen la resistencia al estrés en organismos de interés industrial.

Por lo anterior y dado el fenotipo pleiotropico de tolerancia a estrés que presenta la mutante
sy, resulta interesante saber; (1) cudl es el gen afectado en esta mutante, {2) el fenotipo que
provee a la cepa silvestre en diferentes condiciones de estres, y (3) su posible relacion con la
respuesta transcripcional al estrés.

Para aislar el gen responsable del fenotipo de la mutante sy se propuso complementar el
fenotipo sensible a diferentes condiciones de estrés de la cepa silvestre (RS58), con un banco
gendmico de la cepa mutante sy, No se logrd aislar el gen afectado en la mutante sy con el
método propuesto, ya que la seleccion de las clonas positivas, es decir, transformantes con
fenotipo pleiotrdpico de tolerancia a estrés, se dificulté por varias razones.

Como sugieren los datos de la Tabla 6, Tabla 8, y Figura 7; la alta densidad celular y una fase
de crecimiento postdiduxica son factores que pueden dificultar la seleccion de fenotipos
' tolerantes a estrés. Pareciera que las células se protegen de cierta manera cuando se
encuentran en mayor densidad o en fase postdiduxica. Lo anterior puede deberse a que un
cultivo celular muy denso no sufre el mismo impacto al ser sometido a alguna condici6n de

estrés, que un cultivo menos denso. Por otra parte, se sabe que en levadura después del
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cambio diduxico, se expresan muchos genes de repuesta a estrés que tienen elementos PDS
y/o STRE en su regién promotora, principalmente aquellos regulados por la actividad de
PKA, ya que esta proteina estd modulada por la cantidad de AMPc, el cual disminuye
conforme la levadura agota la cantidad de glucosa en el medio y respira, es decir, entra a fase
postdiduxica. Otro punto a tratar, es que, al parecer, el propio método de transformacién
acondiciona a las células para tolerar situaciones posteriores de estrés, ya que durante la
transformacion las células son lavadas con LiCl, PEG y sometidas a choque térmico (ver
protocolo de transformacidén pag. 30). Se sabe que si la levadura S. cerevisiae es sometida a
tratamientos de estrés moderado, adquiere cierta tolerancia contra el mismo u otros tipos de
estrés en mayér dosis, fendémenos que se conocen como “Tolerancia adquirida” y "Proteccién
cruzada”, y que podemos observar si analizamos los resultados de la Tabla 7, donde pareciera
que las células sometidas a tratamientos consecutivos (de diferente tipo) de estrés adquieren
cierta tolerancia contra estos. Para evitar los inconvenientes antes mencionados, se propuso
que después de las proximas transformaciones, antes de someter los cultivos a una seleccion
por estrés, estos se harian pasar por fase logaritmica de crecimiento y los ensayos de estrés se
realizarian en cultivos con una densidad dOptica DOy, aproximada de 0.5. Ademds,
suponiamos que utilizando el segundo banco, el cual aparentemente tiene mejor
representacion geénica (Tabla 10) y utilizando también el método propuesto (Método de
enriquecimiento), se enriqueceria la presencia del gen de interés. Anteriormente (1™
Transformacién con el banco gendmico de sy,), ya habiamos observado que con los
tratamientos de estrés para seleccionar las clonas positivas (con fenotipo de tolerancia),
selecciondbamos también transformantes con fenotipo tolerante debido a mutaciones
cromosomales (colonia No., 3 y No. 15), las cudles también se enriquecen con el método
utilizado para enriquecer las clonas positivas. Dados los resultados obtenidos de la 4%
Transformacién con el banco genomico de sy (paginas 51 y 52, Tabla 9), al parecer solo se

enriquecen las mutaciones cromosomales. Ademas, montar un método masivo para
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seleccionar fenotipos de esirés en levadura se vuelve tedioso, porque los ensayos de tolerancia
deben hacerse rigurosamente cuando las células se encuentran en fase logaritmica de
crecimiento y no estacionaria, preferentemente a una DOy, aproximada a (.5, y una vez
seleccionadas las transformantes aparentemente positivas, es muy tedioso discernir entre las
que exhiben fenotipo de tolerancia debido a una mutacién cromosomal o al vector de
clonacién.

Si realmente el banco estuviera tan bien representado como lo sugiere el dato de
complementacion para la auxotrofia de triptéfano (1:1000), seria muy dificil explicar por qué
solo se enriquecen las mutaciones cromosomales, asi que una posibilidad es que el dato de
complementacion para esta auxotrofia no sea significativo para sugerir que los otros genes se
-encuentran en la misma proporcidn que éste y otra posibilidad podria ser que el fenotipo de la
mutante sy esté dado por un rearreglo cromosémico donde participan varios genes que no
estan muy distantes unos de otros, de tal manera que segregan como una mutacion
monogénica, pero se dificulta su representacion en un banco gendmico debido al tamafio de
los insertos de DNA (13 Kb, los fragmentos mas grandes). Es decir, si esta Gltima opcion
fuera el caso, seria necesario complementar la cepa con fragmentos de DNA mas grandes, yé
sea en cosmidos 0 YACS. Ademas, quizas fuera mejor opcidn complementar una cepa mas
sensible que la silvestre, por ejemplo la mutante hog, y seleccionar con estrés por H,0, o
choque térmico, donde el porcentaje de sobrevivencia de la mutabte sog es casi nulo, mientras
que la cepa hog sy muestra un porcentaje de sobrevivencia significativo. Otra buena opcidn
para determinar cual es el gen afectado en la mutante sy, seria mapear la mutacion, ya que
ahora se cuenta con diversos marcadores genéticos para cada uno de los 16 cromosomas de la
levadura S. cerevisiae.

En la caracterizacién fenotipica de la mutante sy podemos observar que en todas las
condiciones de estrés probadas la mutante sy es mas tolerante que la cepa silvestre. Ademas,

‘el fenotipo de tolerancia que exhibe la mutante sy en condiciones de estrés osmotico y estrés
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i6nico es totalmente dependiente de la via de HOG, ya que como se muestra en la Figura 8 y
Grifica 2, en estas condiciones de estrés la mutante sog sy es tan sensible como la mutante
hog, es decir, la mutante sy responde a. tales condiciones de estrés a través de la via de HOG,
y por lo tanto no es capaz de rescatar el fenotipo de sensibilidad que otorga la mutacion en la
cinasa Hoglp. Sin embrago, en condiciones de estrés oxidativo, estrés por etanol y estrés por
choque térmico, tal tolerancia es parcialmente independiente de la via de HOG, ya que la
mutacioén sy rescata parcialmente el fenotipo sensible de la mutante hog (Figuras 9y 10, y
Gréficas 3 y 4), es decir, en estas condiciones de estrés la mutante sy responde
alternativamente a través de otra via independiente de la via de HOG. Ademés, a pesar de que
en las condiciones de estrés osmotico, estrés oxidativo y estrés por etanol; la mutacién sy es
dominante en un fondo genético silvestre, durante una condicién de estrés por choque térmico
es semidominante, es decir, la presencia del gen silvestre, titula el efecto fenotipico de la
mutacion sy (Figura 10 y Grafica 4). Todos estos datos sugieren que la mutacion sy afecta un
gen que estd involucrado en por lo menos dos vias de respuesta a estrés, una que sefializa la
respuesta a estrés osmotico y estrés iénico, y otra que responde a estrés oxidativo y estrés por
choque térmico. No es dificil pensar tal posibilidad ya que a través de la via de HOG, ademds
de inducirse los genes de respuesta a estrés osmético, se expresan algunos genes importantes
en la respuesta a estrés 16nico, tales como ENA] y HALI, esto tltimo sucede a través de un
mecanismo de desrepresion donde la cinasa Hoglp desactiva el complejo represor Ssnép-
Tuplp-Skolp presente en el promotor de estos genes (Proft, 2001). Por otro lado, se sabe que
al igual que en estrés oxidativo, también en estrés por altas temperaturas se induce la
formacion de especies reactivas de oxigeno en el interior celular, es por esto que ambos tipos
de estrés comparten algunas respuestas y por lo tanto, la regulacion de varios genes (Piper,
1995). Aunque, algunos genes dé respuesta a estrés oxidativo se inducen principalmente a
través de la via de HOG como el gen CTT1, se sabe que la levadura responde de manera

independiente de la via de HOG a traves de varios factores de transcripcidén a esta condicion
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de estrés, donde al parecer cada uno esta regulado por diferentes agentes causantes de algin
tipo de estrés oxidativo, entre estos factores se han descrito: Yaplp, Skn7p, Gendp, Hsflp,
Msn2p v Msndp, principalmente (Godon, 1998).

Por los resultados obtenidos en los ensayos tipo Northern, al parecer, el efecto fenotipico de la
mutacion sy, se debe a que en esta mutante se inducen en mayor proporcién muchos genes de
respuesta a estrés en comparacion con la cepa silvestre, principalmente aquellos genes cuya
induccion en respuesta a estrés, esta intimamente regulada por la via de HOG, los factores de
transcripcion Msn2/Msnd y la via de PKA (figura 11), va que tal efecto no se detecta en genes
regulados de alguna otra manera, como sucede con los genes GPD1, DDR48 y HSP26.
Ademas, en el laboratorio se aislé ( Reyes J.L.) una mutante de PdeZp en el fondo genético
de sy que suprime su fenotipo de tolerancia a estrés, dato que apoya la idea de que sy
efectivamente esta relacionada a 1a via de PKA. Por otra parte, si analizamos los promotores
de los genes cuyos mensajeros se ven aumentados por efecto de la mutacion sy en respuesta a
estrés osmdtico, podemos darnos cuenta que casi todos (GRE3, CTT1, TPS1, GPDI1, HSP26 y
DDR48) contienen por lo menos un elemento STRE en su region promotora. Se sabe que a
través de este elemento (STRE) se induce la expresion de los genes en respuesta a diferentes
condiciones de estrés, v que la induccién conferida por este elemento estd negativamente
regulada por la via de PKA. Estos datos, en conjunto con el hecho de que la mutacién sy
confiere tolerancia en diferentes condiciones de estrés, sugieren fuertemente que sy esté
involucrada en la respuesta general a estrés. Por todo lo anterior pensamos que quizas sy
podria ser alguno de los factores de transcripcion Msn2p/Msndp, ya que estos responden a
situaciones generales de estrés, estan regulados por PKA y su dependencia de Hoglp varia
segtin el promotor del gen a regular. Debido a lo anterior cruzamos las mutantes sy y
msn2p/msndp, y los resultados (Figura 14) nos muestran que sy suprime el fenotipo sensible
de la mutacién msndp, y se sabe que la falta de uno o los dos factores transcripcionales da

como resultado una cepa sensible a varias condiciones de estrés. Si sy fuera el gen MSN2
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habriamos observado alguna tétrada con una proporcion de haploides sensibles y tolerantes
3:1, en el total de tétradas analizadas. Sin embargo, en el total de los casos (tétradas
analizadas) solo habia proporciones de haploides sensibles y tolerantes 2:2 (no se muestra
todo el andlisis), hecho que sugiere que sy no es ninguno de estos factores. Por otro ladb, las
mutantes reportadas tolerantes a esirés e involucradas con la via de PKA tienen defectos
relacionados al crecimiento ya sea en glucosa o diferentes fuentes de carbono, defectos que no
son evidentes en la mutante sy (Figura 15), falta alin realizar cinéticas de crecimiento de esta
mutante en diferentes fuentes de carbono y ver a detalle si se ve afectada significativamente
su taza de crecimiento.

Es dificil establecer el papel dela mutacion sy en cuanto a la regulacion del gen GPDI, ya que
en condiciones de estrés osmoético este gen se regula de varias formas, dependiendo de la
severidad del estrés. Se sabe que la induccién de GPD1 en una condicién de 0.5M y 0.85M de
NaCl es parcialmente dependiente de la via de HOG, pero que en uz;a condicion de 1.4M de
NaCl es totalmente dependiente de esta via (Rep, 1999). Ademas, se ha observado que la
induccion de GPD1 en condiciones de estrés osmotico es in&ependiente de la via de PKA
(Norbeck, 2000), v que més bien en esta condicion de estrés el principal activador
transcripcional es Rapl a través del elemento PDS presente en el promotor de este gen:
(Eriksson, 2000). También se ha visto que los factores Hotlp, Msnlp, Msn2p v Msndp, estin
involucrados en diferente grado con la regulacion de este gen (Rep, 2000).

Por otro lado observamos que en la induccidon de los genes DDR48 y HSP26 (Figura 13) en
condiciones de estrés osmético (NaCl 1M), la mutacidén sy no induce la transcripcion de estos |
genes mas de lo que se induce en la cepa silvestre RS58. Sin embargo, en un fondo genético
hog- la mutacién sy propiéia la induccion de los genes DDR48 y HSP26, dato que sugiere que
la presencia de la cinasa Hoglp en un fondo genético sy-, de alguna manera reprimen la

induccién de estos genes en esta condicion de estrés.
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Miralles en 1995, reporto que la induccién de DDR48 en esta condicion de estrés no depende
de la via de HOG, y que mas bien hay algo de represion por estd via. Por otro lado, Marquez
en 1998, determina que en condiciones normales de crecimiento (sin estrés), DDR48 esta
reprimido por el complejo Ssnép-Tuplp y que mutando este complejo represor, la expresién
de DDR48 se vuelve constitutiva. Ahora se sabe que la represion de muchos genes de
respuesta a estrés a travéé del complejo represor Ssn6p-Tuplp, estd dirigida por la proteina
Skolp, la cual estd regulada por la cinasa Hoglp (Proft, 2001). Estos datos sugieren que la
mutacién sy puede ser una mutacion puntual en alguna de las proteinas de este complejo
represor. Sin embargo, como podemos observar en las Figuras 11 y 13, el efecto de esta
mutacion en cuanto a la acumulacién de los mensajeros de los genes de respuesta a estrés, estd
regulado por estrés, es decir, no otorga un efecto constitutivo significativo, como Io hacen las
diferentes mutantes reportadas en el complejo Ssnép-Tuplp-Skolp, las cuales muestran la
misma cantidad de mensajero tanto en condicién sin estrés {control) como en condicién de

estrés (Marquez, 1998).
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