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1. Resumen

Los péptidos sintéticos Iztli (PI) se disefiaron con el objetivo de crear un péptido
antimicrobiano que combinara en un mismo dominio la funcion de feromona o de
Saccharomyces cerevisiae y actividad antibacteriana capaz de ocasionar dafio
mitocondrial. En teoria, cuando los Pl se expusieran a Saccharomyces cerevisiae; se
internalizarian mediante la interaccion de la secuencia de la feromona o con su receptor
y matarian a la levadura debido al dafio mitocondrial. Sin embrago, se ha observado que
los PI, a pesar de conservar la actividad de la feromona y la actividad antibacteriana,
producen la muerte en células MATa de S. cerevisiae mediante una via independiente al
arresto respiratorio o a la apoptosis desencadenada por el dafio mitocondrial. Es decir, la
induccion de muerte de S. cerevisiae es una propiedad emergente de los PI (una
propiedad que no se debe a la suma de los efectos de sus componentes).

Algunos de los genes de resistencia a la accion fungicida del PI-1 (péptido Iztli-
1) han sido identificados de manera preliminar en trabajos previos a éste, entre estos
estan incluidos genes de autofagia y genes del ciclo celular. En este trabajo verificamos
que la mayoria de estos genes no confiere en realidad resistencia a la accion del PI-1 e
identificamos otros genes que si la confieren. Dentro del segundo grupo se encuentran
genes de la via de las MAPK desencadenada por la feromona, éstos presentan
diferencias entre el grado de resistencia a la accion fungicida del PI-1 y el grado de
resistencia de la respuesta de la feromona o. Esto indica que el mecanismo
desencadenado por el PI-1 que lleva a la muerte de la levadura es distinto a la via de
sefializacion inducida por la feromona a. Los resultados del presente trabajo sugieren
que el PI-1 no solo requiere de la activacion de los efectores reportados para la via de la
feromona o para lograr la muerte de la levadura sino también de otra via activada por
las cinasas Fus3 y Kssl. Nuestros resultados descartan diversos mecanismos que se
pensaba podian explicar la actividad emergente del PI-1 revelando la complejidad de la
accion de este péptido y se propone un modelo de las interacciones genéticas que

pueden estar activando el mecanismo de induccién de muerte del PI-1.



2. Introduccion

El creciente interés que se ha adquirido recientemente en el estudio de sistemas
complejos se centra en entender las “propiedades emergentes” como una aproximacion
para describir las caracteristicas de dichos sistemas. El concepto de “propiedades
emergentes” puede ser descrito de manera general como aquellos fenédmenos cuyas
propiedades no pueden ser explicadas a partir de la suma de las caracteristicas de sus
componentes de menor complejidad (Corning, 2002; Waldrop, 1992). Un ejemplo es el
lenguaje: la combinacion de letras y/o sonidos individuales da lugar a un sistema de
comunicacion con un significado distinto y més complejo que el de sus componentes.
Debido a que una propiedad emergente de un sistema bioldgico no puede ser descrita
por el comportamiento de cada uno de sus componentes, es necesario abordar el
problema con estrategias alternas a las de la bioguimica tradicional para poder
entenderlo y predecirlo. En ese sentido, los modelos matematicos han demostrado ser de
gran utilidad para simular sistemas complejos y explicar sus propiedades emergentes
(Maini, 2004), permitiendo de esta manera evaluar el conocimiento previo sobre el
sistema modelado (Mast et al., 2014). Existe una amplia gama de sistemas biologicos
cuyas propiedades caen dentro de la categoria de “emergentes”; ejemplos de estos
incluyen la estructura de una biomolécula hasta el funcionamiento de un ecosistema
(Bhalla e lyengar, 1999; Corning, 2002).

El objeto de estudio del presente trabajo es un péptido sintético en el que se
combinan dos funciones en un mismo dominio. La molécula conserva ambas funciones
y ademas adquiere funciones adicionales que no pueden ser explicadas por la
combinacion de las dos primeras; se puede asegurar entonces que el péptido presenta
propiedades emergentes (Rodriguez Plaza et al., 2012). Resulta interesante estudiar a
fondo estas propiedades por dos razones: 1) para entender los mecanismos que permiten
que la combinacién de dos funciones generen otras nuevas y 2) para encontrar las
aplicaciones que las propiedades emergentes puedan tener para controlar determinados

procesos celulares.

2.1 La feromona « de Saccharomyces cerevisiae

El organismo que se ha utilizado para estudiar las propiedades del péptido

previamente mencionado es la levadura Saccharomyces cerevisiae. Las levaduras son



organismos que tienen la posibilidad de vivir con una sola copia de su genoma
(haploides) o con dos copias (diploides). EI genoma cuenta con un locus llamado MAT
(“mating type”) que es el responsable de definir los dos tipos celulares haploides (MATa
0 MAT ) que existen en estos organismos (Herskowitz, 1983; Strathern et al., 1981). Si
dos levaduras de tipos opuestos se aparean, se da lugar a una célula diploide, la cual
tiene silenciados los genes de ambos loci MAT (Herskowitz, 1983; Winge y Roberts,
1949). Posteriormente, la célula diploide deberd dividirse mediante meiosis para formar
cuatro células haploides que podran reiniciar el ciclo. Para que la union de dos
levaduras haploides del tipo opuesto se lleve a cabo es necesaria la secrecion y
reconocimiento de feromonas por parte de ambas células. Una vez secretadas al medio
extracelular son detectadas por las células del tipo opuesto mediante receptores
membranales especificos para la feromona contraria a su tipo de acoplamiento: las
células tipo MATa tienen un receptor llamado Ste2 cuyo ligando es la feromona
o (Blumer et al., 1988), mientras que el receptor de las células MAT « se denomina Ste3
y es especifico para la feromona a (Hagen et al., 1986). Los receptores Ste2 y Ste3
pertenecen a la familia de receptores compuestos por siete dominios transmembranales
y acoplados en el lado citos6lico a una proteina G heterotrimérica (Burkholder y
Hartwell, 1985; Hagen et al., 1986). En el momento en el que la feromona se une a su
receptor de membrana, se activa una cascada de sefializacion que modifica la expresion
genética en la célula mediante factores de transcripcion, que promueven el apareamiento
de las levaduras (Kurjan, 1992; Sprague y Thorner, 1992).

La via de sefalizacion de la feromona (Figura 1) involucra al receptor GPCR
Ste2 el cual esta unido del lado citosolico a una proteina G heterotrimérica; la union de
la feromona o al receptor Ste2 permite el intercambio de GDP por GTP en la subunidad
a de la proteina G, lo cual provoca el desacoplamiento de la subunidad o (Gpal) de las
subunidades [ (Sted) y y (Stel8) (Blumer y Thorner, 1990; Herskovitz, 1995).
Posteriormente, la subunidad By liberada recluta a tres proteinas efectoras que son la
proteina cinasa de andamiaje Ste5 unida a Stell, la proteina cinasa Ste20 y el complejo
Farl-Cdc24 (Bardwell, 2005; Dowell et al., 1998; Leeuw et al., 1998). Ste50 es una
proteina adaptadora que une a Cdc42, a Ste20 y a Stell para modular la transduccion de
la sefial (Ramezani-Rad, 2003). La activacion de Ste20 causada por Cdc42 conlleva a la
reorganizacion del citoesqueleto de actina para formar la proyeccién celular Ilamada

“shmoo”, necesaria para que se realice la union de ambas células (Pruyne y Bretscher,



2000; Holly y Blumer, 1999). Ademas, la proteina de andamiaje Ste5 se asocia en
complejo con Stell (MEKK), Ste7 (MEK) y Fus3 (MAPK) para facilitar su interaccion
(Choi et al., 1994; Pryciak y Huntress, 1998). Ste20 es responsable de activar a Stell
(Wu et al., 1995) que a su vez activa a Ste7 (Neiman y Herskowitz, 1994), esta ultima
activa entonces a Fus3 y a otra MAPK llamada Kssl (Errede et al., 1993; Ma et al.,
1995). Ambas MAPK inhiben la represion del factor de transcripcion Stel2 (Bardwell,
2005; Elion et al., 1993) que induce la expresion de genes relacionados con el
apareamiento; estos genes regulan por retroalimentacién positiva (STE2, FUS3, FAR1) o
negativa (SST2, MSG5, GPA1) la respuesta a la feromona (Enserink y Kolodner, 2010).
Farl es un inhibidor de proteinas cinasas dependientes de ciclinas que al ser fosforilado
por Fus3 pasa a su estado activo (Elion et al., 1993) y se une a Cdk1 (también conocido
como Cdc28) evitando la union de este ultimo con las ciclinas CInl, CIn2 y CIn3 y
evitando la progresion del ciclo celular; de esta manera se provoca el arresto de las
células en la fase G; (Li et al., 2007; Peter y Herskowitz, 1994). Existe evidencia de que
Farl también puede establecer uniones fuertes con las ciclinas Clnl y CIn2 tras la
estimulacion de las células con feromona o (Peter et al., 1993; Tyers y Futcher, 1993).
Kssl también es capaz de activar a Farl pero tiene una afinidad aproximadamente 10
veces menor que Fus3 por Farl (Breitkreutz et al., 2001). De hecho, la ausencia de Kssl
no previene el arresto de las células expuestas a la feromona, en contraste con la
ausencia de Fus3 que si impide el arresto (Peter et al. 1993).

La subunidad o de la proteina G (Gpal) unida al receptor Ste2 regula
negativamente la cascada de sefializacion iniciada por las subunidad By mediante el
retencion de Fus3 y mediante la reconstitucion del complejo inactivo de la proteina G
heterotrimérica (Blackwell et al., 2003; Dohlman y Thorner, 1997). También se ha
observado que algunos factores activados por Gpal contribuyen positivamente a la
sefializacion de la feromona que incluyen la union de Bem1 al endosoma (Guo et al.,
2003; Slessareva et al., 2006).

10
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Figura 1. Cascada de sefializacion inducida por la unién de la feromona o al receptor Ste2 (Modificada de

Bardwell, 2005)

2.2 Disefio de los peptidos Iztli

La feromona o de Saccharomyces cerevisiae se utilizd para disefiar una
molécula tipo hunter-killer (HK) contra esta levadura. El objetivo de los péptidos HK es
inducir la muerte de una célula blanco mediante la internalizacion de la molécula a
través de un receptor especifico (Arap et al. 1998). El péptido “hunter” tiene la
propiedad de unirse especificamente a un receptor de la célula a la que se internalizara;
el péptido “killer” es cationico y antibacteriano, lo cual le permite, una vez
internalizado, dirigirse a la mitocondria y alterar la integridad de su membrana, lo cual
conduce a la muerte de la célula (Arap et al. 1998; Ellerby et al., 2008; Plesniak et al.,
2004).

La feromona o posee caracteristicas apropiadas para construir una molécula HK
porque es un péptido pequefio que consta de 13 residuos de aminodcidos
(WHWLQLKPGQPMY) (Stdtzler et al., 1976), al momento de establecer la unién con

su receptor induce la internalizacion del complejo receptor-feromona (Schandel y
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Jenness, 1994) y se tiene un vasto conocimiento de las vias de sefializacion activadas
por la feromona que crean un fenotipo distinguible (Clark y Sprague, 1989; Herskovitz,
1995; Kurjan, 1992).

La moléculas HK que se disefiaron a partir de la feromona o recibieron el
nombre de péptidos Iztli (Pl) (Rodriguez Plaza et al., 2012) (ver Tablal del Anexo). Los
13 residuos de aminoacidos que corresponden a la feromona componen a la seccion
“hunter”, pues reconocen especificamente a las células MATa de S. cerevisiae mediante
su union al receptor Ste2. Al extremo amino de esta secuencia le fueron adicionados 6
residuos de aminoacidos para generar un péptido con actividad antibacteriana y con la
habilidad de dafiar a las mitocondrias de las células blanco después de ser internalizado
(debido a la similitud en la composicion membranal que existe entre bacterias y
mitocondrias). De esta forma, se incluye la actividad de feromona dentro de un péptido
con actividad antibacteriana. Es decir, los 6 residuos de aminoacidos adicionados no
poseen por si solos actividad antibacteriana, pero si los 19 residuos del Pl (Rodriguez
Plaza et al., 2012). Cuando las células de S. cerevisiae del tipo MATa son expuestas a
los Pl se ven obligadas a realizar respiracion fermentativa a causa del arresto
respiratorio provocado por el péptido y dentro de un lapso de tiempo de 30 a 120 min
después de la exposicion al péptido mueren. Sin embargo, se ha observado que el
arresto respiratorio no es la causa de la muerte de la levadura y tampoco hay induccién
de apoptosis como consecuencia del dafio mitocondrial (Rodriguez Plaza et al., 2012).

Estos resultados indican que los PI inducen un fenotipo (muerte celular) que no
es consecuencia directa de las dos actividades que se combinan en ellos (actividad anti-
mitocondrial y actividad de feromona). En ese sentido, los PI son un buen modelo para
estudiar las propiedades emergentes en sistemas bioldgicos. Sin embrago, no se cuenta
con un marco tedrico que permita interpretar correctamente los datos fenotipicos
derivados de las propiedades emergentes, por lo tanto, se requiere acumular diferentes
evidencias tedricas y experimentales que ayuden a interpretar estos datos (Mast et al.,
2014). Para abordar este problema nuestro grupo ha iniciado diferentes estudios
destinados a elucidar el mecanismo de accién de estos péptidos IzIti que se resumen a

continuacion. Este trabajo forma parte de estos estudios.
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2.3 Antecedentes

Tras realizar ensayos con 4 distintas versiones sintetizadas de péptidos Iztli ( ver
Tabla 1 del Anexo), se determind que el péptido Iztli-1 (PI-1)
(KFLNRFWHWLQLKPGQPMY) induce la muerte de las células MATa de S.
cerevisiae de manera mas eficiente que el resto (Rodriguez Plaza et al., 2012). Los
estudios con el PIl-1 han mostrado que la molécula induce en las células MATa
modificaciones celulares caracteristicas de la respuesta a la feromona o incluyendo la
morfolégica de “shmoo”. La figura 2 muestra que la proteina citosolica Fusl, que se
caracteriza por sobreexpresarse y concentrarse en la punta de la morfologia denominada
“shmoo” cuando las células son expuestas a la feromona, también se localiza de la
misma manera en las células tratadas con PI-1, sugiriendo que la respuesta al Pl-1
involucra elementos de sefializacién similares a los que participan en la respuesta a la

feromona.

Figura 2. Formacion de “shmoo” y localizacion de Fus1-GFP en esta estructura en las células expuestas a

feromona a y a PI. La linea de la escala mide 5um. (Rodriguez Plaza et al., 2012)

En la Figura 3 se muestran resultados no publicados de Jonathan Gabriel
Rodriguez Plaza, en la que se puede observar que cuando las células MATa de S.
cerevisiae son incubadas en presencia del fragmento de 6 aminoéacidos (KFLNRF), que
junto con el péptido de la feromona o forma el PI-1, la tasa de crecimiento de las
levaduras es igual a las células incubadas en medio de cultivo y agua (Control). Cuando
el mismo tipo de células se crecen en presencia de los dos componentes del PI-1 por

13



separado (feromona o (WHWLQLKPGQPMY) y fragmento de 6 aminoacidos
(KFLNRF)) a concentraciones equimolares, se observa un crecimiento igual al de las
células expuestas Unicamente a medio de cultivo con feromona o, mientras que su
crecimiento se ve impedido cuando se incuban en presencia del PI-1. Esto muestra que
la propiedad fungicida del PI-1 estd dada por la interaccion de la secuencia de la

feromona o y de los 6 aminoacidos en un mismo dominio.

o= Control

=fi—6 a.a. PI1 10 uM

Fer alfa 10 uM

D.O. (600 nm)

=>¢=6a.a. PI1 10 uM +
Fer alfa 10 uM

=3&=P|1 10 mM

Tiempo (h)

Figura 3. Curvas de crecimiento de células MATa de S. cerevisiae en presencia de la feromona o, del

fragmento de 6 aminoacidos (KFLNRF) y de ambos péptidos.

Previamente se mencion0 que el establecimiento de la unién de la feromona de
S. cerevisiae a su receptor membranal estimula la internalizacion del complejo
feromona-receptor mediante endocitosis; dicho complejo tiene como destino final la
membrana vacuolar (Schandel y Jenness, 1994). Cuando levaduras del tipo MATa son
expuestas al PI-1, la molécula se localiza en el interior de la célula y se concentra en la
vacuola. Sin embrago, cuando las células del tipo MAT «, que carecen del receptor Ste2,
son expuestas al PI-1 la localizacion de dicho péptido también es en la vacuola (Figura
4). Esto sugiere que la internalizacion del PI-1 no requiere al receptor de la feromona
para llevarse a cabo (Rodriguez Plaza et al., 2014). A pesar de que Ste2 no se requiere
para que el PI-1 se internalice, ensayos de viabilidad celular han mostrado que células
MATa que carecen del gen STE2 sobreviven cuando son expuestas al PI-1; de igual
manera celulas que no poseen el gen STE4 (gen que codifica para subunidad 3 de la

proteina G acoplada a Ste2) son inmunes al efecto de muerte del PI-1 (Rodriguez Plaza
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et al., 2012). Estos experimentos sugieren que la activacién de la via de sefalizacién de
la feromona a se requiere para inducir la muerte de la levadura.

Se ha reportado que concentraciones altas de la feromona o (>50 uM) provocan
la muerte de aproximadamente el 30% de la poblacion de células de S. cerevisiae
(Severin y Hymann, 2002; Zahng et al., 2006). Sin embrago, cuando el PI-1 se agrega a
una concentracién de 10 uM la poblacidn total de células muere, lo cual sugiere que el

PI-1 estd provocando la muerte de las celulas mediante un mecanismo distinto que la

feromona a..

Figura 4. Imagenes de microscopia confocal tomadas 1h después de exponer a células MAT« y MATa al
péptido Iztli marcado con TAMRA (rojo). Se puede observar la internalizacion del péptido en ambas
cepas (Rodriguez Plaza et al., 2014).

Para obtener més informacion sobre el mecanismo mediante el cual el péptido
provoca la muerte de S. cerevisiae se realizaron ensayos para identificar los genes que
son necesarios para que las células mueran. La estrategia experimental fue realizar
pruebas de crecimiento en mutantes con deleciones genéticas simples expuestas a
feromona a y al PI-1 y analizar las diferencias en su tasa de crecimiento a lo largo de
24h. Se ensayaron 3744 mutantes distintas y se obtuvo una lista de 575 genes cuya
ausencia previene la muerte inducida por el PI-1 (Resultados no publicados de la tesis
de Zyanya Daniela Gonzalez Sandoval).

Dentro de los de genes cuya ausencia protege de la muerte a las levaduras
expuestas al PI-1 se identificaron algunos directamente relacionados con autofagia
(ATG3, ATG11, ATG20, VTC1, NVJ1, UTH1, PEP4, PEP12, IRS4, GEA1, VPS54,
SMY1) y otros relacionados con el control del ciclo celular (KAR4, RME1, CLB1,
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REC104, SSN8, HUG1, STE50, STE20, STE4, FAR1, HSL1, MRC1, MAD1, HHT1,
IBD2, BNI1, CNB1) (Resultados no publicados de la tesis de Zyanya Daniela Gonzélez
Sandoval). Dentro de la lista de genes que controlan en ciclo celular se encuentran
algunos que pertenecen a la via de sefializacion de la feromona (STE50, STE20, STE4,
FAR1, BNI1) los cuales son necesarios para que lleve a cabo correctamente el
detenimiento del ciclo celular en la fase G;.

De acuerdo a la lista de las mutantes que son insensibles a la muerte provocada
por PI-1, capta el interés Farl. Esta proteina en su forma activa es la causante de detener
el ciclo celular de la levadura tras la estimulacion con feromona (Figura 1). Por lo tanto,
la resistencia de la mutante farlA al PI-1 sugiere que la condicién de arresto celular en
la fase G; es un evento necesario para que la muerte celular ocurra. Para probar esta
hipdtesis se indujo el detenimiento del ciclo celular en células MAT & mediante una via
independiente del receptor Ste3. Se sabe que cuando las células de levadura se exponen
a altas concentraciones de sales detienen su ciclo celular en la fase G; como una
respuesta adaptativa al estrés hiperosmético y que la ausencia del gen HOGL1 alarga la
duracion del arresto (Saito y Posas, 2012). Por lo tanto, el experimento se realizé con
células MAT a hoglA, las cuales se mantuvieron en una solucion 0.4M de NaCl y a las
33h se agrego el PI-1. Como resultado el conteo de la poblacion de células MAT «
disminuyd significativamente con respecto al control (Figura 5) (Resultados no
publicados de la tesis de Zyanya Daniela Gonzalez Sandoval). Por otro lado, se
realizaron ensayos de crecimiento con levaduras MAT « que se encuentran en la fase
estacionara de crecimiento y que, a causa de escasez de nutrientes, estan arrestadas en la
fase G; del ciclo celular; cuando estas levaduras se exponen al PI-1 no se detecta una
disminucion de la densidad celular a lo largo del tiempo con respecto al control
(Resultados no publicados de la tesis de Erika Pelaez Coyotl). Los resultados de los
experimentos mencionados hacen suponer que no cualquier via que conduzca al arresto
celular va a causar muerte, solo el arresto ocasionado por determinadas vias de

sefializacion va a hacer a las células sensibles a la muerte inducida por el PI-1.
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Figura 5. CFUs de células MAT « arrestadas en el ciclo celular a causa de estrés hiperosmético, expuestas

al péptido Iztli (IP-1) y sin el péptido Iztli (Control).

Como se mencion0 anteriormente, un conjunto de genes cuya ausencia protege a
las células del PI-1 se caracteriza por estar directamente relacionado con la autofagia,
por lo tanto, es posible que este proceso también forme parte del mecanismo de muerte
de la levadura. La autofagia es un proceso altamente conservado en los eucariontes que
les permite sobrevivir a algunas condiciones estresantes como la falta de nutrientes o el
dafo irreparable de un organelo, pero también ocurre bajo condiciones normales a un
nivel basal para mantener la homeostasis celular (Jan y Kiel, 2010). Fundamentalmente
consiste en el transporte de porciones celulares a la vacuola en levaduras (o a lisosomas
en mamiferos) para su degradacién en componentes mas simples que podran ser
reciclados para sintetizar elementos esenciales para la célula. EI mecanismo de
degradacion puede variar dependiendo de los elementos que vayan a reciclarse y de las
sefiales que activen el proceso. A grandes rasgos se puede hacer la distincion
morfoldgica y molecular entre macro y microautofagia, estos tipos de autofagia pueden
presentar a su vez una selectividad alta del elemento a degradar o una selectividad
reducida (Jan y Kiel, 2010; Kraft et al., 2009). Cabe destacar que la mayoria de los
genes autofagicos cuya ausencia protege del PI-1 estan relacionados en la levadura con
autofagia de selectividad alta (ATG3, ATG11, ATG20, VPS54) y con microautofagia
(NVJ1, UTH1, VTC1) (Krick et al., 2009; May et al., 2012; Uttenweiler et al., 2007).

En resumen, los antecedentes de este trabajo de tesis sugieren que el arresto del
ciclo celular y la autofagia son dos mecanismos moleculares relevantes para la

induccion de muerte en células MATa de S. cerevisiae. Debido a que ninguno de estos
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dos mecanismos por si solo induce muerte celular se puede pensar que su interaccion es
la que da como resultado la propiedad emergente del PI-1 que conduce a la célula a la
muerte, o que alguno de los dos mecanismos no participa realmente en la induccion de
muerte. Para evaluar estas opciones, en este trabajo se verifico el efecto de la ausencia
de los genes involucrados en autofagia y ciclo celular que preliminarmente se habia

visto que proveen resistencia a la accion fungicida del PI-1 en la levadura.

3. Justificacién

Las propiedades de un sistema celular son el resultado de las complejas
interacciones entre sus componentes. Estas propiedades tienen comportamientos que no
pueden ser entendidos por la suma de sus partes, por lo tanto, para poder comprender la
manera en que se generan las propiedades emergentes en los sistemas celulares no basta
con tener informacion sobre los componentes, ademas se necesita adquirir informacion
sobre el comportamiento del sistema completo (Bhalla e lyengar, 1999; Corning, 2002).
Con el avance en la investigacion en biologia de sistemas se han logrado comprender
diversos mecanismos generadores de propiedades emergentes celulares, los cuales han
demostrado ser Utiles para explicar varios fendmenos que operan bajo los mismos
principios; sin embrago, aun existen otros fendmenos cuya operacion no ha podido ser
entendida del todo (Mast et al., 2014). La principal motivacion de este trabajo es la
elucidacion del mecanismo que subyace a la propiedad emergente del PI-1 (muerte
celular) mediante un enfoque genético. El esclarecimiento de este mecanismo puede dar
las bases para entender otros fenGmenos que tengan un comportamiento similar y para
ampliar el conocimiento sobre el surgimiento de propiedades emergentes en sistemas
moleculares.

Por otro lado, el detenimiento del ciclo celular y la autofagia son dos procesos
que parecen ser un requisito para que S. cerevisiae muera. Ambos procesos estan
altamente conservados en eucariontes (Dyczkowski J y Vingron M, 2005; Enserink y
Kolodner, 2010; Yorimitsu y Klionsky, 2005). Esto hace pensar que es posible que el PI-
1 tenga la capacidad de inducir muerte en otros tipos celulares mediante la alteracion de
la autofagia y de la detencion del ciclo celular. Si asi fuera, el PI-1 seria un péptido
asesino selectivo cuyo blanco serian células que se encuentren en el estadio G; del ciclo

celular y en las que el péptido pudiera inducir autofagia. Comunmente la autofagia se
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asocia a vias de supervivencia celular o de alargamiento de vida, tal es el caso de las
células cancerigenas (Madeo et al., 2010; Rubinsztein et al., 2011). Si la autofagia
inducida por el PI-1 fuera un factor que conduce a la muerte seria una aproximacion
interesante para estrategias anticancerigenas.

Si se descubriera que el PI-1 requiere de la induccion de arresto celular y de un
segundo evento para provocar muerte, entonces ambas condiciones podrian ser
inducidas de manera especifica en una poblacién celular para convertir a dichas células
en un blanco selectivo del PI-1. La induccion del arresto celular en células cancerigenas
combinado con otra condicion celular que de mayor especificidad ya ha sido abordada
como posible estrategia terapéutica (Jin et al., 2002).

Finalmente, en el contexto de las células bacterianas, se sabe que estos
organismos pueden presentar una resistencia a los antibidticos que inhiben la sintesis de
DNA deteniendo su ciclo celular y manteniéndose arrestados indefinidamente
(Kohanski et al., 2010). En estos casos el PI-1 podria ser utilizado para eliminar a las

células microbianas arrestadas.

4. Hipotesis

El mecanismo de muerte del PI-1 radica en la induccion de la autofagia y del

arresto del ciclo celular en la célula.

5. Objetivos
El objetivo del presente proyecto es identificar los genes involucrados en la

induccion del proceso de autofagia y que a su vez se relacionan con el detenimiento del

ciclo celular para evaluar su participacion en el mecanismo de muerte del PI-1.
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6. Metodologia

6.1 Ensayos de crecimiento

Para evaluar el efecto que tiene el PI-1 en las distintas cepas mutantes de S.
cerevisiae se registra el crecimiento de la poblacion celular en un periodo de 24h. Para
esto se utiliza un crecinémetro (Synergy™ MX) con el que se registra cada hora la
densidad celular midiendo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de
600nm (densidad Optica). Con las lecturas obtenidas se construyeron curvas de
crecimiento.

Se utilizaron las placas de lectura de media 4rea para el sistema Synergy™ que
cuentan con 96 pozos, la capacidad de cada pozo es de 200ul. La cantidad de células
con las que se debe iniciar en cada pozo debe tener una densidad dptica a 600nm
(ODgqo) dentro del rango de 0.02-0.04. Las cepas silvestres se colocan en medio YPD
mientras que las cepas mutantes en una solucion de YPD con el antibidtico al que son
resistentes (G418 100ug/ml o CloneNat 100 pug/ml). Cada cepa se incuba por separado
en presencia del mismo volumen de péptido Iztli-1 (concentracion final 10 puM),
feromona o (concentracion final 10 uM) y de ddH,O estéril. ElI volumen de muestra
colocado en cada pozo es de 100 ul. El sistema de incubacion debe mantenerse a una
temperatura constante de 30°C y con agitacion constante.

La curva de crecimiento de las levaduras con YPD y agua se utiliza como un
control que muestra el crecimiento normal de la poblacion. Por otro lado, la curva de
crecimiento obtenida de las levaduras tratadas con feromona o se utiliza como un
segundo control para identificar si el efecto que se observa en las células tratadas con
PI-1 depende Unicamente a su accidn tipo feromona o a otra propiedad adicional.

Una curva de crecimiento de una poblacion celular bajo condiciones normales,
presenta una fase de crecimiento exponencial y continta con una fase estacionaria que
inicia cuando la poblacién alcanza un tamafio para el cual la cantidad de nutrientes en el
medio es limitante. Las células expuestas a la feromona o. se arrestan temporalmente en
la fase G; del ciclo celular; durante este periodo la poblacién celular no aumentara en
tamano asi que la fase exponencial estara retrasada con respecto a las poblaciones sin
feromona. El tamarfio de la poblacién de levaduras tipo MATa expuestas al PI-1 deberia

mantenerse constantemente sin crecimiento durante 24h pues las células mueren en
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presencia del péptido. Si se realiza el ensayo con una mutante que sea insensible al
efecto de muerte del péptido las lecturas de la densidad Optica mostraran un incremento
con el tiempo. Si la curva de crecimiento observada en la mutante tratada con el PI-1
tiene una forma similar a la de las mismas células crecidas en YPD y agua se puede
asegurar que la mutacién otorga a la cepa una insensibilidad completa al péptido, en un
caso distinto en el que el crecimiento de la poblacidn expuesta al péptido sea menor que
la poblacion control se pude interpretar que el gen ausente en estas cepas participa en
alguna via que esta involucrada en la muerte causada por el PI-1, pero su papel en la
ruta de la que forma parte es reducido.

Cuando la mutacion presente en determinada cepa es responsable de que las
levaduras presenten resistencia al péptido se compara la curva de crecimiento de este
tratamiento con el de las células expuestas a la feromona a. Si las curvas de crecimiento
son distintas se puede asegurar que la resistencia al PI-1 es independiente de la
activacion de la via de la feromona.

Para poder comparar las curvas de crecimiento se estandarizan los valores de
ODso €en los que inicia la curva de crecimiento de cada ensayo y se calcula el area bajo
la curva (ABC). Este valor puede utilizarse para conocer el grado de proteccion que la
mutacion tiene contra el PI-1 y el grado de respuesta que presenta ante la feromona a..

El ABC se calcula de la siguiente manera:
ABC = 3¥2,(0D600(i) + 0D600(i + 1))/2

En cada placa de lectura se colocaban las cepas para ensayar en las tres
condiciones mencionadas (YPD+H,O, YPD+feromona, YPD+PI-1) por triplicado, de
manera que con cada experimento se tenian tres muestras (n=3) de cada cepa en cada
condicion. El tamafio de las muestras analizadas se incrementaba como mdaltiplos de tres
cada vez que se repitiera el mismo experimento.

Las mutantes que se seleccionaron para realizar los ensayos de crecimiento en
este proyecto fueron las mismas que mostraron proteccion al P1-1 en el ensayo genético
masivo y que estan relacionadas estrechamente con autofagia y/o con la progresion del
ciclo celular; esto se hizo con el fin de corroborar su resistencia al P1-1. Adicionalmente
se usaron mutantes que no habian presentado proteccién al PI-1 de acuerdo al screening

genético pero que tienen eliminados genes que pudieran contribuir a formar un puente
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entre la autofagia y el control del ciclo celular, 0 mutantes con deleciones de genes que
pertenecen a la via de sefializacion de la feromona, dentro de este ultimo grupo hay
cepas que carecen de genes gque se ha reportado que participan en la muerte inducida por

concentraciones altas de feromona o (Zahng et al., 2006).

6.2 Analisis estadistico

Se condujo un ANOVA de dos vias para examinar el efecto de las cepas y de las
condiciones a las que fueron expuestas (YPD+H,0, YPD+Feromona o YPD+PI-1) en el
ABC. Se habilito la comparacion multiple entre grupos mediante la prueba post hoc de
Tukey. Las diferencias estadisticamente significativas se consideraron con p < 0.01. El

software utilizado para realizar las pruebas estadisticas fue SigmaPlot 11.0

6.3 Construccion de mutantes

Las cepas con una sola delecion que se utilizaron en este trabajo provienen de la
coleccidn de mutantes BY4741 generada a partir del “Saccharomyces Genome Deletion
Project” y obtenidas de la compariia Open Biosystems. Estas levaduras tienen insertado
un casete (KanMX4) del gen de resistencia al antibiotico geneticina (G418) en el sitio
del gen eliminado (Figura 6).

Para construir las mutantes con deleciones en dos genes (dobles mutantes nulas),
se toman mutantes simples de la coleccion ya mencionada y se elimina el segundo gen
de interés mediante la técnica de recombinacion homologa con la que se remplaza el
gen por el casete (NatMX4) de resistencia al antibiotico nurseotricina (CloneNat). El
proceso consiste en realizar una reaccion de PCR con el vector que contiene el casete de
resistencia al antibidtico (pGA25-NatMX4) y con oligonucle6tidos que incluyen una
seccion homdloga al casete NatMX4 y otra homdloga a las regiones rio arriba o rio
debajo del gen a eliminar. Los nombre y las secuencias de los oligonucléotidos usados
en este trabajo se muestran en la Tabla 3 del Anexo. Los componentes de la PCR
realizada se agregaron en el orden y concentraciones indicados a continuacion teniendo

un volumen final de 50 pl.
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35.5 pl-X pl ddH,0 estéril

5ul Stratagene PCR Buffer 10X
1l MgSO4 50 mM

1ul dNTPs 10 mM

1l primer Fwd 50 uM

1l primer Rvs 50 uM

0.3 ug (X ul) plasmido pAG25

2.5 ul DMSO 100%

3ul DNA Polimerasa Pfu

El programa utilizado en el termociclador fue el siguiente:

94°C 4 min

94°C 30 seg

54°C 30 seg x30
72°C 1:30 min
72°C 2 min

4°C o

El producto obtenido del PCR, que corresponde al casete de resistencia al
antibidtico flanqueado por 50 bases homologas a la secuencia rio arriba y 50 bases
homologas a la secuencia rio abajo del gen a eliminar, se utiliza para transformar a una

mutante simple con el protocolo de transformacion descrito a continuacion.

6.4 Transformacion de levadura

Incubar la cepa destinada a la transformacién en 5 ml de YPD con agitacion a 30°C por

16h.

Diluir una porcion del cultivo en YPD de manera que se tengan 5 ml con una ODgq de
0.1-0.2. Incubar 4-5 horas hasta que se alcance una ODggo de 0.7-1.0.
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Colocar 1.5 ml del cultivo en un tubo Eppendorf y centrifugar a 10,000 rpm durante
2min. Desechar sobrenadante.

Resuspender en 1 ml de agua esteéril, centrifugar nuevamente a 10,000 rpm durante
2min y desechar sobrenadante.

Resuspender en 1 ml de 0.1M LiAc. Incubar 10 min a temperatura ambiente.
Centrifugar a 10,000 rpm durante 2 min, desechar sobrenadante.

Agregar 240 pul de PEG 50%wl/v, 36 ul de 1M LiAc, 45 ul del producto resultante de la
PCR, 10 ul de esperma de salmén 10 mg/ml previamente hervido y 29 ul de agua esteril
en el orden indicado.

Agitar tubo con vortex hasta que las células estén completamente resuspendidas.
Incubar a 42°C por 1h.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 2min. Desechar sobrenadante y resuspender en 100 pl
de agua estéril.

Esparcir los 100 ul en cajas con medio YPD.

Al dia siguiente replicar las colonias crecidas en otra placa con el medio selectivo para

las transformantes (YPD con G418 100 ug/ml y CloneNat 100 pg/ml).

6.5 Verificacion de mutaciones

Se realizaron ensayos de PCR con el DNA gendmico de las cepas utilizadas para
asegurarse que cada mutante tuviera correctamente eliminado el gen de interés. Para
extraer el DNA gendmico de las células se sigui6 el protocolo explicado en la seccién
titulada “Aislamiento de DNA gendmico de levadura”.

Las mutaciones que contienen el casete KanMX4 se pueden verificar mediante
una reaccion de PCR usando un oligonucleétido que es complementario a una seccion
del gen KanMX4 (“Kan C primer”) y otro cuya secuencia es complementaria a una
seccion que se encuentra 200-400pb rio abajo del codén de paro del casete de
resistencia al antibiotico (“primerD”) (Figura 6). Cada cepa tiene un primerD de
verificacion distinto y caracteristico que depende del sitio en el que se haya insertado el
casete de resistencia. Por lo tanto, la longitud del producto de la PCR es distinta para

cada caso.
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La estrategia para corroborar la presencia del casete NatMX4 en el sitio deseado
es idéntica a la anteriormente explicada excepto por que el “primer C” es
complementario a la secuencia del gen NatMX4 en lugar de al gen KanMX4. Los
nombres y la secuencia de los oligonucleotidos usados en este trabajo se enlistan en la
Tabla 2 del Anexo.

Presencia de ORF

A primer C primsr
— —
*_..
B pm o D prim sr
Delecion exitosa: el casete KanMX4 remplaza al ORF
A primer kanC primer
— — _
Buil, E-Ca<comp —g
— L Ry OVTTTON OO
o E-UI-comp a—E-D1
o —
kanE primer D pam or

Figura 6. Mapa del gen KanMX4 insertado en el genoma e la levadura y la posicion de los primers de
verificacion con respecto a dicho gen. (Tomada y modificada del portal de Saccharomyces Genome
Deletion Project).

Los ensayos de PCR se realizan con la enzima Taq polimerasa en un volumen
final de 50 ul, en los tubos para PCR se adicionan los componentes en el siguiente

orden y a las concentraciones indicadas

35.5 pl-X pl ddH,0 estéril

5ul New England PCR Buffer 10X
1 ul MgCl, 50 mM

1yl dNTPs 10 mM

Sul primer Fwd 10 uM

Sul primer Rvs 10 uM

0.3 ng (X ul) DNA genomico

3ul DNA Polimerasa Taq
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El programa utilizado en el termociclador es el siguiente:

94°C 5 min

95°C 45 seg

64°C 45seg + x35
72°C 1 min

72°C 5 min

18°C

6.6 Electroforeisis en gel de agarosa

Para observar los productos de la PCR se cargan las muestras en un gel de
agarosa 1% en buffer SD con bromuro de etidio (0.5 ug/ml). En cada pozo del gel se
agregan 12.5 ul que contienen 5 ul de H,0, 2.5 ul de buffer de carga (Invitrogen) y 5 pl
del producto de la PCR. Para el marcador de peso molecular los 12.5 ul que se cargan al
pozo estan compuestos de 7.5 ul de H,0, 2.5 ul de buffer de carga (Invitrogen) y 2.5 pl
del marcador de peso molecular (0.1 mg/ml) (DNA Ladder Plus2, Invitrogen). El gel se
mantiene sumergido en buffer SD sometido a una corriente de 50V durante 75min.

6.7 Aislamiento de DNA genomico de levadura

Tomar 1.5 ml de cultivo de levadura incubado durante 24 h a 30°C.

Centrifugar a 3500 rpm durante 3.5min a temperatura ambiente.

Remover el medio de cultivo y resuspender el pellet en 50 ul de buffer STES y 50 ul de
buffer TE (pH 7.6).

Agregar 100 pl de esferas de vidrio de 0.4 mm de didmetro.

Agregar 100 ul de fenol:cloroformo, mezclar las fases organica y acuosa con un Vortex
durante 1 min.

Centrifugar los tubos a 12800 rpm durante 5 min a temperatura ambiente
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Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y agregar 250 ul de etanol 100% y 10 pl de
AcNa 3 M. Mantener a 0°C durante 15min.

Centrifugar a 12800 rpm por 10min a 4°C para recuperar el precipitado de los acidos
nucleicos.

Remover el sobrenadante y lavar el pellet en 100 pl de etanol 70%.

Centrifugar a 12800 rpm por 1min a temperatura ambiente.

Remover el sobrenadante y esperar 15 min a que el pellet se seque.

Redisolver el pellet en 40 ul de buffer TE (pH7.6)

La preparacion de las soluciones mencionadas en la seccion de Métodos se describe en
el Anexo.

7. Resultados y Discusion

7.1 Ensayos de crecimiento con mutantes simples

La lista de mutantes seleccionadas para ensayarse pueden dividirse en tres
grupos por comodidad: las que carecen de genes relacionados con autofagia o autofagia-
ciclo celular (atg3A, atgl1A, atgl9A, torlA, mehlA, sim4A, gtr2A, vac8A, nvjlA,
pep4A, auplA, uthlA, gealA, irs4A, viclA, vic2A, VIC3A, vicdA, vps51A, vps52A,
vpsS53A, vps54A, yptbA, pbslA, pho81A, rim15A), las que carecen de un gen relacionado
con la respuesta a la feromona o (figlA, cchlA, mid1A, IrglA, rvs161A, pealA, pea2A,
stebA, ste7A, stellA, ste50A, fus3A, kss1A, farlA, slt2A, beml1A, bnilA, kar4A, rmelA)
y las que tienen eliminado un gen involucrado en el ciclo celular pero que no tiene
relacion directa con autofagia o con respuesta a la feromona (hal9A, xbplA, hms1A,
skn7A, put3A, msn4A, mgalA, fkh2A). Los genes relacionados con la via de la feromona
se seleccionaron basandose en dos hechos: 1) que en estudios previos la mutante farlA
ha mostrado una proteccidn a los efectos del PI-1 (Resultados no publicados de la tesis
de Zyanya Daniela Gonzalez Sandoval) y Farl es blanco de las MAPK activadas por la
via de la feromona. 2) Que ciertos genes que participan en la respuesta de la feromona
estan involucrados en la muerte inducida por altas concentraciones de feromona o

(Zahng et al., 2006) y quiza un mecanismo similar podria estar involucrado en la muerte
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inducida por el PI-1.

En la Tabla 1 se muestra la descripcion de los genes ausentes en las mutantes

ensayadas.

Tabla 1. Descripcion de las principales funciones de los genes ausentes en las mutantes
seleccionadas para los ensayos de crecimiento.

Nombre ORF Descripcion

gen

ATG3 YNROO7C Enzima tipo E2; involucrada en autofagia y en la via Cvt
(cytoplasm-to-vacuole-targeting)

ATG11 YPRO049C Proteina adaptadora para pexofagia y la via Cvt; dirige el cargo
para empaquetarlo en las vesiculas.

ATG19 YOL082W Receptor de la via Cvt

TOR1 YJRO066W Subunidad de TORC1, un complejo que controla el crecimiento en
respuesta a los nutrientes por medio de la traduccion, transcripcion,
biogénesis ribosomal, transporte de nutrientes y autofagia.

MEH1 YKROO7W Componente de los complejos EGO y GSE; EGO esta involucrado
en la regulacion de la microautofagia y GSE se requiere para la
localizacion adecuada de la proteina Gapl

SLM4 YBRO077C Componente de los complejos EGO y GSE; esencial para la
integridad y funcion de EGO

GTR2 YGR163W Proteina putativa de union a GTP; subunidad de los complejos
EGOy GSE

VACS8 YELO013W Proteina membranal de la vacuola requerida para la via Cvt;
interactta con Nvj1 para las uniones nlcleo-vacuola

NVJ1 YHR195W Proteina anclada a la membrana nuclear interna, interactta con la
proteina vacuolar Vac8 para promover la formacion de las uniones
ndcleo-vacuola.

PEP4 YPL154C Proteasa aspartilo vacuolar (proteinasa A); requerida para la
maduracion posttraduccional de las proteinasas vacuolares

AUP1 YCRO79W Proteina fosfatasa mitocondrial tipo 2C (PP2C); involucrada en
mitofagia

UTH1 YKR042W Proteina de la membrana interna mitocondrial, su rol en mitofagia
no es certero; implicada en la biogénesis de la pared celular, en la
respuesta de estrés oxidativo, en el “life span” durante hambruna y
en la muerte celular

GEA1l YJR031C Proteina involucrada en el transporte vesicular entre el aparato de
Golgi y el RE, en la organizacion de Golgi y del citoesqueleto de
actina

IRS4 YKRO019C Proteina involucrada en regular los niveles de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato en la autofagia.

VTC1 YERO72W Subunidad del complejo VTC, este complejo esta involucrado en el
trafico de membranas, en la acumulacion vacuolar de polifosfato,
en microautofagia y en la fusion vacuolar independiente de
autofagia

VTC2 YFLOO4W Subunidad del complejo VTC

VTC3 YPLO019C Subunidad del complejo VTC

VTC4 YJLO12C Polimerasa polifosfato de la membrana vacuolar. Subunidad del
complejo VTC

VPS51 YKR020W  Componente del complejo GARP; GARP se requiere para reciclar

proteinas de los endosomas en el Golgi y para la mitosis después
del detenimiento causado por dafio a DNA
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VPS52

VPS53

VPS54
YPT6

PBS1

PHO81

RIM15

FIG1

CCH1

MID1

LRG1

RVS161

PEAl

PEA2

STES

STE7

STELl1

STES50

FUS3

KSS1

YDR484W

YJL029C

YDRO027C
YLR262C

YLR342W

YGR233C

YFLO33C

YBRO40W

YGR217W

YNL291C

YDL240W

YCRO009C

YLLO21W

YER149C

YDR103W

YDL159W

YLR362W

YCLO032W

YBLO16W

YGR040W

Componente del complejo GARP; involucrada en la localizacion de
actina y quitina

Componente del complejo GARP; requerida para la localizacion de
proteinas vacuolares

Componente del complejo GARP

GTPase de la familia Rab involucrada en la via de secrecion,
requerida para la fusion de las vesiculas derivadas del endosoma
con el Golgi y para la maduracion de la carboxipeptidasa Y
vacuolar

Subunidad catalitica de la 1,3-beta-D-glucano sintasa; involucrada
en la sintesis y mantenimiento de la pared celular. Su ausencia
produce defectos en la endocitosis

Inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas; regula los complejos
Pho80-Pho85 y Pcl7-Pho85 en respuesta a los niveles de fosfato.
Indirectamente regula la progresion del ciclo celular y la
distribucion vacuolar

Proteina cinasa involucrada en la proliferacion celular en respuesta
a nutrientes. Substrato de las cinasas Pho80-Pho85

Proteina integral de membrana requerida para un apareamiento
eficiente. Es posible que participe en el sistema de baja afinidad de
influjo de Ca2+, el cual afecta la sefializacion celular y la fusion
célula-célula durante el apareamiento

Canal de alta afinidad a calcio mediado por voltaje; involucrado en
el influjo de calcio en respuesta a estrés ambiental y a la exposicion
a feromona

Proteina integral de membrana del RE y de la membrana
plasmatica; funciona como un canal de calcio, requerido para el
influjo de Ca2+ tras la estimulacion por feromona

Proteina activadora de GTPasa; funciona como un regulador
negativo de la via de integridad de la pared celular mediada por
Pkc1; regulador negativo de la biosintesis de 1,3-beta-glucano;
requerida para la fusion celular eficiente.

Proteina de balsas lipidicas; regula la polarizacion del citoesqueleto
de actina, la endocitosis, polaridad celular, fusion celular y la
viabilidad celular seguida de hambruna o estrés osmatico
Componente del polarisoma; participa en la organizacién del
citoesqueleto de actina durante el crecimiento polarizado
Subunidad del polarisoma; requerido para el establecimiento de la
polaridad, crecimiento apical del “bud”, formacién de shmoo y
diferenciacion filamentosa, también juega un rol en el influjo de
Ca2+y en la fusion celular

Proteina de andamiaje de las MAPK que responden a la feromona;
acopla la activacion del receptor de la feromona unido a proteina G
con la activacion de las MAPK

MAP cinasa cinasa involucrada en la respuesta de la feromona y en
la via del crecimiento filamentoso

MEK cinasa involucrada en la respuesta de la feromona, en la via
del crecimiento filamentoso y en la via de respuesta a alta
osmolaridad. La abundancia de esta proteina incrementa la
respuesta al estrés de replicacion de DNA.

Proteina adaptadora involucrada en la respuesta de apareamiento,
de crecimiento filamentoso y de osmotolerancia

MAPK involucrada en el apareamiento; inhibe en crecimiento
filamentoso durante el apareamiento

MAPK involucrada en las vias de transduccion de sefales del
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FAR1

SLT2

BEM1

BNI1

KAR4

RME1

HAL9

XBP1

HMS1

SKN7

PUT3

MSN4

MGA1
FKH2

YJL157C

YHRO030C

YBR200W

YNL271C

YCLO55W

YGR044C

YOLO089C

YIL101C

YORO032C

YHR206W

YKLO15W

YKLO062W

YGR249W
YNLO68C

crecimiento filamentoso y de la respuesta de la feromona
Inhibidor de CDK; durante la respuesta a la feromona la
fosforilacidn de Farl por Fus3 resulta en la asociacion e inhibicién
del primero con Cdc28-Cln

MAPK involucrada en regular la integridad de la pared celular, la
progresion del ciclo celular y la retencion del mMRNA nuclear en el
choque térmico; requerida para mitofagia y pexofagia

Proteina de andamiaje involucrada en el establecimiento de la
polaridad cellular y la morfogénesis

Formina; componente del polarisoma, involucrada en procesos
celulares como la division celular y la orientacion del huso mit6tico
que requieren la formacion de cables de actina polarizados.

Factor de transcripcion requerido para la respuesta a la feromona;
también se requiere durante la meiosis

Proteina con dedo de zinc involucrada en el control de la meiosis y
mitosis

Factor de transcripcion putativo que contiene un dedo de zinc; su
sobreexpresion incrementa la tolerancia a sal y su ausencia
disminuye esta tolerancia

Represor transcripcional; se une a promotores de secuencias de
algunos genes de ciclinas; su expresion es inducida por estrés o
hambruna durante la mitosis o durante la meiosis tardia.

Proteina similar a la familia myc de factores de transcripcién; su
sobreexpresion produce crecimiento hiperfilamentoso

Factor de transcripcion y regulador de respuesta nuclear; se
requiere para la induccion optima de los genes de choque térmico
en respuesta a estrés oxidativo; involucrado en la osmoregulacion
Activador transcripcional; se une a secuencias especificas de
reclutamiento de genes y se requiere para el direccionamiento de
genes a la periferia nuclear; regula genes de utilizacion de prolina.
Activador transcripcional que responde a estrés; se une al DNA e
induce la expresion de genes de respuesta a estrés

Proteina similar al factor de transcripcion de choque térmico
Factor de transcripcion que juega un papel importante en la
expresion de los genes de la fase G2/M; regula positivamente la
elongacion y juega un rol negativo en la silenciacion de la
cromatina

Las mutantes se incubaron durante 24h en el medio de cultivo YPD+H,0,

YPD+feromona o 0 YPD+PI-1 y se midi6 en &rea formada bajo su curva de crecimiento

(ABC) (ver la seccion de Métodos para una descripcion detallada sobre el célculo del

ABC). Al comparar el ABC de cada cepa y condicidn se comprob6 que ninguna mutante

del grupo de genes relacionados con autofagia o autofagia-ciclo celular o del grupo de

genes relacionados Unicamente a ciclo celular protege de la muerte provocada por el PI-

1 (Figura 7). Por el contrario, las mutantes que si mostraron una resistencia a la muerte

fueron algunas de las que pertenecen al grupo de genes involucrados en la via de
sefializacion de la feromona (STE50, STE11, STE7, STE5, FUS3, FAR1, FIG1, BEM1).
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En la Figura 8 se muestra el valor de ABC de las cepas que sobrevivieron en presencia del PI-1.

Figura 7. Tasa de crecimiento de las mutantes que no mostraron resistencia a la muerte inducida por el PI-1. Se muestra el ABC de las mutantes crecidas en YPD+H,0 y de las

crecidas en YPD+PI-1 10 puM.




La cepa silvestre en presencia de la feromona o presenta una tasa de crecimiento
reducida en comparacion con las cepa crecida en YPD+H,O esto refleja un retraso en el
crecimiento de las células expuestas a la feromona causado por del arresto del ciclo
celular. Se puede observar que el ABC de la cepa silvestre expuesta al PI-1 tiene un
valor muy bajo debido a que la poblacion celular inicial no crecié con el paso del
tiempo. Las cepas stellA, ste7A y ste5A tienen un ABC en presencia de la feromona o y
del PI-1 que no difiere significativamente del ABC de las cepas crecidas en medio de
cultivo con agua indicando que estas cepas son resistentes por completo a los efectos de
la feromona y del PI-1. EI ABC de ste50A en YPD+H,0 difiere ligeramente del ABC
obtenida de la incubacién con feromona o 0 PI-1, por lo tanto su resistencia a estas
sustancias es casi completa. Se puede observar en la Figura 8 que Afarl presenta una
proteccion total a la feromona o pero no al PI-1, mientras que Afus3, que carece de un
gen que se encuentra rio debajo de Ste7 pero rio arriba de Farl, presenta una proteccién
parcial tanto a la feromona o como al PI-1. Por otro lado, figA y bemlA tienen
eliminados genes que codifican para proteinas que participan en la sefializacion de la
feromona pero que no pertenecen a la via de las MAPK; estas cepas también presentan

una proteccion parcial a la feromona o y al PI-1.

ABC

B YPD

B Feromona 10uM

B PH1 10uM

WT  stelld steS0A ste7A  steSA  fus3A  forld  figla  BemlA

Figura 8. Tasa de crecimiento de las mutantes simples que mostraron resistencia a la muerte provocada
por el PI-1. En la grafica se presenta el ABC de las cepas crecidas en YPD + H,0, en YPD + feromona o
10 uM y en YPD + PI-1 10 uM durante 24h. n=15
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En ensayos de crecimiento realizados anteriormente con concentraciones de PI-1
menores a 10 uM se mostro que la mutante farlA presentaba una resistencia total a la
muerte inducida por el péptido (Trabajo no publicado de Zyanya Daniela Gonzalez
Sandoval), a diferencia de los resultados de este trabajo en los que el ABC de farlA con
PI-1 10 uM es significativamente menor a el ABC de la misma cepa crecida en YPD.
Con el objetivo de determinar el efecto de la concentracion del PI-1 en el grado de
resistencia a la muerte de la cepa farlA se incubo6 dicha cepa en presencia de distintas
concentraciones de PI-1 (1.5, 3, 6 y 10 uM) y se compararon las variaciones en su tasa
de crecimiento con las de la cepa silvestre (Figura 9). Se puede observar que a una
concentracion de PI-1 de 3 uM, la cepa silvestre muestra un decremento significativo en
su crecimiento (Figura 9), sin embrago, el ABC de farlA a esta concentracion de Pl-1
no presenta diferencias significativas con el ABC de la cepa crecida sin PI-1 (control).
Con concentraciones mayores de PI-1 se reduce significativamente con respecto al
control la tasa de crecimiento tanto de la cepa silvestre como de la cepa farlA (Figura
9). Con base a estos resultados, los ensayos de crecimiento realizados posteriormente en
este trabajo se hicieron utilizando el PI-1 a una concentracion de 10 uM, debido a que
con esta condicion se observa en la cepa silvestre un aumento nulo en la ODggo a lo
largo de 24h.

25

a 3 a a a
T T
b
20 T
d
15
HWT
10 — farlA
e
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f

Control PI11.5uM PKL3uM PR G6uM P 10uM

— =

ABC

Figura 9. Tasa de crecimiento de la cepas silvestres y farlA en presencia de diferentes concentraciones de
PI-1. n=3
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7.2 Verificacion de mutaciones por PCR

Se extrajo el DNA de las cepas que mostraron proteccion al PI-1 y de la cepa
ksslA y se comprobd por PCR que las mutantes tenian el casete de resistencia a
geneticina (KanMX4) insertado en el sitio correcto (Figura 10). El tamafio del producto
de PCR esperado por cada mutacion a verificar se muestra en la Tabla 2. Las secuencias
de los oligonucléotidos utilizados para cada reaccion de PCR se muestran en la Tabla 2
del Anexo.

A pesar de que ksslA no es resistente a la muerte inducida por el PI-1, se
decidié verificar la delecion de la cepa, ya que es una mutante crucial para entender la
participacion de la via de las MAPK en el mecanismo de muerte, como se vera mas

adelante.

——= WT AStell WT ASte50 WT  ASte? WT  ASteS

[Kame-  (KanC- [Kamn- [KamC- (Kand - [KamC- {Kant [Kant-

Stelim) StellD) Stes00)  Ste500) steT0) Ste o) stesp)  SbeSD)
1650pH—
1000 pb y—

S50p b [re— - “ “
[
[

o

LESﬂph!

imhw-&u"

850Pb

WT Afus3 WT Afari WT Afigl WT Abemi1

[KanC-  [KanC- {¥anc-  [Kant- [Kanl-  [Kani- (¥anc-  [KanC-
Fue3D) FusiD) Farip) FarlD) FiglD) FiglD) BemlD) BemlD]

-

—_—

Figura 10. Productos de PCR corridos en gel de agarosa 1%. Todos los productos son de la longitud
esperada lo cual indica que cada mutante tiene el casete de KanMX4 insertado en el sitio correcto. En
cada carril se indica el genoma que se utilizd6 como DNA templado en cada PCR y entre paréntesis los

pares de oligonucle6tidos.
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Tabla 2. Se muestran los pares de oligonucledtidos utilizados para verificar las
mutaciones de las cepas que resistieron a la muerte del PI-1 y el tamafio esperado del
producto de la PCR.

Genotipo por | Oligonucledtidos utilizados | Tamaiio esperado del
verificar (Fwd, Rvs) producto
stel1A::KanMX4 KanC, Stell D 859pb
ste50A::KanMX4 KanC, Ste50 D 1011pb
ste7A::KanMX4 KanC, Ste7 D 905pb
ste5A::KanMX4 KanC, Ste5 D 967pb
fus3A::KanMX4 Kan C, Fus3D 1111pb
kss1A::KanMX4 Kan C, Kss1D 943pb
far1A::KanMX4 KanC, Farl D 984pb
fig1A::KanMX4 KanC, Figl D 907pb
bemi1A::KanMX4 KanC, Beml1 D 998pb

7.3 Formulacion de segunda hipétesis

Figl es una proteina integral de membrana que forma parte de la via de la
feromona y se encarga de regular el sistema de entrada de Ca** de baja afinidad y de
permitir la fusion célula-célula durante el apareamiento (Muller et al., 2003).
Probablemente su relacion con la muerte provocada por el PI-1 tenga que ver con su
ubicacién en la membrana de la célula, mas que con la entrada de Ca®*, ya que la
ausencia de factores que son necesarios para la actividad del sistema de entrada de Ca**
de baja afinidad como Rvs161, Peal y Pea2 (Muller et al., 2003), no protegen de la
muerte (Figura 7). Posiblemente la presencia de Figl en la membrana facilita la entrada
del PI-1, por lo tanto, en las cepas Afigl se disminuye el efecto fungicida del péptido.
Son necesarios mas estudios para verificar esta hipotesis que no forma parte de la
motivacion original de este trabajo. Posiblemente los ensayos de internalizacion del
péptido descritos previamente sirvan para probar esta hipdtesis (Rodriguez Plaza et al.,
2014).

Bem1 es una proteina involucrada en establecer la polaridad celular y formar la
estructura de “shmoo” (Madden and Snyder, 1998). Esta proteina interactia con las
proteinas Ste5 y Ste20, por lo tanto, es un puente que comunica la via de las MAPK con
las modificaciones en el citoesqueleto de actina que se requieren para el apareamiento

(Leeuw et al., 1995). La proteccién parcial de Abem1 a los efectos del PI-1 sugiere que
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la morfogénesis provocada por la feromona también influye en la muerte provocada por
este peptido.

Las proteinas llamadas “STE” reciben ese nombre porque cuando alguna de ellas
es disfuncional las células no logran aparearse exitosamente con levaduras del tipo
opuesto a causa de una falla en el arresto del ciclo celular, es decir, son estériles
(STErile) (Hartwell, 1980). Especificamente las mutantes “steA” que se ensayaron en
este trabajo carecen de proteinas que se encuentran rio arriba de Farl; sin ellas Farl es
incapaz de activarse e inducir el arresto de las células, por lo tanto, es de esperarse que
la tasa de crecimiento en presencia de la feromona o de las mutantes
stellA, stebA, ste7A, ste50A y farlA sea la misma que en presencia que en YPD+H,0.
Este fendmeno se refleja en los resultados obtenidos (Figura 8), con excepcion de la
cepa Aste50; la diferencia entre el ABC de las células crecidas en YPD+H,O y en
YPD+feromona o es significativa a pesar de no ser muy grande (diferencia=1.04
unidades t=6.635). Esto ya ha sido reportado en la literatura (Wu et al., 1999) donde se
demuestra que Ste50 es un activador de Stell pero que su ausencia no evita por
completo la activacion de este ultimo.

Todas las cepas que tienen eliminado un gen “STE” presentan la misma
resistencia a la feromona o que al PI-1 (Figura 8), apoyando la hipotesis de que el
arresto del ciclo celular en G1 es un requisito para que el PI-1 provoque la muerte de las
células. Sin embrago, Ilama la atencion que la cepa farlA rompe con este esquema: a
pesar de que el ABC de la condicién YPD+H,0 no presenta diferencias significativas al
compararse con el ABC de la condicion con feromona o, el ABC que corresponde al
crecimiento con PI-1 es significativamente menor comparada con las dos anteriores
(Figura 8). Es decir, la ausencia de FARL no permite que la poblacion celular expuesta al
PI-1 recupere por completo el crecimiento que tienen las células en medio de cultivo sin
el péptido. Esto sugiere que, si bien el detenimiento en el ciclo celular causado por la
activacion de Farl es un evento que participa en la muerte de la levadura, este fenémeno
no es la Unica causa de la muerte.

Otra mutante cuyo comportamiento llama la atencion es Afus3, la ausencia de
esta MAPK directamente rio arriba de Farl presenta una proteccién parcial tanto a la
feromona a como al PI-1 (Figura 8). Se ha reportado en estudios previos que Kssl es
una MAPK que en ausencia de Fus3 puede fosforilar a Farl, aunque con una menor

eficiencia que Fus3 (Breitkreutz et al., 2001; Peter et al. 1993), probablemente a esto se
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deba la proteccion parcial que la cepa Afus3 presenta al PI-1. Una manera de saber si
Kss1 es efectivamente la proteina que esta previniendo que la ausencia de Fus3 conlleve
a la inactivacion completa de Farl es ver el comportamiento de kss1A con feromona o, y
con el PI-1. Sin embargo, esta reportado que la ausencia de Kssl es prescindible para
que las células se arresten exitosamente en respuesta a la feromona, pues Fus3 es capaz
de transmitir la sefial por si sola (Peter et al. 1993; Sabbagh et al., 2001). De acuerdo
con estos antecedentes, los resultados de ksslA obtenidos en el presente trabajo
muestran que la cepa no es resistente al arresto inducido por la feromona o y tampoco
protege de la muerte provocada por el PI-1. Por lo tanto, la mutante simple kss1A no
provee suficiente informacion sobre el mecanismo de accién del PI-1. Para ello, es
necesario eliminar simultaneamente a FUS3 y a KSS1 para interrumpir completamente
la sefial que conduce a la activacion de Farl (Elion et al., 1991) y ver el efecto que Kss1

tiene en células expuestas al PI-1.

Con base a los resultados obtenidos surgen dos hipotesis:

1) Si la ausencia de la MEKK Stell, de la MEK Ste7 o de la proteina de
andamiaje Ste5 previenen totalmente la muerte provocada por el PI-1,
pero la ausencia de la MAPK Fus3 protege de manera parcial, es
posible que una cepa que carezca de FUS3 y de KSS1 recupere la
proteccion total al PI-1.

2) Por otro lado, dado que la proteina responsable de detener el ciclo
celular de la levadura, Farl, no protege por completo de la muerte
inducida por el PI-1 pero los elementos rio arriba si
(stellA, stebA, ste7A), hipotetizamos que existe otro mecanismo
complementario al arresto del ciclo celular que provoque la muerte de
las células y que también sea desencadenado por la MEKK Stell y la
MEK Ste7.

7.4 Evaluacion de dobles mutantes

Para esclarecer la participacion de la cascada de las MAPK en el mecanismo de
muerte del PI-1 se construyd la doble mutante MATa kss1A::KanMX4 fus3A::NatMX4.
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Cuando esta cepa se crecid en presencia de feromona a se obtuvo el resultado que ya se
ha reportado en estudios previos (Elion et al., 1991) que es una resistencia total al
arresto celular (Figura 11). Cuando esta cepa se crecié en presencia del PI-1 la
resistencia a la muerte también fue completa pues el ABC no presenta diferencias
significativas con el ABC de las condiciones YPD+ feromona a 0 YPD+H,0 (Figura
11). Es decir, el efecto de resistencia a la muerte observado en la ausencia de los genes
FUS3 y KSS1 es mayor que el de la suma del efecto de resistencia de la mutante simple
fus3A y de la mutante simple kss1A, lo que se puede traducir en que los genes presentan
una relacion epistatica de tipo sinérgica (Otto y Feldman, 1997). Estos resultados
indican que el mecanismo de muerte del PI-1 es totalmente dependiente de la activacion
de la via de las MAPK. Sin embargo, la supresiéon conjunta de KSS1 y FUS3 no logra
explicar por qué las células con la delecion del gen FAR1 no presentan una proteccién
total a la accion del PI-1, como sucede cuando son expuestas a la feromona o, apoyando
la idea de que ademaés del detenimiento del ciclo celular provocado por Farl debe existir
otro evento que provoque la muerte de las células que sea independiente al arresto pero
dependiente de Fus3 y/o Kss1 (y de los elementos rio arriba de estas MAPK).

Como la ausencia del gen KSS1 no protege a las células de la muerte, es poco
probable que Kssl sea el elemento encargado de regular un mecanismo de muerte
complementario al arresto celular en G;. Por otro lado, es probable que el grado de
proteccion al PI-1 que presenta fus3A no sélo sea el reflejo del abatimiento parcial del
detenimiento del ciclo celular sino también el reflejo del abatimiento de un segundo
mecanismo involucrado en la muerte.

Con el objetivo de averiguar si Fus3 es responsable no s6lo de activar a Farl
sino también a otro elemento que cause muerte en las células se construyé la doble
mutante MATa farlA::KanMX4 fus3A::NatMX4. Si Fus3 fuera responsable de activar un
segundo proceso necesario para la muerte, entonces la cepa farlAfus3A presentaria una
resistencia al PI-1 mayor que la mutante simple farlA, pues la doble mutante estaria
evitando la posibilidad de detener el ciclo celular (por la ausencia de FAR1) y la

posibilidad de activar el segundo mecanismo de muerte (por la ausencia de FUS3).
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Figura 11. ABC de las cepas crecidas en YPD + H,0, en YPD + feromona o 10 uM y en YPD + PI-1
10 uM durante 24h. n=13 para far1Afus3A y kss1Afus3A, n=15 para las demas cepas.

Al exponer a la doble mutante far1Afus3A a la feromona o se verificd que su
tasa de crecimiento no presentaba diferencias significativas con el crecimiento de la
cepa en YPD+H,O. Este resultado es predecible pues esta cepa carece del factor que
permite que las células detengan su ciclo de reproduccion (Chang and Herskowitz,
1990; Peter and Herskowitz, 1994). Cuando se creci6 la doble mutante en presencia del
Pl-1 se obtuvo un ABC significativamente menor que el ABC de la condicion
YPD+H,0 o YPD+feromona o (Figura 11). Sorprendentemente, el ABC de far1Afus3A
con PI-1 también es significativamente menor que el ABC de la mutante simple farlA
con PI-1 (Figura 11). Si se compara la tasa de crecimiento en YPD+PI-1 de far1Afus3A
con la cepa fus3A no se obtiene una diferencia significativa (Figura 11). Es decir, el
efecto de resistencia a la muerte que la mutante simple fus3A tiene en presencia del PI-1
predomina sobre el efecto de la mutante simple farlA, esto se puede traducir en que
FUS3 presenta dominancia epistatica sobre FAR1 (Cordell, 2002). Dicho fendmeno
sugiere que existe una via controlada por las MAPK (Fus3/Kssl) que predomina sobre
el papel que juega Farl cuando el PI-1 activa la ruta de las MAPK.
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7.5 Verificacion de mutaciones de las dobles mutantes

En la Figura 12 se presentan los geles de agarosa con los productos de las PCR
realizadas para verificar que el casete de resistencia a antibiotico estuviera insertado en
el sitio correcto del genoma. El tamafio del producto de PCR esperado por cada
mutacion a verificar se muestra en la Tabla 3. Las secuencias de los oligonucléotidos
utilizados para cada reaccion de PCR se muestran en la Tabla 2 del Anexo.

WT Akssl WT Akssl WT Afarl WT Afarl
(Kanc-  Afus3 [(NatC- Afys3 (Kanc Afus3  (NatC Afys3

Kss1D)  (kanc-  FUs3D) (naec Far1d) (ganc.  F¥¥0) (e
- Kss1D) Fus3D) FarlD) Fus3D)
v
1650ph —
o —
1000pb
850pb i e

Figura 12. Productos de PCR corridos en gel de agarosa 1%. Se realizaron las reacciones para verificar la
insercion del casete NatMX4 en el sitio del gen FUS3 y la insercién del casete KanMX4 en el sitio del gen
FAR1 y del gen KSS1. En cada carril se indica el genoma que se utiliz6 como DNA templado en cada

PCR y entre paréntesis los pares de oligonucleétidos.

Tabla 3. Pares de oligonucle6tidos utilizados para verificar las mutaciones de las cepas y
tamano esperado del producto de la reaccion.

Genotipo por | Oligonucledtidos utilizados | Tamaiio esperado del
verificar (Fwd, Rvs) producto
fus3A:NatMX4 NatC, Fus3D 1111pb
far1A::KanMX4 KanC, Farl D 984pb

kss1A::KanMX4 KanC, Kss1 D 943pb

Los productos obtenidos en las reacciones realizadas con el genoma de las cepas
mutante son de la longitud esperada y dicho producto no aparece en las reacciones
realizadas con el genoma de levadura silvestre. Estos resultados corroboran el genotipo

de las mutantes utilizadas en el presente trabajo.
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7.6 Evaluacion de elementos de la via del crecimiento filamentoso.

El crecimiento filamentoso en la levadura ocurre cuando hay una disponibilidad
limitada de determinados nutrientes (Gimeno et al., 1992; Palecek et al., 2002). Esta es
la Unica via reportada en la literatura que comparte la misma cascada de MAPK que la
respuesta a la feromona (Ste20, Stell, Ste7, Fus3/Kss1). El grado de activaciéon de Fus3
y Kssl es lo que determina la respuesta a la feromona o la respuesta al crecimiento
filamentoso, lo cual esta definido por el contexto celular (Bardwell et al., 1998). Es
decir, mientras que la MAPK predominante en la respuesta a la feromona es Fus3 (Elion
et al., 1991), la que predomina en el crecimiento filamentoso es Kss1 (Madhani et al.
1997; Bardwell et al., 1998). A pesar de que ambos procesos requieren de la actividad
de las mismas proteinas rio arriba de Fus3 y Kss1, se sabe que cada proceso mantiene su
especificidad. Se ha sugerido que la predominancia de una ruta sobre la otra depende de
una fosforilacion sostenida contra una fosforilacion transitoria de estas MAPK
(Sabbagh et al., 2001). También se ha sugerido que depende de la selectividad dada por

proteinas de andamiaje (van Drogen y Peter, 2002)
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Figura 13. Tasa de crecimiento de mutantes simples que tiene deletados genes indispensables para el
crecimiento filamentoso. Se muestra el ABC de las cepas crecidas en YPD + H,0, en YPD + feromona o

10uM y en YPD + PI-1 10uM durante 24h. n=6
Si la activacion de la via de las MAPK estuviera activando o desinhibiendo la

respuesta del crecimiento filamentoso y este evento fuera responsable de la muerte de

las células MATa de S. cerevisiae, entonces mutantes que tengan deletados genes
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indispensables para el crecimiento filamentoso mostrarian un fenotipo de resistencia a la
muerte. Para probar esto se seleccionaron tres mutantes con deleciones en los genes
TEC1, PHD1 y FLO11. Tecl es un factor de transcripcion que se une al factor de
transcripcion Stel2; la activacion de la mayoria de los genes del crecimiento
filamentoso depende de la unién Tec1-Stel2 (Chou et al., 2006; Madhani y Fink, 1997).
Phdl es un activador transcripcional que regula la expresion de algunos genes de la
respuesta del crecimiento filamentoso y se ha observado que la sobreexpresion de este
gen induce este tipo de respuesta (Gimeno y Fink, 1994). Finalmente, Flo1ll es una
foculina cuya transcripcion esta regulada por Tec1-Stel2 y por Phdl; esta proteina es
requerida para la formacion de interconecciones fibrosas entre las células durante la
respuesta de crecimiento filamentoso (Rupp et al., 1999). Esta reportado que la ausencia
de alguno de los tres genes descritos previamente evita que las células desarrollen
crecimiento filamentoso (Chen y Fink, 2006; Jin et al., 2008). En la Figura 13 se
muestran los resultados de los ensayos de crecimiento con las mutantes Aflol1, Aphdl y
Atecl; se observa que en presencia de PI-1 ninguna de ellas muestra resistencia a la

muerte.

7.7 Verificacion de mutaciones (crecimiento filamentoso)

En la Figura 14 se presentan los geles de agarosa con los productos de las PCR
realizadas para verificar las mutaciones de las tres cepas relacionadas al crecimiento
filamentoso. El tamarfio del producto de PCR esperado por cada mutacion a verificar se
muestra en la Tabla 4. Las secuencias de los oligonucléotidos utilizados para cada

reaccion de PCR se muestran en la Tabla 2 del Anexo.

Tabla 4. Pares de oligonucle6tidos utilizados para verificar las mutaciones de las cepas y
tamano esperado del producto de la reaccion.

Genotipo por | Oligonucledtidos utilizados | Tamaiio esperado del
verificar (Fwd, Rvs) producto
tec1A::KanMX4 KanC, TeclD 982pb
flo11A::KanMX4 KanC, Flo11D 904pb
phd1A::KanMX4 KanC, Phd1D 989pb
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Figura 14. Productos de PCR corridos en gel de agarosa 1% para verificar la correcta insercion del casete
KanMX4 en las cepas Atecl, Afloll y Aphdl. En cada carril se indica el genoma que se utiliz6 como

DNA templado en cada PCR y entre paréntesis los pares de oligonucle6tidos.

7.8 Propuesta de un mecanismo de accion del PI-1

En la literatura no existen reportes de otras vias ademas de la respuesta a la
feromona y del crecimiento filamentoso que estén controladas por la cascada de las
MAPK (Stell, Ste7, Fus3/Kssl), sin embrago los resultados del presente trabajo
sugieren que debe existir una via dependiente de las MAPK que esté involucrada en la
muerte inducida por el PI-1.

Tomando en cuenta las relaciones epistaticas que existen entre Kssl-Fus3 y
Farl-Fus3 y pudiendo descartar la via del crecimiento filamentoso como un mecanismo
de muerte complementario a la activacion de Farl, se construyé un modelo (Figura 15)
que puede explicar el fenotipo que las mutantes de la via de las MAPK presentan al ser
expuestas al PI-1. En este modelo se respetan las interacciones reportadas entre las
MAPK (Stell activa a Ste7 y esta ultima activa a Fus3 y a Kss1) (Herskowitz, 1995).
En este modelo se destaca el hecho de que la presencia de FUS3 evita que Kss1 presente
altos niveles de fosforilacion/activacion y que, por el contrario, la ausencia de FUS3
provoca un aumento en la fosforilacion/activacion de Kssl (Gartner et al., 1992; Ma et
al., 1995; Madhani et al., 1997). Se presume que Farl sélo puede ser activada por Fus3,

pues, a pesar de que se ha reportado que Kssl es capaz de fosforilar a Farl (Breitkreutz
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et al., 2001), existen reportes que indican que en el contexto de la feromona una
mutante nula Afus3 evita por completo el arresto del ciclo celular provocado por Farl
mientras que una mutante nula Akssl no previene el arresto (Elion et al., 1991). La
activacion de Farl es responsable de inducir un mecanismo de muerte en las células, sin
embrago, como se menciond anteriormente, este fendmeno no es responsable de la
totalidad de la muerte causada por el PI-1. Se propone que Kssl y Fus3 son
responsables de desencadenar un segundo mecanismo de muerte (complementario al
provocado por Farl) mediante la activacion o inhibicién de un elemento que es
denominado “GenX” (debido a que se desconoce su identidad). En este modelo se
asume que la tasa de activacién/inhibicion del “GenX” es mayor por parte de Kssl que
por parte de Fus3. Finalmente, se sabe que cuando Farl esta activo establece una union
con el factor de intercambio de nucleotidos de guanina Cdc24 (Eserink, 2010); este
complejo se dirige a la membrana y provoca el intercambio de GDP por GTP de la
GTPasa Cdc42 activando de esta manera a Ste20 (Moskow et al., 2000). La activacion
de Ste20 promueve a su vez la de Stell, es decir, Farl esta promoviendo un ciclo de

retroalimentacion positiva de la via de las MAPK al liberar a Cdc24.

J—1 \
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Figura 15. Modelo de interacciones genéticas que explica la manera en que la via de las MAPK

desencadenada por el P1-1 puede estar activando dos vias que conducen a las células a la muerte.

En el contexto de una cepa silvestre en presencia del PI-1, Fus3 esta evitando

que Kssl se fosforile/active por lo que este ultimo es incapaz de activar/inhibir al GenX.
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Sin embrago, Fus3 esta activando los dos mecanismos de muerte exitosamente mediante
la activacion de Farl y la activacion/inhibicién del GenX. Farl ademas contribuye al
mantenimiento de la sefializacion de las MAPK mediante su ciclo de retroalimentacion
positiva. Esto se traduce en una muerte total de la poblacion celular expuesta al PI-1.

De acuerdo a este modelo, si Kssl se quita del sistema no habra ninguna
diferencia fenotipica con la cepa silvestre en presencia de PI-1, ya que normalmente la
activacion de Kssl esta siendo reprimida por Fus3, lo cual coincide con los resultados
de la mutante Akss1. Por otro lado, en la mutante nula Afus3 en presencia de PI-1 no se
evita la fosforilacion de Kssl, por lo tanto, esta ultima activa/inhibe al GenX. Sin
embargo, Farl no puede ser activado por Fus3 entonces solo uno de los dos mecanismos
de muerte esta presente y no hay retroalimentacion positiva de la via de las MAPK, lo
que se traduce en una muerte parcial de la poblacion celular. Si Farl es deletado no
puede activar el mecanismo de muerte que le corresponde ni retroalimentar la via de las
MAPK. No obstante, el segundo mecanismo desencadenado por el GenX esta presente
ya que Fus3 esta activa. Debido a que se establecié que el GenX tiene una menor tasa de
activacion/inhibicién por Fus3 que por Kssl entonces hay una menor activacion del
mecanismo de muerte en las mutantes Afarl que en las mutantes Afus3, lo cual se
refleja en el fenotipo de estas mutantes cuando son expuestas al PI-1. En la doble
mutante Akss1Afus3 se estan abatiendo los dos mecanismos de muerte ya que no se
cuenta con ninguna de las dos MAPK capaces de desencadenarlos. De acuerdo al
modelo, se observa una resistencia completa a la muerte provocada por el PI-1 en estas
cepas. En cambio, la doble mutante Afar1Afus3 tiene el mismo fenotipo que la mutante
simple Afus3 pues por un lado se evita la inhibicion de la fosforilacién/activacion de
Kssl y por otro se impide activar el mecanismo de muerte desencadenado por Farl.

Con la intencion de identificar al GenX se hizo una busqueda en la base de datos
de BIOGRID para identificar a los genes que se han reportado que presentan algun tipo
de interaccién tanto con FUS3 como con KSS1. De esta busqueda se obtuvo una lista
con 49 genes. Para filtrar esta lista se considero que Fus3 y Kssl activen el mecanismo
de muerte dependiente del GenX mediante la activacion o inhibicion del este ultimo, es
decir, la activacion del GenX por arriba de los niveles basales o la reduccién de su
actividad por debajo de los niveles basales puede comprometer la viabilidad celular.
Con base a esto se buscé entre la lista del 49 interactores de Fus3 y Kssl los genes que

presentaran una reduccion en la viabilidad celular o en el crecimiento vegetativo a causa
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de su sobreexpresion o de su delecion. La lista de los 30 genes que cumplen dicho
fenotipo se muestra detalladamente en la Tabla 5.

Llama la atencién que BEM1 se encuentra dentro de esta lista, pues la ausencia
de este gen protege parcialmente de la muerte inducida por el PI-1 (Figura 8), lo que
significa que la activacion de Bem1 por Fus3 o Kssl podria estar desencadenando un
mecanismo de muerte. La sobreexpresion de Bem1 podria validar esta hipétesis, pero a
la fecha no se ha reportado el fenotipo de una cepa sobreproductora de Beml. Por lo
tanto, no se puede suponer que la hiperactivacion de esta proteina por parte de las
MAPK es responsable de la reduccion de la viabilidad celular. Por otra parte, se sabe
que Bem1 es una proteina que funciona como andamio para Cdc24 y Ste20 (Leeuw et
al., 1995). La principal funcién el complejo Cdc42-Ste20, que es activado por la
traslocacion de Cdc24-Farl a la membrana, no es promover la activacion de Stell y de
las MAPK rio abajo, sino permitir la movilizacion del citoesqueleto de actina para
formar la estructura de “shmoo” (Eserink, 2010). Es decir, Bem1 es necesaria para la
adecuada transduccion de la sefial de la feromona que permite la movilizaciéon del
citoesqueleto (Madden y Synder, 1998). Es posible que bajo el contexto del PI-1, Fus3 y
Kssl estén hiperactivando a Beml causando de esta manera defectos en las
modificaciones morfoldgicas de la célula y que la combinacion de este fendmeno con el
detenimiento del ciclo celular causado por Farl esté conduciendo a la muerte de las

células MATa de S. cerevisiae.

Tabla 5. Se enlistan los genes que presentan algun tipo de interaccion con Fus3 y con
Kssl y cuya ausencia o0 sobreexpresion compromete la viabilidad y/o crecimiento del
organismo.

Sobreexpresion l Mutante Nula Participa
Gen ORF No Viabilidad: | Crecimiento || No Viabilidad: | Crecimiento | " via de
viable | reducida vegetativo: viable | reducida vegetativo: la
feromona
ACT1 YFLO39C | X detenido, X
tasa reducida
ADO1 | YJR105W tasa reducida
AKR1 | YDR264C reducido, tasa reducida | X
tasa reducida
ASK10 | YGRO97W tasa reducida
BCK2 YER167W tasa reducida
BDF2 | YDLO70W tasa reducida
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BEM1 | YBR200W reducido,
tasa reducida
BUB1 | YGR188C tasa reducida tasa reducida
BUD27 | YFLO23W reducido, reducido,
tasa reducida tasa reducida
CDC14 | YFRO28C tasa reducida
CDC25 | YLR310C
CKB1 | YGLO19W tasa reducida
CLN3 | YALO40C tasa reducida
DIG1 YPLO49C anormal,
tasa reducida
GPA2 | YER020W tasa reducida tasa reducida
HOG1 | YLR113W detenido,
tasa reducida
MCM2 | YBL023C
MIG1 YGLO035C reducido,
tasa reducida
PAC10 | YGRO078C reducido,
tasa reducida
RCK1 | YGL158wW tasa reducida
RGC1 | YPR115W tasa reducida
RPD3 | YNL330C tasa reducida
RPNG6 YDL097C
SAS10 | YDL153C reducido
SNF1 YDR47TW ausente, tasa
reducida
STE12 | YHRO84W tasa reducida
THP2 YHR167W tasa reducida reducido,
tasa reducida
UBP10 | YNL186W reducido, reducido
tasa reducida
UBP9 | YER098W tasa reducida
UPC2 | YDR213W reducido

crecimiento vegetativo se especifica el tipo de defecto que presentan las mutantes.

La presencia de fenotipos que comprometen la viabilidad estd marcada con una “X” y en el caso del

47




8. Conclusiones y Perspectivas

Se comprob6 que el mecanismo celular desencadenado por el PI-1 que provoca
la muerte de las levaduras necesita de la activacion de la via de la feromona y es
totalmente dependiente de la presencia de las dos MAPK Fus3 y Kssl. Debido a que
Farl no es responsable de la totalidad de la muerte de las células es posible que las
MAPK Fus3 y Kssl estén promoviendo un segundo mecanismo de muerte. LoS
resultados obtenidos a partir de este trabajo sugieren que el PI-1 puede estar causando la
hiperactivacion de Beml por parte de Fus3 o Kssl y esta hiperactivacion puede ser
responsable de la muerte de la levadura. Esto implicaria que la combinaciéon del
detenimiento del ciclo celular (causado por la activacion de Farl) con defectos en la
movilizacion del citoesqueleto de actina (causado por la hiperactivacion de Bem1l)
conduce a las células MATa de S. cerevisiae a la muerte.

Para probar esta hipdtesis es preciso evaluar a la doble mutante Abem1Afarl en
presencia del PI-1 esperando una resistencia completa de esta cepa a la muerte. Si no se
obtuviera el resultado deseado con esta cepa se pueden encontrar entre los demas
interactores de Fus3 y Kssl otras opciones que puedan explicar satisfactoriamente la
manera en que el detenimiento del ciclo celular puede ocasionar la muerte de las
levaduras al combinarse con otro proceso celular. Con base en estos resultados se podria
validar mediante Western Blot la hiperactivacién de Bem1 o de la proteina codificante
del GenX.

Los resultados de este trabajo muestran que la ruta de activacion de las MAPK
inducida por PI-1 es diferente a la inducida por la feromona alfa en S. cerevisiae. Estos
resultados confirman las observaciones iniciales de nuestro grupo sobre las propiedades
emergentes de los péptidos Iztli (Rodriguez Plaza et al., 2012). Estas propiedades
emergentes podrian ser consecuencia de que el PI-1 esté actuando de forma
independiente a la via de las MAPK y que esta actividad altere la sefializacion canonica
de la feromona en S. cerevisiae. De acuerdo a resultados reportados de nuestro grupo
(Rodriguez Plaza et al., 2014), el PI-1 es capaz de internalizarse en células MATa de
forma independiente a la endocitosis del receptor Ste2; esta internalizacion podria
causar una respuesta celular que altere la via canonica de sefializacion de la feromona.
Queda por investigar los blancos intracelulares de PI-1 para entender como estos

cambios logran alterar la sefializacion candnica de la feromona.
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10. Anexo

Péptidos Iztli y feromona a

Tabla 1. Se muestran las secuencias de las 4 versiones sintetizadas de péptidos Iztli y la
secuencia del peptido de las feromona a.

Nombre del péptido Secuencia

Péptido Iztli-1 (P1-1) KFLNRFWHWLQLKPGQPMY
Péptido Iztli-2 (PI1-2) RRLKDFWHWLQLKPGQPMY
Péptido 1ztli-3 (PI-3) KFWKRFWHWLQLKPGQPMY
Péptido Iztli-4 (P1-4) RKLQKFWHWLQLKPGQPMY
Feromona o WHWLQLKPGQPMY

Oligonucleotidos para PCR

Verificaciéon de mutaciones

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleotidos utilizados para verificar el genotipo de las
cepas mutantes.

Nombre oligonucleodtido Secuencia 5’23’

Kan C Fwd TGATTTTGATGACGAGCGTAAT

Nat C Fwd TACCAACAAATACAAGCCTACA
StellD Rvs ATCTTACTTGATTTTATTCCAGGGG
Ste50D Rvs CATTATCCAAACATGAAAATAAGGC
Ste7D Rvs TGGTTGTGGCATAAAAATAAAGAAT
Ste5D Rvs GAATGAAAAGCAATATACGCAAGAT
Fus3D Rvs AATCACTACTTTGGTAGTTTGACGC
Kss1D Rvs GTGTTGATATCGCCTCTTTGATTAC
FarlD Rvs TGCTACAACCATGTTGGTATAATTG
FiglD Rvs AAATTTCTGGAGCTTTGTTACATTG
Bem1D Rvs CATGCATTATGATTGAGTGGAAATA
TeclD Rvs GATGTGTATTGGCTGGTTTACTTCT
Flo11D Rvs CCAATACTACCGGTACTTGTTCTTG
Phd1D Rvs ATGTTTCAAAAAGGCATCATATTGT
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Construccién de mutantes dobles

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados para crear el producto con el que
se transformaron mutantes simples con el objetivo de crear mutantes dobles.

Nombre Secuencia 5’23’
oligonucleotido

Delecion FUS3 CTTTCTTCTAATAGCTAGTTCGTTTGAACTACAAGGAAATAA

Fwd GGCAGAGAACATGGAGGCCCAGAATACCCT
Delecion FUS3 CAGCGGCTAATACGTATGTCATATGTACATATGTATATGTGTA
Rvs CGTATATCAGTATAGCGACCAGCATTCAC

Preparacion de soluciones

Medios de cultivo

YPD
1% Extracto de levadura
2%  Peptona

2%  Glucosa

Extraccion de DNA

Buffer STES

0.2M  Tris-HCI (pH 7.6)

0.5M NacCl

0.1% SDS

0.01M EDTA

Almacenar a temperatura ambiente
Buffer TE

10M  Tris-HCI (pH 7.6)

ImM EDTA

Almacenar a temperatura ambiente

60



Electroforesis DNA

Buffer SB 50X (pH=8.0-8.5)
250mM Borato de sodio decahidratado
500mM Hidroxido de sodio

Ajustar pH con &cido bérico. Almacenar a temperatura ambiente. Antes de usar diluir a

1X'y mantener a 4°C

Gel de agarosa 1%

19 Agarosa
80ml Buffer SB 1X

Aforar a 100ml, calentar con agitacion hasta que la mezclase torne transparente.

Agergar 5ul de Bromuro de etidio (10mg/ml) y revolver.

Verter el liquido en el molde y esperar 20min a que gelifique.
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