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Abreviaturas

Cvt
PI3K
PAS
FE
ROS
ATG’X’
PCR
VN

VC
GFP
tBOOH

Transporte Citoplasma a Vacuola
Fosfoinositol 3 cinasa

Sitio de ensamblaje del fagoforo
Fosfatidiletanolamina

Especies reactivas de oxigeno

Distintos genes relacionados a autofagia
Reaccion en cadena de la polimerasa
Fragmento amino terminal de Venus
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Proteina verde fluorescente

Ter Butil Hidroperdoxido
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1 Resumen

La autofagia es un proceso catabdlico por el cual se degradan elementos
citoplasmaticos en el interior de la vacuola o lisosomas. Este proceso es
importante para la homeostasis celular, para retrasar el envejecimiento, para el
desarrollo y para generar las respuestas contra el estrés. Durante la autofagia
general se degradan inespecificamente componentes del citoplasma, sin embargo,
también existen procesos de autofagia especifica, como la mitofagia, en la cual

solo las mitocondrias son degradadas.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la proteina mitocondrial SIm35
esta involucrada en las respuestas a estrés oxidativo y al control de la longevidad
celular. El gen SLM35 presenta una interaccion genética negativa con el gen
TOR1 y con genes que codifican para componentes de la autofagia. Ademas,
mutantes nulas SLM35 muestran un incremento en el flujo mitofagico por lo que se
ha propuesto como un regulador negativo de la mitofagia. Sin embargo, aun no se

conoce el mecanismo mediante el cual la proteina SIm35 participa en la autofagia.

En el presente trabajo evaluamos las interacciones genéticas del gen
SLM35 con genes que codifican para elementos de la autofagia general, la
autofagia selectiva, la mitofagia, la pexofagia y la via Cvt (Cytoplasm-to-vacuole
targeting) en condiciones de estrés oxidativo con el objetivo de determinar como
SIm35 participa en el proceso de autofagia bajo esta condicion. También
analizamos el proceso de autofagia general en ausencia de componentes de la

autofagia y de SIm35.

Nuestros resultados muestran que la resistencia a estrés oxidativo
previamente reportada para la cepa AsIm35 depende de los componentes de la
autofagia general, de la mitofagia y de la via Cvt, pero no de la pexofagia.
Ademas, observamos que en ausencia de Atgll y SIm35 la autofagia general se
abate. Todo esto indica que el papel de la proteina mitocondrial SIm35 no esta
limitado a la mitofagia sino que puede jugar un papel importante junto con otras

proteinas Atg durante la autofagia general.



2 Introduccion
2.1 Autofagia

La macroautofagia (aqui referido como autofagia) es un proceso celular mediante
el cual se degradan componentes celulares en los lisosomas (células de
mamifero) o en las vacuolas (hongos y plantas). La autofagia se presenta como un
mecanismo de respuesta a condiciones de estrés, ademas de ser un importante
regulador de la homeostasis, del metabolismo, del crecimiento celular, asi como

de la senescencia y envejecimiento (Farré & Subramani, 2016).

Se han descrito tres tipos diferentes de autofagia morfolégicamente
diferentes: macroautofagia, microautofagia y autofagia mediada por chaperonas.
La macroautofagia es aquella en donde el componente celular es almacenado en
el autofagosoma y es entregado a los lisosomas/vacuolas para su degradacion
(Figura 1). La microautofagia en cambio hace referencia a una invaginacion directa
de la membrana de los lisosomas/vacuolas rodeando pequefios componentes
citoplasmaticos o de organelos. Finalmente, en la autofagia mediada por
chaperonas el componente celular destinado a degradacion es guiado por
chaperonas hacia el lisosoma, este tipo de autofagia ha sido descrita en células de
mamiferos pero no en levaduras (Kanki, Furukawa, & Yamashita, 2015; Mdller, Lu,
& Reichert, 2015).
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Figura 1. La autofagia se lleva a cabo por tres mecanismos diferentes: Macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. La macroautofagia se distingue por la
formacién del autofagosoma que envuelve los componentes citoplasmicos a degradar. La
microautofagia se caracteriza por una invaginaciéon de la vacuola. La autofagia mediada por
chaperonas, un tipo de autofagia presente solo en células de mamiferos, requiere de proteinas
chaperonas para dirigir el componente celular a degradar hacia el lisosoma.

La autofagia fue considerada inicialmente como un proceso inespecifico, sin
embargo, en los ultimos 15 afios se ha descrito que ciertos organelos o proteinas
blanco se degradan de manera dirigida. Entre estos tipos de autofagia especifica
se incluyen la mitofagia, la pexofagia, la ribofagia, la REfagia, la nucleofagia, la
lipofagia o la agregofagia, que son procesos que degradan mitocondrias,
peroxisomas, ribosomas, reticulo endoplasmico, porciones nucleares, gotas
lipidicas o agregados proteicos, respectivamente (Figura 2) (Farré & Subramani,
2016). La autofagia especifica ocurre por macroautofagia, sin embargo, se ha
reportado que la mitofagia, la pexofagia y la nucleofagia también suceden por
microautofagia (Li, Li, & Bao, 2012).
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Figura 2. La autofagia selectiva degrada de manera especifica los distintos organelos. La
célula degrada de manera especifica mediante autofagia distintos organelos dependiendo de las
necesidades fisiolégicas. Entre estos procesos selectivos se encuentran pero no se limitan a:
mitofagia, la via Cvt, pexofagia, ribofagia, agregofagia, lipofagia, nucleofagia y REfagia.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se ha descrito ademas la via
conocida como Cvt (por las siglas en inglés de “Cytoplasm-to-vacuole targeting”),
la cual hace uso de la maquinaria autofagica para procesar los precursores de las
proteinas aminopeptidasa 1 y la a-manosidasa en la vacuola, y es en este
organelo donde estas proteinas son activas. La via Cvt es otro tipo de autofagia
especifica (Kanki et al., 2015).



La maquinaria que controla el proceso de autofagia, ya sea selectiva o0 no
selectiva, esta codificada por los genes relacionados con autofagia denominados
ATG. En S. cerevisiae se han descrito hasta ahora 40 genes ATG (Kanki et al.,
2015; Parzych, Ariosa, Mari, & Klionsky, 2018), mismos que han sido clasificados
en cinco modulos multifuncionales de acuerdo con el papel especifico que juegan

durante el proceso (Figura 3) (Farré & Subramani, 2016):

1. El complejo cinasa Atgl: compuesto por las proteinas Atgl, Atgl3, Atgl7,
Atg29 y Atg31.

2. Las proteinas conjugadas: Atg8-fosfatidiletanolamina (Atg8-FE) y Atg5-
Atgl2. Las Atg involucradas en los sistemas de conjugacion son:

Atg8-FE: Atg3, Atg4, Atg7 y Atg8.
Atg5-Atgl2: Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl?2 y Atgl6.

3. El complejo | de la clase Il de la fosfoinositol 3 cinasa (PI3K): compuesto
por las proteinas Atg6, Atgl4, Atg38, y las proteinas de clasificacion
vacuolar Vps15y Vps34.

4. El complejo compuesto por Atg2 y Atgl8.

5. Las vesiculas que contienen a la proteina integral de membrana Atg9.

En levaduras, la autofagia es un proceso fisiolégico y puede ser exacerbado
en condiciones de estrés, por ejemplo por dafio en un organelo. Sin embargo,
también puede ser activada en condiciones experimentales mediante una
restriccion caldrica o por la inhibicion directa de la cinasa Torl usando rapamicina.
Estas sefiales provocan una hipofosforilacion de Atgl3 permitiendo su interaccion
con Atgl y Atgl7. Posteriormente, se reclutan vesiculas que contienen Atg9, el
complejo | de la PI3K, los sistemas de conjugacion y el complejo Atg2-Atgl8
expandiendo paulatinamente la membrana del autofagosoma que posteriormente

se fusionara con la vacuola (Figura 3).
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Figura 3. Pasos sucesivos durante el proceso de autofagia. En un medio rico en nutrientes el
complejo TOR1 (TORC1) se encuentra activo y mantiene fosforilado a Atgl3 impidiendo que se
lleve a cabo la autofagia. Al iniciarse la autofagia por restriccién calérica por ejemplo, se inhibe la
funcion de TORC1 y Atgl3 se encuentra hipofosforilado permitiendo la formacién del complejo
cinasa Atgl, siendo el sitio de ensamblaje del fag6foro (PAS) (1. Iniciacion). Posteriormente se
reclutan las vesiculas de Atg9, el complejo | de la PI3K y otros componentes de transporte
vesicular (2. Nucleacién). Los sistemas de conjugacion y el complejo Atg2-Atg18 se unen al PAS
para la expansion y terminacion del fagoforo (3. Expansion y 4. Terminacion). El autofagosoma
formado se fusiona con la vacuola y la carga es degradada (5. Fusion y 6. Degradacion y reciclaje).
Modificada de Farré & Subramani, 2016.

Para cada uno de los diferentes tipos de autofagia selectiva se requieren
otros factores que dirigen el flujo correcto del proceso autofagico. Entre estos
factores se encuentran los receptores de autofagia selectiva en levadura (Tabla 1)
(Farré & Subramani, 2016).



Tabla 1. Receptores asociados con los distintos tipos de autofagia selectiva.

Tipo de autofagia selectiva Receptor asociado
Agregofagia Cueb

Mitofagia Atg32, Atg33
Pexofagia Atg36

REfagia Atg39, Atg40
Nucleofagia Atg39

Via Cvt Atgl9, Atg34

Para llevar a cabo la autofagia selectiva es necesario que el receptor
especifico sea activado mediante su fosforilacion, lo cual recluta a Atgll y a su
vez a la cinasa Atgl y a Atgl7. Esta ultima, activa a Atgl y permite el
reclutamiento de Atg8 conjugado con fosfatidiletanolamina y el sistema de
conjugacion Atg5-Atgl2 iniciando la expansion del fagoforo en la periferia del
organelo a degradar. Es importante mencionar que el complejo Atg5-Atgl2-Atgl6
es reclutado por Atgl8 o Atg21, esta Ultima participa Unicamente en autofagia
selectiva como Atgll (Figura 4; (Farré & Subramani, 2016; Ishihara & Mizushima,
2009; Nair, Cao, Xie, & Klionsky, 2010)).

10



() Grupo fosfato
- Receptor especifico
de autofagia activo

Receptor especifico
de autofagia inactivo

I

I

I

I

I

I REA
I

1 ‘ Vesiculas de Atg9
1

I

I

P ot o)

Figura 4. Papel de los receptores asociados a autofagia selectiva. Los receptores especificos
de autofagia selectiva se activan por fosforilacion de distintas cinasas dependiendo el receptor,
esta activacion permite la interaccién con Atgll y el reclutamiento de las proteinas Atg necesarias
para la formacién del autofagosoma. Los receptores alrededor del organelo cargo también se
activan, de esta manera el organelo es envuelto por el fagéforo. Basada en Farré & Subramani,
2016.

2.2 Mitofagia

El término de mitofagia fue acufiado en el 2005 en experimentos realizados en S.
cerevisiae (Lemasters, 2005) y se refiere al proceso celular que degrada
especificamente mitocondrias via autofagia. Este mecanismo puede ser inducido

al someter a las células a estrés o0 a una restriccion calorica. Ademas, la mitofagia
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también participa en recambio mitocondrial mediante la degradacion de fracciones
de la red mitocondrial cuya funcién ha sido afectada; en casos de dafio extremo
cuando no se cubre por completo la degradacion de las mitocondrias dafiadas, la
célula entra a apoptosis (Abeliovich & Dengjel, 2016; Mdller et al., 2015) Es decir,
una de las funciones fisiologicas de la mitofagia es mantener el control de calidad
de la red mitocondrial (Kanki et al., 2015).

Se ha observado que el bloqueo de la mitofagia no aumenta la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ROS) pero si la cantidad de proteinas oxidadas
(Abeliovich & Dengjel, 2016). La degradacion de proteinas oxidadas depende del
proceso de autofagia general (Carroll et al., 2018; Xiong, Contento, Nguyen, &
Bassham, 2006).

A pesar que la mitofagia es un tipo de autofagia especifica, no se ha
definido de manera puntual si la degradacion de las mitocondrias es via
macroautofagia o microautofagia (Kanki et al., 2015). Sin embargo, se ha
identificado que para llevar a cabo el proceso de mitofagia, ademas de la
maquinaria comun de autofagia, es necesaria la participacion de otros factores
como Atg32, Atg33, Atg2l y la caseina cinasa 2 (CK2) (Kanki et al., 2015). Otro
proceso esencial para que la mitofagia ocurra es la fision mitocondrial, por lo que
la proteina Dnm1 en levaduras también esta relacionada con la mitofagia (Kanki et
al., 2015; Mdller et al., 2015).

2.3 Funcién de las proteinas relacionadas con la autofagia

2.3.1 Atg32, receptor de mitofagia

El receptor especifico para el proceso de mitofagia es Atg32, el cual es
indispensable para este proceso (Kanki & Klionsky, 2009; Koji Okamoto, Kondo-
Okamoto, & Ohsumi, 2009). Esta proteina cuenta con un dominio transmembranal,
el amino terminal esta orientado hacia el citoplasma celular y el carboxilo terminal
orientado hacia el espacio intermembranal. Se ha observado que la expresion de

la proteina Atg32 alcanza un nivel maximo cuando las células estan en
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crecimiento, y decae cuando las células estan en una fase post-logaritmica,
posiblemente debido al proceso mitofagico en donde Atg32 es degrado en la
vacuola junto con las mitocondrias. La expresion de Atg32 puede también

inducirse en condiciones de estrés oxidativo (Koji Okamoto et al., 2009).

Atg32 interactia fisicamente con Atg8 y Atgll a través de sitios de
reconocimiento que se encuentran en el dominio citoplasmico. El sitio de
reconocimiento para Atg8 se encuentra en el dominio WXXI en el extremo amino
terminal de Atg32, y el de Atgll entre los aminoacidos 51 y 150 (Saigusa et al.,
2011).

En mamiferos, se ha identificado que la proteina Bcl2-L-13 funge como el
receptor mitocondrial para mitofagia, y es homéloga de Atg32 (Murakawa et al.,
2015). Ademés, se han descrito otros receptores para mitofagia en células de
mamifero, entre los que se encuentran BNIP3, NIX/BNIP3L, FUNDC1 vy
PINK/Parkin (L. Liu, Sakakibara, Chen, & Okamoto, 2014).

2.3.1.1 Modificaciones postraduccionales de Atg32

Para que Atg32 sea funcional para el progreso de la mitofagia, es necesario que
sufra modificaciones postraduccionales. Un paso importante es la fosforilacion en
las serinas 114 y 119. La fosforilacion de la serina 114 es necesaria para la
interaccién con Atgll. La fosforilacibn de ambas serinas ocurre por la caseina
cinasa 2 (CK2) (Saigusa et al., 2011).

Para que sea posible la interaccién de Atg32 con Atgll se ha observado
gue es necesario un corte en el extremo carboxilo terminal de Atg32, el cual se
encuentra en el espacio intermembranal. Esto desencadena un cambio
conformacional que permite la interaccion con Atgll. Dicho corte es producido en
la mitocondria por la proteasa Ymel (Figura 5) (K. Wang, Jin, Liu, & Klionsky,
2013).
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Figura 5. Modificaciones postraduccionales en Atg32 para llevar a cabo la mitofagia. Atg32
debe ser fosforilada por CK2 (1) y el corte en el carboxilo terminal mediado por Ymel (2). Estas
modificaciones postraduccionales favorecen la interaccién con Atg8 y Atgl1 (3). Basada en Miller,
et al., 2015.

2.3.2 Atg33, receptor de mitofagia
Atg33 es una proteina que se localiza en la membrana externa mitocondrial y de

manera predictiva se le asignan 5 dominios transmembranales (Huh et al., 2003).

La delecion del gen ATG33 disminuye el flujo mitofagico durante la fase
post-logaritmica de crecimiento mientras que otros procesos de autofagia selectiva
y no selectiva no se afectan, sugiriendo que Atg33 es una proteina que participa

de manera especifica en la mitofagia (Yen et al., 2009).
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Hasta la fecha, los estudios sobre Atg33 son escasos, por lo cual no es
conocida ni la via de sefalizacién en la que esta involucrada, ni tampoco se
conoce la orientacion de los dominios amino y carboxilo terminal (Mizushima,
2010).

2.3.3 Atgs involucradas en la formacion del fagoforo

El inicio de la autofagia se da con la formacion del complejo cinasa Atgl y del sitio
de ensamblaje del fagéforo (PAS). La ausencia de cualquiera de las proteinas que
conforman estos complejos afecta negativamente tanto a la autofagia general

como a la selectiva.

2.3.3.1 Atgl, cinasa del PAS

Atgl es una cinasa de serinas y treoninas. El dominio cinasa se encuentra en el
extremo amino terminal y en el extremo carboxilo se encuentra un dominio de
interaccidn con microtubulos y trasporte vesicular. Estos dominios estan altamente
conservados entre levaduras y eucariontes superiores. La regién que une ambos
dominios es la menos conservada entre levaduras y mamiferos, y es considerada
una region intrinsecamente desordenada (Noda & Fujioka, 2015; Noda & Inagaki,
2015). La cinasa similar a Unc-51 tipo 1 (ULK1) en células de mamiferos es
homologa a Atgl. Ademas, se ha reportado a ULK2 como un segundo homélogo
de Atgl con funciones redundantes a ULK1. Sin embargo los resultados hasta el
momento no son claros respecto a la funcion de ULK2 en la autofagia.

Atgl forma un complejo activador de la autofagia general mediante la
interaccion con otras Atgs, las cuales son: Atgl3, Atgl7, Atg29 y Atg31l. Para la
autofagia selectiva se requiere de la interaccion de Atgl1 con el complejo Atgl. La
formacion de este complejo estimula la actividad cinasa de Atgl, la cual se
autofosforila y fosforila otras Atgs (Mizushima, 2010; Noda & Fujioka, 2015; Noda
& Inagaki, 2015). A diferencia de la formacion del complejo de Atgl (Atgl, Atgl3,
Atgl7, Atg29 y Atg31) en levaduras, el complejo ULK1/2 esta formado unicamente
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por ULK1/2, mAtgl3, FIP200 (funcionalmente similar a Atgl7), y Atgl01
(Mizushima, 2010; Noda & Fujioka, 2015; Noda & Inagaki, 2015).

Debido a que la formacion del complejo de Atgl ocurre al inicio de la
activacion de la autofagia, es un proceso que esta altamente regulado. La principal
via de regulacion de Atgl estd gobernada por la actividad del complejo TOR1
(TORC1) (target of rapamycin), el cual actia en condiciones de inanicion. En un
medio rico en nutrientes, TORC1 mantiene fosforilada a la proteina Atgl3,
disminuyendo su afinidad por Atgl y por lo tanto inhibiendo la formacion del
complejo Atgl y el progreso de la autofagia. En mamiferos se ha descrito que el
complejo mTOR1 interactia fisicamente con la proteina ULK1 y la fosforila,
disminuyendo su actividad tal y como se observa en Atgl de levadura. Algo similar
sucede también en Drosophila melanogaster, es decir, Tor es un regulador
negativo de la autofagia mediante la inhibicién de Atgl (Mizushima, 2010; Noda &
Fujioka, 2015). Ya que Atgl es un componente esencial de las primeras etapas de
la autofagia e interactia con Atgll, al eliminar el gen ATG1 la mitofagia también

se encuentra afectada (Taylor et al., 2014).

2.3.3.2 Atg13, proteina de andamiaje del PAS

Atgl3 es una proteina que forma parte del complejo Atgl y funciona como punto
de andamiaje para Atgl y Atgl7, y por lo tanto es esencial para el ensamblaje del
fagoéforo (Alers, Wesselborg, & Stork, 2014).

El amino terminal de Atgl3 presenta un dominio HORMA (Hopl, Revl y
Mad2). Este dominio es importante para el acoplamiento con Atgl4 (miembro del
complejo | de la PI3K clase Ill), paso importante para la induccion de autofagia
(Alers et al., 2014). Ademas, este dominio tiene la capacidad de unirse a lipidos, lo
cual sugiere una interaccion con vesiculas que contienen a Atg9 (Popelka &
Klionsky, 2017; Yamamoto et al.,, 2016). La secuencia que sigue al dominio
HORMA es una region intrinsecamente desordenada, la cual tiene dos sitios de
union para Atgl7 y uno mas para Atgl, por lo tanto Atgl3 media la formacion de
un complejo Atgl supramolecular (Yamamoto et al., 2016).
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En condiciones normales, Atgl3 se fosforila mediante TORC1. Este estado
fosforilado impide la interaccion de Atgl3 con Atgl. Mientras que un estado de
restriccién caldérica o mediante el uso de rapamicina, TORC1 se inactiva y por
ende, Atgl3 se desfosforila, permitiendo entonces la activacién del complejo Atgl
(Alers et al., 2014; Farré & Subramani, 2016). Ademas de su participacion en
autofagia no selectiva, también se ha descrito que participa en autofagia selectiva,
tanto en la via Cvt como en mitofagia (Alers et al., 2014; Eiyama, Kondo-Okamoto,
& Okamoto, 2013; Nice, Veenhuis, et al., 2002).

2.3.3.3 Atgl7, formacion del PAS y fusion del autofagosoma con la vacuola

Atgl7 forma un complejo proteico junto con Atg31 y Atg29 con una estequiometria
2:2:2. Este complejo es necesario para la funcion de Atgl7 en la autofagia. La
estructura de Atgl7 consiste en cuatro hélices alfa, dos de cada monémero de
Atgl7 y la union de estos le otorga a Atgl7 una arquitectura en forma de S, siendo
el extremo carboxilo terminal una region intrinsecamente desordenada en donde
se encuentra el sitio de interaccion de los dos protomeros de Atgl7 (Ragusa,
Stanley, & Hurley, 2012). Los sitios de union de Atg31 y Atg29 se encuentra en el
amino terminal (Noda & Inagaki, 2015). Atgl7 interactia fisicamente también con
Atgl3 en dos puntos, uno localizado en el dominio amino terminal y el otro en el

dominio carboxilo terminal (Fujioka et al., 2014; Yamamoto et al., 2016).

Después de ser desfosforilado, Atgl3 es capaz de interactuar con el
complejo Atgl7-Atg31-Atg29 y junto con Atgl se forma el complejo Atgl cinasa,
esencial para el inicio de la autofagia (Farré & Subramani, 2016). Sin embargo,
también se ha descrito que Atgl7 participa en etapas tardias de autofagia,
especificamente durante la fusion del autofagosoma con la vacuola debido a la
interaccion de Atgl7 con la proteina SNARE vacuolar Vam7. Esta interaccion
asegura que el autofagosoma pueda fusionarse con la vacuola (X. Liu et al.,
2016).

El papel de Atgl7 tanto en etapas tempranas como tardias de la autofagia,

hacen que esta proteina sea esencial para el proceso de autofagia general y los
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distintos tipos de autofagia selectiva (Kabeya et al., 2005; X. Liu et al., 2016;
Schlotterhose et al., 2013).

La interaccion de las Atgs descritas anteriormente se presenta de manera

esquematica en la figura 6.

Vesiculas de At99| Fosforilacion de Atg9 por Atg1 |

(~50 nm)
| Autofosforilacién de Atg1
Reclutamiento de vesiculas de Atg9 mediante n
maltiples intercciones Atg13HORVA_AtgQ Atg1 Atg1
@ @
fominia Dominio
<+
Atg9 .m w— Atg9
Atg13 iR Atg13 g .

Interaccion

Interaccion Atg13 75 Atg17

Atg137R-Atg17

Region intrinsecamente
desordenada

Figura 6. El sitio de ensamblaje de fagoforo esta formado por las proteinas Atgl, Atgl3 y
Atgl7. Se muestra un modelo que representa los sitios de union entre cada una de las Atgs para
dar lugar al PAS. Una vez formado el PAS, Atgl3 interactia con Atg9 para dar lugar a la
nucleacion del fagéforo y continuar con el proceso de autofagia. Modificada de Yamamoto, et al.,
2016.

2.3.4 Atg8y la expansion de fagoforo
Atg8 se conjuga con el fosfolipido fosfatidiletanolamina (FE), formando el complejo
Atg8-FE. Esta proteina conjugada es importante para la formacion, expansion y
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cierre del autofagosoma, asi como para el acoplamiento de las cargas de la
autofagia selectiva en el autofagosoma mediante proteinas adaptadoras como
Atgll (Noda & Inagaki, 2015; Slobodkin & Elazar, 2013).

Los cambios postraduccionales que deben presentarse para la conjugacion
de Atg8 y FE siguen una secuencia de corte, activacion y conjugacion. En primer
lugar la proteina Atg4 corta la arginina localizada en el extremo carboxilo,
exponiendo una glicina. A continuacion Atg7 activa a Atg8 y finalmente Atg3
realiza la conjugacion con FE (K. Okamoto et al., 2015; Slobodkin & Elazar, 2013).
Es necesario que Atg8 sea reciclado una vez que el autofagosoma se haya
fusionado con la vacuola, por lo que FE se corta de Atg8 y este proceso es
realizado por Atg4 (K. Okamoto et al., 2015).

Todas las proteinas que interactian con Atg8 presentan un motivo AIM
(motivo de interaccion con Atg8). Entre ellas se encuentran Atgl9, Atg32 y Atg36
gue participan en autofagia selectiva, ademas de Atg3 que participa en el proceso
de conjugacion (Farré, Burkenroad, Burnett, & Subramani, 2013; Noda, Ohsumi, &
Inagaki, 2010).

En S. cerevisiae, la delecion del gen ATG8 provoca una ausencia de
autofagia general debido a su papel indispensable en la expansion del fagéforo,
(Nakatogawa, Ichimura, & Ohsumi, 2007), por lo cual Atg8 también es fundamental

para el proceso de autofagia selectiva (Taylor et al., 2014; Yen et al., 2009).

2.3.5 Atgs con papeles importantes en la autofagia selectiva

Ademas de las Atgs que participan en la autofagia general, hay otras que lo hacen
exclusivamente en la autofagia selectiva. En los siguientes apartados se describen
algunas de estas Atgs, las cuales tienen papeles importantes en el proceso de

mitofagia.
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2.3.5.1 Atg11, dirigiendo el organelo blanco al PAS

Atgll es una proteina esencial durante el proceso de autofagia selectiva ya que
funciona como una proteina de andamiaje entre los receptores asociados a cada
tipo de autofagia y en la formacion del sitio de ensamblaje del fagéforo y también
en el reclutamiento de los sistemas conjugados Atg8-FE y Atg5-Atgl2-Atgl6
(Farré & Subramani, 2016; Kanki & Klionsky, 2008). Por lo anterior, Atgll
participa de manera especifica durante la autofagia selectiva interactuando con
Atgl9 para la via Cvt, con Atg36 para pexofagia y con Atg32 para mitofagia
(Delorme-Axford & Klionsky, 2015; Kuninori Suzuki, 2013). Ademas, se ha
descrito que Atgl1l interactla fisicamente con Atgl y con Atgl7 para favorecer la
activacion del complejo Atgl cinasa y su reclutamiento hacia el organelo a
degradar, e interactla con las vesiculas que contienen Atg9, mostrando un papel
importante en la formacion de PAS en los pasos iniciales de la autofagia selectiva
(Backues & Klionsky, 2012; Delorme-Axford & Klionsky, 2015).

Otro mecanismo mediante el cual Atgll facilita la mitofagia en etapas
tempranas es el reclutamiento hacia la red mitocondrial de Dnm1, una GTPasa
que participa en la fisibn mitocondrial, sugiriendo que la fision mitocondrial es un
paso necesario para llevar el proceso de mitofagia (Mao, Wang, Liu, & Klionsky,
2013). Atgll también participa en etapas tardias de la autofagia selectiva, esto
debido a la interaccion fisica con la proteina SNARE vacuolar Vam7 que es

importante para la fusién del autofagosoma con la vacuola (X. Liu et al., 2016).

2.3.5.2 Atg21, expansion del fagoforo en la autofagia selectiva

Atg21 tiene dominios de unién para fosfoinositidos, principalmente fosfatidilinositol
3 fosfato, el cual participa en la formacién de vesiculas y en la formacién del
fagoforo. Atg21 participa en todos los tipos descritos de autofagia selectiva salvo
en pexofagia (Farré & Subramani, 2016; Stremhaug, Reggiori, Guan, Wang, &
Klionsky, 2004). En el caso particular de la mitofagia, Atg21l juega un papel

fundamental debido a su participacion en la formaciéon y expansion del fagoforo

20



pero no es esencial para la autofagia general (Barth, Meiling-Wesse, Epple, &
Thumm, 2002; Yen et al., 2009).

Se ha propuesto que Atg21 participa directamente durante la formacion del
autofagosoma alrededor de las cargas selectivas reclutando el complejo Atg8-FE,
ademas de ser también importante en el reclutamiento del complejo Atg5-Atgl2-
Atgl6. A pesar de esta relacion directa entre Atg21 y la formacion y expansion del
fagéforo, no se ha mostrado que esta proteina tenga un papel esencial durante el
proceso de autofagia general (Juris et al., 2015; Krick & Thumm, 2016; Nair et al.,
2010; Stremhaug et al., 2004).

2.3.5.3 Atg20 y Atg24, involucradas en la formacion y expansion del fagéforo
Atg20 y Atg24 se describieron primero como componentes de la via Cvt. Al igual
que Atg21, presentan dominios de unién a fosfatidilinositol 3 fosfato. Pero a
diferencia de Atg21, estas proteinas si participan en la pexofagia. Ademas se ha
observado que interactian con Atgl7 en el sitio de ensamblaje del fagoforo, sin
embargo el proceso de autofagia no selectiva no se ve alterado (Du et al., 2016;
Nice, Sato, Stromhaug, Emr, & Klionsky, 2002).

Estas proteinas tienen la capacidad de formar heterodimeros Atg20/Atg24,
ademas de homodimeros de Atg24. La ausencia de Atg20 o Atg24 afectan al
proceso de mitofagia, de pexofagia, de REfagia y de la via Cvt, posiblemente
debido a que en ausencia de estas proteinas, el tamafio del autofagosoma es
menor (Du et al., 2016; Yen et al., 2009).

Las caracteristicas y papeles de cada Atg expuesta anteriormente se resumen en
la Tabla 2.

21



Tabla 2. Caracteristicas y roles de las Atg.

Atg Localizacién Dominios Papel en la Autofagia Mitofagia en
celular autofagia en la datg’x’ la Aatg’x’
Atgl Citoplasma Dominio cinasaen  Formacion del Ausente Ausente
el extremo amino sitio de
terminal. ensamblaje
Dominio de del fagoforo.
interaccion con Cinasa
microtUbulos y
transporte vesicular
en el extremo
carboxilo terminal
Atgl3 Citoplasma Dominio HORMA Formacién del Ausente/ Disminuida
(Hopl, Revly sitio del Disminuida
Mad2) en el ensamblaje
extremo amino del fag6foro
terminal.
Region
intrinsecamente
desordenada
Atgl7  Citoplasma Regién Formacion del Ausente Ausente/
intrinsecamente sitio de Disminuida
desordenadaenel ensamblaje
extremo carboxilo del fag6foro
terminal
Atg8 Citoplasma Dominio similar a Expansién y Ausente/ Ausente/
ubiquitina cierre del Disminuida Disminuida
fagéforo
Atgll  Citoplasma Proteina de Normal Ausente/
andamiaje Disminuida
entre el
receptor
especifico de
autofagia y el
fagoéforo
Atg20  Citoplasma Dominio de unibn a  Expansion del Normal Disminuida
fosfoinositidos fago6foro en
autofagia
selectiva
Atg21  Citoplasma Dominio de union a  Expansion del Disminuida Disminuida
fosfoinositidos fagoforo en
autofagia
selectiva
Atg24  Citoplasma Dominio de union a  Expansion del Normal Disminuida

fosfoinositidos

fago6foro en
autofagia
selectiva
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Atg32 Membrana Un dominio Receptor de Normal Ausente

externa transmembrana mitofagia
mitocondrial
Atg33  Membrana Cinco dominios Receptor de Normal Disminuida
externa transmembranales  mitofagia
mitocondrial

2.4 Respuestas celulares a estrés

Los organismos vivos tienen la capacidad de responder a cambios en el medio
ambiente a través modificaciones en el metabolismo. Los cambios en el ambiente
que alteran el estado fisiolégico de los organismos vivos son considerados como
estrés. Entre los tipos de estrés a los que las células se enfrentan, estan el estrés
térmico, estrés oxidativo y estrés caldrico. El primero se refiere a cambios en la
temperatura del medio que afectan el comportamiento celular. El estrés oxidativo
se observa como un desbalance en los mecanismos de produccion de ROS y los
que los degradan, siendo la principal fuente de ROS la cadena transportadora de
electrones mitocondrial. Por dltimo, la ausencia de nutrientes en el medio causa un
cambio en el metabolismo celular para que el organismo sobreviva a dicho estrés

calérico (Morano, Grant, & Moye-Rowley, 2012).

La célula puede activar diferentes estrategias en respuesta a cada uno de
los tipos de estrés mencionados. Para el caso de estrés térmico, tiene la
capacidad de sintetizar proteinas de respuesta a estrés térmico como Hsfl, Msn2
y Msn4 y chaperonas Hsp70 y Hsp90 (Morano et al., 2012). El estrés térmico
también induce estrés de reticulo endoplasmico debido al mal plegamiento de
proteinas, con lo cual el reticulo endoplasmico responde con la respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) (Song, Tan, Miao, & Zhang, 2018). El estrés de
reticulo endoplasmico genera autofagia para degradar proteinas mal plegadas y
agregados de proteinas (agregofagia), ademas, la degradacién de porciones de
reticulo endoplasmico via autofagia (REfagia) es un mecanismo de reparacion de

este organelo (Song et al., 2018).
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Para responder a condiciones de estrés oxidativo, S. cerevisiae sintetiza
diferentes proteinas en respuesta a un aumento en ROS. Entre estas estan Yapl,
Skn7, ademas de aumentar la sintesis de defensas antioxidantes como la
superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation oxidoreductasa (Morano et al.,
2012). Sin embargo, moléculas como lipidos, DNA y proteinas son susceptibles al
estrés oxidativo, por lo que la degradacion de estas moléculas dafiadas via
autofagia es un mecanismo que las células adoptan para contender contra el
estrés oxidativo (Filomeni, De Zio, & Cecconi, 2015). Debido a que la mitocondria
es la principal fuente de ROS, otra respuesta celular ante este estrés es la
mitofagia, con la finalidad de eliminar aquellas mitocondrias no funcionales o

dafiadas por el estrés oxidativo (Abeliovich & Dengjel, 2016).

Una estrategia con la que cuentan las células durante el estrés calorico es
la autofagia, por la cual se degradan y reciclan componentes citosélicos y
porciones de organelos para proporcionar a la célula elementos basicos para el
anabolismo de moléculas celulares esenciales (Farré & Subramani, 2016; Kiel,
2010).
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3 Antecedentes directos
3.1 SIm35y su papel en S. cerevisiae

La proteina SIm35 “Stress response and longevity mitochondrial factor” es una
proteina mitocondrial de una masa molecular aproximada de 35 kDa que primero
se relaciond0 con la biogénesis mitocondrial y con la herencia del DNA
mitocondrial. Esto se observo en un estudio a gran escala, en donde la mutante en
este gen mostré pérdida en el DNA mitocondrial y una alta frecuencia en la
pérdida de la funcion mitocondrial (Hess, Myers, Huttenhower, Hibbs, & Hayes,
2009; Leidhold et al., 2009; Reinders, Zahedi, Pfanner, Meisinger, & Sickmann,
2006).

El analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina SIm35
predice un dominio de escramblasa de fosfolipidos. Las escramblasas son
proteinas transmembranales involucradas en la regulacion espacial de fosfolipidos
en las membranas celulares. Estas proteinas son ATP independientes y activadas
por Ca?* (Sivagnanam, Palanirajan, & Gummadi, 2017). En humanos se han
descrito 4 escramblasas de fosfolipidos (hPLSCR1-4). Las hPLSCR1 y 4 se
encuentran en membrana plasmatica y nucleo, la hPLSCR2 se encuentra
Unicamente en ndcleo y la hPLSCR3 tiene una localizacibn mitocondrial
(Sivagnanam et al., 2017). Nosotros realizamos un alineamiento in silico de las
secuencias de aminoacidos de SIm35 y de hPLSCR3 con la herramienta
bioinformatica MUSCLE Alignment (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). El
alineamiento mostré que estas proteinas presentan 20.0% de identidad y 35.7%
de similitud en sus cadenas de aminoacidos, lo que sugiere que SIm35 es el
homologo en levaduras de hPLSCR3. Sin embargo, a diferencia de la hPLSCR3,
la prediccion in silico de SIm35 no predice la presencia de un dominio

transmembrana, ademas que su actividad escramblasa no ha sido determinada.

En nuestro laboratorio se ha observado que la cepa mutante Asim35
presenta resistencia a estrés oxidativo y a estrés térmico en comparacion a la
cepa silvestre. También se observo que el gen SLM35 presenta una interaccion

genética negativa importante con el gen TOR1, ya que la eliminacion simultdnea
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de los genes SLM35 y TOR1 impide que las células sean capaces de sobrevivir
en condiciones de estrés oxidante o térmico. Ademas, la longevidad celular se ve
disminuida. Estos efectos no son observados en ausencia de uno solo de estos
genes (Aguilar-Lopez et al., 2016). En el laboratorio también se encontré que el
gen SLM35 presenta interacciones genéticas negativas con genes que codifican
para proteinas involucradas en la autofagia como lo son Atgl, Atg4, Atg6, Atgl7 y
Atg21. Esto se observo cuando en ausencia de ambos elementos (SIm35-Atg’X’),
la sobrevivencia celular en condiciones de estrés térmico fue menor, lo que
sugiere que SIm35 estd involucrado en el proceso autofagico bajo estas
condiciones (Aguilar-Lopez et al., 2016). La autofagia es un mecanismo de
respuesta a estrés oxidativo, ademas desarrollar un papel importante en la
longevidad celular, con lo que SIm35 podria participar en el proceso de autofagia

durante la respuesta a estrés oxidativo y en la longevidad celular.

Debido a que SIm35 es una proteina mitocondrial también se evalué la
mitofagia, y se encontré que la delecion de SLM35 aumenta el flujo mitofagico. Por
lo tanto, se propone a SIm35 como un regulador negativo de la mitofagia. Sin
embargo, no se conoce el mecanismo por el cual SIm35 participa en la autofagia
ni en la mitofagia (Aguilar-Lopez et al., 2016).

26



4 Planteamiento del problema

La relacion funcional de SIm35 con la cinasa Torl durante respuestas a estrés y
en el control de la longevidad celular sugiere que SIm35 participa en estos
procesos celulares de una manera similar a Torl. El papel de SIm35 como
regulador negativo de la mitofagia y las interacciones genéticas entre el gen
SLM35 vy los genes de distintas ATG (ATG’X’) permitieron postular a SIm35 como
un factor que participa en el proceso de autofagia. Sin embargo, no se conoce
cual es el mecanismo preciso mediante el cual SIm35 se involucra en los procesos
de autofagia y mitofagia, o en qué punto de la cascada autofagica participa. Por lo
tanto, en este trabajo nos propusimos determinar cuél es la relacion funcional

entre SIm35 y los componentes de autofagia general y selectiva.

5 Hipétesis

La proteina mitocondrial SIm35 coopera con las proteinas Atg que participan en la
autofagia general y selectiva, haciéndola un componente de la maquinaria

autofagica en respuesta a condiciones de estrés oxidativo en S. cerevisiae.
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6 Objetivos
6.1 Objetivo general

Determinar la relacién funcional de SLM35 con los genes de la maquinaria de

autofagia general y selectiva en S. cerevisiae.

6.2 Objetivos particulares

e Analizar las interacciones genéticas entre los genes SLM35 y ATG1, ATGS,
ATG13 y ATG17 (involucrados en autofagia general), ATG11l, ATG20,
ATG21 y ATG24 (participes en la autofagia selectiva) y ATG32 y ATG33
(receptores de mitofagia) en condiciones estandar de laboratorio y de estrés
oxidativo.

e Estudiar las posibles interacciones fisicas de las proteinas codificadas por
los genes anteriores.

e Evaluar el proceso de autofagia en ausencia del gen SLM35 en
combinacion con la eliminacion de los diferentes genes ATG en condiciones

estandar de laboratorio y de estrés oxidativo.
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7 Materiales y métodos

7.1 Mutantes de Atg y SIm35

Cepas utilizadas durante el proyecto de investigacion.

Nombre Fondo Genotipo Referencia
genético
WT BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Brachmann et
al. 1998

AsIm35 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Aguilar-Lopez,
sim35::KanMX et al. 2016

Aatg1 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atgl::KanMX

Aatg8 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atg8::KanMX

Aatg11 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Este trabajo
atgll::KanMX

Aatg13 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atg13::KanMX

Aatg17 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Este trabajo
atgl7::KanMX

Aatg20 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Este trabajo
atg20::KanMX

Aatg21 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atg21::KanMX

Aatg24 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atg24::KanMX

Aatg32 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Este trabajo
atg32::KanMX

Aatg33 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
atg33::KanMX

Aatg19 BY4741 MATa his3A1 met15A0 ura3A0 Euroscarf
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Aatg36

Aatg1Asim35

Aatg8Asim35

Aatg11Asim35

Aatg13Asim35

Aatg17Asim35

Aatg20Asim35

Aatg21Asim35

Aatg24Asim35

Aatg32Asim35

Aatg33Asim35

Aatg19Asim35

Aatg36Asim35

Aatg33Asim35
Aatg32

WT

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

atg19::KanMX

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg36::KanMX

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl::KanMX slm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg8::KanMX slm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgll::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg13::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl7::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg20::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg21::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg24::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg32::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg33::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg19::KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg36:.:KanMX sIm35::HphMX
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg33::KanMX sIm35::HphMX
atg32::natMX

MATa his3A1 met15A0 ura3A0

Euroscarf

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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pGFP-Atg8
AsIim35
pGFP-Atg8
Aatg1
pGFP-Atg8
Aatg8
pGFP-Atg8
Aatg11
pGFP-Atg8
Aatg13
pGFP-Atg8
Aatg17
pGFP-Atg8
Aatg20
pGFP-Atg8
Aatg21
pGFP-Atg8
Aatg24
pGFP-Atg8
Aatg32
pGFP-Atg8
Aatg33
pGFP-Atg8
Aatg19
pGFP-Atg8
Aatg36
pGFP-Atg8
Aatg1Asim35
pGFP-Atg8

Aatg8Asim35

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
sim35::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg8::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgll::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl3::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl7::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg20::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg21::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg24::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg32::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg33::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl19::KanMX pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg36::KanMX pRS316-GFP-ATG8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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pGFP-Atg8

Aatg11Asim35
pGFP-Atg8

Aatg13Asim35
pGFP-Atg8

Aatg17Asim35
pGFP-Atg8

Aatg20Asim35
pGFP-Atg8

Aatg21Asim35
pGFP-Atg8

Aatg24Asim35
pGFP-Atg8

Aatg32Asim35
pGFP-Atg8

Aatg33Asim35
pGFP-Atg8

Aatg19Asim35
pGFP-Atg8

Aatg36Asim35
pGFP-Atg8

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

atg8::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgll::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl3::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATGS8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atgl7::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg20::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg21::KanMX slm35::HphMX
pRS316-GFP-ATGS8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg24::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg32::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg33::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg19::KanMX sIm35::HphMX
pRS316-GFP-ATG8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg36::KanMX sIm35::HphMX

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Aatg33Asim35

Aatg32

pGFP-Atg8

AsIim35Aatg20

BY4742

Atg1-VN

Atg8-VN

Atg11-VN

Atg13-VN

Atg17-VN

Atg20-VN

Atg21-VN

Atg24-VN

Atg32-VN

Torl-VN

SIm35-VN

Ssb2-VN

BY4741

BY4741

BY4742

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

BY4741

pRS316-GFP-ATGS8
MATa his3A1 met15A0 ura3A0
atg33::KanMX sIm35::HphMX

atg32::natMX pRS316-GFP-ATGS8

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
slm35::KanMX atg20::HphMX
MATa his3A17 leu2A0 lys2A0
ura3A0

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG1-VN::KIURA3

MATa his3A71 met15A0 ura3A0
ATG8-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG11-VN:KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG13-VN::KIURA3

MATa his3A71 met15A0 ura3A0
ATG17-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG20-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG21-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
ATG24-VN::KIURA3

MATa his3A71 met15A0 ura3A0
ATG32-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
TOR1-VN::KIURAS

MATa his3A1 met15A0 ura3A0
SLM35-VN::KIURA3

MATa his3A1 met15A0 ura3A0

Este trabajo

Este trabajo

Brachmann et

al. 1998

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
2007

Sung MK et al.
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SIm35-VC

Atg13-VC

Atg1-VN
SIm35-VC

Atg8-VN
SIm35-VC

Atg11-VN
SIm35-VC

Atg13-VN
SIm35-VC

Atg17-VN
SIm35-VC

Atg20-VN

BY4742

BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X

SSB2-VN::KIURA3

MATa his3A17 leu2A0 lys2A0
ura3A0 SLM35-VC::KANMX6
MATa his3A1 leu2A0 lys2A0
ura3A0 ATG13-VC::KANMX6
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG1-VN:KIURA3/ATG1 SLM35-
VC::KANMX6/SLM35

MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG8-VN::KIURA3/ATG8 SLM35-
VC::KANMX6/SLM35

MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG11-VN::KIURA3/ATG11
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG13-VN::KIURA3/ATG13
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG17-VN::KIURA3/ATG17
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1

2007
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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SIm35-vVC

Atg21-VN
SIm35-VC

Atg32-VN
SIm35-VC

Torl-VN
SIm35-VC

SIm35-VN
SIm35-VC

Atgl1-VN
Atg13-VC

Atg17-VN
Atg13-VC

BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

BY4741 X
BY4742

leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG20-VN::KIURA3/ATG20
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG21-VN:KIURA3/ATG21
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG24-VN::KIURA3/ATG24
SLM35-VC::KANMX6/SLM35
MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
TOR1-VN::KIURA3/TOR1 SLM35-
VC::KANMX6/SLM35

MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
SLM35-VN::KIURA3 SLM35-
VC::KANMXG6

MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG1-VN:KIURA3/ATG1 ATG13-
VC::KANMX6/ATG13

MATa/a his3A1/his3A1
leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo




lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0
ATG17-VN::KIURA3/ATG17
ATG13-VC::KANMX6/ATG13
Ssb2-VN BY4741 X MATala his3A1/his3A1 Este trabajo
SIm35-VC BY4742 leu2A0/leu2A0 met15A0/MET15
lys2A0/LYS2 ura3A0/ura3A0 SSB2-
VN::KIURA3/SSbh2 SLM35-
VC::KANMX6/SLM35

Las mutantes sencillas de las diferentes ATG (Aatgx) y de SLM35 (AsIm35)
fueron obtenidas de la coleccién de cepas mutantes Euroscarf (MATa his3A1
leu2A0 met15A0 ura3A0) (Winzeler et al., 1999). Para el caso especifico de las
mutantes de Aatgx’, se corroboré la delecion del gen de interés y la presencia del
casete de resistencia mediante la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) de
punto final usando el par de oligonucle6tidos especificos indicados en la Tabla 3.
El oligonucledtido sentido se alinea sobre la secuencia 5’ no traducida de cada
gen y el oligonucledtido antisentido sobre el marco de lectura abierto. La cepa
AsIm35 ya ha sido verificada previamente en nuestro laboratorio (Aguilar-Lopez et
al., 2016).

En las mutantes obtenidas de la coleccion de cepas mutantes sencillas que
tenemos disponible, el marco de lectura ha sido reemplazado por el casete de
resistencia KanMX4. Por lo tanto, para corroborar la presencia del casete de
resistencia KanMX4, se utilizé el oligonucleotido KanRev (Tabla 3) en lugar de los

desoxinucledtidos antisentido de cada gen (Figura 7).

Tabla 3. Oligonucleétidos disefiados para comprobacion de mutantes.

Nombre Secuencia (5'>3’) Tm (°C)
ATG32F-300 ACCGTCTGTCTAGAGCATATATC 57
ATG32R+182 TAACCAAGTTCTGTCCCATTG 55.9
ATG33F-299 TGTATATTGGTCTTGGAGTTC 53.9
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ATG33R+241 AGCTACAAGCATACCATAGAG 55.9

ATG1F-199 ACAGAGAACAGTACTATAGAAG 54.7
ATG1R+268 TGTTGATGTTCGTTCACAGTC 55.9
ATG8F-278 TCTACTCGAAGTGATATAGATG 54.7
ATG8R+114 TCAATCTCTGGAATATCTGAC 54

ATG11F-139 ATGGAACTATATAATAGCGATGC 55.3
ATG11R+364 TCTGTCAAGTCGTTGGAATTAG 56.5
ATG13F-119 TTACCTCACATAGATATAGAACG 55.3
ATG13R+151 ACTCACTAATTCTGAGTGATC 53.9
ATG17F-205 TTAAGTTCTTCGACCTCTCTC 55.9
ATG17R+253 CATCTCATCAACTAAGACCAC 55.9
ATG20F-285 TTGGCTTATTTGCTTACTAGC 53.9
ATG20R+289 TTAGGTTATGGCTTCTCATAC 53.9
ATG21F-318 AGAAGACCAAGATATCTTTAGAC 55.3
ATG21R+181 ATTAGTTATTAATATGCTCTCCTC 54.1
ATG24F-149 AGTATCAAGGAATTGAGAGAGG 56.5
ATG24R+548 TCTTCGTTTTGCTTGTGAACTG 56.5
KanRev GGCACGTTCCATAGGATGGCA 63.3
HygRev GCAATCGCGCATATGAAATC 54.0
YJR100C promotor TTGTAAGCCTACCGGCAATAAGG 60.9
SLM35 antisentido CTACTCATCATAGCCACCG 56.6
VN- rev CACCATGGTGGCGATGGATC 62.5

WT
Atg'x’ F
( ATGX' }
<_
Atg’x’ R

Aatg’x’

Atg'x’ F
ke )
<«

KanRev

Figura 7. Las mutantes Aatg’x’ fueron corroboradas mediante PCR. El gen de interés se evalud
con un par de oligonucledtidos de los cuales el oligonucleétido sentido se alinea en la regién 5’ no
traducida de cada gen y el oligonucledtido antisentido se alinea en el interior del marco de lectura
abierto. El casete KanMX4 se verificd utilizando el oligonucleétido sentido de cada gen y el
oligonucledtido antisentido KanRev como se muestra en la figura.
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7.2 Obtencion de cepas dobles mutantes AatgxAsim35

Para construir las cepas con doble delecion se eligio remplazar por recombinacion
homologa al marco de lectura abierto del gen SLM35 en cada una de las mutantes

Aatg’x’ de la coleccion.

En primer lugar realizamos reacciones de PCR utilizando el plasmido
pPAG32 (Goldstein & McCusker, 1999) como templado y ocupando oligonucledtidos
(Tabla 4) disefiados para remplazar el ORF SLM35 por el casete HphMX que

confiere resistencia a higromicina.

Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para la delecion de SLM35.

Nombre Secuencia (5'2>3’) Tm (°C)

YJR100C delta For CAAAACAAAAGAAGATTAAAGGTCAAACATAA  60.7
AGGATAACACCGACCGTACGCTGCAGGTCGAC

YJR100C delta Rev  GTCAAATATGTATTTACAGAATTCTTTTAAAT 55,2
ATATAATTCACATCGATGAATTCGAGCTCG

El producto amplificado durante estas reacciones se utilizé para transformar
células de cada una de las cepas Aatg’x’ de interés (Daniel Gietz & Woods, 2002).
Brevemente, se obtuvo un volumen de 1.5 mL de cultivo celular (ODe00=0.7-1) el
cual fue centrifugado (8,600g, 2 minutos) y el botén celular fue lavado con agua
estérii 'y recuperado por centrifugacibn en las mismas condiciones.
Posteriormente, el boton celular fue tratado con acetato de litio (CHsCOOLI) 0.1 M
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células se recuperaron
nuevamente y se agregaron de manera secuencial los siguientes elementos: 240
puL de PEG 3500 50% w/v, 36 yL de acetato de litio 1.0 M, 10 pL de ADN de
esperma de salmén 10 mg/mL, 45 uL de la reaccion de PCR y 29 uL de agua
estéril. El botén celular se resuspendié una vez que todos los componentes fueron
afadidos y la reaccion se sometié a un choque térmico a 42 °C durante 45 min.
Las células se recuperaron y se resuspendieron en 100 pL de agua estéril y se
plaguearon en cajas de medio no selectivo YPD-G418 (extracto de levadura 1%,
bactopeptona 2%, glucosa 2%, Geneticina G418 100 um/uL). Después de 48 h de
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crecimiento a 30 °C en estas condiciones, las células se replicaron en medio
selectivo YPD-G418-Hyg (extracto de levadura 1%, bactopeptona 2%, glucosa
2%, geneticina G418 100 pg/mL, hygromicina 250 pg/mL).

7.3 Extraccion de DNA gendmico de levadura

Para corroborar las mutantes se extrajo DNA gendémico de levadura (Burke,
Dawson, Stearns, & Cold Spring Harbor Laboratory., 2000). De manera resumida,
se tomo6 1.5 mL de un cultivo liquido de 16 horas de cada cepa de interés y las
células se recuperaron por centrifugacion (13,200g, 1 minuto), el botén celular se
lavé con agua destilada libre de nucleasas y se resuspendié en 200 pL de
amortiguador de lisis (Tritobn X-100 2% v/v, SDS 1% wi/v, NaCl 100 mM, Tris-HCI
pH 84 10 mM, EDTA-Na pH 8.0 1 mM), se afiadieron 200 pL de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se resuspendié durante 6 minutos.
Las muestras se centrifugaron a 13,2009 por 5 minutos a 4°C, se recolect6 la fase
acuosa y se afadieron 1/10 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 53 y 3
volimenes de etanol 96% previamente enfriado a -20°C. Dichas muestras se
incubaron a -20°C durante 20 minutos, se centrifugaron a la misma velocidad y
temperatura durante 10 minutos, y el botdn resultante se lavé con 1 mL de etanol
70% previamente enfriado a -20°C. Finalmente se recuperé el DNA por
centrifugacion a la misma velocidad y temperatura durante 1 minuto, se retiré el
sobrenadante y se dej0 secar a temperatura ambiente antes de resuspender

utilizando agua estéril libre de nucleasas (50 pL).

7.4 Cepas con las fusiones AtgX-VN

Para evaluar posibles interacciones fisicas entre SIm35 y los componentes de la
autofagia se utilizd el ensayo de complementacion de fluorescencia bimolecular,
usando como reportero la proteina fluorescente Venus (Sung & Huh, 2007). De
manera breve, de las proteinas de interés a evaluar, una de ellas esta fusionada al

dominio amino terminal de Venus (VN) mientras que la segunda esta fusionada al
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dominio carboxilo de Venus (VC), si existe la interaccion fisica entre las proteinas
de interés, Venus se reconstituye y emite luz a 530 nm. Las cepas AtgX-VN vy
SIm35-VN fueron obtenidas de la coleccién de cepas Bionner (Sung & Huh, 2007)
y fueron corroboradas por PCR usando el oligonucleétido sentido para cada Atg y

el oligonucledtido antisentido VN- rev (Tabla 3).

7.5 Generacion de las cepas con la fusién SIm35-VC y Atg13-VC

Para generar las cepas con la fusion SIm35-VC y Atgl13-VC se remplazo el codon
de paro de SIm35 o Atgl3 mediante recombinacién homdloga por la construccion
VC-KanMX6 en la cepa BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0). Para esto
se amplifico esta construccion utilizando el plasmido pFA6a-VC-kanMX6 (Sung &

Huh, 2007) usando los oligos mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. Oligonucleétidos disefiados para la construccion SIm35-VC y Atgl13-
VC.

Nombre Secuencia (5'2>3’) Tm (°C)

SIm35-VC For AACTGGAGGTTTCCTTTCTTTTGGCGGTGGCT  66.6
ATGATGAGGGTCGACGGATCCCCGGGTT

SIm35-VC Rev AAATATGTATTTACAGAATTCTTTTAAATATA  56.4
TAATTCACTCGATGAATTCGAGCTCGTT

Atg13-VC For AGTATTTTTCATGAGTGATATGAACCTTTCTA  66.6
AAGAAGGTGGTCGACGGATCCCCGGGTT

Atg13-VC Rev AGTATTTTTCATGAGTGATATGAACCTTTCTA  56.4
AAGAAGGTGGTCGACGGATCCCCGGGTT

Las colonias obtenidas después de la transformacion fueron evaluadas por PCR
usando los oligonuclotidos sentido (Tabla 6) y el oligonucledtido antisentido
KanRev (Tabla 3).
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Tabla 6. Oligonucledétidos sentido para corroborar la construccion SIm35-VC
y Atg13-VC.

Nombre Secuencia (5°2>3’) Tm (°C)
YJR100C promotor TTGTAAGCCTACCGGCAATAAGG 60.9
Aim25-350 c-terminal AGAAGGATCCACTTTTGAACC 57.4
Atgl13+2113 ATAATGGGAATGATGCAGTTG 55.5

7.6 Generacion de cepas diploides AtgX-VN x SIm35-VC y AtgX-VN x Atgl3-
VC

Una vez obtenidas las cepas con las fusiones deseadas, las cepas fueron
cruzadas en medio liquido YPD. Tres dias después del cruce, las células fueron
plagueadas en cajas en medio de seleccion sintético minimo sin uracilo, metionina
ni lisina y con geneticina (200 pg/mL). Las células que fueron capaces de crecer

en este medio fueron recuperadas para posteriores experimentos.

7.7 PCR para corroboracion de mutantes

Para llevar cabo la PCR con el objetivo de comprobar las mutantes, se utilizaron

los siguientes reactivos:

Componente Volumen
Oligos 10uM 1 pL (cada uno)
dNTP 10 mM 0.4 pL
Amortiguador Kapa 10X 2 uL
Agua 14.45 pL
Enzima KAPA Taq 0.15 L
DNA 1uL
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Los ciclos de temperatura utilizados en las reacciones de PCR para corroborar el

casete de resistencia KanMX4 fueron las siguientes:

Etapa Temperatura (°C) Duracién (min:seq)
1. Desnaturalizacion inicial 95 10:00
2. Desnaturalizacion 95 1:00
3. Alineamiento 55 1:00 30X
4. Extension 72 2:00
5. Extension final 72 8:00

Mientras que los ciclos de temperatura utilizados en las reacciones de PCR para

corroborar la presencia del casete de resistencia HphMX fueron las siguientes:

Etapa Temperatura (°C) Duracién (min:seq)
1. Desnaturalizacion inicial 95 10:00
2. Desnaturalizacion 95 1:00
3. Alineamiento 55 1:00 30X
4. Extension 72 1:30
5. Extension final 72 8:00

Los ciclos de temperatura utilizados en las reacciones de PCR para evaluar la
presencia de VN en las Atg de interés y en SIm35 fueron las siguientes:

Etapa Temperatura (°C) Duracion (min:seg)
1. Desnaturalizacion inicial 95 10:00
2. Desnaturalizacion 95 1:00
3. Alineamiento 55 1:00 30X
4. Extension 72 2:00 0 3:30
5. Extension final 72 8:00

Y para corroborar la presencia de la construccion VC-KanMX6 los ciclos de

temperatura utilizados fueron los siguientes:
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Etapa Temperatura (°C) Duracién (min:seq)

1. Desnaturalizacion inicial 95 10:00
2. Desnaturalizacion 95 1:00
3. Alineamiento 55 1:00 30X
4. Extension 72 3:00
5. Extension final 72 8:00

7.8 Andlisis electroforético de acidos nucleicos

Los productos de PCR obtenidos se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa al 1% utilizando amortiguador TAE (39 mM Tris, 18 mM acido acético, 1.3
mM EDTA, pH 8.0) y aplicando un voltaje de 100 V durante 45 minutos. El ADN se

tind con GelRed y se visualizé en un transiluminador de luz ultravioleta.

7.9 Ensayo de crecimiento por diluciones seriadas

Para realizar el ensayo de crecimiento por diluciones seriadas se utilizo el
siguiente protocolo: se diluyeron los cultivos liquidos de 16 horas de las cepas de
interés a una ODe00=0.3, después de tres horas de crecimiento, en donde los
cultivos alcanzan una ODs00=0.7-1, se tomO 1.0 ODsoo de cada cultivo y se
centrifugé (8,600g, 5 minutos), se lavaron las células con agua estéril, se
centrifugaron y resuspendi6 el botdn celular en 1 mL de agua estéril y se hicieron

diluciones 1:10 en agua estéril en los volimenes indicados en la figura 8.

50 uL 10l 10 uL 10 uL 10 L

Ipo H,0 H,0 H,0 H,0
10! 102 10-2 104

Figura 8. Diluciones realizadas para el ensayo de crecimiento.
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Se tomaron 3.5 uL de cada dilucién y fueron sembrados en cajas de YPD o

YPG, se incubaron durante 36 o 72 horas respectivamente a 30°C.

7.10 Caracterizaciéon de fenotipo en respuesta a estrés oxidativo

Para evaluar la respuesta de las cepas de interés al estrés oxidativo se diluyeron
los cultivos liquidos de 16 horas de crecimiento de las cepas de interés a una
ODe00=0.3 en un volumen de YPD=5 mL. Después de tres horas de crecimiento,
en donde los cultivos alcanzan una ODe00=0.7-1, se agregaron 5.6 pL de perdxido
de hidrogeno (H202, 8.820 M) para un concentracion final de 10 mM, se dejo el
estrés durante 3 horas, para continuar con el ensayo de crecimiento por diluciones

seriadas.

7.11 Microscopia confocal

Las células diploides con las fusiones AtgX-VN x SIm35-VC y AtgX-VN x Atg13-VC
fueron cultivadas en medio YPD toda la noche, se recuperé 1 ODeoo de células, se
centrifugaron (8,600g, 2 minutos), luego fueron lavadas con agua desionizada y
centrifugadas posteriormente. Finalmente se resuspendieron en 200 uL de agua,
se tomaron 5 pL de suspension celular y se sembraron en portaobjetos. Las
muestras fueron observadas en un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Unidad
de Imagenologia, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM) usando una longitud de

onda de excitacion de 510 nm y una onda de emision de 528 nm.

7.12 Ensayo de autofagia por estrés oxidativo

Las mutantes sencillas y dobles fueron transformadas con el plasmido GFP-Atg8
(PRS316-GFP-ATGS8) (K. Suzuki et al., 2001), el cual tiene la proteina verde
fluorescente (GFP) fusionada al N-terminal de Atg8, esta construccion ha sido
ampliamente usada como reportero de autofagia. Las células se crecieron en

medio SD completo —Ura toda la noche, al dia siguiente se diluyé el cultivo a una

44



ODe00=0.3, se dejo crecer el cultivo durante tres horas, en este momento las
células fueron estimuladas con 0.48 uL Ter Butil Hidroperéxido (tBOOH, 7.8 M)
para una concentracion final de 0.75 mM. Se dej0 el estrés durante tres horas y

finalmente se recuperaron proteinas totales de cada cultivo evaluado.

7.13 Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales se realizé a partir de 2 ODeoo de cultivo celular,
las células fueron centrifugadas a 8,600g por 2 minutos, luego fueron lavadas con
agua desionizada y centrifugadas. Posteriormente las células fueron incubadas
con Tris 50 mM pH 8 (250 ul) y con 50 pl de solucién de lisis (NaOH 1.85 N, B-
Mercaptoetanol 7.4% v/v, PMSF 20 mM, agua) y mantenidas en hielo durante 10
minutos. Las proteinas fueron precipitadas con acido tricloroacético 12% p/v
durante 30 minutos a -20°C. Las muestras fueron centrifugadas a 18,200g por 30
minutos a 4°C, y posteriormente lavadas con acetona previamente enfriada a -
20°C y centrifugadas en las mismas condiciones. Finalmente las proteinas fueron
resuspendidas en 100 pL de amortiguador de carga LAE 2X (SDS 4% w/v, glicerol
20% vlv, B-Mercaptoetanol 10% v/v, azul de bromofenol 0.04% w/v, Tris HCI 240
mM pH 6.8) (LAEMMLI, 1970).

7.14 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas fueron separadas por su masa molecular en condiciones
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 17.5%. Se cargaron
15 pL (0.3 ODsoo) de muestra en una camara de electroforesis vertical con
amortiguador de corrida (Glicina 192 mM, Tris HCI 25 mM pH 8.4, SDS 0.1% w/v)
(LAEMMLI, 1970). Los geles se corrieron a 120 V y 35 mA por gel durante 2 horas

a temperatura ambiente.
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Gel de corrida Gel de

apilamiento
Acrilamida 30%, Bisacrilamida 0.2% (mL) 3.1 0.32
Tris 1.875 M pH 8.8 (mL) 1.16
Tris 0.6 M pH 6.8 (mL) 0.2
Agua (mL) 1.16 1.44
SDS 10 % (L) 55.66 20
AMPS 10% (L) 33.3 10
TEMED (pL) 3.3 2

7.15 Electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa

Una vez realizada la electroforesis en SDS-PAGE, las proteinas se
electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa, en un cdmara himeda con
amortiguador de transferencia (Glicina 192 mM, Tris 25 mM pH 8.4, SDS 0.1%
w/v, metanol 20% v/v) a 120 V y 380 mA durante 1 hora a 4°C (Bolt & Mahoney,
1997). Posteriormente las membranas fueron tefiidas con Rojo de Ponceau (Rojo
de Ponceau 0.2% wlv, acido acético 1% v/v) para evaluar la transferencia de las

proteinas.

7.16 Deteccion por quimioluminiscencia

Las membranas de nitrocelulosa fueron blogueadas con solucién de bloqueo
(TBS-Leche semidescremada 5% p/v) durante una hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubaron con los anticuerpos correspondientes diluidos en la
misma solucion de bloqueo segun las condiciones mostradas en la Tabla 7. Las
membranas fueron reveladas por quimioluminiscencia utilizando el sistema
Immobilon Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore), y las membranas

fueron expuestas a una pelicula Biomax XAR (Kodak).
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Tabla 7. Anticuerpos y condiciones de uso para lainmunodeteccion.

Anticuerpo Dilucion Tiempo y temperatura

de incubacion

a-GFP (LifeSpan BioSciences, Inc.) 1:1000 Toda la noche, 4°C
a-Hog1l (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)  1:5000 Toda la noche, 4°C
a-lgG (Roche) 1:5000 2 horas, 4°C
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8 Resultados

8.1 Caracterizacion del fenotipo de crecimiento en condiciones estandar de

laboratorio de las cepas Aatg’x’y AatgxAsim35

Para evaluar el papel de SIm35 dentro de la maquinaria autofagica se realizé un
basqueda en la base de datos Saccharomyces Genome Database
(https:/lwww.yeastgenome.org/) de proteinas Atg’x’ que participan en diferentes
etapas de la autofagia general, de la autofagia selectiva y en diferentes tipos de
autofagia selectiva (mitofagia, via Cvt y pexofagia). En particular se buscé que el
fenotipo de autofagia y mitofagia estuvieran alterados en las mutantes nulas de los
genes de interés y que estas mutantes nulas no fueran letales. Las Atg’X’ que se

seleccionaron fueron las siguientes (Figura 9):

e Autofagia general: Atgl, Atgl3, Atgl7 y Atg8.

e Autofagia selectiva: Atgll, Atg20, Atg21 y Atg24.

e Tipos de autofagia selectiva: Atg32 y Atg33 (Mitofagia), Atgl9 (via Cvt) y
Atg36 (Pexofagia).
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Figura 9. Las Atg seleccionadas para este trabajo desarrollan diferentes papeles durante el
proceso de autofagia. Atgl, Atgl3 y Atgl7 son necesarios para el sitio de ensamblaje del
fag6foro y Atg8 es necesaria para la expansion y el cierre del fagoforo. Atg20, Atg21 y Atg24 son
proteinas involucradas en la expansion del fagéforo pero solo en autofagia selectiva. Atgll es la
encargada de acoplar los receptores especificos de autofagia con el sitio de ensamblaje del
fagoforo y Atg32, Atg36 y Atgl9 son los receptores especificos de mitofagia, pexofagia y la Via
Cvt, respectivamente.

49



En primer lugar, se caracterizd el fenotipo de crecimiento de las cepas
sencillas Aatgx y de las dobles mutantes AatgxAsim35 en condiciones estandar de
laboratorio comparandolas con la cepa silvestre (BY4741) y la cepa AsIm35. Para
ello utilizamos el ensayo de crecimiento por diluciones seriadas sobre medio sélido
(Materiales y Métodos). Comenzamos por observar el fenotipo de crecimiento en
medio rico fermentativo (YPD) o respiratorio con el objetivo de evaluar la funcién
mitocondrial (YPG). En estos experimentos se observd que a la temperatura
optima de crecimiento (30°C) no existen diferencias entre las cepas evaluadas en
los medios utilizados. Esto implica que el metabolismo fermentativo o la funcién
mitocondrial no se encuentra alterada en estas mutantes (Figura 10). Cabe
mencionar que la cepa 4slm35 presenta un crecimiento ligeramente mejor a 37°C
respecto a la cepa WT en el medio respiratorio, este dato concuerda con lo
encontrado en el laboratorio respecto al fenotipo de resistencia de esta mutante al

estrés térmico (Figura 10) (Aguilar-Lopez et al., 2016).
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Figura 10. Fenotipo de crecimiento de las cepas Aatgx y AatgxAsim35. Se muestra el
crecimiento de las cepas obtenidas en medio fermentativo YPD o respiratorio YPG a 30°C y 37°C

8.2 Estandarizacion de las condiciones de estrés oxidativo

Para estandarizar las condiciones de estrés oxidativo que se utilizarian para
evaluar las interacciones genéticas entre los genes ATGX y SLM35, se analizo el
fenotipo de crecimiento de las cepas silvestre (WT) y AsIm35 después de aplicar
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concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno (H202) por 3 horas (ver

Materiales y Métodos) (Figura 11).

Figura 11. Estandarizacion de las condiciones de estrés oxidativo. Se muestra el crecimiento
por diluciones seriadas de las cepas WT y AsIm35 después de aplicar un estrés por peréxido de
hidrogeno (H202) en las condiciones indicadas.

Al realizar este experimento, observamos que a partir de la concentracion
de 7 mM de H20: la cepa WT ya presenta sensibilidad al estrés, ademas de que
se ve el fenotipo de resistencia al estrés oxidativo en la cepa 4slm35. El fenotipo
de estas cepas se conserva a concentraciones crecientes de H202. La cepa WT ya
no es viable a la concentracion de 25 mM de H202 mientras que la cepa 4sIm35 si
lo es. Con los resultados obtenidos se eligié la concentracién de 10 mM de H20:2
para continuar con la caracterizacion fenotipica de las cepas de interés, ya que a
esta concentracidon se observa una disminucién significativa en el crecimiento de la
cepa silvestre sin que comprometa completamente la viabilidad, y al mismo tiempo
se presenta el fenotipo de resistencia a estrés oxidativo caracteristico de la cepa
AsIm35 (Aguilar-Lopez et al., 2016).

52



8.3 Caracterizacion del fenotipo y el proceso de autofagia en las cepas Aatgx

y AatgxAsIim35 en condiciones de estrés oxidativo

Una vez estandarizado el protocolo de estrés oxidativo, aplicamos estas
condiciones en las cepas de nuestro interés y evaluamos el fenotipo de

crecimiento y el proceso de autofagia general.

8.3.1 Los pasos iniciales de la formacion y expansion del fagéforo (PAS) son
necesarios para que la ausencia de SLM35 confiera resistencia a estrés
oxidativo por peréxido de hidrégeno

Para averiguar si el gen SLM35 presenta una interaccion genética con
componentes de la autofagia general, generamos las mutantes dobles
AatgXAsim35 a partir de las mutantes sencillas Aatg1, Aatg13, Aatg17 y Aatg8, y
evaluamos su fenotipo de crecimiento en condiciones de estrés oxidativo. Las
cepas Aatg1, Aatg13, Aatg17 y Aatg8 presentan un fenotipo similar a la WT, es
decir, las mutantes son sensibles al estrés por H202. Las dobles mutantes
revierten la resistencia que se presenta al eliminar el gen Asim35 (Figura 12).
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Figura 12. El fenotipo de la AsIm35 de resistencia a estrés oxidativo depende del proceso de
autofagia general. Las cepas indicadas fueron tratadas por 3 horas con 10 mM de H202 (+) antes
de realizar diluciones seriadas y colocarlas sobre medio rico fermentativo YPD, 36 horas o
respiratorio YPG, 72 horas.

Estos resultados sugieren que el fenotipo resistente a estrés oxidativo que
se presenta en ausencia del gen SLM35 depende del proceso de autofagia
general y en particular del ensamblaje del fagéforo en donde participan las
proteinas Atgl, Atg13y Atgl7.

La autofagia es un proceso de respuesta a diferentes tipos de estrés a los
cuales las células son sometidas. Se sabe que el estrés oxidativo es un inductor
de autofagia, de mitofagia y especialmente de pexofagia (Lee, Giordano, & Zhang,
2012; X. Wang, Li, Liu, & Ma, 2015). Con el objetivo de evaluar si en la cepa
AsIm35 el proceso de autofagia general se ve afectado en condiciones de estrés

oxidativo y cudl es la influencia de eliminar simultaneamente al gen SLM35 y a los
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genes ATG relacionados con la formacion del sitio de ensamblaje del fagéforo
(PAS), se utilizé como reportero a la proteina Atg8 fusionada en el extremo N-
terminal a la proteina verde fluorescente (GFP-Atg8). Esta proteina de fusion, al
ser degradada en la vacuola via autofagia, se separa y la GFP es resistente a la
hidrolisis vacuolar, por lo que permanece libre y estable, haciendo posible su
deteccion mediante replicas tipo Western Blot. A mayor cantidad de GFP libre,
mayor autofagia (Figura 13) (Delorme-Axford, Guimaraes, Reggiori, & Klionsky,
2015).

BY4741 Asim35 Aatg1 Aatg1Asim35

-
GFP-Atg8 e u — A ———— 40 kDa
U — Y — . 25 kDa

oyt i e i e B & & B

Aatg13  Aatg13Asim35  Aatg17  Aatg17Asim35

tBOOH 0.75mM
— = g = o — o
T = T B
GFP-Atg8 ~— m - . — 40 kDa

GFP ' = 25kDa

o b e Sl e L B B A

Figura 13. El estrés oxidativo induce el proceso de autofagia en la cepa AsIm35. La autofagia
fue evaluada haciendo uso del reportero GFP-Atg8, en donde debido al proceso de autofagia la
GFP se separa de Atg8 y permanece estable y fue detectada mediante Western Blot. Las cepas
indicadas fueron tratadas con tBOOH a una concentracion final de 0.75 mM durante tres horas
para inducir estrés oxidativo. Este estimulo provoca un aumento en la banda de GFP libre (25 kDa)
en la cepa BY4741 y Asim35, y este aumento es dependiente de las proteinas que participan en el
ensamblaje y expansién del fagé6foro.
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Para inducir autofagia se us0 Ter Butil Hidroperoxido (tBOOH) a una
concentracion de 0.75 mM. El tBOOH se ha comprobado como un excelente
inductor de estrés oxidativo ademas de presentar una alta estabilidad (Mulford &
Fassler, 2011). En nuestro laboratorio se ha observado que una exposicion de 24
horas de H202 compromete la viabilidad celular pero no asi el tBOOH (Tesis de

maestria Romo Casanueva 2018).

La condicion de estrés oxidativo provocada por la exposicion durante tres
horas tBOOH 0.75 mM induce el proceso de autofagia, ya que se observa un
aumento en la banda de GFP libre tanto en la cepa silvestre como en la AsIm35.
Este resultado indica que el proceso de autofagia se lleva a cabo de manera

normal en esta cepa (Figura 13).

En la cepa Aatg? no se observo la banda libre de GFP después del estrés
oxidativo, lo que sugiere una total ausencia del proceso de autofagia en esta cepa.
Sin embargo, en las cepas Aatg13 y Aatg17 hay una drastica disminucién en la
banda de GFP libre, por lo que la autofagia esta considerablemente disminuida
pero no totalmente en estas cepas (Figura 13).

En la doble mutante Aatg1Asim35 no se observé la banda correspondiente
a la GFP libre, por lo que la autofagia esta abatida en esta cepa. Al analizar el
proceso en las cepas, Aatg134AsIm35y Aatg17Asim35 se observo que la banda de
GFP libre disminuyé de manera dramatica, por lo fue posible confirmar que la
aparicion de GFP libre en las cepas silvestre y AsIm35 se debe al proceso de

autofagia general (Figura 13).

Es importante mencionar que no fue posible analizar el flujo autofagico en
las cepas Aatg8 y Aatg8Asim35 ya que el reportero GFP-Atg8 utilizado en este
tipo de experimentos complementa la funcién en ausencia del gen ATGS8. Es decir,
los resultados obtenidos recuperan el flujo autofagico de una cepa silvestre y una

AsIm35, respectivamente.
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8.3.2 La autofagia general se ve afectada al eliminar simultaneamente a los
genes ATG11 y SLM35, por lo tanto se pierde el fenotipo de resistencia a
estrés de la cepa AsIm35

Para continuar explorando las relaciones funcionales entre SLM35 y los
componentes involucrados en el proceso de autofagia, decidimos explorar si
existen interacciones genéticas con ATG11, cuyo producto proteico participa como

proteina de andamiaje de la carga con el PAS en todos los tipos de autofagia

selectiva (Figura 14).

Figura 14. La resistencia a estrés oxidativo de la cepa AsIm35 depende de la autofagia
selectiva. Las cepas indicadas fueron tratadas con H202 (+) 10 mM durante 3 horas, luego se
realizaron diluciones seriadas y fueron sembradas en medio rico fermentativo YPD, 36 horas o
respiratorio YPG, 72 horas.

De la misma manera que se observé para los componentes de autofagia
general, la mutante sencilla Aatg71 muestra un fenotipo sensible al estrés por
H202 similar al de la cepa silvestre. Asimismo, la eliminacién simultanea de los
genes SLM35 y ATG11 (Aatg11Asim35) compromete la resistencia de la mutante
AsIm35. Nuestros resultados muestran nuevamente que el fenotipo de resistencia
a estrés oxidativo que se produce al eliminar al gen SLM35 depende del receptor

general para la autofagia selectiva Atgl1.

A continuacion evaluamos el flujo autofagico utilizando el reportero GFP-
Atg8 en las mutantes sencillas Aatg71 y Asim35 asi como en la mutante doble
Aatg11Asim35 (Figura 15).
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Figura 15. La ausencia simultanea de SIm35 y Atgll comprometen la autofagia general en
condiciones de estrés oxidativo. Las cepas indicadas fueron tratadas con tBOOH 0.75 mM
durante tres horas, luego se realiz6 un Western Blot contra GFP para evaluar el proceso de
autofagia. En la doble mutante Aatg?1Asim35 el proceso de autofagia se ve disminuida en
respuesta a estrés oxidativo, sugiriendo una relacién funcional de Atgll y SIm35 en el proceso de
autofagia.

En la cepa Aatg11 se observa que la autofagia se induce en respuesta a
estrés oxidativo de manera similar a lo que ocurre en la cepa silvestre (Figura 13y
15). En cambio, en la doble mutante Aatg71Asim35 la autofagia se ve
comprometida ya que la sefial de GFP libre desaparece casi por completo. Estos
resultados nos permiten concluir que la eliminacién simultanea de SLM35 y
ATG11 genera defectos en el proceso de autofagia general en respuesta a estrés
oxidativo y que los defectos en el crecimiento de la doble mutante Aatg71Asim35
se debe a la ausencia de autofagia general y no de autofagia selectiva como se

penso inicialmente.

8.3.3 La funcion de SIm35 durante la resistencia a estrés oxidativo requiere
de la formacion del fagéforo durante la autofagia selectiva dependiente de
los genes ATG20, ATG21ly ATG24

Ya que los resultados obtenidos con las cepas Aatg11 y Aatg11Asim35 no
permitieron concluir sobre el proceso de autofagia selectiva, evaluamos a

continuacion la relacion genética entre SLM35 y los genes involucrados en la
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expansion del fagoforo durante la autofagia selectiva (ATG20, ATG21 y ATG24).
En primer lugar tomamos a las mutantes sencillas Aatg20, Aatg21 y Aatg24, asi
como las dobles mutantes con SLM35 y evaluamos el fenotipo en condiciones de

estrés oxidativo por peroxido de hidrogeno (Figura 16).
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Figura 16. El fenotipo de la AsIm35 de resistencia a estrés oxidativo depende de los
elementos involucrados en la expansiéon del fagéforo en la autofagia selectiva. Las cepas
Aatgx y AatgxAsim35 fueron tratadas con el H202 (+) durante 3 horas, posteriormente se realizaron
diluciones seriadas y se sembraron en medio YPD 36 horas y YPG 72 horas.

Tal y como se observo previamente para los otros genes ATGX estudiados,
la sensibilidad al estrés oxidativo de las mutantes sencillas Aatg20 y Aatg21, asi
como de las dobles mutantes Aatg20Asim35 y Aatg21Asim35 fue similar al de la
cepa silvestre (Figura 16). Por otro lado, la cepa Aatg24 muestra un fenotipo
resistente a estrés, y la doble mutante Aatg24Asim35 presenta un fenotipo
intermedio entre la cepa WT y las mutantes sencillas. Estos resultados permiten

concluir que el fenotipo de resistencia caracteristico de la cepa Asim35 depende
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del proceso de autofagia selectiva y en particular de la expansion del fagéforo
mediada por Atg20, Atg21.

A continuacion analizamos si la ausencia de estos componentes especificos
de autofagia selectiva compromete el flujo de autofagia general en condiciones de
estrés oxidativo (Figura 17). Cabe mencionar que este proceso particular en
nuestras condiciones experimentales ha sido poco estudiado. En las cepas
Aatg20, Aatg24, Aatg20Asim35 y Aatg24Asim35 observamos que el proceso de
autofagia, indicada por la banda de GFP libre, no se encuentra alterada. Este es
un resultado esperado debido a que Atg20 y Atg24 participan de manera puntual
en procesos de autofagia selectiva, sin embargo no explica el crecimiento después

de un estrés oxidativo (Figura 16).
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Figura 17. La ausencia de Atg21 bloquea la autofagia en respuesta a estrés oxidativo. Las
cepas indicadas fueron tratadas con tBOOH 0.75 mM durante tres horas, luego se realizdé un
Western Blot contra GFP para evaluar el proceso de autofagia. En la cepa Aatg21 no se observa
presencia de GFP libre, lo que indica un papel importante de Atg21 para la autofagia general en la
respuesta a estrés oxidativo. En el resto de las mutantes sencillas y dobles la autofagia no se ve
alterada debido a que estas Atgs participan en la autofagia selectiva.

Por otro lado, el estrés oxidativo no induce autofagia en la cepa Aatg21 lo
que indica que Atg21l es un elemento esencial en la autofagia general para la
respuesta a estrés oxidativo. La eliminacion adicional de SLM35 en la doble
mutante Aatg271Asim35 no altera la ausencia del flujo autofagico de la mutante
sencilla Aatg21 (Figura 17). El papel esencial de Atg2l en la autofagia general

durante la respuesta a estrés oxidativo no se ha reportado anteriormente.
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8.3.4 Laresistencia al estrés oxidativo de la cepa AsIm35 depende de |la
mitofagia y de la via Cvt pero no de pexofagia

De acuerdo con los resultados anteriores, se infiere que la resistencia a estrés
oxidativo de la cepa Asim35 depende del proceso de autofagia selectiva. Para
determinar qué proceso de autofagia selectiva (mitofagia, via Cvt o pexofagia) es
responsable de la pérdida de la resistencia se construyeron cepas en donde se
elimind a los receptores de mitofagia ATG32 y ATG33; a ATG19 de la via Cvt; y a
ATG36 que participa en pexofagia, en presencia o ausencia del gen SLM35 y se
analizé el crecimiento en condiciones normales o después de aplicar un estrés

oxidativo con H20:2 (Figura 18).

El crecimiento de las mutantes sencillas Aatg32, Aatg33 y Aatg19 fue
similar al de la cepa silvestre, es decir son sensibles al estrés por el H202. En
cambio la cepa Aatg36 mostré un fenotipo de resistencia al estrés, similar al
observado en la cepa Asim35. Ademas, el fenotipo de las mutantes sencillas se
mantiene en cada una de las mutantes dobles y en la mutante triple (Figura 18).
Con estos resultados podemos sugerir que el fenotipo de resistencia a estrés
oxidativo de la cepa AsIm35 es dependiente de la mitofagia (Aatg32 y Aatg33) y
de la via Cvt (Aatg19), pero independiente de la pexofagia (Aatg36).
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Figura 18. La mitofagia y la via Cvt son importantes para el fenotipo de resistencia a estrés
de la cepa AsIm35. Las cepas Aatgx y AatgxAsim35 fueron tratadas con el H202 (+) durante 3
horas, posteriormente se realizaron diluciones seriadas y se sembraron en medio YPD 36 horas y
YPG 72 horas.

8.3.5 Los receptores especificos de autofagia 'y SIm35 no participan en el
proceso de autofagia general en condiciones de estrés oxidativo

Finalmente evaluamos si la autofagia general se ve afectada en ausencia de los
distintos receptores especificos de autofagia, Atg32, Atg33, Atgl9 y Atg36 y en la
ausencia simultanea de SIm35 (Figura 19).

Nuestros resultados muestran que la ausencia independiente de cada uno
de los receptores especificos de autofagia no afecta la autofagia general, lo que
concuerda con resultados publicados anteriormente (Kanki & Klionsky, 2009;
Motley, Nuttall, & Hettema, 2012; Scott, Guan, Hutchins, Kim, & Klionsky, 2001;
Yen et al., 2009). La eliminacién simultanea de SLM35 tampoco afecta al proceso
autofagico, lo que indica que tanto los receptores especificos de autofagia como

SIm35 no participan en el proceso de autofagia general.

62



Aatg32  Aatg32Asim35 Aatg33  Aatg33Asim35

tBOOH 0.75mM == s == o == = o

GFP-Ag8 e = e cm— — S—— %40 kDa

GFP — R— — - o

ont e v B B B o B

Aatg19  Aatg19Asim35  Aatg36  Aatg36Asim35
GFP-Atg8 ‘- L 40 kDa

tBOOH 0.75 mM

“-—- - 25KDa

Hog1 uhduﬁudu

Figura 19. La ausencia independiente de los receptores especificos de autofagia o en
ausencia simultanea de SIm35 no afecta la autofagia. Las cepas indicadas fueron tratadas con
tBOOH 0.75 mM durante tres horas, luego se realiz6 un Western Blot contra GFP para evaluar el
proceso de autofagia. En las mutantes sencillas y dobles no se observo alterada en condiciones de
estrés oxidativo. Lo que indica que la ausencia de los receptores de autofagia selectiva y SIm35 no
modifica la autofagia general.

8.4 El ensayo de Complementacion de Fluorescencia Bimolecular no fue

exitoso para evaluar interacciones fisicas de nuestro interés

Para evaluar posibles interacciones fisicas entre SIm35 con las proteinas AtgX de
interés, adoptamos el ensayo de complementacién de fluorescencia bimolecular
utilizando a la proteina fluorescente Venus como reportero (Sung & Huh, 2007).
Brevemente, este ensayo se basa en la utilizacion de fragmentos de la proteina
fluorescente reportera y fusionarlos por separado a las dos proteinas de las que se
quiere evaluar la interaccion. De esta manera, si existe una interaccion fisica entre

las proteinas de interés, Venus se reconstituye y se observaran sefales
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fluorescentes al analizar las muestras con un microscopio de fluorescencia. Como
control positivo decidimos analizar las interacciones entre Atgl y Atgl3, y Atgl7 y
Atgl3 ya que estas interacciones fisicas han sido previamente reportadas
mediante inmunoprecipitacion (Yamamoto et al.,, 2016). Por lo tanto, realizamos
las siguientes construcciones cada una con un dominio diferente de la proteina
Venus: Atgl-VN, Atgl3-VC; Atgl7-VN, Atgl3-VC. Como un segundo control
positivo tomamos a las proteinas Ssb2-VN y SIm35-VC, cuya interaccién también

ya ha sido reportada previamente (Willmund et al., 2013; Yamamoto et al., 2016).

Después de construir las cepas mutantes correspondientes y verificarlas por
PCR (Ver Materiales y Métodos), se crecieron en medio rico fermentativo YPD
hasta alcanzar la fase estacionaria (16 horas, 30°C) para aumentar la probabilidad
de encontrar focos fluorescentes y se analizaron mediante microscopia confocal
(Zeiss LSM 800). En estas condiciones, no fue posible observar ninguna
fluorescencia en las cepas control. La uUnica sefal fluorescente observada
correspondia a la mostrada por células con morfologia anormal y que podrian
corresponder con células en proceso de muerte celular. Cabe mencionar que este
tipo de sefial también fue observada al visualizar cepas que contenian uno solo de
los dominios de Venus, es decir cepas consideradas como control negativo,

confirmando la inespecificidad de la sefial (Figura 20).
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Figura 20. No es posible determinar interacciones fisicas entre Atgl-Atg13, Atgl7-Atg13 o
Ssb2-SIm35 mediante el ensayo de complementacion de fluorescencia bimolecular. Las
interacciones fisicas entre proteinas fueron evaluadas mediante el ensayo de complementacion de
fluorescencia bimolecular fusionando el amino terminal (VN) o el carboxilo terminal (VC) de la
proteina fluorescente Venus en el carboxilo terminal de las proteinas indicadas. Las células se
tomaron de un cultivo en fase estacionaria y fueron observadas al microscopio Zeiss LSM 800.
Algunas de las células que presentaron florescencia intrinseca y morfologia diferente son

seflaladas con flechas.
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9 Discusion

El gen SLM35 presenta una interaccion genética negativa con el gen TOR1 en
condiciones de estrés oxidativo y térmico (Aguilar-Lopez et al., 2016). La proteina
Torl es un punto central de regulaciébn de varios procesos celulares como la
autofagia que ademas de ser un proceso fisiolégico, se activa en respuesta a
diferentes tipos de estrés, como el oxidativo y el térmico (Farré & Subramani,
2016). El gen SLM35 presenta también interacciones genéticas negativas con
cinco distintos componentes del proceso de autofagia en condiciones de estrés
térmico, sugiriendo que la proteina SIm35 también forma parte de las maquinarias
de respuesta a estrés en S. cerevisiae (Aguilar-Lopez et al., 2016). De manera
mas especifica, se demostré que el gen SLM35 es un regulador negativo de la
mitofagia, ya que en una mutante en donde este gen se encuentra ausente

(AsIm35), el flujo mitofagico aumenta.

Con el objetivo de determinar con mayor precision a que nivel actia la
proteina SIm35 con la maquinaria autofagica, en el presente trabajo evaluamos
de manera sistemética posibles interacciones genéticas y funcionales entre el gen
SLM35 y algunos de los genes ATG involucrados en cada una de las diferentes
etapas de autofagia general o especifica. Las interacciones genéticas se dividen
en negativas y positivas. Una interaccidn genética negativa es aquella condicién
en que dos genes participan en vias paralelas de una ruta metabdlica y la
ausencia de uno de estos genes es compensado por el otro gen. Una interaccién
genética positiva es aquella condicién en que ambos genes participan en la misma
via y la ausencia de ambos genes es la suma de la ausencia de cada gen
individual (Garay et al., 2014).

En primer lugar analizamos el fenotipo de crecimiento en condiciones
estandar y de estrés oxidativo de las mutantes sencillas Asim35 y AatgX, y lo
comparamos con el crecimiento de las dobles mutantes AatgXAsim35. La cepa
AsIm35 presenta un fenotipo de resistencia ante condiciones de estrés oxidativo, y
este fenotipo caracteristico se perdio al eliminar simultaneamente a la mayoria de

genes ATG evaluados, salvo ATG36 que esta involucrado en el proceso de
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pexofagia. Estos resultados sugieren que el fenotipo de resistencia de la cepa
Asim35 depende de los componentes de autofagia general como Atgl; de los
componentes comunes a todos los tipos de autofagia especifica como Atgll; y de

receptores de mitofagia y de la via Cvt como Atg32 y Atg19.

Se ha planteado que la mitofagia es un proceso de recambio de
mitocondrias dafiadas que permite mantener organelos sanos y funcionales (Kanki
et al., 2015). Este mecanismo de control de calidad ha sido sugerido como una
respuesta importante ante el estrés oxidativo (Kanki et al., 2015). De acuerdo con
nuestros resultados y los publicados anteriormente, el fenotipo de resistencia a
estrés oxidativo de la cepa AsIm35 depende de un mayor recambio de
mitocondrias (probablemente dafiadas por el estrés oxidativo). Al eliminar de
manera simultanea a los genes ATG32 y ATG33 que codifican para los receptores
especificos de mitofagia, el fenotipo de resistencia se pierde ya que la mitofagia no
puede ocurrir. Dicho de otra manera, estos resultados indican que el incremento
en el flujo mitofagico observado en la cepa Asim35 es dependiente de los
receptores especificos de mitofagia. El papel especifico de SIm35 como regulador
de la mitofagia aln debe ser explorado, una posibilidad seria que la proteina
SIm35 esté involucrada en la regulacion de la activacion de Atg32 al iniciar la

mitofagia.

Por otro lado, observamos que el fenotipo también es dependiente de la via
Cvt. Esta via es un tipo de autofagia selectiva la cual lleva proteasas y
manosidasas en forma de zimdgenos a la vacuola en donde son activadas y llevan
a cabo su funcion (Farré & Subramani, 2016; Lynch-Day & Klionsky, 2010). En
este punto, sugerimos que este efecto es indirecto sobre el fenotipo de resistencia
al estrés oxidativo, ya que al eliminar esta via estamos evitando procesos de
degradacion vacuolar involucrados en el metabolismo de componentes que

participan en la resistencia al estrés oxidativo.

Para evaluar el efecto de SIm35 sobre el proceso de autofagia general,
evaluamos la degradacion del reportero GFP-Atg8 (K. Suzuki et al., 2001), el cual

al ser degradado via autofagia, libera el dominio GFP en la vacuola que
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permanece estable permitiendo su deteccion mediante inmunorréplicas tipo
Western Blot. En las cepas donde eliminamos componentes que conforman el sitio
de ensamblaje del fagoforo (PAS) (Atgl, Atgl3 y Atgl7), abatimos de manera total
el proceso de autofagia en condiciones de estrés oxidativo, sin importar si SIm35
estaba presente o no. Este resultado era esperado debido a la funcidon esencial de
estas proteinas para todos los procesos autofagicos descritos hasta la fecha
(Farré & Subramani, 2016).

A continuacién, evaluamos del mismo modo si elementos de la autofagia
que participan en la autofagia selectiva trabajan de manera conjunta con SIm35
durante el proceso de autofagia general. En primer lugar, evaluamos la
participacion de Atgll, la cual funciona primordialmente como una proteina de
andamiaje de la carga a degradar (mitocondria, peroxisoma, etc.) con el PAS
(Farré & Subramani, 2016). Nosotros encontramos que en la mutante sencilla
Aatg11 el proceso de autofagia en respuesta a estrés oxidativo se lleva a cabo de
manera normal. Sin embargo, cuando eliminamos de manera conjunta a los genes
ATG11 y SLM35 la autofagia general por estrés oxidativo medida por la
degradacion de GFP-Atg8 desaparece casi por completo. Este resultado es
sorprendente ya que es la primera vez que se reporta que una proteina
mitocondrial y una Atg involucrada en autofagia selectiva, son esenciales para la

autofagia general en condiciones de estrés oxidativo.

A pesar de que el papel mas estudiado de Atgll es el de receptor comun
para todos los tipos de autofagia selectiva, también se le ha vinculado con la
autofagia general. En primer lugar se reporté que Atgll interactia fisicamente con
Atg29, que es una de las proteinas involucradas en la formacion del fagéforo. En
este mismo estudio se observo que la eliminacion simultanea de los genes ATG11
y ATG29 abate el proceso de autofagia a pesar de que esto no ocurre cuando los
genes son eliminados de manera independiente (Mao et al., 2013). Este efecto
aditivo es muy similar al observado en el presente trabajo entre los genes ATG11
y SLM35.
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También se reportd que Atgll juega un papel importante durante la
formacién del fagéforo en la fase logaritmica de crecimiento pero no parece ser
relevante en esta etapa de la autofagia durante la restriccion cal6rica (Shintani &
Klionsky, 2004). Por otro lado, se ha relacionado a Atgll con fases tardias de la
autofagia ya que interactia fisicamente con Vam7, una SNARE vacuolar,
facilitando la fusion del autofagosoma con la vacuola. Es importante mencionar
que este Ultimo proceso se lleva a cabo primordialmente por Atgl7, por lo que en
este punto parece haber una redundancia funcional entre Atgll y Atgl7 (X. Liu et
al., 2016).

Serd interesante saber como SIm35 y Atgl1l participan de manera conjunta
durante el proceso de autofagia en condiciones de estrés oxidativo. Como la
eliminacién simultanea de los genes SLM35 y ATG11 produce un efecto sintético
negativo comparado con lo que se observa en las mutantes sencillas. Una
posibilidad es que estos dos componentes participen en vias paralelas durante la
activacion de la autofagia. Ya que SIm35 es una proteina mitocondrial, se
requeriria de la activara a otra proteina, hasta ahora desconocida pero con un
papel equivalente al de Atgll en el sitio de ensamblaje del fag6foro o en la fusion
del autofagosoma con la vacuola (Figura 21). Otra posibilidad es que la proteina
SIm35 este interactuando fisicamente con proteinas de la via autofagica. Para
abordar este ultimo punto es que utilizamos el ensayo de Complementacion de
Fluorescencia Bimolecular usando a la proteina fluorescente Venus como
reportero (Sung & Huh, 2007). Sin embargo, al menos en nuestras condiciones
experimentales, no fue posible analizar ningan tipo de interaccién fisica. Una
posibilidad para resolver el problema seria fusionar los fragmentos de Venus en
los extremos amino terminal de cada proteina de interés, o realizar combinaciones
de fusiones, es decir, fusionar a VN en el extremo amino terminal de una proteina,
y el VC al extremo carboxilo terminal de la otra proteina o viceversa, ya que la
disposicion espacial de los fragmentos de Venus es importante para observar la
interaccion fisica (Sung & Huh, 2007). Esto se ha observado para evaluar las
interacciones fisicas de Atgll con Atg29 y Atgll con Vam7 (X. Liu et al., 2016;

Mao et al., 2013). Otra alternativa para probar interacciones fisicas seria probar
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con el ensayo de complementacion de fragmentos proteicos utilizando a la
dihidrofolatoreductasa (DHFR) de raton y evaluar las interacciones fisicas
analizando el crecimiento de las cepas en medios con metotrexato (Michnick,
2003). Elucidar el mecanismo que explique la interaccion funcional entre SIm35 y
Atgll, asi como si ambas proteinas participan en procesos autofagicos activados
por estimulos diferentes al estrés oxidativo, resulta indispensable para esclarecer
la funcion de SIm35.

En nuestros experimentos de autofagia encontramos otro resultado
sorprendente: la ausencia de autofagia general en la cepa Aatg21. Atg21 es una
proteina que se une al autofagosoma mediante un dominio de unién a
fosfoinositidos, que son fosfolipidos que se encuentran en altas proporciones en
las membranas de los autofagosomas, y permite la expansion del fagoforo en
autofagia selectiva (Nair et al., 2010). Previamente se habia analizado el papel de
Atg21 en autofagia general sin encontrar ningun efecto en la cepa Aatg21 (Nair et
al., 2010). Sin embargo, en dicho reporte también se identificé que la proteina
Atgl8 es homodloga a Atg21 y al eliminar simultaneamente a los genes que
codifican para ambas proteinas si se observd que la autofagia general
desaparecia. Por lo tanto concluyeron que estas dos proteinas homélogas tienen
funciones redundantes y en ausencia de una, la otra permite que la autofagia se
desarrolle. No obstante, en ese trabajo también determinaron que el papel de
Atg21 estaria especializado en autofagia selectiva y Atgl8 en autofagia general.
Una diferencia importante entre ese reporte inicial y nuestro trabajo es el inductor
de autofagia usado: el trabajo de Nair y colaboradores se utilizé restriccion cal6rica
y nosotros estrés oxidativo, por lo que una explicacion posible seria que estas
proteinas juegan papeles diferentes de acuerdo con el estimulo que inicie el
proceso de autofagia. Debido a su papel en la expansion del autofagosoma,
nosotros proponemos que Atg2l es indispensable en este paso de la autofagia

durante la respuesta a estrés oxidativo (Figura 21).

Por otro lado al eliminar otras proteinas que participan en la autofagia

selectiva (Atg20 y Atg24), y al eliminar a los receptores especificos de autofagia
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selectiva para la via Cvt, mitocondrias y peroxisomas (Atgl9; Atg32 y Atg33; y
Atg36, respectivamente) no encontramos alteraciones en el proceso de autofagia
general. Esto indica que SIm35 y estos componentes no estan relacionadas con la

autofagia general.
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@

0
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Sitio de ensamblaje
del fagéforo

Figura 21. Modelo final. Con los resultados obtenidos en este trabajo, nosotros sugerimos que
Atgll y SIm35 participan en vias paralelas durante la autofagia en respuesta a estrés oxidativo.
Este paso puede ser evitando la formacion del PAS, la fusién del autofagosoma con la vacuola o
un problema en la degradacién del autofagosoma o en etapas posteriores. Atg21, por otra parte,
nosotros sugerimos que es indispensable para la expansion del fag6foro en respuesta a estrés
oxidativo.
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10 Conclusiones

* No hay interaccion genética entre los componentes de la autofagia y SLM35

en condiciones normales.

* El fenotipo de resistencia a estrés oxidativo de la cepa Asim35 es
dependiente de los procesos de autofagia general, autofagia selectiva

(mitofagia y via Cvt) pero no de pexofagia.

* En ausencia de SLM35 o0 ATG11 de manera independiente no se afecta el
proceso de autofagia general. Mientras que la ausencia simultanea de
SLM35 y ATG11 si compromete el proceso de autofagia general en

respuesta a estrés oxidativo.

» La proteina Atg21 es un componente necesario para la autofagia general en

condiciones de estrés oxidativo.
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11 Perspectivas

Determinar si SIm35 y Atgll son importantes para el proceso de autofagia
general en una condicion de restriccién de nitrégeno. En esta condicién se
ha descrito de manera méas detallada la cascada de activacion de los
componentes participantes de la autofagia general y posiblemente sea
diferente a la activacion de la autofagia mediante estrés oxidativo. Esta
informacion nos indicaria si SIm35 y Atgll son importantes para la
autofagia general para diferentes estimulos de autofagia o si son
especificos para estrés oxidativo.

Conocer cual es el paso limitante de la autofagia general en la cepa
Aatg11Asim35. Esto nos diria en que punto de la autofagia ATG11 y SLM35
convergen. Debido a que se ha descrito que Atgll participa en etapas
tempranas (formacién del PAS en autofagia selectiva) y tardias (fusion del
autofagosoma con la vacuola) de la autofagia, es interesante evaluar la
presencia de autofagosomas en la doble mutante mediante fluorescencia
utilizando el reportero GFP-Atg8. Este experimento determinara si los
autofagosomas son o no formados o si es un paso distinto de la autofagia el
limitante en la doble mutante.

Hacer uso del ensayo de complementaciéon de fragmentos proteicos
utiizando a la DHFR de raton como proteina reportera para evaluar
interacciones fisicas entre SIm35 y las proteinas Atg’X’. En este ensayo las
interacciones fisicas son evaluadas mediante el crecimiento de las cepas
en un medio que tiene metotrexato. Si hay interaccion fisica entre las

proteinas, la cepa es capaz de crecer en este medio.
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12 Anexos
12.1 Verificacion de mutantes Aatgx

Se recuperaron las mutantes sencillas Aatgx de la coleccion de mutantes y se
realizaron las mutantes Aatgx que no fueron recuperadas de esta coleccion. Se
verificaron por PCR como se indica en la seccion de Materiales y Métodos. Los
resultados obtenidos muestran que todas las cepas son mutantes para el gen que

correspondiente (Figura Al).

1: Casete: KanMX4
2: Gen: ATG'X’ Aatg1 Aatg8 Aatg11 Aatg13 Aatg17

3:WT 1 2 31 2 3 1 2 3 Ct-

Aatg20 Aatg21 Aatg24  Aatg32  Aatg33
i 2 3 1 2 3 C# 1.2 31 2 3 1 2 3 Ct

1000 pb mep B 1000 pb memp

Figura Al. Verificacion de mutantes por PCR. Productos amplificados en las mutantes indicadas
para la presencia del casete de resistencia (1) o del gen en las cepas mutantes (2) o en la cepa
WT (3). Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. El Ctl- se realiz6
afadiendo agua a la reaccion en lugar de DNA.

12.2 Verificacion de mutantes AatgxAsim35

Después de corroborar las mutantes sencillas de las cepas Aatgx se prosiguio a

realizar las dobles mutantes AatgxAsim35 por el método de recombinacion
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homologa. Una vez obtenidas las mutantes se corroboré por PCR que las cepas
fueran mutantes para el gen ATG correspondiente (Figura A2A). Una vez
confirmando que son mutantes par el gen ATG, se verificd que fueran mutantes
para el gen SLM35, mediante PCR confirmamos la ausencia del ORF de SIm35
(tamafio de la banda esperada: 1080 pb) y la presencia del casete de resistencia
HphMX (tamafio de la banda esperada: 1010 pb) (Figura A2B). Por lo tanto

confirmamos la obtencion de las dobles mutantes AatgxAsim35.
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A

1: Casete: KanMX4
gj sv?l—n:ATGX Aatg1Asim35 Aatg8Asim35 Aatg11Asim35 Aatg13Asim35 Aatg17Asim35

1 2 3 4 2 34 2 3 ¢t {1 2 3 4 5 3

Ctl-

1000 phb mm—p

Aatg20Asim35 Aatg21Asim35
1 2 3 1 2 3 Ct-

Aatg24Asim35 Aatg32Asim35 Aatg33Asim35
1 2 31 2 3 1 2 3 Ct

1000 pb m—p

: Aatg1Asim35 1 23 45 6 7 89 10 1112
. Aatg8Asim35

. Aatg11Asim35
: Aatg13Asim35
: Aatg17Asim35
: Aatg20Asim35
: Aatg21AsIm35
Aatg24Asim35 .+ 1000 pb e B
Aatg32AsIm35
10: Aatg334sim35
11: WT

12: Ctl-

CE~NDO D WN =

Gen: SLM35

MR N T ||  y y

Casete: HphMX

Figura A2. Verificacién de las mutantes AatgxAsim35 por PCR. Productos amplificados en las
mutantes indicadas para la presencia del gen o del casete de resistencia KanMX4 (A) o HphMX (B)
segun se indica. Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. El Ctl-
se realizo afiadiendo agua a la reaccion en lugar de DNA.
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12.3 Verificacidon de cepas con la construccion AtgX-VN

Las Atg fusionadas al dominio amino terminal de Venus (AtgX-VN) fueron
recuperadas de la coleccion de cepas de Bionner con excepcion de la cepa con la
construccion de Atg33-VN, la cual no se encuentra dentro de la coleccion (Sung &
Huh, 2007). Estas cepas fueron corroboradas mediante PCR como se describe en
Materiales y Métodos. Ademas de las cepas anteriormente mencionadas también
se recuperaron las cepas SIm35-VN para evaluar alguna posible interaccion
homocinética y Torl-VN para evaluar una posible interaccion fisica entre esta y
SIm35, debido a la interaccién genética que estos genes presentan en condiciones
de estrés (Aguilar-Lopez et al., 2016).

Como se muestra en la figura A3 se corroboraron las fusiones en las cepas
obtenidas, con excepcion de la cepa Torl-VN ya que el producto de PCR predicho
es de aproximadamente 7,400 pares de bases y no observamos amplificacién de

este producto.
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1: Atg8-VN 1: SIm35-VN

2: Atg17-VN 2: SIm35-VN 1:10
3: Atg24-VN 3:WT
4: SIm35-VN 1 2 383 4 48 B 4: Ctl-
5. WT
6: Ctl-

1000 pb mmp
1000 pb =y

1: Atg1-VN
2: Atg11-VN
3: Atg13-VN
4: Atg20-VN
5: Atg21-VN
6: Atg32-VN
7:WT

8: Ctl-

3000 pb mmp

Figura A3. Verificacion de las fusiones AtgX-VN y SIm35-VN por PCR. Productos amplificados
para verificar la presencia de la fusion indicada. El Ctl- fue realizado afiadiendo agua a la reaccion

en lugar de DNA.
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12.4 Verificaciéon de las cepas con la fusiéon SIm35-VC y Atg13-VC

Obtenidas las cepas con el amino terminal de Venus, se prosigui6 con la fusion del
dominio carboxilo terminal de Venus a SIm35 (SIm35-VC) y a Atgl3 (Atgl3-VC)
como se describe en Materiales y Métodos. Posterior a la transformacion, las
colonias obtenidas fueron evaluadas por PCR para corroborar la fusion SIm35-VC
usando dos oligos sentido, los cuales se aparean en distintos lugares del gen
SLM35, para obtener bandas esperadas de 2000 y 3000 pb; también se corrobor6
la construccion Atg13-VC esperando una banda de 2000 pb. Como se muestra en
la figura A4, se obtuvo una colonia de SIm35-VC con la construccion esperada y
esta fue usada para los posteriores experimentos. En el caso de Atgl3-VC se
obtuvieron 5 colonias, nosotros decidimos trabajar con la colonia 4 para los

siguientes experimentos.
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SIm35-VC SIm35-VC
1 3 WT Citl 1 3 Ctl

Atg13-vC

2 3 4 6 7 WT Ct-

2000 pb wmp

Figura A4. Verificacion de la construccién SIm35-VC y Atgl3-VC por PCR. Productos
amplificados de 2000 pb (A y C) o de 3000 pb (B) para verificar la presencia de la construccion

indicada.

Una vez verificadas las construcciones con los dominios de Venus las cepas
fueron cruzadas y posteriormente seleccionadas como se describié en Material y

Métodos para obtener las células diploides.
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12.5 Medios de cultivo

YPD

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Peptona

Glucosa

Agar*

1%
2%
2%
2%

*Para medio sélido.

YPG

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Peptona
Glicerol

Agar*

1%
2%
2%
2%

*Para medio sélido.

LB

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Triptona

NacCl

Agar*

0.5%
1%
1%
2%

*Para medio sélido.

SD Minimo-Ura

Componente

Concentracion

Base de Nitrégeno de Levadura
(NH4)2S04
Glucosa

Leucina

0.17%
0.5%

2%

100 mg/L
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Adenina
Histidina
Triptofano
Metionina
Lisina

Agar*

20 mg/L
20 mg/L
20 mg/L
20 mg/L
30 mg/L
2%

“*Para medio solido.

YPD+Geneticina

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Peptona

Glucosa

Geneticina

Agar*

1%
2%
2%
200 mg/L
2%

“*Para medio solido.

YPD+Geneticina+Higromicina

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Peptona

Glucosa

Geneticina
Higromicina

Agar*

1%
2%
2%
200 mg/L
250 mg/L
2%

“*Para medio solido.

LB+Ampicilina

Componente

Concentracion

Extracto de levadura
Triptona

0.5%
1%
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NacCl
Ampicilina
Agar*

1%
100 mg/L
2%

*Para medio sélido.

SD —Met —Lis —Ura +Geneticina

Componente

Concentracion

Base de Nitrégeno de Levadura
Glutamato monosodico
Glucosa

Drop out —Met —Lis —Ura 10X**
Geneticina

Agar*

0.17%
0.5%

2%

10%

200 mg/L
2%

*Para medio sélido.

**Drop out —Met —Lis —Ura 10X para 1 L

Componente Concentracion
Arginina 200 mg/L
Leucina 600 mg/L
Asparagina 1g/L
Glutamato monosodico 1g/L
Fenilalanina 500 mg/L
Serina 3.75g/L
Adenina 200 mg/L
Histidina 200 mg/L
Triptéfano 400 mg/L
Treonina 2g/L
Tirosina 300 mg/L
Valina 1.5g/L
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SD Completo -Ura

Componente

Concentracion

Base de Nitrégeno de Levadura
Glutamato monosodico
Glucosa

Drop out —Ura***

Agar*

0.17%
0.1%
2%
0.2%
2%

***Drop out —Ura

Componente Concentracion
Adenina 30
Inositol 29
Acido p-aminobenzoico 200 mg
Alanina 20
Arginina 29
Asparagina 249
Aspartato 29
Cisteina 29
Glutamato 29
Glutamina 29
Glicina 29
Histidina 29
Isoleucina 29
Leucina 10 g
Lisina 29
Metionina 29
Fenilalanina 29
Prolina 29
Serina 29
Treonina 29
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Triptéfano
Tirosina

Valina

29

29

12.6 Soluciones

TAE 50X

Componente Concentracion
Tris 242 g/L

Acido acético glacial 51.7 ml/L
EDTA 0.5M pH=8 100 ml/L

Buffer de Corrida

Componente Concentracién
Tris HCL 25 mM
Glicina 192 mM

SDS 0.1%

Buffer de Corrida

Componente Concentracion
Tris HCL 25 mM
Glicina 192 mM

SDS 0.1%

Metanol 20 %

LAE 2X

Componente Concentracién
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Tris HCL pH=6.8 240 mM

Azul de Bromofenol 0.04 %
B-Mercaptoetanol 10 %
SDS 4 %
Metanol 20 %

12.7 Viabilidad celular en presencia de H202 y tBOOH

Se evaluaron las curvas de crecimiento de la cepa WT en presencia o ausencia de
los inductores de estrés oxidativo. Se observd que tanto el H202 y el tBOOH
arrestan el crecimiento celular en medio liquido después de 3 horas de exposicion.
24 horas después de estimular las células con H202 o con tBOOH, se plaquearon
200 pL de cultivo celular en medio fresco sélido y se evalu6 el crecimiento celular.
Con este experimento se observo que después de 24 horas de estrés oxidativo
con H20:2 las células no son viables. En cambio, las células si son viables después
de 24 horas en presencia de tBOOH (Figura A5) (Tesis de Maestria Romo
Casanueva 2018).

24 hrs 0.75 mM t-BOOH

v WT 0.75 mM Peroxido —-0.75 mM t-BOOH —-25 mM peroxido

w

24 hrs 25 mM peroxido

0.D. 600nm

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hrs)

Figura A5. Una exposicién de 24 horas de H202 mata a las células pero no asi el tBOOH.
Cultivos liquidos celulares de la cepa WT fueron estimulados con H202 o con tBOOH y se obtuvo la
curva de crecimiento. 24 horas después del estimulo, 200 pL de cada cultivo fueron plagueados en
medio sélido fresco para evaluar la viabilidad celular.
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