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Resumen

En células animales, la homeostasis del calcio estd estrechamente relacionada con el
adecuado funcionamiento del reticulo endoplasmico (RE). De manera especifica, en el
lumen del RE se requieren concentraciones de calcio elevadas y rigurosamente
controladas para que se lleve a cabo el plegamiento, la degradacion, y el transporte de las
proteinas en el organelo. En la levadura Saccharomyces cerevisiae la relacion entre el
calcio y el RE es dudosa: aunque el calcio no parece ser necesario para el plegamiento de
las proteinas, el ion se encuentra en concentraciones elevadas en el reticulo endoplasmico
y se ha reportado que eliminarlo de la célula genera estrés en el organelo.

En este trabajo se indago en la relacidn del calcio con la homeostasis del RE en S.
cerevisiae, para lo cual se estudi6 la Via de Calcio Intracelular en condiciones de estrés
de reticulo endoplédsmico inducido por tunicamicina (ERE). Se encontr6 que la
supervivencia de la célula al ERE disminuye si se eliminan los reguladores maestros de
la via: la fosfatasa Calcineurina y el factor de transcripcion Crz1lp. Ademas, se encontro
que en respuesta al ERE inducido por tunicamicina, Crz1p cambia su localizacién de
citosolica a nuclear y activa la expresion genética. Estos cambios son mediados por la
fosfatasa Calcineurina y se abaten si se secuestra el calcio externo con el uso de quelantes.
Finalmente, se adaptd el sensor de calcio BGECO para su uso en S. cerevisiae y se
demostro su utilidad para monitorear flujos de calcio inducidos por CaCl.y tunicamicina.
Los defectos de crecimiento observados en las mutantes de la Via de Calcio Intracelular
en condiciones de ERE, sumados a la activacion de la via tras la induccion con
tunicamicina, revelan una relacion bidireccional: por un lado, la pérdida de la proteostasis
del RE altera la homeostasis del calcio, y, por otro lado, la falta de regulacion del calcio
intracelular impide que una célula en ERE recupere la proteostasis en el organelo.



Introduccion
1. Estrés de reticulo endopldsmico en levaduras.

1.1 Estreés de reticulo endoplasmico.

El reticulo endoplasmico (RE) es un compartimento membranoso dentro del cual ocurre
aproximadamente un tercio de la sintesis total de proteinas en las células eucariontes®?.
Este organelo es ademas el sitio principal de almacenaje de calcio en las células de
mamifero y el segundo mas importante en las células de levadura (en este caso el principal
reservorio es la vacuola)®~. Debido a la importancia de estas dos funciones, mantener la
homeostasis del RE es vital para la supervivencia de las células eucariontes.

La homeostasis del RE requiere un balance entre la carga de sintesis proteica y un
adecuado control de la movilidad del calcio entre el organelo y el citoplasma®*®. Cuando
la homeostasis del reticulo endoplasmico se pierde, ocurre un evento que se denomina
Estrés de Reticulo Endoplasmico (ERE). El tipo de estrés de reticulo endoplasmico mas
estudiado es el que ocurre debido a una sobrecarga en la capacidad de sintesis proteica
del organelo. Al suscitarse dicho estrés, se desencadenan distintos eventos de sefializacion
celular con el objetivo de restablecer la homeostasis del RE. La via de sefializacion méas
importante para contender con el ERE es la Respuesta a Proteinas Mal Plegadas (UPR,
por sus siglas en inglés)*2,

Los principales componentes de la UPR tanto en mamiferos, como en plantas y en
hongos han sido descritos a lo largo de los afios. Sin embargo, también se han identificado
varias proteinas cuya funcion afecta la respuesta a estrés de reticulo endoplasmico pero
que se encuentran en vias de sefializacion paralelas a la UPR?’. En la levadura
Saccharomyces cerevisiae, algunas de las vias de sefializacion necesarias para sobrevivir
al ERE son la via de respuesta a osmolitos (via de HOG) y la via de integridad de pared

celular®,

1.2 Inductores de estrés de reticulo endoplasmico.

En condiciones de laboratorio se utilizan dos tipos de inductores de ERE: agentes
reductores y agentes que inhiben la glicosilacion de proteinas. Ambos tipos de inductores
impiden el plegamiento adecuado de las proteinas en el reticulo endopléasmico, lo que
causa una pérdida de la homeostasis del organelo debido a una sobrecarga de proteinas
defectuosas. Por un lado, los agentes reductores destruyen los puentes disulfuro de las

proteinas, provocando su desplegamiento; en esta categoria de inductores se encuentran



el ditiotreitol (DTT) y el B-mercaptoetanol (f-me). Por otro lado, los agentes que afectan
la glicosilacion de proteinas ejercen su funcion al impedir la sintesis del polisacarido que
se transfiere a las proteinas nacientes en el RE; agentes de este tipo son la tunicamicina
(Tm) y la 2-desoxi-D-glucosa (2-DOG). La tunicamicina es un antibidtico que inhibe a la
enzima Alg7p, la cual se encarga de transferir UDP-N-acetilglucosamina al dolicol-
fosfato. La N-acetilglucosamina es el primer carbohidrato en afiadirse al arbol de
glicosilacion, por lo que la accion de la tunicamicina impide de manera especifica y desde
el comienzo la glicosilacion de proteinas. Por su parte, la 2-desoxi-D-glucosa es un
analogo de la glucosa y se incorpora al arbol de glicosilacién; pero a diferencia de la
glucosa, la 2-DOG impide la posterior incorporacion de hexosas e inhibe la sintesis del
polisacarido, dejandolo trunco. Un polisacarido incompleto no puede incorporarse a las

proteinas y detiene su procesamiento (Figura 1).

El uso de inductores de ERE que inhiben la glicosilacion de proteinas es preferible
debido a que afectan de manera mas especifica el plegamiento de proteinas. A diferencia
de los agentes que impiden la glicosilacion, los agentes reductores tienen efectos
pleiotropicos, como la alteracion del estado REDOX. El desequilibrio del estado REDOX
induce otros tipos de estrés y conlleva a la activacion de otras vias de respuesta celular
que pueden enmascarar los efectos del ERE.
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Figura 1. N-glicosilacion y plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico. Se
muestran los pasos de la formacion del arbol de glicosilacion en el RE y las modificaciones
cotraduccionales que permiten a los polipéptidos alcanzar su correcto plegamiento. El arbol de
glicosilacion comienza con la fosforilacion del dolicol (1), seguido por la adicién de N-
acetilglucosamina-fosfato (2) y la adicion secuencial de una N-acetilglucosamina y cinco
manosas (en la figura se omiten pasos por simplicidad) (3); este pre-arbol es translocado de la
cara citoplasmica del RE al lamen (4), donde se finaliza su construccién con la adicion secuencial
de cuatro manosas y tres glucosas (5). El arbol de glicosilacién es incorporado de manera
cotraduccional a los polipéptidos dentro del RE (6), y junto con la catélisis de puentes disulfuro
(7), permite a las proteinas alcanzar un plegamiento correcto (8). La tunicamicina es un inhibidor
competitivo de la enzima Alg7p que cataliza la incorporacién de N-acetilglucosamina-fosfato al
dolicol fosfato (9), por otra parte, la 2-desoxi-D-glucosa se incorpora directamente en el arbol y
trunca su crecimiento (10). Finalmente, los agentes reductores como el ditiotreitol o el -
mercaptoetanol, rompen los puentes disulfuro de las proteinas. La accién de cualquiera de estos
agentes evita que las proteinas alcancen su estado nativo y favorece la acumulacion de proteinas
desplegadas (11) en el RE.

2. Calcioy reticulo endoplasmico

2.1 Senalizacion mediada por calcio
El ion Ca™ es un segundo mensajero de gran importancia en las células eucariontes. La
sefializacion mediada por calcio cumple distintas funciones y esta conservada en todos
los organismos estudiados a la fecha®°. El calcio intracelular se halla secuestrado en los
distintos organelos, sin embargo, el RE es el mayor reservorio en mamiferos y la vacuola

lo es en levaduras. Esta compartamentalizacion del calcio permite que la concentracion



citosolica del ion sea de uno a dos drdenes de magnitud menor que en el medio externo®*.
Distintos estimulos pueden ocasionar la expulsion del calcio de los compartimentos
celulares, provocando un incremento subito en la concentracion del cation en el citosol.
El aumento en la concentracion citosolica de calcio es detectado por la proteina
Calmodulina. La Calmodulina es una proteina con dominios de unién de Calcio que esta
conservada en todos los eucariontes y es esencial para la sefializacion mediada por calcio.
En su forma activa (asociada a calcio), la Calmodulina interacciona con la fosfatasa
Calcineurina y la activa. La Calcineurina tiene distintas proteinas blanco, las mas
importantes son los factores de transcripcion dependientes de calcio ya que estos regulan
gran parte de la respuesta inducida por la expulsion de calcio, asi como el restablecimiento

de la concentracion citosdlica e intraorganelar del cation®®.,

2.2 Funciones del calcio en la homeostasis del reticulo endoplasmico.

El reticulo endoplasmico es el principal reservorio de calcio en metazoarios y el segundo
mas importante en levaduras*1%!, Existen diversos mecanismos para garantizar el
resguardo del ion dentro del RE, lo que tiene como consecuencia que su concentracion se

mantenga alta en el organelo y baja en el citoplasma.

El control preciso de la segregacién del calcio en el RE, sugiere que el dication
cumple funciones vitales para el funcionamiento del organelo secretor; tal es el caso en
celulas animales, donde se han reportado funciones de gran importancia para el
plegamiento de proteinas. Aungue la concentracion total de calcio al interior del RE es de
1 a 2 mM, la concentracion de calcio libre es tan s6lo de 50 a 500 uM**3 Esta
discordancia se explica porque gran parte del calcio del organelo se encuentra unido a
chaperonas®®. La union del calcio en el RE se encuentra dominada por unas cuantas
proteinas, tan sélo el par calreticulina-BiP es capaz de unir 75% del calcio del
organelo®51®; otras chaperonas residentes del RE como Grp94 y la familia de las PDIs
también cuentan con sitios de union a calcio'>!®, En todas las chaperonas mencionadas,
el calcio cumple un papel elemental en los ciclos de catélisis y su deficiencia puede
generar defectos en la capacidad de plegamiento del RE*!". Un ejemplo claro de la
importancia del calcio en la homeostasis del RE, es su papel en el ciclo catalitico de las
chaperonas de proteinas glicosiladas, calreticulina y calnexina, cuya union a los arboles

de glicosilacion depende de la presencia de altas concentraciones de calcio en el medio



circundante'®8, Igual de relevante es que la chaperona BiP, un sensor de la UPR, sea
responsable de la union del 25% del calcio total del reticulo'?*®. Finalmente, también se
conoce que alteraciones en el calcio del RE bloquean el trafico de las proteinas de la via

secretorat?1®.

Pese a la multitud de evidencias encontradas en células animales sobre la estrecha
relacion entre el calcio y la biologia del RE, la misma conexion ha sido puesta en duda
para la levadura Saccharomyces cerevisiae. Aunque en S. cerevisiae la distribucion
celular de las pozas de calcio es similar a la de las células animales, las concentraciones
que tiene son significativamente diferentes. Por ejemplo, el reticulo endoplédsmico de la
levadura almacena hasta cien veces menos que su equivalente en mamiferos? y a la fecha
no se ha podido demostrar que la funcion de las chaperonas residentes de este organelo
en levadura dependa de su asociacién con calcio, aunque se trate de los ort6logos de BiP

y calreticulina/calnexinal®2L,

Si bien las chaperonas del RE de levaduras no requieren de calcio para funcionar
adecuadamente, se ha reportado que la via UPR se activa cuando se elimina el calcio de
las células por medio de quelantes??. Asi mismo en nuestro laboratorio se ha demostrado
que algunas mutantes nulas de los genes de la via de Calcio Intracelular muestran defectos
de crecimiento cuando se induce estrés de RE con tunicamicina?. Estos antecedentes
dejan abierta la posibilidad de que la homeostasis del RE dependa de un adecuado control

del calcio intracelular.

2.3 Via de Calcio Intracelular en Saccharomyces cerevisiae

En levaduras, la Via de Calcio intracelular se activa por distintos estimulos como son el
estrés inducido por cationes (AlI"**, Ca*™, Mg*™, Mn**, Li*, K" y Na"), cafeina, etanol, alta
temperatura, luz azul y pH basico®®. En la Via de Calcio Intracelular de S. cerevisiae, el
sensor de calcio mas importante es la proteina Calmodulina (Cmdlp), y el efector
catalitico de la via es la Calcineurina. La Calcineurina de levadura esta constituida por
dos subunidades: Cnb1lp, la subunidad reguladora; y Cnal-2p, la subunidad catalitica. El
genoma de S. cerevisiae posee dos genes pardlogos con funciones parcialmente
redundantes para la subunidad catalitica: CNA1 y CNA2; en la proteina completa
solamente una de estas subunidades esta presente?*. El principal blanco de la Calcineurina

es el factor de transcripcion dependiente de calcio Crz1lp, que coordina practicamente
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toda la respuesta transcripcional de la via de calcio®*?®. La homeostasis del calcio se
recupera gracias a varios transportadores y ATPasas que retornan el calcio citosélico a
los distintos organelos.

2.4 Componentes proteicos relevantes en la regulacién del calcio en S. cerevisiae

Aunque la levadura S. cerevisiae mantiene las pozas de calcio observadas en metazoarios,
la bibliografia indica que la biologia del calcio en este organismo tiene marcadas
diferencias con la de células animales. Como se ha mencionado anteriormente, el
principal sitio de almacenamiento de calcio en la levadura es un organelo que no se
encuentra en metazoarios: la vacuola; en la cual el calcio se encuentra asociado a fosfato
inorgéanico. Se sabe también que el RE de la levadura almacena varias decenas de veces
menos calcio que el de metazoarios. Finalmente, varios de los sistemas de movilizacion
de calcio presentes en animales, no se encuentran en levadura o no presentan la misma
localizacion subcelular*, Mas adelante se detallara aspectos importantes de estos

sistemas.

2.4.1 Sistemas de movilizacion de calcio

Se puede dividir a las proteinas relacionadas a la movilizacion de calcio en levaduras en
tres grandes grupos: canales idnicos de calcio localizados en membrana plasmatica,
bombas y transportadores organelares de calcio, y canales ionicos de calcio localizados

en organelos.

En el primer grupo se encuentran los sistemas de internalizacion de calcio de alta y
baja afinidad (HACS y LACS, respectivamente). El sistema HACS, conformado por las
proteinas Cchlp, Midlp y Ecm7p, y tiene homologia con los canales de calcio regulados
por voltaje de mamiferos!*26:27, Mientras que el segundo sistema, LACS, tiene homologia
con los canales ionotropicos de glutamato de mamiferos!*. Ambos sistemas permiten la
internalizacion de grandes cantidades de calcio del medio extracelular en periodos breves
de tiempo. De manera relevante, se conoce que su regulacion es distinta y que son
sistemas independientes: el canal HACS es regulado negativamente por accion directa de
Calcineurina, mientras que el canal LACS no es afectado por esta proteina'#25-2°,
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El segundo grupo engloba a las ATPasas de Via Secretora (SPCAS) y a una serie
de transportadores de calcio. Estas proteinas se encargan de capturar el calcio libre en el
citosol e internalizarlo en los organelos. Llama la atencion que el transporte de calcio
mediado por ATPasas en S. cerevisiae carezca de bombas de calcio tipo SERCA—
responsable de la gran capacidad de almacenaje de calcio en el RE de animales—, en su
lugar, las responsables de almacenar calcio en los organelos son las SPCAs Pmrlp y
Pmc1p, que no poseen la misma capacidad de transporte que las SERCA y ademas no son
especificas para calcio, sino que también transportan manganeso®'-*4, La regulacion de
estas bombas esta dada, a nivel transcripcional, por la actividad de Calcineurina y
Crz1p'*?430 Se conoce poco sobre la regulacion e importancia de los transportadores de
calcio de levaduras, sin embargo, es relevante mencionar que el transportador Gdtlp,
localizado en el aparato de Golgi, parece ser importante para la supervivencia al estrés de
RE3.

Finalmente, la levadura S. cerevisiae destaca por no poseer homologos de los
canales de calcio del RE de animales, como son el receptor de IP3 y el receptor de
Ryanodina—pese a que se presume que estos canales estaban presentes en el ancestro
comun de animales y hongos'*. Estas pérdidas, sumadas a la concentracion no tan alta de
calcio en el RE de S. cerevisisae, ponen en duda la capacidad de este organelo para
transducir sefiales a traves del calcio, como hacen otros eucariontes. Ademas la vacuola,
que es el organelo que concentra la mayor cantidad de calcio en S. cerevisiae si posee un
canal de calcio conocido como Yvclp. Este canal es homologo a los canales TRPC de
metazoarios que generan corrientes de calcio hacia el citosol durante estrés osmatico y

estrés oxidante!432:33,

2.4.2 Cinasas y fosfatasas

S. cerevisiae tiene ortologos tanto del sensor Calmodulina, como de uno de sus
efectores mas importantes: la fosfatasa Calcineurina. Como se menciond previamente,
esta rama de sefializacion es central en la regulacion del calcio en levaduras, y al igual
que su simil en animales, es activada por un incremento en la concentracion citosdlica de

calcio.

El blanco mejor descrito de Calcineurina es el factor de transcripcion dependiente

de calcio Crzlp, del que se hablara en futuras secciones; a través de este factor, la
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Calcineurina regula indirectamente la abundancia de varios de los transportadores de
calcio mencionados anteriormente, sin embargo, también se han reportado efectos

directos (desfosforilacion) de la fosfatasa sobre estos transportadores?428,

Ademas de la bien conocida via de Calmodulina/Calcineurina, la levadura tiene dos
ortdlogos de las cinasas dependientes de Calmodulina CaMK, CMK1 y CMK24:34,
ademas de una familia de dos integrantes de reguladores negativos de Calcineurina,
denominados RCN'*. Lamentablemente todos estos reguladores han sido pobremente

descritos y se desconoce su funcidn precisa en la homeostasis de calcio en S. cerevisiae

De manera importante para este trabajo, se ha relacionado la actividad de
Calcineurina con la supervivencia a estrés de reticulo endoplasmico. Primero, se ha visto
que al vaciar las pozas de calcio internas o al crecer las células en medios con baja
concentracion de calcio, se activa la UPR, y se observo también que una mutante triple
de los genes CNB1, CMK1, y CMKZ2, tiene defectos de crecimiento en presencia de
inductores de ERE?2. Segundo, en nuestro laboratorio se encontré que mutantes nulas de
las subunidad Cna2p de Calcineurina y del factor de transcripcion Crzlp crecen
deficientemente en medio con tunicamicina y se encontré también que una mutante de la

subunidad reguladora, Cnblp, es extremadamente sensible al antibiético (Figura 3)%3.

0.75pg/mL Tm

Figura 3. Sensibilidad a inductores de ERE en mutantes nulas de la via de respuesta a calcio.
Las subunidades CNB1 y CNA2 de Calcineurina, asi como el factor de transcripcion CRZ1 se
requieren para la supervivencia a ERE inducido por tunicamicina. Tm: tunicamicina. YPD: medio
rico. Dilucidn inicial: 0.08 OD®®. Modificado de Olivares, 2017.

2.4.3 Factores de transcripcion

Dos factores de transcripcion han sido asociados funcionalmente con la Via de Calcio

Intracelular en levaduras: Crzlp y Skn7p3%,
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Crzlp es un factor de transcripcion de dedos de zinc que coordina la respuesta
transcripcional dependiente de calcio. Se ha reportado que Crz1p regula 116 genes con
distintas funciones®. Entre los genes regulados por Crzlp destacan la ATPasa vacuolar
de calcio, PMC1, y la subunidad de la 1,3-glucano sintasa, FKS2, porque han sido

utilizados como marcadores de la actividad del factor de transcripcion®27.

En condiciones normales Crzlp se localiza en el citoplasma de la célula. En éste
compartimento, la proteina se encuentra hiperfosforilada. Cuando se activa la
sefializacion por calcio, la Calcineurina desfosforila a Crz1p y ésta es transportada al
nticleo por la actividad de la importina Nmd5p®8. Una vez localizada en el ntcleo Crzlp
se une a los promotores en secuencias especificas denominadas Elementos de Respuesta
Dependientes de Calcineurina (CDREs, por sus siglas en inglés) y promueve la
transcripcion®2>2°, Cinasas atn no identificadas refosforilan a Crz1p en el ntcleo, lo que

favorece su exportacion al citoplasma por medio de la exportina Msn5p.

Skn7p, por su parte es una proteina nuclear de 622 aminoacidos; tiene tres dominios
que regulan su funcion: un dominio de unién con DNA (DBD), un dominio de regulador
de respuesta (REC), y un dominio coiled coil de interaccién con proteinas (CC).

La funcion de Skn7p no esta completamente clara. Originalmente se describié a
Skn7p como uno de dos reguladores de respuesta del Unico sistema fosforrelevo de S.
cerevisiae, y se le asocio con la biogénesis de la pared celular; sin embargo, estas primeras
observaciones se realizaron en fondos genéticos alterados que no representan la fisiologia
natural de la célula de levadura***2, Posteriormente, y con evidencias sélidas, Skn7p se
identifico como uno de los dos reguladores maestros de la respuesta transcripcional a
especies reactivas de oxigeno (ROS)**, Finalmente, en 2001 se reportd una relacion
entre Skn7p y la via de Calcineurina/Crz1 en condiciones de estrés por calcio
extracelular®. En este trabajo se indica que Skn7p sostiene una interaccion fisica in vitro
con Calcineurina y Crzlp, y que la expresion de FKS2 disminuye significativamente en
la mutante nula de SKN7%. Sin embargo, datos recientes de nuestro laboratorio sugieren
gue Skn7p mas que ser un activador de FKS2 parece ser un represor (Tesis de Maestria

de Iris Hernandez).

En nuestro grupo de trabajo se mostré que una mutante skn7A presenta un fenotipo
de sensibilidad a inductores de estrés de RE, que no se relaciona con su participacion en

la via del fosforrelevo o en la via de respuesta a ROS. Adicionalmente, se encontré que
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CRZ1 y SKN7 tienen una fuerte interaccion genética, ya que la doble mutante de estos
factores presenta un fenotipo de letalidad sintética (Figura 4a). En el laboratorio se
observé que Crzlp cambia su localizacion del citosol al nlcleo tras estimular a las células
con tunicamicina®, por lo que se generd como hipétesis que la Via de Calcio Intracelular

se activa en condiciones de estrés de RE, (Figura 4b)Z.

b vehiculo 1pg/mL Tm; 2 h

grz1-GFP crz1-GFP

Figura 4. Crzlp participa en la respuesta a ERE.
a) La mutante crz1Askn7A presenta fenotipo de letalidad sintética. b)
CRZ1-GFP cambia su localizacién en presencia de tunicamicina. Tm;
tunicamicina. Modificado de Olivares, 2017. YPD: medio rico. Dilucién

inicial: 0.08 OD5,
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Planteamiento del problema

La homeostasis de calcio y el plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico (RE)
son eventos co-dependientes en células animales; sin embargo, en la levadura S.
cerevisiae las evidencias de esta relacion son contradictorias. Por un lado, a diferencia de
sus equivalentes en animales, las chaperonas residentes del RE de S. cerevisiae no
requieren calcio para efectuar sus funciones de plegamiento; por otro lado, la UPR de S.
cerevisiae se activa en condiciones de agotamiento del calcio del RE, lo que sugiere que
el calcio se requiere para los procesos de maduracion y plegamiento de las proteinas

nacientes.

En nuestro grupo de trabajo se encontrd que la via de Calcio Intracelular es necesaria para
la supervivencia al estrés de reticulo endoplasmico (ERE). Ademas, se encontrd que el
factor de transcripcion Skn7p—recientemente asociado con la regulacion de la via de
Calcio Intracelular—es también necesario para sobrevivir a ERE, y se planted la co-
regulacion de la transcripcion por la via de Calcio Intracelular y Skn7p como un
mecanismo importante de supervivencia a ERE. En el presente trabajo se buscé detallar

en los mecanismos de la activacion de esta via en condiciones de ERE.

Hipotesis
Un incremento en el calcio citosolico en la levadura Saccharomyeces cerevisiae activa la

via de Calcio Intracelular durante el estrés de reticulo endoplasmico y requiere de la

actividad de los factores de transcripcion Crz1 y Skn7p para mantener la sobrevivencia.
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Resultados

Cnb1p tiene un papel esencial en la supervivencia a ERE

En un trabajo previo, se observo un fenotipo de sensibilidad a inductores de ERE en las
mutantes de las subunidades de Calcineurina, cna2A y cnb1A?; el fenotipo de la mutante
de la subunidad reguladora, cnblA, fue de particular interés ya que resultd altamente
sensible. Se decidio evaluar a fondo la intensidad de este fenotipo mediante ensayos de
sensibilidad por goteo en concentraciones decrecientes de tunicamicina y se utilizo a la
mutante nula del sensor Irelp como referencia de uno de los fenotipos mas severos que
se conocen a estrés de reticulo endoplasmico, asi como la mutante crz1A, como referente
de un fenotipo de sensibilidad moderada. Se realizaron pruebas en las siguientes
concentraciones de tunicamicina: 0.5pg/mL, 0.3pg/mL, 0.2pg/mL, y 0.1pg/mL. Se
observo que la mutante cnblA present6 deficiencias de crecimiento incluso en la
concentracion méas baja de tunicamicina (0.1pg/mL), con un fenotipo similar en

intensidad al de la mutante irelA (Figura 5, Anexo II).

Dilucién
1:10

YPD 0.1pug/mL Tm

Figura 5. La mutante nula de CNB1 presenta un fenotipo extremo de
sensibilidad a tunicamicina. Ensayo de sensibilidad por goteo a ERE inducido
por tunicamicina. Se comparo6 el fenotipo de las mutantes sencillas de CNB1 y
CRZ1 con el del sensor de UPR IRE1. Tm: tunicamicina. YPD: medio rico.
Dilucién inicial: 0.08 OD®®. Imagen recortada para resaltar los fenotipos;
imagen original en Anexo I1.

Skn7p y Calcineurina se encuentran en vias de sefializacion paralelas en ERE

En trabajos previos, se observo un fenotipo de letalidad sintética en la doble mutante de
los factores de transcripcion Skn7p y Crzlp; esto, sumado al reporte de Williams et al.
en 2002%°, llevo a pensar en la existencia de una relacion funcional entre la Via de Calcio
Intracelular y Skn7p. Para probar esta hipotesis, se realizaron dobles mutantes de Skn7p
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con los genes que codifican las distintas subunidades de Calcineurina y se evaluaron en
ensayos de sensibilidad. De manera inesperada, se observo que las dobles mutantes no
replican el fenotipo de letalidad sintética de la mutante crz1Askn7A, sino que crecen sin
deficiencias en condiciones normales, y presentan un fenotipo aditivo de sensibilidad al
estrés inducido por tunicamicina, lo que indica que la Calcineurina y Skn7 participan en

vias de sefializacion independientes (Figura 6, Anexo I11).

Dilucion

Dilucion
1

1:10
1:100
1:1000

0.2ug/mL Tm

Figura 6. Skn7p y las distintas subunidades de Calcineurina se encuentran en vias
separadas. Ensayo de sensibilidad por goteo a ERE inducido por tunicamicina. Se compara el
fenotipo de las mutantes dobles cna2Askn7A 'y cnbiAskn7A con el fenotipo de las mutantes
sencillas. Tm: tunicamicina. YPD: medio rico. Dilucién inicial: 0.08 OD®%. Imagenes
recortadas y reacomodas para mayor claridad; imagenes originales en Anexo I11.
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Crz1p activa la transcripcion en respuesta a ERE

Crz1p cambia su localizacion citosélica por nuclear tras dos horas de induccion de estrés
de reticulo endoplasmico con tunicamicina; este cambio de localizacion es considerado
en la literatura como una marca de activacion del factor de transcripcion por la Via de
Calcio Intracelular®. Pese a tener el cambio de localizacion de Crz1p como evidencia de
su activacion, resulta necesario saber si la proteina estd funcionando como factor de
transcripcion. Para contestar esta pregunta, se construyé el gen reportero Prks2-VENUS
utilizando el promotor del gen dependiente de Crzlp, FKS2, y la proteina fluorescente
Venus. La expresion del reportero se evalud por citometria de flujo en la cepa silvestre y
en las mutantes nulas de SKN7 y CRZ1, en condiciones normales, bajo ERE inducido con
tunicamicina y en condiciones de estrés por calcio como control positivo. Se observo un
incremento en la expresion del reportero tras la induccion de ERE en la cepa silvestre
(Figura 7a); no obstante, la expresion del reportero en la mutante crz1A se mantuvo
constante adn en condiciones de estrés (Figura 7b), y de manera importante, no excedio
la expresion basal observada en la cepa silvestre (Figura 7b). En acuerdo con lo
observado en la Figura 6, pero contradiciendo los resultados expuestos en el reporte de
Williams et al.*, la expresion del reportero en la mutante skn7A no muestra diferencia
alguna con la expresion en la cepa silvestre en condiciones de estrés por calcio (Figura
7d) y tampoco en condiciones de ERE (Figura 7c). Esto indica que la tunicamicina
induce la internalizacion nuclear de Crz1 y su actividad transcripcional sobre FKS2 y que

la expresion de este gen no depende de Skn7 en condiciones de estrés.
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Figura 7. El estrés de reticulo endoplasmico induce la expresion del gen FKS2 de manera
dependiente de Crzlp e independiente de Skn7p. Ensayo de actividad de reportero de la
proteina fluorescente Venus bajo control del promotor de FKS2. Se observa el fenotipo de la
cepa silvestre en condiciones de ERE o en condiciones normales, y se compara con las
mutantes crz1A y skn7A. TN: tunicamicina. UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia.
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o crzIN + CRZI-GFP

cnbIA + CRZI-Venus

Cnblp se requiere para la activacion de Crzlp

Como parte de la Via de Calcio Intracelular, y en respuesta a incrementos en la
concentracion de calcio citosolico, Crzlp se localiza en el nucleo tras ser desfosforilado
por Calcineurina. En condiciones de ERE, no se habia estudiado si el cambio de
localizacion de Crzl1p es dependiente de Calcineurina. Para estudiar esta posibilidad, se
etiquetdé a CRZ1 con la proteina fluorescente Venus y se sigui6 su localizacion durante
dos horas de induccién de ERE con tunicamicina en una mutante nula para la subunidad
regulatoria de Calcineurina (cnb1A). En contraste con lo reportado para la cepa silvestre?,
en la mutante cnb1A no se observaron cambios en la localizacion de Crz1-Venus, que

mantuvo una distribucion difusa en el citosol en todos los tiempos analizados (Figura 8).

CRZ1-GFP

CRZ1-Venus Empalme

lpg/mL Tm; 2h

Figura 8. El cambio de localizacion de Crzlp en condiciones de ERE depende de la
subunidad reguladora de Calcineurina. Micrografias de fluorescencia en campo amplio o
en confocal de escaneo. Se muestra la localizacion subcelular de Crz1p en las mutantes nulas
de CRZ1 (a) y de CNBL1 (b) tras dos horas de induccion de ERE con 1pg/mL de tunicamicina.
Tm: tunicamicina. Panel a modificado de Olivares A.E., 2017.
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El flujo de calcio intracelular inducido por CaCl, extracelular se puede detectar con el

indicador B-GECO en S. cerevisiae

Las proteinas GECO son los indicadores de calcio genéticamente codificados de mas
reciente desarrollo y presentan maltiples ventajas para el estudio de la dinamica de calcio.
El plasmido CMV-B-GECO contiene una version de las proteinas GECO cuyo espectro
de emision tiene un maximo en 446nm (color azul) y se emplea para detectar flujos de
calcio en células de animales*’. Por medio de digestiones con endonucleasas sitio
especificas, se obtuvo el cDNA de B-GECO y se subclono en el plasmido de expresion
de levaduras pYES2, bajo la regulacion del promotor de expresion constitutiva Poxaz; la
expresion del indicador fue satisfactoria y se procedié a evaluar su funcionamiento en

levaduras.

Se decidi6 evaluar el funcionamiento del indicador utilizando microscopia
confocal y con la adicion de CaClz a una concentracion final de 200mM. Esta reportado
que en esta condicion existe un incremento considerable en el calcio citosélico debido a
la entrada del ion desde el medio externo; ademas, es la condicion mas utilizada para el
estudio de la activacion de la Via de Respuesta a Calcio Intracelular. Al agregar el cloruro
de calcio, se observd un incremento de hasta doce veces en la intensidad de fluorescencia,
seguido de una disminucidn asintdtica hacia la fluorescencia basal, con un segundo pulso
de calcio se observé un nuevo incremento en la fluorescencia, aunque de menor magnitud
(Figura 9).

El comportamiento observado en la Figura 9 es tipico de los flujos transitorios de
calcio observados en otros sistemas y coincide con lo observado por otros métodos de
medicion de Ca*™ en S. cerevisiae?®?2° por lo que concluimos que el indicador BGECO

puede reportar la dindmica de calcio en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 9. Cambios en fluorescencia en células transformadas con el indicador B-GECO. Cambios en
intensidad de fluorescencia contra tiempo en células individuales. a) Grafico de intensidad de fluorescencia
normalizada contra tiempo de 10 células Unicas seleccionadas al azar. Las flechas indican la adicion de 40pL/mL
de CaCl; 5M. Concentracion de calcio en el medio tras adiciones: adicion 1: 200mM; adicion 2: 400mM. b)
Proyecciones maximas representativas de la intensidad de fluorescencia de la poblacion de células durante distintos
intervalos de tiempo. Intervalos indicados sobre el eje x del grafico en a. Se muestra la escala de color utilizada. F:

fluorescencia. Fo: Fluorescencia inicial. s: segundos

El calcio citosolico incrementa progresivamente durante el ERE

El cambio de localizacion de CRZ1-VENUS en respuesta a estrés de reticulo
endoplasmico, y su dependencia de la Calcineurina sugieren que la tunicamicina induce
un incremento en la concentracion de calcio citosolico ([Ca]cyt), para estudiar esta
posibilidad, se utilizo el indicador B-GECO en condiciones de ERE inducido por
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tunicamicina. Como un experimento preliminar, se siguio la fluorescencia del indicador
por microscopia confocal durante cuarenta minutos, y se registré una imagen cada tres
segundos. Este experimento se hizo en presencia de 4pg/mL de tunicamicina. Esta
concentracion induce una rapida respuesta de la Via de Intracelular de Calcio y la
internalizacion nuclear de CRZ1-GFP a partir de los 30 minutos de tratamiento (datos no
mostrados). En estas condiciones se observo un incremento progresivo en la fluorescencia
sin que se observara decaimiento en los tiempos de duracién del tratamiento (Figura 10),
lo que sugiere que el ERE inducido por tunicamicina provoca un flujo sostenido de calcio
hacia el citosol; sin embargo, este es un experimento Unico y se requieren mas replicas

para demostrar estos datos.
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Figura 10. El calcio citosolico incrementa en células tratadas con tunicamicina. Cambios en
intensidad de fluorescencia contra tiempo. a) Grafico de intensidad de fluorescencia normalizada
contra tiempo del campo de observacion completo. b) Proyecciones méximas representativas de la
intensidad de fluorescencia de la poblacién de células durante distintos intervalos de tiempo. Se
muestra la escala de color utilizada.
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CRZ1-VENUS no se localiza al nucleo si se secuestra el calcio externo

Para contestar si el incremento de calcio se debe a flujos de pozas intracelulares o
del medio externo, se siguio la localizacion de CRZ1-VENUS por microscopia confocal
en condiciones de ERE en presencia de EGTA—un quelante de calcio que no puede
atravesar la membrana plasmatica. Se incubd a las celulas con 4 pg/mL de tunicamicina
en ausencia y en presencia de 30mM de EGTA durante 30 min. Se encontré que en
presencia de EGTA sdlo el 1.40% (+0.15) de las células muestran a Crz1 en el ndcleo,
mientras que Crz1 se localiza en el nucleo en el 23.96% (+1.48) de las células tratadas
solamente con tunicamicina (Figura 11A y 11b, Anexo 1V). Esto sugiere que la
activacion de la via de Calcio Intracelular por tunicamicina, depende del calcio

extracelular.

a
4pg/mL Tm 4pug/mL Tm + 20mM EGTA

b 25.00
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Figura 11. El cambio de localizacién de CRZ1-VENUS disminuye en presencia de
EGTA. Localizacion de Crzlp en condiciones de ERE inducido por tunicamicina. a)
Proyecciones maximas obtenidas a partir de 10 imagenes colectadas desde el minuto
12 de induccién hasta el minuto 42. Se muestra una composicion de campos
representativos de las imagenes originales*. b) Porcentaje de células con CRZ1-Venus
localizado en nucleo en las condiciones probadas. Tm: tunicamicina. *Iméagenes
originales en Anexo V.
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Discusiéon

Una de las funciones esenciales del reticulo endoplasmico (RE) es el almacenamiento de

calcio; este ion tiene numerosas funciones en las células eucariotes.

En células animales, las funciones del calcio estdn ampliamente descritas, siendo
la biologia del calcio un area de investigacion fructifera y en constante avance. El ion
calcio participa en procesos muy diferentes que incluyen la regulacion del metabolismo,
la diferenciacion, la fecundacion, el aprendizaje, y el plegamiento de proteinas, entre
muchos otros. En levaduras, sin embargo, la investigacion sobre la biologia de este cation

es muy escasa Yy se desconoce si la importancia del ion es similar a la descrita en animales.

El calcio es de extrema importancia para el plegamiento de las proteinas de la via
secretora en metazoarios. Este ion se encuentra asociado a las chaperonas mas
importantes del reticulo endoplasmico y es esencial para su actividad!®215-1848  Aunque
este fendmeno estd descrito para las chaperonas animales, en los ortdlogos de
Saccharomyces cerevisiae se ha observado gue el calcio no es esencial para su actividad
catalitical*2!. No obstante, el calcio se almacena en grandes cantidades en el RE asi como
en otros organelos de la via secretora®!+420 y hay indicios de que la disminucion en su
concentracion en el RE activa la via de Respuesta a Proteinas Mal Plegadas??. Aun asi,
no se ha estudiado si los inductores de estrés de RE activan la via de Calcio y si ésta es

necesaria para que la célula responda a las condiciones de estres.

Cnb1p tiene un papel esencial en la supervivencia a ERE

En un trabajo previo?3, asi como en trabajos publicados por otros grupos?>*, se ha
mostrado que mutantes nulas de la subunidad reguladora de Calcineurina, CNB1, no
presentan crecimiento a concentraciones moderadas y altas de tunicamicina, sin embargo,
este fenotipo no ha sido analizado con detalle y no se ha determinado si es exclusivo de

concentraciones altas de tunicamicina.

En este trabajo se planted encontrar la concentracion minima de tunicamicina que
permitiera el crecimiento de la cepa cnblA. Aunque se observd crecimiento en
concentraciones de 0.2 pg/mL y 0.1pug/mL de tunicamicina, este nunca fue comparable
al de la cepa silvestre, y de manera importante, fue apenas mas robusto que el de la

mutante nula del sensor de UPR, Irelp.
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Los fenotipos de alta sensibilidad son de enorme importancia en el estudio de la
sefializacion celular porque permiten determinar qué funciones son vitales para procesos
celulares especificos y cuales son dispensables o tienen una relevancia menor. En este
sentido, la comparacion del fenotipo de la mutante cnblA con la mutante irelA es
altamente informativa, ya que la Gltima representa el sensor mas importante al ERE en
levaduras, asi como el eje central de la respuesta a este estrés®>2, El fenotipo ligeramente
menos sensible de la mutante nula de CNB1 demuestra que Calcineurina realiza funciones
de extrema importancia para la homeostasis del RE, y dada la relacion tan estrecha de
esta fosfatasa con la biologia del calcio, se puede hipotetizar que la homeostasis del calcio

y la homeostasis del RE son fendmenos muy relacionados.

Skn7p y Calcineurina se encuentran en vias de sefializacion paralelas en la respuesta a
ERE

En 2001 Williams et al. reportaron una asociacién fisica y genética entre el factor de
transcripcion Skn7p y la Via de Calcio Intracelular en condiciones de estrés por calcio
extracelular; particularmente, reportaron una interaccion fisica in vitro entre las distintas
subunidades de Calcineurina y Skn7p®®. Si a estas observaciones se agrega el fenotipo de
letalidad sintética de la doble mutante crz1Askn7A y la sensibilidad a inductores de estrés
de las mutantes nulas de Calcineurina, se puede pensar que hay una relacion funcional
directa entre Calcineurina y Skn7 en condiciones de estrés de RE. Sin embargo, nuestros
datos de epistasis con las dobles mutantes de Skn7 y las subunidades de Calcineurina

muestran que la Calcineurina y Skn7 actdan en vias independientes y quizas paralelas.

Crz1p activa la transcripcion en respuesta a ERE

La activacion de la via de calcio intracelular conduce a la internalizacion nuclear
de Crz1 y a su actividad transcripcional sobre genes de respuesta incluyendo a FKS2. En
este trabajo encontramos que también la induccion de estrés de RE induce la
internalizacion de Crzl y este activa también la transcripcion de FKS2. El aumento en la
expresion de FKS2 no se observa en una mutante crz1A. En condiciones de estrés de RE
sin embargo, la expresién de FKS2 es independiente de Skn7 lo que es congruente con

los fenotipos de las dobles mutantes cnb1Askn7A y cna2Askn7A. Esto indica que Crzly
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Skn7 actlan en vias independientes en respuesta a estrés de RE. Adicionalmente en éste
trabajo encontramos que la expresion de FKS2 en respuesta a la activacion de la via de
Calcio no depende de Skn7 como se reportd previamente®. En este aspecto es importante
profundizar en el papel que pueda tener Skn7 en la via de calcio Intracelular para resolver

esta controversia.

Cnb1p se requiere para la activacion de Crz1p en condiciones de estrés de RE

En condiciones de estrés por calcio, Calcineurina desfosforila a Crz1lp y promueve su
importacion nuclear®®*°, En condiciones de ERE inducido por tunicamicina, hemos
observado que Crz1p se localiza en el nlcleo y activa la transcripcién; ademas, se reporta
que Calcineurina es necesaria para la supervivencia en estas condiciones??>?**°, No
obstante, no se habia determinado si los dos eventos mencionados anteriormente estaban

relacionados.

Para determinar si Calcineurina se requiere para la activacion de Crz1p, se siguid
la localizacion CRZ1-VENUS en la mutante nula de cnblA. Se encontrd que, en este
fondo genético, Crz1p no se localiza al nucleo en ERE inducido por tunicamicina; con lo
que se demostrd que la activacion del factor de transcripcion en estas condiciones es

mediada por Calcineurina.

El indicador B-GECO permite seguir la dinamica del calcio en S. cerevisiae

En contraste con la plétora de reportes realizados en células animales, la biologia del
calcio ha sido pobremente estudiada en levaduras. Este fendmeno se explica por la
incompatibilidad de los indicadores de calcio para seguir la dindmica del calcio en
levaduras: por un lado, se ha mostrado que el procesamiento de los indicadores quimicos
acetoximetilados de amplio uso en células animales es distinto en levaduras, lo que
conlleva a su acumulacion en la vacuola, el organelo mas rico en calcio en hongos; por
otro lado, los indicadores de calcio codificados genéticamente (GECI) fueron
desarrollados para su uso especifico en células de mamifero y todos los constructos
genéticos disponibles se valen de herramientas de regulacion y expresion propias de las

células de mamifero.
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En los escasos estudios referentes a la biologia del calcio en levaduras, se han
utilizado herramientas descontinuadas como el Ca*y la proteina luminiscente Acuorina.
El uso de dichas herramientas ha disminuido, en el caso del Ca*, debido a que s6lo
permite andlisis a nivel poblacional, a su riesgo de uso y a la imposibilidad de seguir
dindmicas en tiempo real; mientras que, en el caso de la Acuorina, su abandono ha sido
motivado por su escasa disponibilidad comercial y las complejidades que afiade al disefio
experimental la necesidad de adicionar el sustrato de la enzima luminiscente. De manera
significativa para el objetivo de este trabajo, en 2017 Carbo et al. reportaron la adaptacion
del indicador GCAMP para su uso en S. cerevisiae, donde se mostraron datos
prometedores para el uso de estas proteinas en levaduras. Sin embargo, pese a Sus
excelentes resultados, este grupo optd por integrar el gen de GCAMP en un locus

gendmico, lo que representa una limitante para generalizar el uso de esta herramienta.

Las razones expuestas anteriormente, motivaron la adaptacion y validacion de un
GECI para su uso en S. cerevisiae. Se opt6 por las proteinas GECO, reportadas en 2011
por el grupo del Prof. Campbell; estas proteinas son derivadas de las GCAMP, y tienen
sustanciales mejoras en términos de cambios en intensidad de fluorescencia y de afinidad,
ademéas de estar disponibles en tres espectros de excitacion/emision ampliamente
separadas entre si*’. Se consideré importante adaptar los sensores GECO a un sistema de
expresion episomal con la finalidad de facilitar su uso en levaduras de distintas cepas y

garantizar niveles altos de expresién de los indicadores.

Se subclonaron los genes de GECO en el plasmido de expresion en levaduras
pYES2 y fueron sujetados a el promotor constitutivo Poxa. Aunque originalmente se
utilizaron las versiones azul y verde de GECO (BGECO y GGECO, respectivamente), se
observd que GGECO presentaba un efecto considerable de fotoblanqueamiento que
dificult6 su uso en periodos de tratamiento prolongados, este efecto no se encontr6 en
BGECO, donde la intensidad de fluorescencia en ausencia de estimulos disminuy6 de
manera sutil que no interfiridé con el analisis durante los tiempos estudiados (hasta dos
horas; datos no mostrados). Aunque GGECO tiene como ventaja un porcentaje de cambio
en intensidad de fluorescencia que triplica el de BGECO (700% en BGECO, 2600% en
GGECO)*, se optd por el uso de la Gltima debido a que largos los tiempos de estimulacion
bajo estrés de reticulo endoplasmico imposibilitarian el uso de la versidon verde del

indicador.
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La validacion del indicador BGECO se realizo con CaCl,, para el que el
incremento en la [Ca]cyt ha sido ampliamente descrito con otras metodologias y es de
relevancia para la activacion de la Via de Calcio Intracelular. Inmediatamente después de
la adicion de CaCl, en el medio, se observé un claro incremento en la intensidad de
fluorescencia, este cambio fue homogéneo en las distintas células presentes en el campo
de observacion, y decayo6 con el paso del tiempo. Este dato coincide con lo reportado
anteriormente para el estrés por calcio y sefiala que la adaptacion realizada del indicador

BGECO, es adecuada para el seguimiento de la dinamica del calcio en S. cerevisiae.

El calcio citosolico incrementa progresivamente durante el ERE

En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que existen incrementos en el calcio
citosélico durante el ERE. Especificamente, esta hipltesis se genera tras observar el
cambio de localizacién de Crz1p y su dependencia de Calcineurina, ya que la actividad
de Calcineurina es directa e indirectamente regulada por incrementos de calcio en el
citosol. Sin embargo, pese a que multiples articulos en la literatura toman la activacion
de Calcineurina y el cambio de localizacion de Crz1p como evidencia de un incremento

en la [Ca]cyt, este fendmeno se da por hecho y rara vez se verifica.

Para el estrés de reticulo endoplasmico en levaduras, donde la conexién entre
homeostasis del organelo y homeostasis del calcio no estan claramente establecidas, es
fundamental determinar si el ion esta movilizandose en respuesta o en consecuencia al
estrés. Con este fin se utilizo el indicador BGECO para seguir en tiempo real la dindmica
del calcio en condiciones de ERE. Los datos preliminares mostrados en este trabajo
indican que el calcio citosélico incrementa en condiciones de ERE, sin embargo, la curva
observada es sumamente anormal y difiere de las dinamicas de calcio reportadas en otros
sistemas. El incremento observado es minimo y ademas no parece estar limitado por los
mecanismos celulares de recuperacion de calcio (como bombas y transportadores
organelares de calcio). Estas anomalias sugieren que el efecto observado podria deberse
a un artefacto experimental y no permiten obtener conclusiones claras sobre el fendmeno.
Para definir si el incremento observado se debe a un artefacto o es un efecto real, haria
falta incrementar el nimero de repeticiones del experimento y tratar de controlar variables

experimentales que pudieran generar ruido en el analisis.
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CRZ1p no se transporta al nucleo si se secuestra el calcio externo

Tras haber probado que el calcio citosolico incrementa en condiciones de estrés de
reticulo endoplasmico, se consideré la posibilidad de estudiar la fuente de este
incremento. Se tenia como hipdtesis que el calcio saliera del RE a manera de una fuga
lenta y progresiva a causa de la pérdida de homeostasis del organelo, o como un evento
agudo de sefalizacion que notificara a la célula del estado anormal del RE. Sin embargo,
no se ha reportado flujo de calcio desde el RE en levaduras y tampoco se han identificado
canales de calcio que puedan permitirlos. Una hipdtesis alternativa es que el calcio
proviniera del medio externo y entrara a través de alguno de los canales de calcio
membranales, como ocurre en el estrés por calcio extracelular o en la estimulacién por

feromona.

Para distinguir entre las posibilidades mencionadas, se utiliz6 un quelante de
calcio incapaz de cruzar la membrana plasmatica y se analizd la activacion de la via
mediante el cambio de localizacién de CRZ1-VENUS. La induccion de ERE en presencia
de este quelante resultd en una reduccion dramética de la localizacion de Crzlp en el
nacleo. Este cambio, casi absoluto, sugiere que el flujo de calcio responsable de la
activacion de la Via de Calcio Intracelular proviene del exterior. No obstante, esta
observacién no excluye que, en condiciones de estrés de RE, exista también flujo de
calcio desde los diferentes organelos, incluyendo al RE y a la mitocondria. Para
comprobar esto se tiene la perspectiva de construir reporteros de BGECO con sefiales de
internalizacion al RE y a la mitocondria. De la misma manera serd importante medir la

dindmica de activacion de BGECO en presencia de EGTA.
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Conclusiones

La subunidad reguladora de la Calcineurina, Cnblp, es esencial para la

supervivencia a ERE inducido por tunicamicina.

La mutante cnb1A presenta un fenotipo de sensibilidad de similar magnitud al de

la mutante nula del sensor méas importante de la UPR, Irelp.

El factor de transcripcion Skn7p y Calcineurina participan en vias de

sefializacion paralelas.

Crz1p activa la transcripcion de FKS2 en condiciones de estrés de reticulo

endoplasmico inducido por tunicamicina.

Crz1p y Skn7p no actlan sinérgicamente durante la activacion transcripcional de

FKS2 inducida por tunicamicina.
Calcineurina activa a Crz1p en condiciones de ERE inducido por tunicamicina.

El indicador BGECO permite reportar la dindmica del calcio en Saccharomyces

cerevisiae.
El calcio citosolico incrementa durante el ERE inducido por tunicamicina.

El calcio responsable de la activacion de la Via de Calcio Intracelular en

condiciones de ERE inducido por tunicamicina proviene del medio extracelular.
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Materiales y métodos

Cepas utilizadas

Todas las mutantes sencillas utilizadas en este trabajo fueron obtenidas de una coleccion

comercial de mutantes en posesion del Dr. Gabriel del Rio Guerra, quien amablemente

las dond a nuestro laboratorio.

WT BY4742
crz1A

cnblA
cna2A
skn7A
cnb1Askn7A

cna2Askn7A

Construcciones genéticas

MATa his3A1 leu2A0 1ys2A0 ura3A0
MATa his3A1 leu2 AO

ura3A0crz1::KANMX
MATa his3A1 leu2A0
cnbl::KANMX

MATa his3A1 leu2A0
cna2::KANMX

MATa his3A1 1leu2A0
skn7::KANMX

MATa his3A1 1leu2A0

lys2A0
lys2A0
lys2A0

1ys2A0

cnbl::KANMX skn7::URA3

MATa his3A1 leu2A0

lys2A0

cna2::KANMX skn7::URA3

lys2A0
ura3A0
ura3A0
ura3A0
ura3A0

ura3A0

Todas las construcciones genéticas descritas en este trabajo fueron elaboradas por el autor

del mismo; la documentacion relacionada a las mismas (mapas, secuencias), asi como el

material bioldgico correspondiente pueden ser solicitadas en el Laboratorio 124 Norte de

la Division de Ciencia Basica del Instituto de Fisiologia Celular o al correo electrénico:

aolivares@ifc.unam.mx

Purificacion de DNA genomico de levadura

El DNA genomico se purifico con fenol cloroformo; brevemente: se obtuvieron cultivos

saturados en medio liquido. Se colectaron las células y se lavaron con agua destilada
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estéril. Se realizo la lisis celular con buffer QTP (0.2% TritonX-100, 1%SDS, 100mM
NaCl, 10mM Tris-Cl pH 8 y 1mM NaEDTA), perlas de vidrio estériles, y
fenol:cloroformo 1:1. Se agitaron las células en vortex durante ~4min y posteriormente
se afiadieron 200uL de agua estéril. Se centrifugd y se colectd la fase acuosa del
sobrenadante, misma que se resuspendié en etanol frio al 100%. Se centrifugo y el pellet
se resuspendio en agua destilada estéril con RNasa A; se incub6 a 37°C durante 5min. Se
afiadieron 10pL de acetato de amonio 4M y 1mL de etanol frio al 100%. Se centrifugd y

se dejé secar el pellet, finalmente se resuspendi6 el pellet en agua estéril.

Purificacion de DNA plasmidico de bacterias

Todos los plasmidos utilizados fueron purificados con el kit QlAprep de la compafiia

QIAGEN.

Purificacion de DNA a partir de productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados con los kits QIAquick y Gene Clean 2. Todos
los productos de PCR fueron verificados por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%
preparada en buffer SB. En los casos en los que se obtuvo un solo producto, la solucién
se purificd directamente. Si se obtuvieron mdultiples bandas, se cortd la banda
correspondiente al peso molecular esperado y se purifico con los mismos kits (con las

modificaciones pertinentes a los protocolos).
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Transformacion genética de bacterias

Bacterias competentes de la cepa de DH5a de Escherichia coli fueron utilizadas para
amplificar los plasmidos con las distintas construcciones utilizadas a lo largo de este
trabajo. Se tomaron 100 pL de cultivos ajustados a OD%°=0.5 y se mezclaron con ~20ng
de DNA. Se incubd la mezcla en hielo durante 30 minutos y se sometié a un choque
térmico a 42°C durante 45 segundos. Tras el choque térmico se incubo a las células en
hielo por dos minutos. Se agregd 1mL de medio de cultivo a la suspension, y se incubd
en agitacion (400rpm) a 37°C durante una hora. Se recuperaron las células por
centrifugacion; el pellet se resuspendi6 en ~100uL de medio de cultivo y se plaqueo en

cajas de Petri con medio de seleccion.

Transformacion genética de levaduras

A partir de cultivos en fase exponencial tardia se realizaron diluciones a una OD®°=0.5
(volumen final minimo de 10mL), se incubd a las células durante 3 horas a 30°C. Se
recuperaron las células por centrifugacion y se dio un lavado con agua destilada estéril.
La suspension celular se recuperd en un 1mL de agua destilada estéril, se centrifugaron
las células y se dio un lavado con TE/LiOAc (Tris-EDTA-Acetato de Litio). Las células
fueron resuspendidas en TE/LIOAC para obtener una suspensién de un décimo del
volumen inicial de cultivo. Se tomaron 50uL de suspensién y se mezclaron con ~200ng
de DNA circular o con ~1ug de DNA linear y con 300uL de PEG/LIOAC/TE (PEG 50%-
Acetato de Litio-Tris-EDTA). La suspension se incubd en agitacion (400rpm) durante 30
minutos a 30°C. Se afiadieron 40uL de DMSO vy se dio un choque térmico a 42°C durante
15 minutos. Se recuperd a las células por centrifugacion y se dio un lavado con agua

destilada estéril; se resuspendi6 en 100uL y se plaqued en cajas con medio selectivo.
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Construccién del reportero pFKS2-Venus

Se amplificd una region correspondiente a 1000 pares de bases rio arriba del codon de
inicio del gen FKS2 a partir de DNA gendmico de la cepa WT BY4742 con los
oligonucleotidos FWpFKS2 y RVpFKS2; se purifico el producto de PCR y se ligd en el
vector de clonacion pGEM T-Easy. A la par, se subcloné la proteina fluorescente venus
en el vector de expresion en levaduras YEp352, para obtener el vector YEp352-Venus.

Finalmente, se subclon6 el promotor en el vector YEp352-Venus.

Construccién del sensor de calcio pYES2-Poxa—BGECO

Este plasmido se construyd con la finalidad de adaptar el sensor de calcio GECO, de
amplio uso en animales, a un vector que permitiera su expresion en levaduras. Se insertd
el gen del sensor BGECO, obtenido a partir de digestion del plasmido CMV-BGECO*
con las enzimas BamHI y EcoRI, en orientaciéon 5” a 3’, en la region polylinker del
plasmido comercial pYES2. Posteriormente se insert6 el promotor Poxa1 en orientacion
5’ a3’ en relacion al gen BGECO.

Electroforesis en agarosa

Todas las corridas de electroforesis fueron realizas en geles de agarosa al 0.8% (wi/v)

preparados en buffer de Borato de Sodio (SB).

Elaboracion y seleccion de mutantes dobles

Se amplifico por PCR una construccion con el gen de SKN7 interrrumpido por el gen
URAS3 usando los primers Skn7FWD y Skn7RV. Esta construccion fue transformada en
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las mutantes sencillas cna2A y cnblIA, y las transformantes fueron plaqueadas en medio
minimo sin uracilo. Se tomé con un palillo una cantidad minima de células de las colonias
obtenidas y se diluyé en 100uL de medio, de esta dilucion se tomaron 3.5uL y se

colocaron gotas en medio con t-BOOH para distinguir a las dobles mutantes.

Ensayo de sensibilidad por goteo

A partir de cultivos en fase exponencial tardia se realizaron diluciones iniciales con
densidad optica (OD) a 600nm ajustada a 0.5. Se realizaron cuatro diluciones seriadas
1:10 a partir de la dilucién inicial (OD%%=0.5). Las diluciones seriadas se gotearon de
mayor a menor concentracion; se dejaron caer gotas de 3.5uL de volumen sobre cajas de
Petri con medio de cultivo s6lido con los respectivos inductores de estrés de reticulo

endoplasmico. El crecimiento se evalud después de dos dias de incubacién a 30°C.

Citometria de flujo

Se realizaron diluciones a OD 0.2 a partir de cultivos saturados; estas diluciones fueron
recuperadas por 1h30min en YPD; posteriormente, se aplicaron los tratamientos
correspondientes; al término de cada tratamiento, se fijaron las células con formaldehido
al 4% durante 30min a temperatura ambiente y se lavaron tres veces con PBS. Las lecturas
se realizaron en un citdbmetro Attune con laseres azul/violeta. Se analizaron 50,000 células

separadas (singletes) por muestra.
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Ensayo de flujo de calcio por adicion de CaCl; externo

Se obtuvieron cultivos en medio liquido a una OD®% 0.8, de los que fueron sembrados
150uL en cajas de Petri con fondo de vidrio previamente tratadas con Poli-L-lisina
(Img/mL ON; tres lavados con agua antes de sembrar). Se dejo a las células adherirse
durante al menos quince minutos a 30°C, posteriormente se afiadid medio SC

cuidadosamente por los bordes de la caja para evitar desprender las células.

Las células fueron seguidas por un microscopio confocal de escaneo Zeiss LSM800, con
los pardmetros de excitacion/emision pre-establecidos por el software del microscopio
para el fluorocrémo DiAce y una temperatura de incubacién humeda de 27°C. Se utiliz6
un pinhole de 2 unidades de Airy y una intensidad de laser de 5%. Se tomaron imagenes
cada tres segundos, durante al menos 10 minutos. En los tiempos indicados en el
histograma, se afiadieron 40uL por mL de medio de una solucién acuosa al 5M de Cloruro

de Calcio, para llegar a una concentracion final de 200mM y 400mM.n

Preparacion de parches de agarosa para ensayos de microscopia confocal

Para inmovilizar a las levaduras durante periodos prolongados de tiempo se hicieron
parches de agarosa al 1%. La agarosa fue fundida en medio SC, y volimenes de un
mililitro fueron vertidos en los pozos de una caja de cultivo de tejidos de 12 pozos; cuando

fuere pertinente, los distintos tratamientos fueron mezclados con la agarosa fundida.

Ensayo de flujo de calcio por ERE

Se obtuvieron cultivos en medio liquido a una OD®% 0.8, de los que fueron sembrados

4uL sobre parches de agarosa con 4pg/mL de tunicamicina. Los parches fueron colocados
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sobre cajas de Petri con fondo de vidrio de manera que las células quedaran orientadas
hacia el vidrio. Inmediatamente después del montaje de las células se procedié a realizar
la observacion al microscopio. Los pardmetros de miscroscopia y el instrumento
utilizados fueron los mismos que en los ensayos de flujo de calcio por adicién de CaCl:
externo, con la diferencia de haber seguido a las celulas durante al menos cuarenta

minutos.
Analisis de intensidad de fluorescencia para los ensayos de flujo de calcio

Las imégenes de microscopia confocal fueron importadas al programa FI1JI (Fiji Is Just
ImageJ). Se seleccionaron regiones de interés (ROI), que consistieron en: células
individuales, en el ensayo con CaCly; o el campo completo de observacion, en el caso del
ensayo con ERE. Se obtuvieron los valores de fluorescencia de los ROIs y se
normalizaron con la férmula: F-Fo/Fo, donde F equivale al valor de fluorescencia en un
tiempo X, y Fo al valor de fluorescencia basal (tomado como el valor inicial de

fluorescencia). Los valores normalizados fueron graficados contra el tiempo.

Ensayo de localizacién de CRZ1-Venus

Se obtuvieron cultivos en medio liquido a una OD%%°0.8. Se sembraron 4L sobre parches
de agarosa e inmediatamente se procedio a su observacién por microscopia confocal. Se
utilizé6 un microscopio confocal de escaneo Zeiss LSM800 con los parametros de
excitacion/emision pre-establecidos por el software del microscopio para el fluorocromo
Tag-YFP y una temperatura de incubacion humeda de 27°C. Se configur6 el pinhole a
una unidad de Airy y la intensidad del laser a 2%. Se tomaron imagenes cada tres minutos

durante 45 minutos.
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Anexo |

Abreviaturas utilizadas

B-Me: B-Mercaptoetanol

CC: Coiled-Caoil.

CDRE: Elemento de Respuesta Dependiente de Calcineurina.

DBD: Dominio de Unién con DNA
DMSO: dimetilsulféxido.

2-DOG: 2-desoxy-D-glucosa.

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
EGTA: acido etilén-glicol-bis(B-aminoetiléter)-tetraacetico
GFP: Proteina Verde Fluorescente.
KDa: Kilodaltones

OD: Densidad Optica.

pb: pares de bases

PEG: polietilenglicol.

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno
Tm: tunicamicina.

Tris: tris(hidroximetil)aminometano.

SPCA: ATPasa de Calcio de Via Secretora
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SERCA: ATPasa de Calcio de Reticulo Sarco/Endoplasmico
HACS: Sistema de flujo de Calcio de Alta Afinidad

LACS: Sistema de flujo de Calcio de Baja Afinidad

IP3: Inositol-3-fosfato

UPR: Respuesta a Proteinas Mal Plegadas
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Anexo 11

YPD 0.1pg/mL Tm

La mutante nula de CNB1 presenta un fenotipo extremo de
sensibilidad a tunicamicina. Ensayo de sensibilidad por goteo a ERE
inducido por tunicamicina. Se compard el fenotipo de las mutantes
sencillas de CNB1 y CRZ1 con el del sensor de UPR IRE1. Tm:

tunicamicina.
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Anexo 111

0.2ug/mL Tm

Skn7py las distintas subunidades de Calcineurina se encuentran en vias separadas. Ensayo
de sensibilidad por goteo a ERE inducido por tunicamicina. Se compara el fenotipo de las
mutantes dobles cnalAskn7A 'y cnbiAskn7A con el fenotipo de las mutantes sencillas. Tm:
tunicamicina.
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Anexo IV

4ug/mL Tm 4pug/mL Tm + 20mM EGTA

El cambio de localizacion de CRZ1-VENUS disminuye en presencia de
EGTA. Localizaciébn de Crzlp en condiciones de ERE inducido por
tunicamicina. Proyeccion maxima obtenida a partir de 10 imagenes colectadas
desde el minuto 12 de induccidn hasta el minuto 42. Tm: tunicamicina.
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