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"RESPUESTA AL ESTRES TERMICO Y SALINO EN MUTANTES DE
Saccharomyces cerevisiae QUE CARECEN DE UNA O MAS
PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS"

RESUMEN

En la subunidad mayor del ribosoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae, se
detectan cuatro especies protéicas con un marcado caracter acido, con puntos isoelectricos
(pl) cercanos a 3.0, las cuales actuan en el proceso de la traduccion. Estas cuatro proteinas
acidas se designan como YP1 aifa, YP1 beta, YP2 alfa y YP2 beta. Se han obtenido

codifican para estas proteinas ribosomales acidas.

La informacion que se tiene hasta ahora acerca de la fisiologia de estas mutantes es
escasa, por lo que en el presente trabajo se las sometio a estrés térmico y salino con la

finalidad de diferenciar su fenotipo.

El estrés térmico se dio mediante el cambio brusco de temperatura de 30 °C a 40, 42 y 45
°c, dando como resultado que la cepa que carece de la proteina ribosomal 4cida YP1 alfa
(D7) tiene un fenotipo de termotolerancia y que la cepa que carece de la proteina ribosomal
acida YP1 beta (D6) tiene un fenotipo de termosensibilidad.

Con respecto al estrés salino, éste se realizd mediante la exposicion de las diferentes
cepas de levaduras a medio SD suplementado con diferentes concentraciones de NaCl (0.5
M a 1.5 M). De acuerdo con la sobrevivencia celular de cada una de las cepas mutantes con
respecto a la cepa parental, la cepa carente de la proteina ribosomal acida YP2 beta (D5) 6
la que carece de YP2 alfa (D4) tienen un fenolipo de halotolerancia y ia cepa carente de la
proteina YP1 alfa (D7) tiene un fenotipo de halosensibilidad.

La cepa parental W303 (control), D4, D5. D6 y D7 (carentes de la proteina YP2 alfa, YP2
beta, YP1 beta y YP1 alfa respectivamente) se sometieron a estrés térmico mediante un
cambio brusco en la temperatura del medio de cultivo de 30 a 45 °C durante 6 min.

Posteriormente se sembraron a 30 “C, se extrajo su proteina total y mediante electroforesis



unidimensional se observé que las alteraciones en los patrones protéicos son perrnanantes
para las cepas D4, D5 y D7, pero no para las cepas W303 y D6.

Los patrones protéicos obtenidos al estresar con NaCl 1M a las cepas W303, D4, D5, D6
y D7, muestran que las alleraciones sufridas en la sintesis de proteinas son diferentes para
cada una de las cepas, lo cual puede estar relacionado con la diferencia en sobrevivencia

celular entre cada una de ellas.

Esto indica que las proteinas acidas del ribosoma de Saccharomyces cerevisiae ademas
de actuar en el proceso de la traduccion, también peuden ser moduladoras de la actividad

del ribosoma o de la traduccion misma.



ABREVIATURAS

A Amstrong.

cm centimetro.

°c grados centigrados.

Da daltones.

DE. desviacion estandar.

DNA acido desoxirribonucléico.

D.O densidad optica.

o] gramo.

h horas.

HSP proteinas de choque térmico.

kDa kilodaltones.

L litro.

log logaritmo.

M molaridad.

mg miligramo.

min minuto

mi mililitro.

mm milimetro.

mM milimolar

mRNA  acido ribonucléico mensajero.

N normal.

nm nanometro.

pl punto isoeléctrico.

RNA acido ribonucléico.

rRNA acido ribonucléico ribosomal.

rpm revoluciones por minuto.

S coeficiente de sedimentacion.

seg segundo.

SD medio minimo de composicion definida suplementado con aminoacidos y bases
nitrogenadas.

SDs lauril sulfato de sodio.

TEMED NNNN-tetrametiletilendiamina.
tRNA acido ribonucléico de transferencia.

ul microlitro.

Vv voltios.

vol volumen.

YNB base nitrogenada de levadura.

YPD medio rico para crecer levaduras
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INTRODUCCION

El ribosoma es un organelo presente en tode tipo de relulas. Es
el que cataliza la sintesis de proteinas, en la que intervienern,
ademas, distintos factores protelcos no ribosocmales que ceadyuvan en
la traduccién: GTP, RNAs de transferencia (tRNAs) y RNA mensajero

{mRNA} .

En la naturaleza existen diferentes clases de ribosomas, que se
distinguen entre si por su tamafio y por el numerc de moléculas de RNA
y de proteinas que contienen. Ademids, todos los ribosomas estan
formados por dos subunidades ribosomales, una mas pequefia que la
otra. Cada subunidad se designa por su coeficiente de sedimentacion

(S} (Figura 1}.

En organismos procariotas, por ejemplo en E. coli, los ribosomas
tienen un didmetro de aproximadamente 18 nm, una masa de 2.8
megadaltones y un coeficiente de sedimentacidén de 70S8. La composicidn
quimica de este organelo es un 60% de RNA ribosomal (rRNA) y 40% de
proteinas. Los componentes de los ribosomas citeplasmicos
eucarioticos son mas grandes y estdn en nimero mayor por ceéelula que
en los organismos procariotes; su diametro es de 20 a 22 nm. El peso
molecular de la particula ribosomal completa, por ejemplo de una
levadura, es de 3.6 a 3.2 megadaltones. El coeficiente de
sedimentacién del ribosoma completo es de 80S a £25. El 53: del peso
total de los ribosomas de la levadura es rRNA, mientras que el 47%

restante son proteinas.

Como ya se menciond, todos los ribosomas estdn formados por dos
subunidades ribosomales que se designan per su coeficiente de
sedimentacion: 30S y 50S o 405 y 603 para las subunidades pequefa v
grande de los ribosomas de los procariotes y de los eucariotes,
respectivamente (Figura 1). El rRNA de las subunidades 3085 vy

405 tiene un coeficiente de sedimentacidén de 165 y de 1885,



Figura 1
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respectivamente. La subunidad 50S contiene dos especies distintas de
rRNA con coeficientes de sedimentacién de 23S y 535; la subunidad 8US
contiene tres especies distintas de rRNA con «coeficientes de
sedimentacidén de 58, 255 y 5.85 (Figura 2). Los ribosomas recieén
aislados de la celula contienen moléculas de mRNA y tRNA que no s
consideran como parte de la estructura de la particula, porgue su

asociacién es transitoria (Vilella, 19%88).

Por estudios filogenéticos se ha llegado a la conclusidn de la
existencia de una notable conservacidén en la estructura sccundaria
del TrRNA en eubacterias, arquecbacterias y eucariotas, y en
caracteristicas morfoldgicas del ribosoma. En la subunidad mayor son
rasgos conservados la cresta ("ridge"), la protuberancia central y el

talle ("stalk") (Figura 1) (Payo, 1993).

En el tallo de la subunidad mayor del ribosoma procaridtico,
eucaridtico y arqueobacteriano se detectan especies protéicas con un
marcade caracter d4cido, con puntos isoceléctricos {(pI} de 3.0-4.0.
(Payo, 1993; Sanchez-Madrid et al., 1979}, generalmente designadas
como proteinas “A" (Vilella, 1988). Las proteinas "A" de la subunidad
mayor de los ribosomas de diversos origenes comparten ciertas
propiedades fisicoquimicas, las cuales son: bajo pesc molecular (11-
14 kDa); alte contenido en Alanina (Sanchez-Madrid, 1979} que les
dota de una elevada Thidrofobicidad, Aspartice y  Glutamico
(confiriéndeles un pl muy acido), pocos residuos aromaticos y pocas ©
ninguna Arginina, Cisteina y Triptofano; alto contenido en alfa-
helice; presentan una regidén rica en Alanina, Glicina y Prolina, de
gran flexibilidad; forman dimeros muy estables en solucidn;
facilmente extraibles del ribosoma con soluciones conteniendo alta
concentracisdn salina Y etanol, permitiendo la reconstitucidn
poesterior; son las Unicas proteinas presentes en més de una copla
por particula ribosomal {cuande éstas proteinas estdn presentes en
més de una copia en &)} misme ribosoma sc¢ diferencian sélo por

modificaciones quimicas simples como la acetilacidn o la



Figura 2
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fosforilacion de uno o dos de los polipéptidos (Sanchez-Madrid,
1979)):; no interaccionan directamente con el rRNA, sino a través de
la proteina L10 y probablemente también L11 (AQ y PO en la levadura y
mamiferos respectivamente (Mitsui, 1987}); y forman una protuberancia
caracteristica en la interaccién con factores de elongacién vy

terminacién (Payo, 1993).

En E. coli existen dos proteinas "A" (las primeras proteinas
riboscmales acidas que se caracterizaren) denominadas L7 Y L12. 5i
bien ambas tienen la misma secuencia de amincacides, se diferenclan
en gue L7 esta acetilada en el extremo amino (Terhorst, et al.,
1973)), significando que ambas estdn codificadas por el mismo gene.
Las proteinas L7/L12 estdn implicadas en la interacciéon de los
factores de iniciacién, elongacién y terminacién con el ribosoma.
Estas proteinas juegan un papel muy importante en la hidrélisis del
GTP dependiente del factor de elongacién EF-G. Los datos disponibles
parecen indicar que las proteinas no forman el sitio de unién de los
factores sino que alteran la estructura ribosomal de tal forma que
las interacciones de los factcres de elongacién con el ribosoma

tienen lugar en las condiciones adecuadas (Vilella, 1988).

L7 y L12 forman dimeros en solucién y son parte integrante de un
complejo pentamérico constituide por dos dimeros de L7/L12 y una
molécula de L10. Este complejo se une al rRNA 235 para formar el
"stalk" o tallo de 1la subunidad mayor del ribosoma {Mitsui,

1987)) {Figura 1).

En organismos eucariotes, las proteinas &acidas se encuentran
como una familia de polipéptidos fosforilados teniendo propiedades
fisicoguimicas similares entre si, y similares a las de L7/L12 pero
diferente composicién en los amincacidos (Remacha, 19949} . Las
proteinas "A" eucaridticas difieren de las eubacterianas L7/LlZ en
cuatro aspectos principales: primero, son codificadas por genes

independientes (Wool et al., 1991;: Remacha, 1990}. Segundc, estan



fosforiladas en los ribosomas (Naranda y Ballesta, 1991; Sanchez-
Madrid et al ., 1981; Zinker y Warner, 1976), las cuales después
fueron 1llamadas proteinas "P" (Tsurugi et al., 1978), asi como
desfosforiladas en una poza citoplasmatica (Zinker, 1980; Van
Agthoven, 1978). Tercero, hay intercambio entre las proteinas
fosforiladas ribosomales y las proteinas no fosforiladas en el
citoplasma, dependiente de sintesis de proteinas (Zinker y Warner,
1976; Tsurugi y Ogata, 1985) que probablemente se encuentran bajo
control de mas de una proteina cinasa (Naranda et al., 1993} vy
meczanismos de desfosforilacidn. Y cuarte, sus cantidades ribosomales
y citopléasmicas varian de acuerde al estado metabdlico de las ceélulas

{Saenz~-Rebles a2t al., 1990).

Fn el higado de la rata se han descrito dos proteinas "P",
denominadas Pl y P2. Estas juegan un papel muy importante en la
interaccién del factor de elongacién EF-2 con el ribosoma y en la
hidrélisis de GTP acoplada al proceso. Las particulas ribosomales
deficientes en Pl y P2 disminuyen su eficiencia en la uniéon del
factor EF-2, su capacidad de hidrélisis del GTP y su eficiencia de
sintesis de polifenilalanina, recuperandose esté ultima en las
particulas reconstituidas (Sanchez-Madrid, 1981; Vilella, 1983;.
Dos proteinas acidas distintas se han encontrade en los siquientes

organismos: en Artemia salina, la eLl2 y eLl2 , en Neurcspora crassa

la Al y la A2, la L40 y L41 en células Hela.

En contraste con todos los organismos sucaridtices anteriormente
citados, en EQEEEEEQEXCQE_mggEggggigg se han identificade cuatro
proteinas acidas (Kruiswijk y Planta, 197%; Juan-Vidales, et al
., 1984})), que han sido denominadas YP1 alfa, YP1 beta, YP2 alfa y YP?
beta (antes 1lamadas 147, L44 , L44 y LAS, respsctivamente), de
acuerdo <con una nomenciatura unificadora basada en la aplicada

previamente a las proteinas de manifero (Wool y mol., 1231},



Ya que éstas proteinas acidas de levadura son el objetc de
trabajo en ésta tesis, a continuacion las describiré con mayor

detalle.

Zinker y Warner en 1976 describieron por primera vez unas
ser sometidas a electroforesis bidimensicnal migraban a una posicién
mucho mas acida gue el reste de las proteinas del rihosoma y <ue
llamaron L44 y L45. Estas proteinas Acidas fueron relacionadas rcon
las L7/L12 de E. coli por tener caracteristicas muy parecidas, aunque
se diferencian en que L44 y L45 se fosforilan "in wvive". Tambieén,
Zinker y Warner en 1976 observaron que las proteinas &cidas del
ribosoma de 5. cerevisiae, al menos L44 y L45, son proteinas de
recambio con aquellas presentes en el citoplasma porgue aparecen en
los ribosomas cuando la sintesis de éstos esta inhibida. Resultados
similares se han descrito para las preteinas acidas del higade de la
rata (Tsurugi, 1985) y de A. salina {Kalthoff, 1979). El hecho de que
las proteinas &acidas se fosforilen "in wvive"™ y recién extraidas de
ribosomas estén mayoritariamente fosforiladas (Juan-Vidales, 1984),
unido a datos que indican que las proteinas &cidas ribosomales
presentes en el citoplasma celular estan desfosforiladas (Zinker,
1980), ha hecho pensar que la fosforilacidén de éstas proteinas puede
tener una significacidn especial en la funcionalidad de la particula

ribosdmica.

En 1980 Zinker sugirié la presencia de un reservorio de las
proteinas 144 y L45 en el citoplasma de S. cerevisiae utilizande
anticuerpos policlonales especificos para dichas proteinas. Lo mismo
se ha descrito para las proteinas homologas de A. salina (Van
Agthoven, 1978) y del higado de la rata I(Tsurugi y Cgata, 1985).
Después, en 1981 Juar-Vidales vy colaboradores estudiaron las
proteinas L44 y L45 cobservande gue ambas eran muy parecidas pero no
idénticas, e identificaron una proteina mas que posela

caracteristicas similares a las de L44 7 14%. A ésta nucva protelna



se le denomind L44° . En 1987 Mitsui y colaboradores caracterizaron
una proteina ribosomal acida en levadura de 38 kDa que se llamdé A0 la

cual es egquivalente a PO en mamiferos y a L10 en E.coli.

PC es el equivalente eucariotico de L1C. PO forma el complejo
pentamérico con dimeros de P1/P2, tiene un pesc molecular de 34178,
un pl de 6,18 y de los 19 aminodcidos en el carboxilo terminal, 9 son

acidos, formando alll la regién prominente hidrofilica (Wool, 1991}.

Al, proteina de 5. cerevisiae equivalente a PO de mamiferos,
tiene reacciones cruzadas con los anticuerpos en contra de YP1
beta/YP2 alfa, como P00 contra los de P1/P2. A0 no se separa del
ribosoma al quererla extraer con 0.4M NH4Cl-50% etanol y es menos
acida que YPl beta/YP2 alfa, en lo que es similar a PO, A0 existe
come una forma particularmente fosforilada en ribosomas, como en el
caso de PO, ademas AQ es sintetizada por un mRNA diferente segin se
determind en el sistema de traduccidén libre de células (Mitsui,
1987). Posteriormente, en 1988 Mitsui y Tsurugi determinan las
secuencias de nucledtidos y deducen, a partir de ellas, la secuencia

de amincacidos de las proteinas acidas AQC, YPl beta y YP2 alfa.

Se ha comprobado, que las proteinas ribosomales acidas L44°, L44
¥ L45 unicamente son capaces de fijarse "in vitro" a particulas
ribosomales cuando estan fosforiladas (Saenz—-Robles, 1988) .
Resultades similares han sido descritos para Pl y P2 de higado de la
rata (Laverge, 1987). La fosforilacidén parece inducir, entre otros
aspectos, un cambio cenformacicnal de las proteinas. Este cambilo
estructural podria facilitar la incorporaciéon de las proteinas al
ribosoma y explicaria que en su estado desfosforilado accedan a é1
con mas dificultad. La fosforilacién de las proteinas favoreceria asi
la eficavia de las reacciones de elongacidén acopladas a la hidrolisis

del GTP durante la sintesis de prot=inas (Saenz-Robles, 1985).

Loy tiatcs parecen indicar que las proteinas dcidas L44°, Ld44 y



L45 tienen un papel muy importante en la regulacion de la actividad
traduccional y ademas parecen tener un papel modulador en la
particula ribosomal favoreciendo la actividad del ribosoma mediante
un mecanismo de fosforilacién-desfosforilacion intimamente
relacionado con su mayor o menor afinidad por la particula. Un nivel
alto de la capacidad celular de fosforilacién favoreceria, en las
fases metabolicamente mas activas de la sintesis de proteinas, la
incorporacién de un mayor numero de particulas ribosomales activas

(Vilella, 1988).

Podria pensarse, ademas, que la fijacidn de las proteinas acidas
fosforiladas al ribosoma o a la subunidad 605 (Saenz-Robles, 1985;
Saenz-Robles, 1988}, puede a su vez producir una alteracién de la
particula parecida a la inducida en los ribosomas de E. coli por las
proteinas L7/L12 (Traut, 1983) que aumentaria la eficacia de los
mismos durante las reacciones de elongacién de la sintesis de

proteinas (Vilella, 1988).

A pesar de que las cuatro proteinas Aacidas poseen
caracteristicas fisicoguimicas similares, hay datos gque las
distinguen entre si. Mediante analisis por ultracentrifugacién, se
confirmé que L44 y L45 forman dimeros cuando estan en solucién lo gque
no parece suceder en el caso de L44 que se comporta como un moenémero
en estas condiciones {Juan-Vidales, 1984). Posteriormente, se
clonaron los genes de las cuatro proteinas acidas (Remacha, 1990), lo
que ha permitido conocer la secuencia primaria de las mismas,
confirmande las diferencias y homologias existentes entre los

polipéptidos.

Se ha comprobado que, en cuanto a su estructura global, el gen
de L44° se diferencia de los genes que codifican a L44 y L45 en que
posee un intrén como sucede con la mayor parte de las proteinas del
ribosoma (Mager, 1988). Asimismo, el gen de L44° posee (al igual que

la mayor parte de los genes que codifican para proteinas ribosomales!



laz secuencias conservadas UASrpg en el extremo 5° del DNA (Leer,
LHBE Rorerberg, 1986) gue a=tuan como activadores de la
transcripcién y que normalmente wvan asociades a la presencia de
intronws. Asi, existen una serie de resultados genéticos y
fisicoquimicos que sugleren que la proteina L44° es una proteina
estructural del ribosoma, mientras que L45 y L44, come ya se habia
mencionado anteriormente, son proteinas intercambiables con aquellas
presentes en el citoplasma celular. Ademas, al parecer, L44° es

"

esencial para la sintesis de proteinas "in wvivoe" y se necesita una
mayor concentracién de sal para extraerla del ribosoma, que la

requerida para L44, L45 y L47 (Vilella, 1988).

Las secuencias de amincacidos de las cuatro proteinas presentan
diferencias evidentes (Figura 3). La homoclogia observada entre L44 y
L45 es del B80% mientras que entre éstas y L44° sbélo hay un 63% de
similitud (Remacha, 1990). Se puede observar que L44 y L45 poseen una
regién comin muy conservada en el extremo carboxilo (30 aminoacidos)
y otra regidn idéntica en el extremo amino terminal que comprende los
diez primeros aminoacidos. Las proteinas L44° y L47 comparten con las
otras dos el extremo carboxilo, pero no asi el extremo amino, que es
totalmente diferente. En cuanto a la composicién de aminocacidos se
observa que L44°y L47 poseen triptofano, ademas de que L44' tiene
histidina, moléculas que no se hallan presentes en L44 y L45. Las
cuatro proteinas poseen un alto conteniao en alanina {(23-24 residucs}
y en amincacidos acidos (22 a 24 residuos), lo cual esta de acuerdo
son sus caracteristicas fisicoquimicas, (Vilella, 1988}).

En sal{gg y 5. cerevisiae, la extraccion de las proteinas

s
dcidas del ribosoma afecta sensiblemente la capacidad de hidrélisis
del GTP y la fijacién del GDP, dependientes ambas del factor de
elongacién eEF-2 (Sanchez-Madrid, 1981) . En A. salina y §.
cerevisiae, por estudios de equilibric de sedimentacion, también se
ha descrito la formacidén de howmodimeros en solucién (Juan-Vidales,

1964; Tsurugi y Mitsui, 1987). Se ha detectade la formacién de



YP1 alfa (L47)
Met Ser Thr Glu Ser Ala Leu Ser Tyr Ala Ala Leu lle Leu Ala Asp Ser Glu lle Glu lle Ser Ser
Glu Lys Leu Leu Thr Leu Thr Asn Ala Ala Asn Val Pro Asp Glu Asn lle Trp Ala Asp lle Phe
Ala Lys Ala Leu Asp Gly Gin Asn Leu Lys Asp Leu Leu Val Asn Phe Ser Ala Gly Ala Ala Ala
Pro Ala Gly Val Ala Gly Gly Val Ala Gly Gly Glu Ala Gly Glu Ala Glu Ala Giu Lys Glu Glu Glu
Glu Ala Lys Glu Glu Ser Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp

YP1 beta (L46 o L44")
Met Ser Asp Ser lle lle Ser Phe Ala Ala Phe lle Leu Ala Asp Ala Gly Leu Glu lle Thr Ser Asp
Asn Leu Leu Thr lle Thr Lys Ala Ala Gly Ala Asn Val Asp Asn Val Trp Ala Asp Val Try Ala Lys
AlaLeu Glu Gly Lys Asp Leu Lys Glu lle Leu Ser Gly Phe His Asn Ala Gly Pro Val Ala Gly Ala
Gly Ala Ala Ser Gly Ala Ala Ala Ala Gly Gly Asp Ala Ala Ala Glu Glu Glu Lys Glu Glu Glu Ala
Ala Glu Glu Ser Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp

YP2 beta (L45)
Met Lys Try Leu Ala Ala Tyr Leu Leu Leu Val Gin Gly Gly Asn Ala Ala Pro Ser Ala Ala Asp
lle Lys Ala Val Val Glu Ser Val Gly Ala Glu Val Asp Glu Ala Arg lle Asn glu Leu Leu Ser Ser
Leu Glu Gly Lys Gly Ser Leu Glu Glu lle lie Ala Glu Gly GIn Lys Lys Phe Ala Thr Val Pro Thr
Gly Gly Ala Ser Ser Ala Ala Ala Gly Ala Ala Gly Ala Ala Ala Gly Gly Asp Ala Ala Glu Glu Glu
Lys Glu Glu Glu Ala Lys Glu Glu Ser Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp

YP2 alfa (L44)
Met Lys Tyr Leu Ala Ala Tyr Leu Leu Leu Asn Ala Ala Gly Asn Thr Pro Asp Ala Thr Lys lle
Lys Ala lle Leu Glu Ser Val Gly lle Glu lle Glu Asp Glu Lys Val Ser Ser Val Leu Ser Ala Leu
Glu Gly Lys Ser Val Asp Glu Leu lie Thr Glu Gly Asn Glu Lys Leu Ala Ala Val Pro Ala Ala Gly
Pro Ala Ser Ala Gly Gly Ala Ala Ala Ala Ser Gly Asp Ala Ala Ala Glu Glu Glu Lys Glu Glu
Glu Ala Ala Glu Glu Ser Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp

Figura 3. Secuencia de aminoacidos de las proteinas acidas L47, L46 (L44'), L45 y L44 de la
subunidad mayor del ribosoma de Saccharomyces cerevisiae (Remacha y col. 1988).
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heterodimeros entre YP2 beta y YP2 alfa o YPl beta (Liljas, 1982; Van

Agthoven, 1978: Warner, 1982).

En 1990 Remacha y colaboradores obtuviercn mutantes de

Saccharomyces cerevisiae carentes de las proteinas ribosomales acidas

YP2 alfa, YP2 beta, YPl beta y YPl alfa (denominadas como D4, D5, D6
y D7, respectivamente). Comprobaron que la ausencia de una de las
proteinas acidas en levadura repercute en el tiempo de duplicacién
celular en medio rico: 145, 110, 95 vy 125 minutos en ausencia de YP1
alfa, YPl beta, YP2 alfa y YP2 beta, respectivamente, frente a 85
minutos en la cepa silvestre, gque se ha interpretado como una

disminucién en la capacidad de sintesis de proteinas.

Postericormente, Remacha en 1992 construye clonas por disrupciodn
génica, que albergan todas las combinaciones posibles de dos genes
inactivados simultaneamente de las proteinas ribosomales acidas. Al
igual que las disrupciones unicas, ninguna de las seis posibles
disrupcicnes fué letal, pero la inactivacién simultanea de cualquiera
de los genes YPl alfa y YPl beta o YP2 alfa y YPZ2 beta causaron un
importante decremento en el crecimiento celular, lo que sugiere

nuevamente una alteracién en la traduccién.

En 1995 Remacha obtuvo cepas con tres y cuatro genes inactivados
(triple y cuadruple disrupcién) que codifican para las cuatro
proteinas ribosomales acidas YPl1 alfa, YPl beta, YP2 alfa y YP2 beta,
concluyendo que la viabilidad de la levadura no depende de las
proteinas Aacidas; éstas, mas bien regulan la actividad de la

subunidad 605, afectando la traduccién de ciertos mRNAs.

También en 1995, en el CINVESTAV, en el Departamentc de
Genética, Ochoa (comunicacién personal) describe que las cepas D4
{ausencia de YP2 alfa), D5 (ausencia de YPZ beta), DE (¥Fl beta) y DY
{(YP1 alfa) al someterlas en medios ricos suplementados con

cicloheximida o con NaF (inhibidores de elongacion y de la iniciacion

0



de la traduccién respectivamente}, la cepa D4 y D7 sobreviven a la
crclohevimida v la cepa D7 resiste al NaF. Lo gue se interpreta,
nuevamente, gue éstas proteinas ribosomales acidas tienen funciones

di:stintas en el proceso de traduccién.

Debido a que las proteinas ribosomales acidas: 1) estan
fosforiladas en el ribosoma; 2} recambian con sus homologas del
citoplasma; 3) este recambio es independiente de la biogénesis del
ribosoma; 4) en el proceso de recambio participan protein cinasas
especificas y muy probablemente  también  protein  fosfatasas
especificas; y 5) son dispensables para la célula segun se concluye
de los experimentos de disrupcidén génica, le mas probable es que
éstas proteilnas ribosomales acidas, ademas de ser estructurales del
ribosoma, sean moduladoras o de la actividad de ésta particula o de
la traduccidn en general. De ser asi, se esperaria gue en ausencia de
alguna de ellas la célula tuviera un comportamiento diferente al
enfrentarla a estados de estrés, esto es, cambios repentincs en las

condiciones del medio ambiente gque pongan en riesgo su sobrevivencia.

Algunas condiciones gue inducen a las células a un estado de
estrés son: la exposiciéon de las células a metales pesados, a
alcoholes, a venenos metabdlicos, a infecciones virales, a
hipersalinidad y al chogue térmico, entre otras. Durante la
"emergencia" de sobrevivir, las células producen proteinas de estrés

que contrarrestan alguan dafio., (Welch, 1993).

Con relacién al choque térmico (una de las dos condiciones
estresantes que se aplicaron en este trabajeo}, cuande las células o
tejidos de una variedad de sistemas, incluyendo células de mamifero
(Welch, 1982), células de Drosophila (Lindquist, 1981; Lindquist,

1988; Welch, 1993), de S. {Lindquist, 1981; Welch, 1993),

de plantas (Harrigton, 1988}, de bacteriazs (Volker, 1994), son
expusstas o elevadas temperaturas, ellas responden sen la induccidn

vigoreosa de un pequefio numero de proteinas denominadas de chogque



téimico {H3P), que pueden conferir, ademas, una incrementada
resistencia a la temperatura, la cual se denomina termotolerancia
(MoAlister, 1980:. La voincidente aparicidén de las proteinas de
choque termice y la termotolerancia determinan que estas proteinas
jueguen un rel protector durante la exposicidén a altas temperaturas,
como un mecanismo de defensa. Las concentraciones de las HSPs
disminuyen contforme la temperatura de las células retorna a su estado

normal {(23°C;(Hall, 1983; Miller, 1979; Mager, 1993; Welch, 1993).

Fn 1981 Lindguist, reportoe investigaciones sobre las respuestas
de dos organismos muy diferentes, la mosca de la fruta Drosophila

melanogaster v la levadura Saccharomyces cerevisiae. Ambos organismos

realizan un muy rapido cambioc en la sintesis de proteinas.

En 1950 McAlister, demuestra que en la levadura, el cambio de
temperatura induce una respuesta de resistencia, y esto, esta
relacionado-con los niveles de las proteinas de chogque térmico, los
cuales son transitoriamente inducidos por el mismo cambioc de

Cemperatura.

Muchos de los genes gue codifican para las protesinas ae est:ies
son marcadsmente similares en todos los organismos. Se ha reportado
gue i0s genes para proteinas de chogque térmice (hspl de la familia
hsp?ii, son los mas altamente conservados; tienen mas de un 50% de
similitud en bacterias, levaduras vy Dzosogh}iﬂ_ (Welch, 1993). Las
proteinas hsp sen inducidas tambidén por otros tipes de estrés, como

el salino (Lindgiust, 1988} en bacterias, levaduras vy Drosophi

Tedos los organismos examinados (bacterias, higado de Ja rata,
levadura y LUrodophila) producen proteinas cedificadas por los genes

de las familias de  hsp/U 3y hsp%0 en respuesta a clevadas

temperaturas (Lindguist, 1988;.

Bl eslres saline, es la segunda condiciédn estresante que se.

estudio en &l presente trabajo.



En .plantas superiores y bacterias se ha descrite que los
mecanismos basicos para gque esteos organismos sean tolerantes a sal
son: 1) la sintesis de osmolitos (prolina, betaina y poliolez); 2; EL
sistema de transporte de Na+ y Cl- en las membranas wvacuolares vy
plasmaticas y 3) la actividad celular sensitiva a la pérdida de
turgencia, deshidratacién o altas concentracionss intracelulares de

Na+ o Cl- (Weretilnyk y Hanson, 1990; Serrano y Gaxiola, '994).

Estudios realizados con el organismo procariota E. celi sugieren
gue la sintesis de solutos orgénicos puede ser un pasc crucial para
la tolerancia a sal. El primer gene de E. coli descrito como un gen
que provee al organismo de halotolerancia (probB-74) determina la

sobreacumulacién de prolina (Csonka, 1981).

En organismos eucariotas (S. cerevisiae) sin embargo, la
homeostasis del potasioc parece ser la respuesta mas critica para el
estrés salino. A comparacidn de E. coli en 5. cerevisiae la toxicidad

del cleoro no es significativa (Serrano y Gaxiola, 1994)

Gaxiola, en 19%2, aisldé el gen HALl que se sobreexpresa
mejorando el crecimiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae bajo
estrés salino (altas concentraciones de NaCl). Cuando las células de
la levadura scbreexpresan el gen HALlL, la toxicidad del sodio parece
ser contrarrestada por una incrementada acumulacion de potasio. La
disrupcién de este gen decrementd la tolerancia a sal, por lo tanto
HALl es determinante para la halotolerancia. Este gen codifica para

una proteina de 32kDa, localizada en el citoplasma de la levadura.

El NaCl afecta muchos parametros del crecimiente de las
levaduras: la tasa de crecimiento, la produccién de bicmasa y la
composicion celular, ademas de gue incrementa €] consume de glucesa,
también incrementa la produccién de glicerol. La tolerancia de varias
especies de levadura al NaCl wvaria grandementc. Los factores mas

importantes parecen ser la presencia de un mecanismo de

[
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osmorregulacién y la habilidad de algunas enzimas para funcionar en

presencia de concentraciones altas de WaCl (Watson, 1970).

La exposicién de células de levadura (Saccharomyces) a altas
concentraciones de NaCl provoca deshidratacién, el <colapso de
gradientes ionicos sobre la membrana plasmatica y decrementa la

viabilidad de la zélula.

La respuesta de las células vivas a altas osmolaridades externas
es designada como respuesta a osmoestrés. Tanto las reacciones
osmorregulatorias y el estrés general Iinvolucrades en ésto, son
procesos pobremente entendides. Parte de la respuesta apunta al
incremento del potencial osmético interno, por ejemple, la produccidn
de osmolitos comoc el glicerol y la expulsién de solutos toxicos. Se
sintetizan proteinas de choque térmico y trehalosa, probablemente
para proteger a los componentes celulares y para facilitar la

reparacién y la recuperacién celulares(Mager y Moradas, 1993).

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de éste trabajo fué diferenciar el fenotipo de las
cepas con disrupciones simples (YPl alfa::LEU2, YP1 beta::TRP1, YP2
alfa::URA3, y YP2Z beta::HIS3), sometidas a dos condicicnes que
alteran Ja sintesis de proteinas: una es el estres térmico y la otra

el estrés salino.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Conocer si existe relacién entre la carencia de una o mas
proteinas ribosomales acidas y la tolerancia al estres térmizo en

1

i

2.- Conecer si existe relacién entre la carencia de una o mas
proteinas ribosomales acidas y la tolerancia al estrés salino en

mitantes de Saccharomyces cercvisiae.
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MATERIALES Y METODOS
I. MATERIAL BIOLOGICO.
I.1.- Cepas de levadura

Se trabaio, como cepa parental, la W303-1IB de la levadura

Saccharomyces cerevisiae. Presenta tipo de apareamiento alfa, es

grande, hapleide. MAT-alfa con los marcadores nutriciconales: ade2,

canl, his3, leu2, trpl, ura3.

Se trabajarcn también las cepas con disrupciones simples, dobles
y triples en los genes gque codifican para las proteinas ribosomales

acidas de 5. cerevisiae.

SIMPLES

D4: MAT a; trpl, his3, leuZ, ura3, canl.
D5: MAT a; ura3d, leu2, trpl, adel, canl.
D6E: MAT a; ura3, leu2, his3, adeZ, canl.
D7: MAT a; ura3, trpl, his3, ade2, canl.

DOBLES

D45: MAT a; trpl, leul.

D46: MAT a; his3, leu?, adeZ.

D47: MAT a; trpl, his3.

D5€: MAT a; ura3, leu2, adeZ, canl.
D57: MAT a; ura3, trpl, ade2, canl.

De7: MAT a; ura3, his3, adeZ, canl.

TRIPLES

D456: MAT a; leuZ.



p457: MAT a; trpl, ade2.

DAET: MAT a; hisg?d.

D867 MAT a; adeZ, ural.

Y la cepa FRD

: MAT a, haploide. grande, gall, adel, ade2, ural, hisT7,

tirl). Es una mulante de Saccharomyces cerevisiae,

hiperresistente a concentraciones de NaCl de hasta 2M,

caracter halofilicoiGaxicla, 1987).

MEDIOS DE CULTIVO

II.1.- Medios de cultive para levadura

11.1.1.- Medio ¥YPD (Medioc rico)

Medio YPD Y=Levadura P=Peptona D=Dextrosa

Extracto de levadura (L4} ......a 10 g.
Beptotia (T8) .0 coommoema soms N 26 q.
GLUEBES, 12 I wr vamesiacme ooy s s 20 g.

Agua bidestilada iv.vi.eevevaeees 1000 ml.

Medio YPD/agar (medio rico-sélido para crecer colonias

aisladas!

Agregar agar (24) .,. 20 g para 1000 ml

de medio.

II.1.2. Medio SD (medio minimc de composicién definida

supldementade cou aminocacidos vy bases nitrogenadas)

Media 5D

Flas CVERY e e LT IG5 mi.



Glucosa (50%) ...cvucvecnesrea.. 20 mi.
Adenina ....cevesernnnsnsecass W.04 mg.

Ukscilo poedssnirissisimsmymis 0504 mgs

Histiddmea yaeres ispasmiesais 0.04 mg.
LEEIAE: szt S R G S 0.24 mg.
TLESSING sovsvinas ewmsemas iees 0.04 mg.

LEUCTRE sowvs i ims wee esoeaa » 0200 s
Triptofang .vcvomrwams wyee vasy 0w DE mg,

Agua bidestilada .......... ... 1000 ml.

Medio SD/agar {(medio minimo sélido para crecer colonias

aislacas)

Agregar agar (2 ) ... 20 g para 1000 ml de

medic.

Todos estos medios de cultivo se esterilizaren a [120°C y 20

libras de presidn durante 15 min.

II.1.2.1.- Base nitrogenada de levadura (YNB 10X)

Se diseolvié 50 g de sulfate de amenio en 500 ml de agua
bidestilada. Se agregé 40 ml de la mezcla de vitaminas (250X}).
Después se agregaron 1 ml de cada una de las sales traza (100¥). S5e
afiadieron 200 ml de la mezcla de sales (50X), =sto, se aford a LG40
ml con agua bidestilada y se mezclé bien. Posteriormente se
esterilizé por filtracidn. Se usaron 100 ml de la solucidn para cada

1000 ml de medio de cultivo.
* Vitaminas {(250¥)
Biotina ... ... WA R e AR R e

Pantotenato de Calcioc covwew.an 2. rg.

BETAS FOLEED o wrwwimamn paensnn s 293 uy.



temperatura ambiente en

-

Fl

Inositol

Rimolna soaiaioias ikt

s e 200ag

e waion 40 Mg

PABA (Acido p-aminocbenzdice}... 20 mg.

Fiyidexsina hidrocioruru

Riboflavina ...

Tiamina hidroclorure

Se disolvieron

Elementos Lrava

Az

Sulfatc de Cobre

Io

Cloruro férrico

ide Bérice

duro de

Potasy

cos s 40 mg.

... 20 mg.

........ 49 mg.

400 ml de agua bidestilada y se guardd en

€en
wl o —E0°E.
(1000%)

pll s

3ul fato de Manganeso

e 50 mg.
......... 4 mg.
i sewaanes LR g
............. co. 20 mg.
s o4 Igs
PR Tl 1 o

Molibdato de Sodio .

Sulfato de Zinc

Sa

Cada uno se disolvio

les (50%

Fosfate de

sulfato de

el

cl

Agua bidestilda

oruro de

oruro de

Cloruro

disclvieron

)

potasioc monobas

magnesio

sodi

[ P

caleiog ..

e

(243}

zalcio

300

mi

frascos

b=

en 10

Jjuntaran éstas dos aforando

. -

ng.

Lo wa o 98 q.

saidn g O
1009

disolvid

texlas las

a 1000 ml.

=1

=]

ar

ml de agua bidestilada y se guardd a

color ambar.

ml.

Itg ml. Por separado se

s sales, wposteriorminte se

guardé en frasoos de vidrio



III. CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA LAS LEVADURAS

Cada una de las cepas fué crecida en el medio adecuado imedio YPD
y SD para estres térmico y salino, respectivamente] a 39%,
manteniéndolas en agitacidén constante rotatoria hasta obtener una
densidad poblacional de 0.4 a 0.6 D.0. a &60 nm {fase media

logaritmical .

1V. PROCEDIMIENTO PARA SOMETER A ESTRES TERMICO

Se prepararon cajas con medio YPD/agar, cada una con 20 ml
aproximadamente y se sometleron a una temperatura de 37°C durante 74

hrs para prueba de esterilidad.

Se prepard también medic de cultive liquido YPD, en el cual se
sembré la cepa W303 (o cualquiera de las disrrupciones) vy fué
sometido a las condiciones de crecimiento ya especificadas. Ya gue la
densidad poblacional llegd a la fase media leg 0.4 a 0.6 D.O.} se
procedid a hacer diluciones de 1-1000, 1-10 000 y 1-100 000 v:v. Todc

se realizd en medio estéril. Hechas las diluciones se sembraran 100

ul en las cajas con YPD/agar, por espatulacidén y se incubdo a 30°C
durante tres dias, contande después las celenias formadas. FEste

procedimientc se tomo como control.

Para el chogue térmico, se procedido del misme modc hasta llegar
a una densidad poblacional de 0.4 a 0.6 D.0O. A este cultivo se le
agregdé un volumen igual de medio YPD a 91°C, lograndose una mexcla a
la temperatura de 45°C, lo cual inmediatamente se puso a bafic Maria a
45°C durante 3, 6 y 9 min. A cada tiermpo se tomd® una muestra parta
realizar con ellas las dilucioncs (1-1000, 1-10 020 y I-170 Q04 wviv).
Después se sembré, espatule, incuké y se contaren las colonias cowmo

anteriormente se describio. Toda i anter.or se  realiTd ot

duplicado. Ademas se diec chogue térmice a 40 y 42°C, pero selo a las

(1]

s s_mplexs.

m

repas W303 vy a las cuatro con :hisrrup~aion



V. PROCEDIMIENTO PARA SOMETER A ESTRES SALINO

Se prepararon cajas con medic SD/agar, otras adicionandoles NaCl
a J.25M, 0.5M, 0.75M, 1.0M, 1.25M o 1.5M, (cada caja con 20 ml
aproximadamente; y se sometieron a prueba de esterilidad {a 37°C
durante 24 hrs). Para realizar la siembra de las cepas W303, FRD y
lss disrupciones simples, dobles y triples (todas en una misma caja),
se prepararon previamente "Stocks" de cada una de las cepas, donde su
densidad déptica fue de 2.0 a 2.1. A partir de eéste, por medio de
goteo de 10 ul, se procedico a sembrar todas las cepas en cada una de
las cajas que contenian las difersntes concentraciones de NaCl. Se

incubaren a 30°C durante tres dias y se observd su crecimiento. Todo

lg anterior se realizd por duplicado.

VI. TECNICA PARA REALIZAR CURVAS DE CRECIMIENTO

Se siguieron las cinéeticas de crecimiento de las cepas de W303 y
FRD (controles) y las cepas con disrupciones simples, por lo menos
durante 24 h continuas, crecidas en medio SD suplementado con

diferentes concentraciones de NaCl (0.25 M a 1.5 M}.

En matraces de 150 ml de capacidad se preparcn en cada uno 50 ml
de medio 5D (minimo) y se inocularon con la cepas anteriormente
mencionadas. Inmediatamente a la inoculacion del mediec se tomaron
muestras de 1 ml que fueron leidas a 660 nm, teniendo como klanco
medie S5I' sin inocular y las lecturas resultantes se consideraron como
el inicio de la cinética. Una vez tomada la muestra, los matraces se
mantuvieron en agitacién rotatoria a una temperatura de 30°C.
Posteriormente se tomaron muestras a cada 1 6 2 hrs (sequn de la cepa
de la que se trate) hasta completar una cinética de por lo menos 24
h. Ocasionalmente se verifico al microscopio que los cultives no
estuvieran oentaminados. Todo le anterior se realicd e urn medio de

esterilidad.



VII. TECNICA PARA LA EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL

VII. 1. Soluciones

* TAMPON I
TRIS = HEL wissiwsuin 100mM
ROL enn e aassaises 80mM
MBIl sunssvanmsrns 12.5mM

Beta-mercaptoetancl . 5mM

Ajustar pH a 7.4 con HCl.

* OTRAS
- MgCl2 1M en solucidn
- Acido acético glacial
- Acido acético al 0.5N

= Acetona

VII. 2. Método

Se crecieron las células en medio YPD (II.1.1.) a 30 C con
agitacién hasta alcanzar una D.0O. de 0.4 - 0.6 (fase media-log} a
660nm. Se centrifugéo a 10,000 rpm/5 min/4 C para empastillar las
células y se deseché el sobrenadante. Se lavaron las células con 20ml
de tampén T. En seguida, se centrifugo a 15,000 rpm/20 min/4 °C y se
tirdé el scbrenadante. Posteriormente se rompieron las células
mecanicamente con perlas de vidrio (0.45 mm de diémetro), 30 seg al
vortex y 30 seqg en hielo. Se verificé al microscopio qgue las células
estuvieran rotas. Una vez rotas se centrifugo a 15,000 rpm/20 min/4 “C
y al sobrenadante se le agregdo 0.1 vol de MgCl2 1M y 2 vol de acide
acético glaclal simultaneamente, y con agitacidn magnética se mantuvo
a 4°C/30 min. Al término de este tiempo se centrifugé a 15,000 rpm/10
min/4 €. El sobrenadante se colocd en bolsas para dialisis (didmetro
de 2.lcm) y se dializé contra acido acético al 0.5N a 4 €. Cuando la
proteina ya se habia dializado, se procedid a congelar la muestra con

acetona e hielo seco, para liofilizarlas dentro de frascos viales.



VII. PREPARACION DE LA PROTEINA PARA ELECTROFORESIS

La proteina licfilizada se diseclvid en urea 8M. Se tomaren
muestras de esta disolucién para cuantificarla {Lowry, 1951).
Sabiendo la concentracidén que se tenlia se procedid a agregarle
amortiguador de muestra, se hirvieron las muestras en un bafio Maria

\

durante 3 min y se agregd 50 ug de proteina por carril en un gel

discontinuo tipo Maizel (Maizel,1971).

IX. TECNICA PARA ELECTROFORESIS (GEL DISCONTINUO DE MAIZEL -
UNIDIMENSIONAL) (Maizel, 1971).

I¥.1. Soluciones

Solucién A.- Acrilamida - Bis acrilamida (30:0.8).
30g acrjlamida + 0.8g Bis - acrilamida para 100ml de
agua bidestilada. Filtrar a través de papel Whatman

Ne.l. Guardar en botellas obscuras a 4°C.
Sclucién B.- TRIS de pH 8.8.
12.11g de TRIS + 50ml de agua bidestilada. Se ajustéd
el pH a 8.8 con HCl. Se aforé a 100ml.
Solucién C.- SDS al 10% en agua bidestiiada.
Solucién .- TRIS de pH 6.8,
6g de TRIS + 20ml de agua bidestilada. Se ajustd el pH

a 6.8 con HCl. Se afordé a 50ml.

Amortiguader de corrida.

Gliedma o rik e @i arisisiesee i i i 14.4q
ARES w weedeal INCeraE RN PERERER ST ig
SUST TR wimn @ae v s e e A e R e e 10ml



Agua bidestilada ¢:ivissdvisimiiad o 1000mlL

Amortiguador de muestra

BOTHETET DY e s s re e e oA T i 1.0ml
SAlUEION B sswswmimemen i ovs CETRERE SRR 1.0ml
Beta-mercaptoetanol ....scessesnsonnnes 0. 1ml
T BB o nms mimsimam toom e e s B ey M 1.0ml
Roejo de fenol (0.1% en agua) .......... Q.1lml
Agua bidestilada .oinsviessswiie dddeen 6.8ml

Solucidén para tefiir el gel
Azul de coomassie al 0.2% en 4cido acéticeo glacial al 7+ y etanol al
50%.

Tefiir por 30 min.

Solucidn para destefiir el gel
Acido acético al 7%

Etancl al 50%

OTRAS
Persulfato de amonio al 10%
TEMED (NNN'N'-tetrametiletilendiamina)

Marcadores de peso molecular:

Proteina PM (Da}
Lisczyma 14,300
Beta-lactogleobulina 18,400
Anhidrasa carbénica 29,000
Ovoalbumina 43,000

Albumina sérica de bovino 68,000
Fosforilasa B 97,400

Miosina (cadena H) 200,000



IX.2. Metodo

Se prepard la camara parea el gel en donde fué wvaciada la
solucién para el gel. Posteriormente, se preparé la solucidn para un
gel al 15%, la cual consistio en: 15 mi de solucién A, 11.25 ml de
solucidén B, 0.3 ml de solucién €, agua 3.25 ml, TEMED 25 ul{en este
momente se desgacificd durante 2 min en una camara de vacid) y por
vltimoe 120 ul de persulfato de amonio (103). Todo se mezcld
perfectamente vy se wvacid entre los «cristales ya preparados,
cuidadosamente para gque no se formaran burbujas. En seguida se le
agrego B5D5 (1%} para aplanar la superficie del gel v se dejd
polimerizar, Mientras tanto se preparo el gel espaciador mezclando lo
siguiente: 1.33 ml de solucién A, 1.25 ml de sclucien D, 100 ul de
sclucién €, 5 ul de TEMED, 7.2 ml de agua, se desgacificé y peor
tltimo se le agregd 100 ul de persulfato de amonio (10%).

Cuando el primer gel polimerizd, se le quitd el 5DS, se enjuagd
con agua y se secd cuidadosamente para quitarle el exceso. En seguida
se le agregé la solucidén preparada para el gel espaciador, se colocd
el peine (0.5cm arriba del primer gel) y se dejo polimerizar.

Cuando el gel estuvo listo, se procedidé a colocarle en la camara
de electroforesis, la cual contenlia amortiguador de corrida. Se cuidd
que en la parte inferior del gel no hubieran burbujas. Se colocaron
las muestras en los pocilics Jjunto con marcadores de pesos
mcleculares, se conectd la camara a la fuente de poder y se corrid el
gel a 100 V hasta que el colorante de la muestra llego hasta la parte
inferior del gel.

El gel fué colocado en un recipiente con solucién para tefir y se
mantuvo con muy lenta agitacion durante unos 20 min. Después se sacsd,
se enijdage con agua bidestilada y se le agrego solucion para

destefiir.



RESULTADOS Y DISCUSION

Tolerancia al choque térmico

Las temperaturas para los chogues térmicos, se elijieron con base en lo reportade en la
literatura. McAliester (McAliester et al, 1979) menciona que un cambio de 23 °C a 30 °C no
altera significativamente el patrén de sintesis de proteinas de la levadura, pero un cambio de
23 °C a 36 °C si da cambios notorios. Mager (Mager. 1993) opina que el cambio de 23 °C a
36 °C es un choque térmico "leve”, ya que la temperatura de 36 °C esta dentro del rango
normal de crecimiento de la levadura; aunado a esto, Lindquist (Lindquist, 1681) somete a la
levadura Saccharomyces cerevisiae a un chogue térmico de 45 °C y menciona que la

levadura aun es viable a esa temperatura.

El procedimiento que se siguid para someter a las 15 diferentes cepas a choque térmico
fué cambiarlas bruscamente de temperatura, de 30 a 45 °C. Inmediatamente después, a los
3,6 y 9 min se tomaron muestras del cultivo para hacer diluciones 1:1000, 1:10,000 y
1:100,000 de las que a su vez se tomaron alicuotas para espatular en placas con medio
YPD-agar (Il.1.1.). Los resultados de los experimentos se muestran en la Tabla |. Cabe
mencionar que los valores de cero, fueron a causa de que en esas cepas, el choque térmico
fué letal, por eso, ni a diluciones menores hubo células viables. Posteriormente, se presenta
el promedio y con sus respectivas desviaciones estandar (D.E.), y l1a normalizacion de éstos

resultados, en la Figura 4.

En general, la respuesta de las mutantes ante el choque térmico a 45 °C se puede dividir
en tres categorias: las que no toleran el choque térmico, las resistentes a él y las que se
comportan como la cepa parental W303. Como ejemplo de la primera categoria estan las
mutantes D4, D6, D56, D57, y D457 que mueren en un cien porciento antes de 3 min a 45
°C. Hay que hacer notar que |a ausencia de una séla proteina ribosomal acida, a saber, YP2
alfa o YP1 beta (cepas D4 y DB) confiere un fenotipo de 1ermosensibilidad. En la segunda
categoria, aquella en la que la sobrevivencia celular es significativamente mayor que la de la
cepa parental, estan las cepas D7, D456 y D567. Nuevamente, llama la atencion que la
ausencia de una proteina ribosomal acida, en este caso YP1 alfa (cepa D7), confiere un

fenotipo de termotolerancia. En la tercera categoria se encueniran las cepas que se
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Tabla |

CEPAS CONTROL 3 min 6 min 9 min
r_‘_..__.“ﬂm e e g s —_—
108 13 4 1}
124 134 2 [t} (4]
138 9 [§] G
97 [ 0 4}
127 i 1 [H
125 (33 13 13 15
68 7 20 ?
62 22 5 8
7% 10 16 11
6 133 1 ] i
oy 0 [ [
5 1] 4] 1}
17 40 44 34 41
51 40 41 44
42 44 34 Ix
145 X9 10 149 L3
72 11 15 o
1346 162 1 3 3
150 ¥ 3 L]
147 125 5 2 2
151 [ 3 2
1156 153 ] i} %
161 0 1} [
133 1} 1] 0
1257 ®1 1 ] 5}
o9 ] 1] 1]
91 [f] il 0
DeT TH 15 1% 1
w i Ty 8
NAsE 90 #2 49 sl
77 (78 57 1"
13457 25 i} 0 0
34 (1] 1] 4}
23 1 ¢ [t}
D467 100 7 i f
I0hs 5 | il
1567 113 127 129 '
e 17 i1 4y
W7 1 129 o
127 122 117 L

Sobrevivencia de las diferentes cepas sometidas a choque térmico de 45 °C l.as
cifras corresponden a experimentos independientes a diluciones de 1 10 0010
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comportaron de manera similar a 1a cepa parental W303, éstas son: D45, D46, D47, D67 y
D467, fas cuales a mayor tiempo de exposicion a 45 °C es menor la sobrevivencia celular.
La cepa D5 es la unica que independientemente del tiempo de exposicion mantiene un

porcentaje de sobrevivencia de aproximadamente un 10%.

Los resultados no muestran antagonismo o cinergismo, por ejemplo, se esperaria que las
cepas con la ausencia de YP1 alfa sobrevivieran aun mas que la parental, como la cepa
D57, pero no fué asi; o que ias cepas con la ausencia de YP1 beta y/o YP2 alfa no

sobrevivieran, como la cepa D456, que se esperaria no fuera viable y resulto serlo.

Se procedio a probar choques térmicos a 40 °C y 42 °C y asi poder observar si al
disminuir la temperatura la sobrevivencia de las cepas con disrupciones simples variaba con
respecto a los resultados obtenidos a 45 °C y al tiempo de exposicion (3, 6 y 9 min). En
especial observar si la cepas D4 y D6 lograban sobrevivir a estas temperaturas. Para ésto se
sometieron a cambio brusco de temperatura de 30 °C a 40 °C o0 42 °C a las cepas W303, D4,
D5, D6 y D7. Los resultados de los experimentos para choque térmico a 40°C y 42 °C se
muestran en las Tablas Il y lll, respectivamente. Los promedios y la normalizacion de éstos
resultados se observan en la Figura 5, donde se compara como se comportan cada una de
las cepas ante el choque térmico de 40, 42 y 45 °C durante 3, 6 y 9 min.

El comportamiento de W303 es, tanto a 40 °C como a 42 °C y 45 °C, que a mayor tiempo

de exposicion al choque térmico, menor es su sobrevivencia.

Para D4 la viabilidad celular a 40°C es similar e independiente de los tiempos de
exposicion (3, 8 y 9 min), pero al aumentarle la temperatura a 42°C y 45°C, su
comportamiento es similar al de W303.

El comportamiento de la cepa D5 sigue en general un mismo patrén. Que al sentir el
cambio brusco de temperatura (de 30 °C a 40, 42 o0 45 °C) disminuye su porcentaje de

sobrevivencia, pero lo mantiene, no importando el tiempo de exposicion.

Con respecto a D6 se puede decir que lo que ocurrio a 45°C, sucede también a 40 y

42°C. Esta cepa no resisie al calor, ya que a 40 °C y a 3 min la cepa practicamente muere,
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Tabla 11

[ CEPAS CONTROL 3 min 6 min 9 min_ |

W303 124 36 21 13
114 37 22 13
D4 78 66 81 78
93 68 74 8l
D5 24 17 14 14
35 25 23 15
D6 161 20 1 1
159 10 0 0
110 10 0 0
D7 89 84 55 70
79 69 68 75
93 90 70 80

Sobrevivencia de las cepas W303, D4, D5, D6 y D7 sometidas a cho-
que térmico de 40 °C Las cifras corresponden a experimentos inde-
pendientes a diluciones de 1 100,000
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Tabla LI

[ CEPAS CONTROL 3 min __ 6min__ 9 min

w303 151 30 20 9
159 27 16 7
D4 75 49 26 26
76 27 12 9
D5 41 17 12 0
29 12 10 7
D6 08 3 3 3
110 3 0 0
104 5 1 0
D7 57 48 52 47
47 45 47 53
63 54 48 53

Sobrevivencia de las cepas W303, D4, D5, D6 y D7 sometidas a cho-
que térmico de 42 °C. Las cifras correspondcen a experimentos inde-
pendientes a diluciones de 1:100,000.
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siendo las condiciones minimas de estres a las que fué sometida. Estos resultados apoyan el
que la ausencia de la proteina ribosomal acida YP1 beta (cepa D6) confiere un fenotipo de

termosensibilidad.

Para D7 se observa que, ni el tiempo de exposicion (3, 6 y 9 min), ni las temperaturas a
las que se sometid (40, 42 y 45°C) afectaron significativamente su sobrevivencia celular si se
compara con la cepa parental. De todas las mutantes, D7 fué la que mas resistio a la
temperatura. Estos resultados muestran que la ausencia de la proteina ribosomal acida YP1
alfa (cepa D7), confiere un fenotipo de termotolerancia. La causa de esta termotolerancia de
acuerdo a algunos autores (Mcalister, 1980; Fung y col, 1995; Watson y col, 1984 y Lindquist
1981), parece deberse a un incremento en los niveles intracelulares de las proteinas de
choque térmico (HSPs), los cuales son proporcionales a los niveles de tolerancia. Pero, de
acuerdo a VanBogelen (VanBogelen, 1987) y Watson (Waison, 1984), esta tolerancia no se
da necesariamente porque haya un incremento en la sintesis de HSPs, ya que ellos
mencionan que puede haber induccion de HSPs sin termotolerancia ¢ viceversa. Por lo
tanto, se puede pensar que la ausencia de YP1 alfa pudiera resultar en la sintesis
constitutiva de proteinas de choque térmico, por lo cual la cepa D7 es viable o que la
termotolerancia en ausencia de YP1 alfa no requiere necesariamente de la via de sintesis de

HSPs, o bien una combinacion de las dos posibilidades anteriores.

Tolerancia al estrés salino

Debido a que la tolerancia al NaCl varia dentro de las especies de un mismo género de
levaduras (Watson, 1970), el primer experimento se disefio con el objetivo de explorar el
rango de concentracion de NaCl a la que es tolerante la cepa W303 y las 14 cepas con
disrrupciones. Para ello se realizo lo siguiente. En base a la cepa FRD, que tolera hasta 2M
de NaCl (Gaxiola, tesis de maestria, 1987) y al trabajo de Watson (Watson, 1970), se
prepararon cajas con medio SD-agar con diferentes concentraciones de sal, sobre las cuales
se sembraron las cepas FRD (como contro! positivo de tolerancia), W303 y las 14 cepas con
disrrupciones como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos indican
que todas las cepas crecen de manera similar hasta una concentracion de 0.75 M de NacCl
como se puede observar en la Figura 6. Para poderlos comparar entre si, los resultados de

la Figura 6 se normalizaron: ++++ = 100% de intensidad de crecimiento celular para cada
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Figura 6 Crecimiento celular de las cepas FRD, W303 y las 14 cepas con disrrupciones, en
cajas con medic SD-agar con diferenies concentraciones de NaCl. A = medio SD-agar
(control), B = SD-agar con 0.5 M de NaCl, C = SD-agar con 0.75 m, D = SD-agar con 1.0 M,
E = SD-agar con 1.25 M, F = SD-agar con 1.5 M de NaCl. a = FRD, b = W303, c = D4, d
D5 e=D6f=D7,g=D45 h=D46, i = D47, | = D56, k = D57, | = D67, m = D456, n
D457, o = D467, p = D567.

NOTA: Aqui se omite la caja de la concentracion de 0.25 M de NaCli, porgue el resultado es
igual gue el de la caja control.
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una de las cepas sembradas en medio SD-agar (control), +++ = 750 %, ++ = 50% y + = 25%
segin la intensidad de crecimiento relativa al control, que presentaron en las diferentes
concentraciones de sal a las que fueron sometidas (Tabla V). En la Figura 7 se muestra
graficamente los resultados de la Tabla IV, Se puede observar que a partir de la
concentracion de 0.75M, el comportamiento de las diferentes cepas se puede clasificar en 3

categorias:

I.- las que se comportan como FRD (que toleran altas concentraciones de sal); la unica
cepa que se comporté como FRD fué la cepa D5, lo cual nos sugiere que la ausencia de la

proteina ribosomal acida YP2 beta, le confiere a la cepa un fenotipo de halotolerancia.

Il.- esta integrada por aquellas cepas que no toleran mas alla de 0.75M de NaCl, las
cuales fueron: D4, D7, D47, D456, D457 y D567. Al parecer la ausencia de las proteinas
ribosomales acidas YP2 alfa (D4) y/o YP1 alfa (cepa D7), les confiere a éstas cepas un
fenotipo de halosensibilidad. Y

lll.- esta integrada por aquellas cepas que se comportan como la cepa parental W303 y
son: D6, D45, D46, D56, D57, D67 y D467, que sobrevivieron hasta un rango no mayor de
1.0 M de NaCl, hecho que sugiere una significativa disminucion en la sobrevivencia celular
en estas mutantes.

Se prob6 la tolerancia a sal de otra manera, la cual consistioé en realizar curvas de
crecimiento en medio SD (como se describe en Materiales y Métodos) con las cepas FRD,
W303, D4, D5, D6 y D7. Los resultados obtenidos muestran que en medio liquido las 6
cepas son capaces de tolerar hasta una concentracion de 1.25 M de NaCl (Figura 8 A y B).
Con respecto a la cepa FRD cabe mencionar que ésta resiste hasta 2 M de NacCl pero con
periddos de incubacion hasta de 4 o 5 dias. Como podemos ver, los resultados indican
nuevamente que la cepa D5 puede tolerar hasta 1.5 M de sal y que en menor grado, las
cepas D4 y D6 también toleran una concentracion de 1.5 M de sal, en contraste con las
cepas W303 (control) y D7, las cuales toleran no mas de 1.25 M de NaCl. Con esto se apoya
el que al faltar la proteina ribosomal acida YP2 beta (cepa D5), la cepa adquiere un fenotipo
halotolerante, pero a comparacion del crecimiento en medio solido, en medio liquido

también las cepas D4 y D6 son halotolerantes.
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Tabla IV

Cepa 0.5M 0.75M 1.0M 1.25M 1.5M
FRD ++++ +44 +++ 4 ++
W303 +++ ++ i _ ~
D4 ++++ + - _ "
D5 ++++ +++ +++ ++ +
D6 ++++ ++ + _ a
D7 ++++ + _ _ _
D45 +44+ ++ + _ _
D46 +4+ ++ * _ _
D47 ++++ + B _ _
D56 +H++ e+ + - _
D57 +H++ ++ + B ~
D67 +H++ ++ + _ _
D456 +++ + _ _ _
D457 ++++ + _ _ _
D467 +++ ++ + _ _
D567 ++ +

Crecimiento celular de las diferentes cepas estresadas con diferentes concentraciones de
NaCl, representado como: ++++ = 100% (este 100% se baso en el crecimiento de cada una
de las cepas sobre medio SD-agar sin NaCl), +++ = 75%, ++ = 50% y + = 25% de intensidad

relativa de crecimiento.
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ABSORBANCIA (660 nm)

FRD
— 0 —0—0— = sin NaCll (control}
—A—OA—b— = 0T5M
—0—0-0— = 1OM
' —0—0—0— = [25M
———t— = 15M
W303 D7 /
1.3, 1.8
10 1.0 /
oo 0.6 /"‘
/ / I_a/“
/A/ " _n/ﬂ—-f__‘
o0 --"Léﬁéw a.0 ..._--—:.":‘7"2é :972':}7’::?_:—_.__
a 10 18 a9 20 2 10 10 20 25
TIEMPO (h)

Figura 8 A. Curvas de crecimiento de las cepas FRD, W303 y D7 en medic SD con diferentes

concentraciones de NaCl
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Una observacion interesante es la diferencia en el crecimiento de las cepas entre el
medio sélido y el medio liquido. Todas crecen mejor en medio liquido. De acuerdo a
Hellerbust (Hellerbust, 1976), esto se puede deber a que las levaduras en estado de reposo
no son capaces de regular eficientemente sus sistemas de transporte de electrolitos, por lo

que el crecimiento en medio sélido es mas bajo.

A concentraciones mayores que 1.0 M de NaCl las cepas muestran un aumento
considerable en el tiempo de la fase lag, una inhibicion aparente en la velocidad del
crecimiento y una disminucion en la densidad final de poblacién en la fase estacionaria en
relacion directa a la concentracion creciente de sal presente en el medio de cultivo (Figura
8). La inhibicion en la velocidad del crecimiento, se pudo corroborar al calcular los tiempos
de duplicacion para cada una de las cepas (Tabla V), los cuales nos indican que al ir
aumentando la concentracién de NaCl, el tiempo de duplicacién también va siendo mayor,
por lo tanto la velocidad de crecimiento disminuye. Estos resultados nos muestran también
que la cepa D5 es la que menos incremento su tiempo de duplicacién, lo que nos vuelve a
indicar que la falta de la proteina YP2 beta hace a ésta cepa mas tolerante al NaCl, pero
también podemos observar que 1a cepa D4 es la que mas rapido se duplica a 1.5 M, por lo
que podemos decir que también ésta cepa es halotolerante.

El hecho de que no se alcance una misma densidad de poblacion en cultivos crecidos
bajo diferentes salinidades, puede explicarse en base a lo sugerido por Norkrans y Kylin
(Norkrans y Kylin, 1969), en el sentido de que las levaduras podrian estar ocupando energia
de crecimiento para mantener el balance osmdtico. Aunado a esto, esta lo reportado por
Watson (Watson, 1970), en un estudio sobre el efecto del NaCl sobre el metabolismo de
Saccharomyces cerevisiae, en donde se demuestra que hay una mayor demanda del
sustrato generador de energia (glucosa) debido a los requerimientos energéticos ligados con
la homeostasis celular (transporte activo de iones, sintesis de solutos compatibles), 1o que
conduce a un menor rendimiento de biomasa. Gaxiola (Gaxiola, 1987) menciona también
que los efectos de inhibicidn en el crecimiento pueden deberse no a la accion del NaCl “per

se", sino a un estrés por falta de agua, causado por la elevada salinidad.
De acuerdo con YWatson (Watson, 1970) y Mager (Mager y col, 1993), ia viabilidad de las
levaduras a altas concentraciones de NaCl (1.5 M) también depende de otros factores: a) la

produccion de osmolitos como el glicerol; b) la exclusian intracelular de solutos toxicos (Na);
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Tabla V
Efecto del NaCl sobre el tiempo de duplicacion

NaCl NacCl NacCl NacCl NacCl
CEPAS 00M 075 M 10M 1.25M 15M
FRD 4.01 4.59 5.06 N.D.* N.D.*
W303 3.96 431 4.46 6.46 13.97
D4 3.73 4.34 420 595 6.45
D5 5.02 525 577 6.41 7.13
D6 3.85 4.51 5.29 6.34 9.16
D7 3.88 442 552 6.67 12.44

Los valores estan dados en horas. Las cepas se crecieron en medio SD.
*N.D. = No determinado.
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c) la sintesis de trehalosa como componente celular protector; d) la posible participacion de
una protein cinasa; y e) la sintesis de algunas proteinas denominadas "proteinas de estrés".

Patrones protéicos

Una posible explicacion para los cambios metabdlicos mostrados por las mutantes con
disrupciones simples pueden ser debido a alteraciones en los patrones de la expresién de la
proteinas debida a deficiencias de proteinas acidas de los ribosomas.

Con la finalidad de observar si existian o no cambios en la expresion de genes
estructurales en la adaptacion de las cepas W303, D4, D5, D6 y D7 a los dos diferentes tipos
de éstres utilizados en este trabajo, se extrajeron las proteinas totales de cada una de las
cepas, como se describe en Materiales y Métodos.

A cada una de las cepas se la crecié en medio YPD hasta su fase media logaritmica (
D.O de 0.6 -0.7 a 660 nm ) y se le extrajo la proteina total como se menciona en Materiales
y Métodos. Este procedimiento se considerd como control. Para extraer proteinas de células
estresadas por medio de chogue térmico, primero se le did a cada una de las cepas un
choque térmico a 45°C (como se describid en Materiales y Métodos). Posteriormente se les
sembré en cajas con medio YPD-agar por medic de espatulacion, Con las colonias que se
formaron después de tres dias, se inoculd medio YPD. Los cultivos celulares se crecieron
hasta fase media-log y se les extrajo la proteina total. Con respecto a la extraccion de
proteinas de células estresadas con alta salinidad, se procedié a crecer a cada una de las
cepas en medio SD complementado con NaCl al 1 M, hasta fase media-log y se les extrajo
la proteina total. Mediante electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida-SDS al
15%, y tincion con azul de coomasie se compararon los patrones de las proteinas extraidas
(ver Materiales y Métodos).

Al comparar el patron proteico control con el patron de las células que pasaron por
choque térmico (45 °C) y después a la temperatura inicial (30 °C), se pudo ver lo siguiente:
- En el patrén para D4, se presentd un incremento en fa cantidad de una proteina de 26 kDa

(Fig. 9).
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Figura 9. Patrones protéicos de células estresadas y sin estresar. P = Marcadores de Peso
Molecular standart, C = Proteina total control, T = Proteina total de células que fueron
estresadas térmicamente a 45 °C durante 6 min y posteriormente crecidas a 30 °C, S =
Proteina total de células estresadas con NaCl 1 M. Las diferencias obtenidas con respecto al
control se designaron con: ¥ = estrés térmico, o = estrés salino y los valores estan dados en

kDa.
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- Una serie de proteinas incrementaron en cantidad en la cepa D5, estos incrementos fueron
para las bandas de 28, 32, 35, 40, 48, 65, 78, 88 y 99 kDa (Fig. 9).
- Por Gitimo, en el patron de D7 se presentaron incrementos en las proteinas de 18 y 32 kDa

(Fig. 9). Todo esto se puede ver de manera mas clara en la Tabla VI.

Lo anterior significa que 45 °C induce alteraciones permanentes en el patrn protéico de
las cepas D4, D5 y D7. Poedemos mencionar que posiblemente las cinco cepas (W303, D4,
D5, D6 y D7) tuvieron alteraciones en sus patrones protéicos durante el choque térmico,
pero éstas alteraciones no fueron permanentes en las cepas W303 y D7. Esto puede ser
explicado en base a lo descrito por Miller (Miller,1979), Welch (Welch, 1993) y Mager
(Mager,1993), quienes mencionan que en Saccharomyces cerevisiae el cambio de
temperatura genera considerables alteraciones en el patron de biosintesis de proteinas, pero
solo temporalmente, ya que al cambiar nuevamente la temperatura a la condicion inicial,

vuelven a tener patrones protéicos normales.

En estrés salino hubo en las levaduras alteraciones protéicas que no sélo se limitaron
a incrementos en [a cantidad de algunas proteinas, sino al decremento, a la aparicion "de

novo" y la desaparicion de algunas otras proteinas (Figura 9).

De manera resumida, estos resultados se presentan en la Tabla VIi, en la cual podemos
observar que:
- La cepa parental W303 muestra un decremento en la cantidad de una proteina con un peso
molecular de 195 kDa vy otra de 28 kDa (Fig. 9).
- Los patrones protéicos para D4 y D6 tienen cierta similitud; ambos muestran el incremento
en una proteina de 14 kDa, la aparicién de novo de una proteina de 68 kDa y la ausencia de
una banda de 75 kDa. Aunado a esto hay un incremento en la sintesis para una proteina de
92 kDa, lo que puede estar relacionado con el mecanismo por el cual estas dos cepas
toleraron altas concentraciones de sal (1.5 M de NacCl) (Fig. 9),
- para D5, el decremento de una proteina con un peso de 32 kD y el incremento de
proteinas con pesos de 35, 48, 65 y 88 kDa probablemente hacen posible que la cepa sea la
mas tolerante a la sal (1.5 m de NaCl) (Fig. 9).
- Con respecto al patron protéico obtenido para la cepa D7, se aprecio que faltaba una
banda de 75 kDa y el incremento en las proteinas de 88 y 92 kDa. Puesto que estas tres
bandas también estan presentes en la cepa D4, el cambio en ésta no puede ser el anico

factor que participa en la tolerancia (Fig. 9).
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Tabla V1

CEPAS

BANDAS
(kDa) w303 D4 DS§ D6 D7

18 1
26 4
28
32
35
40
48
65
78
88
99

e e i R

Cambios en el patron protéico de la proteina celular total extraida de células
estresadas térmicamente a 45 °C durante 6 min y después crecidas a 30 °C con
respecto al patrén protéico de células crecidas solo a 30 °C (control) * = incre-
mento en la intensidad de la banda.
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Tabla VII

CEPAS
BANDAS

(kDa) W303 D4 D5 D6 D7
14 1 0\
28 A 1
32 {
35 1
48 t
65 1
68 + +
75 = =t =
88 1 1 1
92 ) 1 1
195 ¢ N L )

Cambios en los patrones de la proteina celular total extraida de células estresa-
das con NaCl 1 M con respecto al patron protéico de cada una de las cepas
crecidas en el mismo medio (YPD) sin sal. 4 = incremento, { = decremento, + =
aparicion de novo, — = ausencia
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CONCLUSIONES

- La ausencia de la proteina acida ribosomal YP1 beta (cepa D6) le confiere a la cepa un
fenotipo termosensible, debido a que no tolera la temperatura de 40 °C, que fué la mas baja
utilizada.

- La ausencia de la proleina acida ribosomal YP1 alfa (cepa D7) le confiere a la cepa un
fenotipo termotolerante, porque en comparacion con la cepa parental, el incremento de la

temperatura no afecto significativamente su viabilidad.

- La ausencia de la proteina acida ribosomal YP2 beta 6 YP2 alfa(cepa D5 y D4,
respectivamente) le confiere a la cepa un fenotipo halotolerante, ya que folera
concentraciones de sal superiores a las que tolera la cepa parental, ademas de que el

tiempo de duplicacion de cada una es menor.

- La ausencia de la proteina acida ribosomal YP1 alfa (cepa D7) le confiere a la cepa un
fenotipo halosensible, puesto que fué la cepa que menos toleré los efectos causados por el
NaCl.

- Las alteraciones mostradas en los patrones protéicos tanto para choque térmico, como
para el estrés salino, indican que las proteinas acidas ribosomales regulan la expresion

diferencial de proteinas.

- Todo esto indica que las proteinas "A" de Saccharomyces cerevisiae ademas de actuar en

el proceso de la traduccidn, también pueden ser moduladoras de la actividad del ribosoma o

de la traduccion misma.
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