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RESUMEN

En la subunidad mayor del ribosoma de la levadura S. cerevisiae
se detectan cuatro especies proteicas con un marcado caracter acido,
con puntos isceléctricos (pI) cercanos a 3.0, las cuales actian en el
proceso de la traduccidén. Estas proteinas acidas son designadas YP1l-
alfa, YPl-beta, YP2-alfa y YP2-beta. Mediante técnicas de disrupcién
génica se han obtenido cepas de S. cerevisiae que carecen de uno o

mas genes gque codifican para las proteinas ribosomales &cidas.

La informacién con gque se cuenta actualmente sobre la fisioclogia
de estas mutantes es escasa por lo gque en el presente trabajoc estas
cepas fueron expuestas a inhibidores de las fases de iniciacidn vy
elongacién -dél procesc de la traduccién (NaF y cicloheximida
respectivamente} para tratar de establecer una relacién entre la
carencia de una o mas proteinas ribosomales A&cidas y la respuesta

fenotipica de las cepas a dichos inhibidores.

lLas cepas fueron crecidas en medio sélido en presencia de
diferentes concentraciones de NaF (25 mM a 100 mM) y se observd que
la ausencia de la proteina YP2-beta le confiere a las cepas un
fenotipo de sensibilidad y que esta ausencia ejerce un efecto
epistatico sobre otras disrupciones en el caso de 1las cepas que
carecen de dos o tres proteinas. Este mismo resultado se observé al
crecer a las cepas con disrupciones simples en medio liquido siendo

la cepa D5 la mas sensible al inhibidor.

El efecto de la cicloheximida sobre las cepas con disrupciones
es muy drastico y sdélo las cepas D4 y D7 muestran un crecimiento
significative hasta concentraciones de 30 ug/ml. De acuerdo a ésto la
ausencia de las proteinas YP2-alfa y YPl-alfa le confieren a estas
cepas un fenotipo de resistencia a este antibidtico en

concentraciones de 10 a 30 ug/ml.



RESUMEN

Los patrones polisomales obtenidos de las cepas con disrupciones
simples, dobles y triples presentan una disminucién en la cantidad de
ribosomas unidos al mRNA en una forma directa a la ausencia de una o
mas proteinas ribosomales acidas. La presencia de "halferos"™ en el
patron obtenide de la cepa D5 indica un defecto en el ensamblaje de
la subunidad 605 a nivel de iniciacién, este hecho auanado a la gran
sensibilidad de esta cepa al NaF sugiere gue la proteina YP2-beta

participa en la fase de iniciacidén del proceso de traduccién.

Los patrones proteicos de las cepas W303-1B (control), D4, D5,
D6 y D7 crecidas en presencia de 50 y 75 mM NaF muestran que las
alteraciones sufridas son diferentes para cada una de las cepas, lo
que puede estar relacionado con la diferencia en la sobrevivencia

celular entre cada una de las cepas.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las
proteinas ribosomales &cidas de S. cerevisiae ademas de actuar en el
proceso de la traduccién, también pueden ser moduladoras de la

actividad del ribosoma o de la traduccién misma.

wvii



INTRODUCCTION

ORGANIZACION ESTRUCTURAL DEL RIBOSOMA

En la naturaleza existen diferentes clases de riboscmas que sc
distinguen entre si por su tamafic y por el nimeroc de moléculas de RHA
y de proteinas que contienen Tabla I. El ribosoma de cualquier
organismo esta compuesto por dos subunidades que difieren entre si en
tamafio, forma y funcidén durante la sintesis de proteinas

(Bielka, 1982, Hardesty, 1985; Vilella, 1988).

Las diferencias en tamafio se reflejan en el coeficiente de
sedimentacidén gque varia en funcidn del numerc y la masa relativa de
las proteinas y del RNA ribosomal (rRNA) que componen a las
subunidades ribosomales. Los ribosomas eucariotas presentan un
coeficiente de sedimentacidén B80S donde la subunidad mayor es igual a
60S y la subunidad menor a 40S. Los ribosomas de las células
procariotas son mis pequefios con un coeficiente de sedimentacién 705
y las subunidades mayor y menor de 505 y 305 respectivamente (Palma,

1994; Rustosov, 1980).

Mediante estudios filogenéticos se ha llegado a la ceonclusidén de
la existencia de una notable conservacién en la estructura secundaria
del rBNA en eubacterias, arqueobactérias v eucariotas (Brimacombe,
1981}, y en caracteristicas morfolégicas del ribosoma (Frank, 1990;
Oakes, 1986) Figura 1.

En la subunidad mayor son rasgos conservados: la cresta "ridge",
la protuberancia central y el tallo "stalk". En general no es tan
patente la conservacién en numerc y secuencia de proteinas
ribosomales, lo que puede explicarse por su coevolucidén en lo que

respecta a contactos proteina-proteina (Payo, 1983).



TABLA I

RNAs constituyentes Proteinas  constituyentes
Origen Subunidad Subunidad Subunidad Subunidad
mayor menor mayor menor
Eubacterias 38, 238 168 33 20-21
Cloroplastos 58, 4.58, 238 168 33 20
Mitocondria dc 5§, 268 188 - -~
plantas
Mitocondria de 21-248 15-178 34 34
levadura
Mitocondria de 16S 128 52 33
mamifero
Arqueobacterias 58, 238 165 33-66 20-25
Levadura 55, 5.85, 268 188 44 3l
Higado de rata 58, 5.85, 288 185 - 50 34

Componentes ribosomales en varios tipos de organismos (Liljas, 1991).

1a



PROCARIOTA

Protuberancia
Cabeza central
Valle
Plataforma Pico :
Cresta Talle
Cuerpo Base
o base
308 508
L ]
I
708
SUBUNIDAD SUBUNIDAD
MENOR MAVOR
80S
! 1
40s 60S
Protuberancia
central
Cabeza valle
Pice Tallo
Plataforma Cresta
Bulto
Cuerpo lateral
o base .
Huecec Base
Lékulos
EUCARIOTA
Figura 1. Esquema de las subunidades ribosomales de procaridtas y
eucaridétas segin se aprecian en microscopia electrénica {Cakes et

al., 1986).
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INTRODUCCION

Los cambios estructurales que se han ido produciendo en la
evolucidén guardan, probablemente, relacién con el distinto entorno en
que se ha ubicado la sintesis de proteinas dentro de la célula, y la
interaccién con distintas estructuras subcelulares. Los ribosomas
bacterianos estan unidos a RNA mensajero (mRNA), a su vez conectados
todavia con el DNA. En el citoplasma eucaridtico, por el contrario,
los ribosomas se asocian comunmente con el citoesqueleto y con
membranas del reticulo endoplasmico. E1 hecho es que los ribosomas
eucaridticos presentan una morfologia mis compleja al estar formados
por mayor numero de componentes, lo que ha permitido en estos
organismos desarrollar nueves mecanismos de control de sintesis de

proteinas no presentes en eubacterias (Payo, 1993).

El marcaje de afinidad por anadlogos de moléculas que se asocian
con el ribosoma, ha permitido relacionar componentes ribosomales con
funciones, cuya relacién por lo tanto, se limita a regiones
determinadas del ribosoma Tabla II. Ribosomas de distintas
procedencias poseen una serie de funciones basicas comunes que llevan
a cabo durante la sintesis de proteinas, pero los componentes

implicados pueden ser distintos Tabla III (Payo, 1993).

FUNCION RIBOSOMAL

La funcién escencial del ribosoma eucariético consiste, al igual
que la del ribosoma procaridtico, en sintetizar proteinas de acuerdo
con las intrucciones del mRNA mediante una serie de etapas que
implican a diferentes componentes celulares. Desde el estade
progenote hasta los contemporaneos arqueobacterias, procariotas vy
eucariotas, se han refinado de modo divergente detalles moleculares

para consequir mayor precisién o eficiencia en la traduccidn, pero se



TABLA 11

SITIO FUNCIONES LOCALIZACION COMPONENTES
Unién mBNA Asociacion de mRNA y 308, proximo al sitio P. S1, 818, 821, también 53, 84,
factores IF. S3, 812 y 3 rRNA 168
Sitio P Asociacion de fMet-tRNA y 508 principalmente. L2, L.27, también 1.14, .18,
peptidil-tRNA 1.24, L33 y proxmmudad del
3" rRNA 168
Siio A Asociacion de aa-tRNA. 508 principalmente, L1, L5, L7112, L20, L3O,
L33 y rRNAs 168 y 238,
Sitio E Asociacion de tRNA 508. 23S importante.
deacilado.
Peptidil transferasa  Transfiere péptido al 508, cerca del sitio Ay P. L2,L3,L4,L15 L16;, 238
aa-tRNA. importante.
55 RNA Desconocida. Protuberancia central en 508. L5, L18y L25.
Unién EF-Tu Entrada de aa-tRNA. Interfase proxima al talle S18, L7/L12,L19yL27.
L7L12.
Unién EF-G Translocacion. Interfase proxima al tallo  S4, 812,818, 819,16, L7/1.12,
L2, i.11,L14, 119
L7112 Necesarias para GTPasa. Tallo 50S. L7112

Ribosomas de E. coli . funciones y componentes implicados (Lewin, 1990).

2a



TABLA III

DOMINIO FUNCIONAL

COMPONENTES 40S

COMPONENTES 60S

Sitio de unidn de elF-2

Sitio de union de elF-3

Sitio de unidn de eEF-1

Sitio de union de eEF-2

Sitio de unién dc mRNA

Sitio P

Sitio A

Peptidil-transferasa

RNA 8Sa, S3, S3a, S6, S13/16,
S15/15a, 519 y S24

rRNA 188,52,53, $3a,54 S5,56,

$7,88,59,510,S11,812,814,515,
S16, S19, $23/24, §25,526,527.

$23/24 y $26.

S3/3a, 86, 87, 8§23/24 y Sl11.

rRNA 185, 51, S3/3a, S6, S11.

$3/3a, 86, 87, §13/15.

S4, S6, $10, S13, S14, S15, 23
y S24.

L12,1.23 yL39.

RNA 58, 1.3, L4, L5, L8, L9,
L12, L13, L21,L23, L26, L27a,
L31,L32, PO y P2.

rRNA 55, L5 y L6,

L3,L5 L6, L7 L8 L13, L21/23
v L32.

L4, L6, L13/15,L18, 121, L28,
L29 y L30.

rRNA 238, L10, L13/15, L18,
L21, 123, L24, L26, L27, L28,
L31, L32/33 ¥ L36.

Ribosoma eucariético : dominios funcionales y componentes implicados (Nygard y Nilsson,

1993),

2b



INTRODUCCION

mantienen las caracteristicas basicas: se usa practicamente el mismo
cbébdigo genético, hay equivalencias en la maquinaria implicada vy los
pasos en la sintesis son similares (Payo, 1993). La traduccién del
mRNA a proteinas por el ribosoma comprende tres etapas denominadas
iniciacién, elongacién y terminacién Figura 2. La iniciacién resulta
ser el proceso mas diferente, implicando en eucariotas, una serie mas
compleja de componentes y una estrategia distinta (Hershey, 1991;

Merrick,1992; Nygard y Nilsson, 1990).

La traduccién se inicia a partir de un punto preciso de la
secuencia del mRNA, va seguida de la elongacién de la cadena
polipeptidica y termina liberando el polipéptido siguiendo una sefial
en el mismo mRNA. Los ribosomas se ensamblan a partir de sus
subunidades, se encuentran como polisomas durante la traduccién vy
termina la sintesis de proteinas con las subunidades ensambladas, en
equilibrio dinamico con las desensambladas. Cada fase de la
traduccién es promovida por distintos factores solubles que
constituyen una fraccidén importante de la proteina intracelular total

(Payo, 1983).

Las principales caracteristicas del sistema de traduccidn
eucariético, que lo diferencia del procaridético, son las siguientes:
1.~ Los ribosomas presentan proteinas con un mayor pesc molecular y
dcidos nucleicos con coeficiente de sédimentacién mas elevado.

2.- Intervienen un mayor numero de factores de iniciacién.

3.- El metionil RNA de transferencia (tRNA) no esta formilado.

4.- Existe un residuo nucleosidico llamado "cap" gque esta presente en
la mayoria de los mRNA eucariodticos.

5.- Los mRNA son monocistroéonicos.
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INTRODUCCION

PROTEINAS RIBOSOMALES

Una tercera parte de la masa total de los ribosomas
procaridticos vy la mitad de la masa de ribosomas eucaridéticos esta

dada por moléculas de proteinas denominadas ribosomales.

Se suele definir como proteinas ribosomales, distinguiéndolas de
otras proteinas citoplasmicas contaminantes que se fijan fuertemente
a la estructura ribosdmica, a aquellas que permanecen unidas a la
particula ribosomal cuando ésta ha sido sometida a un lavade con una
solucién de fuerza idénica elevada (0.5M de KC1 6 NHsCl) y que
conserve la actividad de sintesis de proteinas "in vitro" dependiente

s60lo de los factores de la traduccién.

La mayor parte de las proteinas ribosomales son pequefias, con
pesos moleculares que oscilan entre 8000 y 45000 daltones, y muy
basicas, con puntos isoeléctricos (pl) superiores a 8.6 (Bielka,

1982; Vilella, 1988; Warner, 1971).

Los ribosomas de las células eucariéticas contienen alrededor de
75 especies de proteinas ribosomales (Zinker y Warner, 1976), que se
han clasificado en tres categorias dependiendo de las caracteristicas
de su asociacién con el rRMNA (Warner, 1966):
1.- Proteinas gue se encuentran asociadas irreversiblemente al rRNA
recién sintetizado; éstas constituyen las verdaderas proteinas
estructurales del ribosoma. Representan el 60% del total de las
proteinas ribosomales de las particulas ribosomales nacientes.
2.~ Proteinas que aparecen en los ribosomas cuando no hay sintesis de
éstos y que por lo tanto intercambian con proteinas solubles
homélogas "in wvivo"™. "In wvitro" se encuentran fuertemente unidas a
los ribosomas; sélo se desprenden de él1 a concentraciones de KC1

por arriba de 0.8M. Estas proteinas ribosomales denominadas de
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intercambiec, representan entre el 1% y 2% de la proteina ribosomal
total.

3.- Proteinas débilmente unidas a los ribosomas. Como las de la clase
2, éstas se encuentran en equilibrio con las proteinas soclubles pero
pueden ser removidas a baja fuerza idnica (menos de 0.5M KCl). Pueden
ser moléculas unidas adventiciamente a los ribosomas, o bien factores

del citosol indispensables para la funcién ribosomal.

La bhiosintesis de las proteinas ribosomales estad <coordinada
tanto en procariotes como en eucariotes (Nomura, 1975).
En procaricotes la biosintesis coordinada se asegura debidoe a que los
genes de las proteinas ribosomales estan organizados en estructuras
funcionales tipo operén (Nomura y Engback, 1972) sujetas ademas a
inhibicidén por retroalimentacién (Nomura et al., 1980; Nomura ¥
Yates, 1980). En eucariotes se desconoce el mecanismc de la
requlacién coordinada. Debe ser diferente a la de procariotés ya gque
los genes estructurales son monocistrénicos y estan esparcidos en los

diferentes cromosomas.
PROTEINAS RIBOSCMALES ACIDAS

La separacién y caracterizacién de cada especie de proteina
ribosomal ha sido posible gracias al uso de técnicas de
electroféresis bidimensional tKaltséhmidt y Wittmann, 1980) que
permitieron comprobar el caracter basico de la mayoria de ellas. Ne
obstante, en la subunidad mayor de los ribosomas arquechbacteriancs,
procarioticos y eucarioticos son detectables especies protelcas con
un caracter marcadamente acido (pI alrededor de 3.0). Designadas
generalmente como proteinas "A" (proteinas "P" en eucariotes), las
proteinas acidas del ribosoma son un grupo de macromoléculas con una
hemogeneidad tal que so6lo puede responder a una rigurosa conservacion
evolutiva de sus propiedades y funciones (Van Agtoven et al., 1578;

Vilella, 1988; Payo et al., 1995).
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Las proteinas 4cidas de la subunidad mayor de ribosomas de
diversos origenes comparten ciertas propiedades fisicoquimicas
{Bielka, 1982; Matheson et al., 1980):

- Baja masa molecular (11-14 kDa)

- Alto contenido en Alanina (que les dota de wuna elevada
hidrofobicidad), Aspartico y Glutadmico (confiriendoles wun pl muy
dcideo), pocos residuos aromaticos y pocas o ninguna Arginina,
Cisteina y Triptofano

- Alto contenido en alfa hélice.

- Presentan una regidén rica en Alanina, Glicina y Prolina, de gran
flexibilidad.

- Forman dimeros muy estables en solucién.

- Facilmente extraibles del ribosoma con soluciones conteniendo alta
concentracién salina y etancl, permitiendo la reconstitucién
pesterior.

- Neo interaccionan directamente con el rRNA, sino a través de la
proteina L10 y probablemente también L11 (PO y L15/L12 en la levadura
y las células de mamiferos).

- Son las Unicas proteinas presentes en mas de una copia por
particula ribosomal.

- Forman una protuberancia caracteristica en la subunidad mayor del
ribosoma (el tallo o "stalk"), implicada en la interaccidn con

factcres de elongacién y terminacién.

En algunos casos se ha demostrade gque existe una reconstitucién
funcional parcial si a un ribosoma de una especie se le cambilan sus
proteinas dcidas por las de otra especie (Boublick et al.; 1979;
Sanchez-Madrid, 1981; WVilella, 1888) ¥ una reaccidén inmuncldgiza
cruzada entre las proteinas dcidas de distintas especies (Vidales et

al., 1981).
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PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS EN E. coli

Entre las proteinas ubicadas en la familia de las proteinas "A"
las mejor estudiadas son las de los ribosomas de E. coli. Existen dos
proteinas "A" localizadas en la subunidad ribosomal mayor 505, y se
denominan L7 y L12. Si bien ambas tienen la misma secuencia de
aminoacidos, L7 es la forma acetilada, en el amino terminal de L12,
significando que ambas son codificadas por el mismo gene rpllL
(Terhorst et al., 1973; Payo et al., 1995). Ambas proteinas forman

dimeros en solucidn (Vilella, 18988)

Existen cuatro copias de estas proteinas "A" (Subramanian, 1875)
¥ son parte integrante de un complejo pentamérico constituido por dos
dimeros de L7/L12 y una molécula de proteina L10, el cual une al rRNA
235 y forma el tallo lateral flexible de la subunidad ribosomal 508
(Brot y Weissbach, 1981; Palma, 1994; Subramanian, 1975; Vilella,
1968). Este complejo es altamente estable, tolerando hasta 8M de urea
(Pettersson et al., 1976) y pueden ser removidas facilmente del

ribosoma por lavados de sal-etanocl (Highland y Howard, 1975).

Ambos dimeros L7/L12 son necesarios para una funcién optima de
la sintesis de proteinas y para la wunidon de los factores de
elongacidén (Moller y Amons, 1985) y aminocacil-tRNA al ribescma (Brot
y Weissbach, 1981; Moller y Maassen, i986] asi como para los factores
dependientes de la hidrélisis del GIP (Koteliansky et al., 1978;
Lavergne et al., 1992). También se han propuesto como transductores
de la energia requerida por el peptidil-tRNA en la translocacién
(Moller, 1991) y estan implicados en la precisiéon de la traduccién
(Kirsebom e Isakson,1985). La evidencia disponible de experimentos
"in wivo" sugiere que las proteinas L7 y L12 tienen funciones
similares puesto que, a pesar del cambio en su proporcién a medida

que el cultivo celular en fase logaritmica alcanza la fase
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estacionaria, la acetilasa de la proteina ribosomal L12 permanece
constante durante el desarrollo del ciclo celular (Subramanian vy
Nehls, 1975) y el crecimiento celular no se altera en una mutante sin

actividad de L12 acetilasa (Isono e Isono, 1981}).

PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS EUCARIOTICAS

En organismos eucaridticos, las proteinas acidas (proteinas "P")
se encuentran como una familia de polipéptidos que tienen propiedades
fisicoquimicas similares, pero diferente composicidn de aminoacidos

{Tsurugi et al., 1978; Van Agtoven et al., 1978; Vilella et al.,61991)

Proteinas de este tipo han sido descritas y caracterizadas en
numercosos organismos eucariotas, a saber: el higade de la rata, el
higado humano, Artemia salina, Neurospora crassa, las células Hela,

Drosophila melanogaster, los reticulocitos de conejo, el germen de

trigo, Saccharomyces cerevisiae y Scizosaccharomyces pombe (Beltrame

y Bianchi, 1987; Lin et al., 1982; Maassen et al., 1985; Quian et
al., 1987; Rich y Steitz, 1987; Van Agtoven et al., 1978; Vidales,

1984 ).

Las proteinas "P" eucariotas difieren de las eubacterianas
L7/1L12 en cuatro aspectos principales:
1.- Son codificadas por genes independientes (Maassen, et al., 1985,
Rich y Steitz, 1987; Mitsui y Tsurugi, 1988a; Mitsui y Tsurugi,
1988b; Beltrame y Bianchi, 1990; Newtcn, et al., 1990; Wool, et al.,
1991} .
2.- Aungue existen también dos formas de proteinas, la diferencia
entre ellas no es debida a la acetilacidon, sino mas bien a que éstas
se encuentran fosforiladas en el ribosoma (Zinker y Warner, 1976;

Vidales, et al., 1984; Naranda y Ballesta, 1991; Naranda et al.,



INTRODUCCION

1993} por lo cual son llamadas proteinas "p" (Tsurugi et al., 1978},
asi como desfosforiladas en una poza citopléasmica (Van Agtoven et
al., 1978; Zinker, 1980; Mitsui et al. 1988).

3.- El intercambio entre 1las fosfoproteinas ribosomalcs vy sus
contrapartes citoplésmicas no fosforiladas depende de la sintesis de
proteinas (Zinker ¥ Warner, 1976; Tsurugi y Ogata, 1985)
regulandose, muy probablemente, bajo el control de mds de una
proteine cinasa y de mecanismos de desfosforilacién (Naranda et al.,
1993).

4.- Sus canticades ribosomales y citoplasmicas cambian de acuerde a

el estado metabélico de la célula (Saenz-Robles et al., 1990).

Actualmente se conocce la secuencia de las proteinas ribosomales
4dcidas de diferentes organismos incluyendo: Artemia salina (Maassen
et al., 1985), D. melanogaster (Quian et al., 1987), el higadc de la
rata (Lin, et al., 1982), el higado humanc (Rich y Steitz, 1987) y
S. cerevisiae (Remacha et al., 1988). En el caso de S. pembe, sdlo
una proteina ha sido reportada {Beltrame y Bianchi, 19%87). Cuando la
secuencia primaria del DNA de todas ellas se compara, se puede
clasificar en dos grupos gue se han conservado estrictamente durante
la eveolucién presentande, en promedio, alrededor de 70% de similitud
que disminuye hasta 50% cuande Se comparan ambos grupos entre si

(Shimmin et al., 1989}.

Un grupo esta integradec por: la proteina de mamiferc P2, la de
A. salina eLl2, la de D. melanogaster Al, de 5. pombe la Al, y las de
5. cerevisiae L44 y L45; el otro grupo estd formado por la proteina

de mamifero Pl, la de A. salina eLl2', la de D. melanogaster la rpZic

la misma secuencia primaria en los ultimos 10 aminoacidos hacia el
carboxile terminal, pero difieren en la secuencia del amine terminal,

la cual se conserva entre los miembros de cada grupo.
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$. cerevisiae es el Unico eucariote que tiene dos diferentes
proteinas L44 y L45, y L46 y L47 en cada grupo; datos preliminares
indican gue otras levaduras y hongos filamentosos tienen, al igual
gue §. cerevisiae, mé&s de dos proteinas ribosomales acidas, lo que
suglere gue puede ser una caracteristica en los eucariotes inferiores
{Remacha, et al., 1988). A través de estudios de las proteinas
ribosomales de la rata, se sabe gue ningin eucariote superior
contiene mds de dos especies de proteinas (Tsurugi y Mitsui, 1989),
perc la levadura es excepcional teniendo a dos miembros en cada grupo

{Remacha et al., 1990).

Basados en criterios fisicoquimicos, inmunolégicos y funcionales
esta aceptado que las proteinas "P" eucaridéticas presentan la misma
funcién gue las proteinas eubacterianas L7/L12 (Wool y Stoffler,
1974; Howard et al., 1976; Sanchez-Madrid et al., 1981). Existen
evidencias de la influencia de las proteinas "“P" en la actividad de
los factores de elongacidén. En el higado de la rata las particulas
ribosomales carentes de proteinas acidas muestran una mencr eficacia
en la unidén del factor eEF-2, en la hidrolisis del GTP y en la
sintesis de polifenilalanina (Lavergne et al., 1987; MacConell ¥y
Kaplan, 1982). También se ha observade una disminucién en la
actividad ribosomal tras la eliminacidén de las proteinas acidas de
A. salina (Van Agtoven, 1977) y reticulocito de conejo (Cox y
Greewell, 1976). Asi mismo en 5. ce'revisi_a}_e_ la extraccidn de las
proteinas Acidas del ribosoma afecta sensiblemente la capacidad de
hidrdélisis del GTP y la fijacién del GDP dependientes de eEF-2
({Sanchez-Madrid et al., 1979). En ribosomas de rata, recientemente,
se ha observado la asociacién directa de la proteina P2 con el GDP
tras la hidrdlisis del GTP dependiente de eEF-2 (Lavergne et al.,
1992y . Tal asociacién no se da en el caso de Pl, es sensible a la
adicién de tRNA desacilado y es de naturaleza hidrofébica,

resistiendo concentracicnes de urea 9.5M. Esta asociacién sugiere la

10
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posibilidad de que las proteinas acidas (en concreto P2) puedan jugar

algun papel en el reciclaje del factor de elongacién eEF-2.

En las proteinas dcidas de eucariotas y arquecbacterias el
extremo C-terminal posee una alta densidad de carga negativa, y su
tamafic es reducido en comparacién con el bacteriano. Tanto péptidos

sinteticos con la secuencia correspondiente al extremo del

C~terminal, como anticuerpos gue zreconocen dicha secuencia, son
capaces de inhibir la sintesis de proteinas "in wvitre" (Tsurugi vy
Mitsui, 1989; Uchiumi et al., 1990), lo que ha sido interpretado como

un indicio de la interaccidén directa del extremo C-terminal de las

proteinas acidas eucariéticas con los factores de elongacién.

El hecho de que las proteinas acidas eucariéticas se fosforilen
"in wvivo" y recién exbtraidas del ribosoma estén mayoritariamente
fosforiladas {Vidales et al., 198B4), unido a datos gue indican que
las proteinas acidas ribosomales presentes en el citoplasma celular
estan desfosforiladas (Zinker, 1980) ha hecho pensar que la
fosforilacién de estas proteinas puede tener un significado especial
en su incorporacién al ribosoma. Experimentos de reconstitucién "in
vitro" en ribosomas de rata (Lavergne et al., 1987; MacConell y
Kaplan, 1982) y de S. cerevisiae (Vidales et al., 1984) han mostrado
que la fosforilacién de las proteinas acidas es necesaria para su
incorporacién a particulas ribosomales, resultando una activacién de
la sintesis protéica. En todos los casos las proteinas acidas
desfosforiladas no consiguen reactivar nicleos ribosomales
desprovistos de dichas proteinas. Por otra parte, la mutagénesis
dirigida sobre los sitios de fosforilacién de YP2-beta y YPl-beta
impide no sélo la fosforilacién, sino también la unidén estable de las
proteinas mutadas al ribosoma, quedando en el sobrenadante celular

{Naranda y Ballesta, 1991; Naranda et al., 1993).

11
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Los diversos datocs disponikbles han llevado a proponer un
mecanismo de control global sobre la elongacién, basado en la
fosforilacién-desfosforilacién de proteinas ribosomales acidas y su
grado de asociacidén a los ribosomas, comoc posible respuesta a
condiciones metabdlicas (Ballesta et al., 1993; Naranda y Ballesta,
1691; Saez-Robles, 1950} . Este mecanismo podria funcionar
simultaneamente junto con otros mecanismos caracterizados basados en
la fosforilacién-desfosforilacién de factores de la traduccién

(Merrick, 1992; Rhoads, 1993).
PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS DE 5. cerevisiae

A pesar de que las proteinas "P" poseen caracteristicas
fisicogquimicas similares: igual peso molecular, parecida movilidad
electroforética, poca afinidad por el colorante azul de Coomassie,
formas fosforiladas y desfosforiladas, presencia de un sélo grupo
fosfato, hay datos que las distinguen entre si. Mediante el
analisis por ultracentrifugacién, se confirmé que YP2-alfa y YP2-beta
forman dimeros cuande estan en solucidn, lo gue no sucede con
YPl-beta que se comporta como mondomero en las mismas condiciones. El
gen de YPl-beta se diferencia de los genes que codifican a YP2-alfa,
YP2-beta y YPl-alfa en que posee un introdn, ademas presenta las
secuencias conservadas UASrpg en el extremo 5' del DNA que actdan
come activadores de la transcripcién de los genes gue codifican para
las proteinas ribosomales basicas y que van asociados a la presencia

de intrones (Vilella, 1988).

Otra caracteristica que diferencia a las cuatro proteinas es la
distribucién de amincacidos cargades y apolares a lo largo de la
secuencia protéica Figura 3 . La homologia global es de un B80% entre
las proteinas del mismo grupo y de un 60% entre componentes de grupos

distintos. Se observa que L44 (YP2-alfa) y L45 (YP2-beta) poseen una

12



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 Thrleu Thr Asn Ala Ala Asn Val Pro Asp Glu Asn lie Trp Ala Asp lle Phe
Ala Lys Ala Leu Asp Gly GiIn Asn Leu Lys Asp Leu Leu Val Asn Phe Ser Ala Gly Ala Ala Ala
Pro Ala Gly Val AlaGly Gly Val Ala Gly Gly Glu Ala Gly Glu Ala Glu Ala Glu 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
ile 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 lle Ala Giu 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 lie Glu Asp Glu Lys Val Ser Ser Val Leu Ser Ala Leu
Glu Gly Lys Ser Val Asp Glu Leu lle 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 aminodacidos de las proteinas acidas L47, L46 (L44"), L45 y L44 de la
subunidad mayor del ribosoma de Saccharomyces cerevisiae (Remacha y col. 1988).

12a
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region ceomin muy conservada en el extremo carboxile (30 aminoicidos)
y otra regién idéntica gque comprende los diez primeros aminocacidos
del extremo amino terminal. Las proteinas YPl-alfa y YPl-beta
comparten con las otras dos el extremo carboxilo pero no asi el
extremo amino, el cual es diferente (Remacha, 1988; Remacha et al.,

1988; Vilella et al. 19891).

En cuanto a la composicién de aminodcidos se observa que
YPl-beta posee triptofano e  histidina mientras que estcs
amincdcidos no se presentan en las otras dos proteinas (Mitsui vy
Tsurugi, 19€8a; Mitsui y Tsurugi, 1988Bb; Vilella, 1988). La arginina
sélec esta presente en YP2-beta; la prolina disminuye drasticamente en

YP1l beta (vidales et al., 1984).

La presencia de un carboxilo terminal idéntico, sugiere la
existencia de un sitio de interaccién comin en el ribosoma para los
diferentes polipéptidos solubles involucrados en la traduccién

(Remacha et al., 1988).

Por las caracteristicas mencionadas anteriormente las proteinas
"P" de la levadura pueden ser agrupadas en dos pares: YPl-alfa/YP!
beta y YP2-alfa/YP2-beta gque parecen tener un papel complementaric en

la funcién ribosomal (Remacha et al., 1990; Naranda et al., 1991}.

Como ya se menciond, al igual gue las proteinas "A"™ bacterianas,
las proteinas "“P" eucaridéticas son detectadas como dimeros (Vidales
et al., 1983} y al parecer forman un complejo pentamérice con una
proteina ribosomal semejante a L10, andalogo al complejo formade por
L7/L12 y L1C (Uchiumi et al., 1987). Este equivalente de la proteina
ribosemal L10 es llamado PO y tiene secuencias de homologia a L10
bacteriana que apoya su papel funcional similar (Shimmin

et al., 1989) pero también muestra importantes diferencias

13
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estructurales, Probablemente la mas importante sea la presenciz de
una extensién del carboxile terminal con una alta secuencla de
homologia a las proteinas "P" (Shimin et al., 1989). El complejo
pentamérico eucaridtico es mucho mencs estable gue la estructura
bacteriana y se desensambla facilmente cuando se somete a las mismas
condiciones que remueven ésta del ribosoma bacterino (lavados
de sal-etanol). Bajo estas condiciones PO permanece unida a la
particula ribosomal y las proteinas Pl y P2 son liberadas (Sanchez-

Madrid et al., 1979; Towbin et al., 1982; Santos y Ballesta, 1994).

Warner y Zinker en 1976 clasificaron a las proteinas "P" de
5. cerevisiae como proteinas de recambio, porque las proteinas "P"
recién sintetizadas se encontraron en ribosomas previamente
sintetizados . Es decir, existe un recambio entre las proteinas "P"
del ribosoma con aquellas del citoplasma, en ausencia de bicsintesis

de ribosomas "de novo".

Van Agtoven en 1978 reportd, usando radiocinmuno pruebas, la

presencia de una poza citoplasmica en A. salina.

De acuerdo con estos resultados Zinker en 1980, detecté una gran
poza de YP2-alfa/YP2-beta libre (desfosforiladas) en el citoplasma de
5. cerevisiae, hasta cuatro veces mayor que el numero de proteinas

asociadas a los ribosomas.

Estos datos sugieren que el recambio y la fosforilacién de las
proteinas son procesos relacionados a mecanismos especificos durante
la sintesis protéica; es decir, las proteinas "P" probablemente estan
invelucradas en un mecanismo que controla la actividad del ribosoma a
través de un proceso de fosforilacién/desfosforilacion fijandose o

liberandose de éste y estimulandole & inhibiéndolo.
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INACTIVACION DE LOS GENES DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS

DE S. cerevisiae MEDIANTE DISRUPCION GENICA

Una peculiaridad de las fosfoproteinas acidas eucariotas es el
hecho de que, en todos los organismos, estdn presentes como una
familia de polipéptidos estrechamente relacionados. La existencia de
diferentes proteinas "P" puede ser considerada irrelevante desde el
punto de wvista de la funcién ribosomal, comc en bacterias. Sin
embargo, a pesar de gue el extremo carboxilo terminal es
practicamente idéntico en todas las especies eucatiotas (Remacha,
1992) el resto de la secuencia, si bien presenta una alta homologia,
es lo bastante diferente para permitir especulaciones de posibles

diferencias funcionales para los diverscs miembros de las familias.

Mediante técnicas de disrupcién génica se han obtenido cepas de
S. cerevisiae deficientes en sus proteinas "P" (YPl-alfa, YPl-beta,
YP2-alfa y YP2-beta) con el fin de lograr una mayor comprensién de la
relacién funcional existente entre ellas (Remacha, 1990, 19%2, 1885),

Contrariamente a las proteinas "A" bacterianas, ningunc de los
cuatro genes ni sus proteinas codificadas son indispensables para la
actividad del ribosoma y la viabilidad celular (Remacha, 1920;
Remacha, 1992). La ausencia de una de las proteinas acidas repercute

en la velocidad de traduccién y el tiempo de generacién.

Se ha mostrade gue en el caso de la pareja de proteinas YPZ,
cada miembro del par puede substituir la ausencia del otro
(Remacha, 1992). En 5. pombe, sin embargo, los resultados indican una
situacién diferente puesto que la disrupcidén de un miembro especifice
de los 2 pares analogos es letal, peroc la inactivacidén de el otro nc

tiene efectos deletéreos en el crecimiente <celular (Beltrame y

Bianchi, 1990).
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La ausencia simultédnea de una proteina de cada grupo Pl y P2 en
5. cerevisiae, conduce a tiempos de generacién similares a los
obtenidos en la ausencia de sélo una proteina. Pero la ausencia
simultédnea de los dos genes de un mismo grupo tiene un efecto mucho
mayor, llevando a tiempos de generacién de 235 minutos en la
disrupcidon del grupo Pl y 215 minutos en la del grupc P2 frente a 85

minutos en la cepa parental.

Como consecuencia de la disrupcién de los genes de un mismo
grupo, las proteinas del otro grupo no llegan a incorporarse a la
particula ribosomal, aungue siguen estando presentes en extractes
celulares totales. Ello sugiere algun tipo de cooperacién entre las
proteinas Pl y P2 para su unién al ribosoma. Las particulas
ribosomales de cepas portadoras de disrupcién en los dos genes del
mismo grupo, son activas en polimerizacién de aminoacidos y en
actividad GTPasa dependiente de EF-2 aunque mencos eficiente en esas
actividades que los ribosomas extraidos de la cepa parental.
Nc obstante, la adicién de las proteinas &cidas ausentes en esas
particulas ribosomales estimula las dos actividades. Estos resultados
indican que, al menos en S. cerevisiae, la interaccién de las
proteinas acidas con el ribosoma no es imprescindible para que se
lleve a cabo la sintesis de proteinas "in wvivo" o "in witro" {Payo,

1993; Remacha, 1992).

En 1995 Remacha obtuve cepas con tres y cuatro genes 1lnactivados
(triples y cuadruple disrupcién} gque codifican para las cuatro
proteinas acidas YPl-alfa, YPl-beta, YP2-alfa ¥ YP2-beta,
concluyendo que la viabilidad de la levadura no depente de las
proteinas &cidas; éstas, mas bien regulan la actividad de la

subunidad 60S, afectando la traduccidén de ciertos mRNAs.
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En trabajos adicionales con las cepas con disrupciones simples,
Olivares (Olivares, 1996} concluye que al tratarlas con choques
téermicos la ausencia de la proteina YPl-beta le confiere a la cepa D6
un fenctipoe de termosensibilidad y por el contrario la falta de la
proteina YPl-alfa le da a la cepa D7 un fenotipo termotclerante . Al
someter a estas mismas cepas a estrés salino determina que la
ausencia de las proteinas YP2-beta en la cepa D5 y YP2-aifa en la
cepa D4 confieren a estas cepas un fenotipo de halotolerancia y que
la falta de 1la proteina YPl-alfa en la «cepa D7 la hace

fenotipicamente halosensible,

Debido a que las proteinas_ ribosomales acidas: 1) Estan
fosforiladas en el ribosoma (Zinker y Warner, 1976; Vidales et al.,
1984; Naranda vy Ballesta, 1991; Naranda et al., 31993}):
2} Recambian con sus homélogas del citoplasma (Zinker y Warner, 1976;
Tsurugi y Ogata, 1985}); 3} Este recambioc es independiente de la
biogénesis del ribosoma; 4) En el proceso de recambio participan
protein cinasas especificas (Naranda et al., 1993) Yy muy
probablemente también protein fosfatasas especificas Yy 5) Son
dispensables para la célula segin se concluye de los experimentos de
disrupcién génica (Remacha et al., 1990, 1992, 1995); es prcbable que
estas proteinas acidas, ademas de ser estructurales del ribosoma,
sean moduladoras ya sea de la actividad de ésta particula o de la
traduccidén en general. De ser asi, ée esperaria que en ausencia de
alguna de ellas la célula tuviera un comportamiento diferente al

enfrentarlas a condiciones gue alteran la sintesis de proteinas.

Algunas condiciones que alteran la sintesis de proteinas son: la
exposicién de la célula a metales pesados, a alcoholes, a infecciones
virales, a estrés salino, a choques térmicos y a venenos metabdlicos;
en estos ultimos se pueden encontrar a los inhibidores de la
iniciacién, la elongacién y la terminacién, fases del proceso de la

traduccidn.
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INTRODUCCION

Las sales de fluoruro (unc de los inhibidores utilizados en este
trabajo) han sido propuestos como inhibidores de la unién de la
subunidad ribosomal 40S (Lebleu et al., 1970; Hoertz, W. y McCarty,

K., 1870), causandc disociacién polisemal y la acumulacién de

riboscmas y subunidades ribosomales (Marks et al., 1955; Colombo et
al., 1968; Hogan, B. 1969; Bishop, J., 1986). En cultivos de
5. cerevisiae se observa gque el NaF incrementa la cantidad de

proteinas acidas en las particulas ribosomales y disminuyen en el

citoplasma (Saenz-Robles et al., 1990) Figura 4.

La cicloherximida (segundo inhibidor utilizado) ha sido descrita
comc inhibidor de la sintesis de proteinas (Kerrigde, D., 1958) y en
sistemas libres de células (Felicctti et al., 1966; Siegel y Sisler,
1963). Se sabe que inhibe la elongacién de la sintesis en un rango
de concentraciones muy amplio. Se ha comprobado gque el sitic de
accién del antibidtico es el ribosoma (Battaner y Vazquez, 1971)

Figura 4.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue diferenciar el fenotipc de las
cepas con disrupcidén simple (YPl-alfa::LEU2; YPl-beta::TRPl; YP2-
alfa::URA3 y YP2-beta::HIS33) expuestas a condiciones que alteran la
sintesis de proteinas como son el crecer en presencia de inhibidores
de la iniciacién y la elongacién de la misma: NaF y cicloheximida

respectivamente.

OBJETIVQOS PARTICULARES

l.- Conocer si existe relacidén entre la carencia de una o© mas
proteinas ribosomales 4acidas y la tolerancia al inhibidor de 1la

iniciacidén NaF en mutantes de S. cerevisiae.
2.- Conocer si existe relacidén entre la carencia de una o mas
proteinas ribosomales &cidas y la tolerancia al inhibidor de la

elongacidén cicloheximida en mutantes de S. cerevisiae.

3.- Tratar de establecer la fase del proceso de traduccién en la que

intervienen las proteinas ribosomales acidas.
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MATERTALES Y METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae

1.1.a. HAl. Cepa parental con tipe de apareamiento a, grande
haploide, con los marcadores nutricionales gal 1, ade 1, ade 2, ura
1, his 7, lys 2, tyE 1.

1.1.b. Y166. Es una cepa de tipo de apareamiento alfa (MAT-
alfa, grande, con los marcadores nutricionales Trip5,1is 4).

l1.1.c. W303-1B. Presenta tipo de apareamiento alfa, es grande{
haploide. MAT-alfa con los marcadores nutricionales: ade 2, can 1,
his 3, leu 2, trip 1, ura 3.

1.1.d. Cepas con disrupciones simples, dobles y triples en los

genes gue codifican para las proteinas ribosomales acidas.

D4: MAT a; trp 1, his 3, leu 2, ura 3, can 1.
D5: MAT a; ura 3, leu 2, trip 1, ade 2, can 1.
D6&: MAT a; ura 3, leu 2, his 3, ade 2, can 1.
D7: MAT a; ura 3, trp 1, his 3, ade 2, can 1.
D45: MAT a; trp leu
D46: MAT a; his

D47: MAT a; trp his

2

leu 2, ade 2.
3
2, ade 2, can 1.

D57: MAT a; ura

1,

3,

1,
D56: MAT a; ura 3, leu

3, trp 1, ade 2, can 1.

3,

D67: MAT a; ura his 3, ade 2, can 1.
D456: MAT a; leu 2.

D457: MAT a; trp 1, ade 2.

D467: MAT a; his 3.

D567: MAT a; ade 2, ura 3.
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METODOS

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1. Medio ¥YPD

Y= Levadura P= Peptona D= Dextrosa

Extracto de levadura(l%) ------ 10 gr.
Peptona (2%} s rsmermersdoo- 20 gr.
Glucosa (2%) --------=--mm—eeo- 20 gr.
Agua bidestilada ~------------- 1000 ml.

2.2. Medio YPD-agar

Agregar agar al 2% al medio YPD.

2.3. Medio minimo SD

ANE: (LIX]) —osemmsi s sme e s 100 ml.
Glucosa (508) ———————=———m=—ma- 20 ml.
Histidind wo=mmscmommem e 0.04 mg.
Lising crmemmemmm s s o 0.04 mg.
TEIpEDTanD = w=mic e o smms s o 0.04 mg.
Leucina ——-——=-—--s———emmmmmaao 0.04 mg.
Adenina ----------smmemm e 0.04 mg.
UFHC11E ot i i s 0.04 mg.

Aforar con agua bidestilada a 1000 ml.

2.4, Medio YNB (10X)

Se disolvié 50 gr de sulfato de amonic en 500 ml de agua

bidestiiada. Se agregé 40 ml de la mezcla de vitaminas (250X).
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METODOS

Después se agregaron 1 ml de cada una de las sales traza (100X). Se
afiadieron 200 ml de la mezcla de sales (50¥), esto se aforé a 1000 ml
con agua bidestilada y se mezcld bien. Posteriormente se esterilizd
por filtracidn. Se usaron 100 ml de la solucidén por cada 1000 ml de

medio de cultivo.

2.4.a. Vitaminas (250X)

Bictind =——w——m—om—em——ecesne 200 ug.
Aecado £ALLICE mrfonmoodisTSTms 200 ug.
Inositol =——————=—=—-——s—ne—o 240 ug.
Pantotenato de Calcio ------ 40 mg.
Higging w——————mmm—eamoama 40 mg.
FABR

{(Acido p-~amino benzéice) --- 20 mg.
Piridoxina hidrocloruro ---- 40 mg.
Riboflavina --—~-=--=—~----- 20 mg.
Tiamina hidroclorure ------- 40 mg.

Se disolvieron en 400 ml de agua bidestilada y se guardd en

fracciones de 40 ml a -20°C.

2.4.b. Elementos traza (100X)

Acido bérico m=——rmosmsemmom- 50 mg.
Sulfato de Cobre --~=-~-===-== 4 mg.
Ioduro de Potasio —--——-==--=-- 10 mg.
Cloruro férrico ==-===-====== 20 mg.
Sulfato de manganeso ----=--= 40 mg.
Molibdato de Sodio --==—-=-- 20 mg.
Sulfato de zing ==—==—=-=—r= 40 mg.
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METODOS

Cada uno se disolvié en 10 ml de agua bidestilada y se guardéd a

temperatura ambiente.

2.4.c. Mezcle de sales (50%)

Fosfato de potasio monobasico ---- 50 gr.
Sulfato de magnesiu —---~-——=-=-=—m- 25 gus
Cloruro de sodic -—--—-——=—==——c=ew-- 5 gr.
Cloruro de calcio —--——=--—=—mw-—u Y - o A

El cleruro de calcio se disolvié en 100 ml. Por separado se
disolvieron en 300 ml todas las demds sales juntas en agua
bidestilada y posteriormente se juntaron estas dos y luego se aford a

1000 ml. Se guardé en frascos de vidrio a 4°C.
2.5. Medio minimo SD.agar
Agregar agar al 2% al medioc SD.
3. METODOS
3.1. Crecimiento en YPD-agar con diferentes concentraciones de NaF
Para determinar las concentraciones de NaF a utilizar se tomo
como referencia la concentracion especificada para levaduras que es
de 50 mM (Saenz-Robles, 1990). Se decidid establecer concentraciones
inferiores y superiores a la concentracién de referencia teniendo asi
25 mM de NaF (minima), 50 mM, 75 mM y 100 mM (maxima).
El medio YPD-agar después de ser esterilizado se reguld a una

temperatura de 45°C en bafic Maria. En condiciones de esterilidad se

repartidé en 5 matraces de 250 ml de capacidad (120 ml/matraz) y se le
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METODOS

afladié la cantidad de NaF correspondiente a las concentraciones

establecidas.

Para disolver el NaF fué necesaridé utilizar agitadores

magnéticos previamente esterilizados.

Todas las cajas fueron sometidas a prueba de esterilidad

incubadndelas a 37°C durante 24 horas.

Comprobada la esterilidad de las cajas se sembraron las cepas de

5. cerevisiae W303-1B, Y166 y HAl (controles) y las cepas con

disrupciones simples, dobles y triples y se mantuvieron en incubacidn

a 30°C durante 48 horas.

3.2. Curvas de crecimiento en YPD con diferentes concentraciones

de NaF

Se siguieron las cinéticas de crecimiento de las cepas de S.
cerevisiae W303-18 (control) y las cepas con disrupciones simples

durante 24 horas continuas.

Se inocularon 50 ml de medic YPD en matraces de 150 ml de
capacidad «con la cantidad necesaria de la solucién "stock"
correspondiente para iniciar la cinética en una D.O. de 0.02 a 0.05 a
660 nm. Inmediatamente a la inoculacidn del medic se tomaron muestras
de 1 ml gue fueron leidas a 660 nm teniende come blance YPD sin
inocular y las lecturas resultantes se consideraron como el iniciec de
la cinética. Una vez tomada la muestra los matraces se mantuvieron en

agitacién rotatoria a una temperatura de 30°C.
Posteriormente baje condiciones de esterilidad se tomaron
muestras cada hora hasta completar una cinética de crecimiento de 24

horas.
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Ocasionalmente se verificd al microscopic que los cultivos no

estuvieran contaminados.

3.3 Crecimiento en YPD-agar con diferentes concentraciones de

cicloheximida

Se prepararon cajas petri con medio YPD-agar sirviendo 20 ml de

medic por caja.

Antes de que el medio gelificara se afadié cicloheximida en cada
caja en concentraciones diferentes que fueron desde 10 ug/ml
{(concentracidn minima) hasta una concentracidn maxima de 100 ug/ ml.
Las concentraciones fueron aumentande de 10 ug/ml en 10 ug/ml
teniendo asi cajas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ug/ml
de clcloheximida. Todas las cajas fueron sometidas a prueba de

esterilidad a 37°C durante 24 horas.

Comprobada la esterilidad de las cajas se sembraron las cepas de
S. cerevisliae W303-1B, Y166 y HAl (controles) y las cepas con
disrupcicnes simples, dobles y triples y se mantuvieron en incubacién

a 30°C durante 24 horas.

Las concentraciones de cicloheximida utilizadas se estableciercon
tomando como referencia las wutilizadas por Helser, 1981 donde
10 wug/ml se indica como la concentracién minima y 100 ug/ml come
la concentraciéon méxima. En este trabajo se manejaron las
concentraciones que se encuentran en este rango aumentando de

10 ug/ml en 10 wug/ml.
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METODOS

3.4. Obtencién de patrones polisomales

Método de Hensel y col. (1981)

3.4.1. Scluciocnes.

- Buffer TKM pH-7.4 (1 litro)

KL s i o i e e 100 mM
it 0 e e Eo e il 30 mM
e e e e e D e e s 10 mM
Beta-mercaptoetancl ---—=-==—-—- 6 mM

El pH se ajusté con HCl y se conservé a 4°C,
- Solucién de cicloheximida 10 mg/ml

Se utilizaron 10 ul de la solucidén por cada ml de medio de
cultivoe obteniéndose una concentracién final de 100 wug/ml. Se
disuelve en agua bidestilada estéril y esta solucidén se esteriliza
per filtracién. Se guarda a 4°C.

- Seclucién de sacarosa al 10% (P/V)

Se pesan 10 gr de sacarosa y se disuelven en 90 ml de

amortiguador TKM. Se guarda a 4°C
- Solucién de sacarosa al 45% (B/V)
Se pesan 45 gr de sacarosa y se disuelven en 55 ml de

amortiguador TKM. Se guarda a 4°C.
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METODOS
DESARROLLO

Se inocularon 100 ml de medic YPD en matraces de 250 ml con la
cepa de 5. cerevisiae a trabajar. El cultivo se incubé a 32°C con
agitacion rotatoria (200 rpm) hasta una D.O. de 0.4-0.6 a 660 nm
(fase media log.). Todo el procedimiento se debe realizar a una

temperatura de 4°C.

El metabolismo de las células de 5. cerevisiae en fase media log
fué detenido por la adicién de cicloheximida (100 ug/ml) y hielo
frapé. Las células fueron cosechadas por centrifugacién durante 5 min
a 5000 rpm /4°C en botellas corex de 150 ml de capacidad, el
sobrenadante fué desechado por decantacién y la pastilla celular se
resuspendio en 10 ml de agua estéril mas cicloheximida (100 ug/ml) a

4°C con el objeto de eliminar residuos del medio de cultivo.

La suspensién fué transferida a tubos corex de 30 ml y se
centrifugaron durante 5min/10,000rpm/4°C descartandc el sobrenadante.
El paquete celular se resuspendié en 1 ml/gr de células con
amortiguador TKM a 4°C y se sometié a ruptura celular de forma
mecanica con perlas de vidrio con intervalos de 30 seg en vortex y 30
seqg en hielo. La ruptura celular se verificé al microscopio. Una vez
comprobada la ruptura del 100% de las células, el extracto celular
crudo fué transferido a un corex de 15 ml y las perlas de wvidrio
fueron lavadas dos veces con 0.5 ml de amortiguador TKM con el fin de
rescatar la mayor cantidad de extracto celular. El extracto celular
crudo fué centrifugadc durante 15 min/15,000 rpm/4°C para descartar
residuos celulares. Un volumen del sobrenadante eguivalente a 75 D.O
a 260 nm ajustado, en caso necesario, a un volumen final de 2 ml con
amortiguador TKM; se estratificé sobre gradientes de sacarosa del
10-45% en amortiguador TKM. Los gradientes fueron sometidos a
ultracentrifugacién durante 5 hrs/25,000 rpm/4°C.

El patrén polisomal se obtuve registrando la absorcidon a 260 nm.
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3.5. Extraccidén de proteina total

3.5.1. Scluciones

TAMPON I TRIS - HCl ~—~—=m=m=sm—cceee—eecnan 100 mM
T 80 mM
MGTLg i st S s e s 12.5 mM
Beta-mercaptoetanol ----------=—--- 5 mM

Ajustar el pH a 7.4 con HCL.

OTRAS - MgCl2 1M en solucién
- Acido acético glacial
= Acido acético al 0.5N
- Acetona

DESARROLLO

Se crecieron las células en medio YPD a 30°C con agitacién hasta
alcanzar wuna D.0. de 0.4 - 0.6 (fase media-log)] a &60nm. Se
centrifugé a 10,000 rpm/S min/4°C para empastillar las células y se
desechd el sobrenadante. Se lavaron las células con 20ml de tampdn I,
en seguida se centrifugd a 15,000 rpm/20 min/4°C y se tird el
sobrenadante. Posteriormente se rompieron las células con perlas de
vidrio (0.45 micras), 30 seg al vortex y 30 seg en hielo. 5e verificé
al microscopio que las células estuéie:an rotas, una vez rotas se
centrifugd a 15,000 rpm/20 min/4°C y al sobrenedante se le agragd 0.1
vol de MgCl2 1M y 2 vol de acido acétice glacial simultaneamente, y
con agitacién magnética se mantuve a 4°C/30 min. Al términc de este
tiempo se centrifugdé a 15,000 rpm/10 min/ 4°C. El sobrenadante se
colocéd en bolsas para didlisis (didmetro de 2.1 cm} y se dializd
contra Aacido acético al 0.5 N a 4°C, Después de la dialis, se
procedié a congelar las muestras con aceteona y hielo seco, para

liofilizarlas dentro de frascos viales.
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3.6. Preparacion de la proteina para electroforesis

La proteina liofilizada se disolvié en urea 8M. Se tomaron
muestras de esta disolucién para cuantificarla (Lowry). Sabiendo la
concentracién gque se tenia se procedié a agregarle amortiguador de
muestra y poner 50 ug de proteina por carril en un gel discontinuo

tipo Maizel.
3.7.Técnica para electroforesis

CGel discontinuo unidimensional Maizel

3.7.1. Soluciones

Solucién A.- Acrilamida - Bis acrilamida (30:0.8).
30 gr acrilamida + 0.8 gr Bis - acrilamida para 100ml de
agua bidestilada. Filtrar a través de Whatman No.50.

Guardar en botellas obscuras a 4°C.
Sclucidén B.- TRIS de pH B8.8.
12.11 gr de TRIS + 50ml de agua bidestilada. Se ajusto
el pH a 8.8 con HCl. Se aforé a 100ml.
Solucidén C.- SDS al 10% en agua bidestilada.
Solucién D.- TRIS de pH 6.8.
6 gr de TRIS + 20ml de agua bidestilada. Se ajusté el pH

a 6.8 con HCl. Se aforé a 50ml.

Amortiguador de corrida.

ElAcing —Nras— ot e i 14.4 gr
R e e e e e e i 3 gr
SIS O <o e i e RS e 10 ml
Rgug: bidestilada essommesnmmnecn i 1000 ml
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Amortiguador muestra

Solucién D —-=~———-m—mmmm e 1.0 ml
Solueidh € m=ms——rmomrmmmm——————e— e 1.0 ml
Glicerol === e 1.0 ml
Beta-mercaptoetanol --=-=—-=-------——— 0.1 ml
Rojo de fenol ({0.1% en agua} ---------- 0.1ml
Agua bidestilada —---—---—-=-m-—--o--- 6.8 ml

Solucidén para tefiir el gel
Azul de coomassie al 0.2%
Acido acético glacial al 7%
Etanol al 50%

Tefiir por 30 min.

Solucién para destefiir el gel
Acido acético glacial al 7%

Etanol al 50%

OTRAS

Persulfato de amcnio al 10%

TEMED (NNNN-tetrametiletilendiamina) .
DESARROLLO

Se prepararon los cristales en donde fué wvaciada la solucién
para el gel. Posteriormente, se prepard la solucién para un gel al
15%, la cual consistid en: 15 ml de solucidén A, 11.25 ml de solucién
B, 0.3 ml de solucién C, agua 3.25 ml, TEMED 25 ul (en este momento
se desgacificd durante 2 min en una camara de vacio) y por uUltimo
120 ul de persulfato de amonio (10%). Todo se mezclé perfectamente y
se vacidé a los cristales ya preparados, cuidadosamente para gue no se

formaran burbujas. En seguida se le agregdé SDS (1%) para aplanar la
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superficie del gel y se dejd polimerizar. Mientras tanto se prepard
el gel espaciador mezclando lo siquiente: 1.33 ml de solucién A, 1.35
ml de solucién D, 100 ul de solucién C, 5 ul de TEMED, 7.2 ml de
agua, se desgacificé y por ultimo se le agregé 100 ul de persulfato

de amonio (10%).

Cuando el primer gel polimerizd, se le guitd el SDS, se enjuagd
con agua y se secd cuidadosamente para quitar el exceso. En seguida
se le agregd la solucién preparada para el gel espaciador, se colocd

el peine (0.5 cm arriba del primer gel) y se dejo polimerizar.

Cuando el gel estuvo listo, se preocedié a colocarlo en la camara
de electroforesis, la cual contenia amertiguador de corrida. Se cuidé
que en la parte inferior del gel ne hubiera burbujas. Se colocaron
las muestras en los pocillos Jjunto con marcadores de pesos
moleculares, se conecté la camara a la fuente de poder y se corrié el
gel a 100V hasta que el colorante de la muestra llegd hasta la parte

inferior del gel.

El gel fué colocade en un recipiente con solucidén para tefir y
se mantuve con muy lenta agitacién durante unos 20 min. Después se
sacd, se enjuagdé con agua bidestilada y se la agregd solucién para

destefiir.
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RESULTADOS

Los experimentos realizados tuvieron como base tratar de
diferenciar los fenotipos de las cepas con disrupcines simples al
someterlas a condiciones que alteran la sintesis de proteinas, como
son el crecer en presencia de inhibidores de 1la iniciacién y la

elongacién (NaF y cicloheximida respectivamente) de la traduccién.

4.1. TOLERANCIA A NaF

Para observar el rango de concentraciones de NaF a las gque son
tolerantes las cepas de S. cerevisiae W303-1B, HAl y Y166 ke 2)
utilizadas como controles y las cepas con disrupciones simples,
dobles y triples {1.2.d) fueron sembradas en medio YPD-agar (2.2)
complementade con diferentes concentraciones del inhibidor como se
describié (Métedeos 3.,1). El resultado de este experimentoc se
presenta en la Figura 5 donde se observa que el efecto del NaF sobre
el crecimiento normal de todas las cepas es inversamente proporcional

a la concentracién del inhibidor.

En presencia de 25 mM de NaF (concentracién minima) el
crecimiento de las cepas en general no se ve afectade. Las
diferencias significativas en el crecimiento de las cepas control y
las cepas con disrupciones se observaron a 50 mM y 75 mM de NaF ya
gue a estas concentraciones la toclerancia o la inhibicidon es mas
evidente en cada una de las cepas. En presencia de 50 mM de NaF
pueden distinguirse cepas notoriamente sensibles al inhibidor que
son D5, D45, D67 y D567 que muestran un crecimiento apenas visible.
Se puede observar también una considerable disminucién en el
crecimiento de las cepas D56, D57 y D457 en contraste con la obtenida
en la concentracién anterior. El crecimiento en 75 mM de NaF para un
gran numerc de cepas es casi nulo, presentandose una tolerancia

significativa en las cepas W303-1B, D4, D6, D7, D46 y D47.
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Figura 5. Crecimiento celular de la cepa W303-1B y las 14 cepas con

disrupciones en cajas con medio YPD-agar coen diferentes
cencentraciones de NaF. A = YPD-agar control; B = YPD-agar cen 25
mM de NaF; C = YPD-agar con 50 mM de NaF; D = YPl-agar ccn 75 md o=
NafF; E = YPD~agar con 100 mM de NaF.

32a



RESULTADOS

Un comportamiento muy singular es el presentadc por la cepa con
disrupcidén simple D5. Se observa que desde la concentracion minima
del inhibidor (25 mM) DS disminuye su crecimientc de una forma
notable con respecto al control obteniéndose una respuesta similar
con las disrupciones dobles y triples gue presentan la disrupcién DS

(YP2-beta). En 75mM de NaF el crecimiento de estas cepas es nulo.

Los resultados observados en la figura 6 se normalizaron,
teniendo asi: + + + + = 100% en la intensidad del crecimiento para
cada una de las cepas sembradas en medio YPD sin NaF (control);
+ + + = T75% ; + + = 50% y + = 25% segun la intensidad de
crecimiento relativa al control, que presentaron en las diferentes

concentraciones del inhibidor a las que fueron sometidas Tabla IV .

En esta tabla se hace mas evidente el efecto del inhibidor sobre la
cepa D5 y sobre las disrupcicnes dobles o triples que carecen de la
proteina YP2-beta. Se puede observar gque desde la concentracién
minima del inhibidor el comportamiento de las diferentes cepas se
puede clasificar en tres categorias:
I.- Cepas que se comportan como W303-1B (toleran hasta 75 mM
de NaF) : D4, D6 y D7. .
II.- Cepas gque no toleran mas de 50 mM de NaF: D5, D45, D5&,
D57, D67, D456, D457, D467 y D567.
III.- Cepas gque toleran la concentracién maxima del inhibidor

(100 mM) : D46 y D47

Estos datos sugieren que para la viabilidad celular en presencia

de NaF es necesaria la proteina YPZ-beta.

Es importante sefialar que en las cepas en las que se presentan
la disrupcién D5 junto con alguna otra gue sea tolerante por ejemplo:
D4, D6 & D7; que toleran hasta 75 mM de NaF, el fenotipc dominante es

el de D5 haciendo sensibles a estas cepas.
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TABLA IV

CEPA 25 mM 50 mM 75 mM 100 mM
W303 +H+ ++ + -
D4 44 4+ +r -
D3 & - - -
D6 T+t - + -
D7 +4t+ ++ - 5
D45 et - -
D46 t++4 T+ -+ +
D47 P - - +
D56 et + - -
D57 e + - -
D67 + - » £
D456 + = = z
D457 ++ + = :
D467 ++ + = =
D367 ++ - - 5

Crecimiento celular de las diferentes cepas crecidas en presencia de diferentes concentraciones de
NaF, representado como: ++++=100% (éste valor se baso en el crecimiento de cada una de las
cepas en medio YPD sin NaF), +++=75%, ++=50% y +=25% en la intensidad relativa
de crecimiento.
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En la concentracién maxima 100 mM de NaF el 80% de las cepas no

presentan crecimiento alguno.
4.1.1 CURVAS DE CRECIMIENTO

Para observar el efecto del inhibidor sobre los tiempos de
duplicacion se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas con
disrupciones simples y la cepa W303-1B (control) crecidas en medio
YPD-liquide (2.1) complementado con diferentes concentraciones de

NaF.

La Figura 6 es la representaciéon grafica del comportamiento
presentado por estas cepas. Los resultados muestran que en medio
liquido, a excepcidon de las cepa D5, todas las cepas crecen mejor que
en medio sélido. En estas graficas se confirman los resutados
obtenidos en el experimento anterior. Se observa que al faltar la
proteina ribosomal &cida YP2-beta (cepa D5) se adquiere una gran
sensibilidad al inhibidor aumentando el tiempo de duplicacién en la
minima concentracion de NaF y no muestra crecimiento alguno en las
cqncentraciones siguientes. Las cepas W303-1B (control), D4, D6 y D7
presentan mayor tolerancia al inhibidor aumentando sus tiempos de
duplicacién de forma proporcional a la concentracidén del inhibidor
pero sin dejar de crecer ain en la concentracidén maxima. Estos datos

se muestran en la Tabla V.

4.2 TOLERANCIA A LA CICLOHEXIMIDA

Las cepas de S. cerevisiae W303-1B, HAl y Y166 (1.2) utilizadas
como controles y las cepas con disrupciones simples, dobles y triples
(1.2.d.) fueron sembradas en medio YPD-Agar complementado con
diferentes concentraciones de cicloheximida (Métodos 3.3) para

observar su tolerancia a este inhibidor de la traduccién.
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TABLA V

CEPA CONTROL 25 mM 50mM 75 mM 100 mM
'W303 4:11 3:50 4:07 4:34 5:07
D4 - 400 3:40 4:13 4:06 4:46

D5 4:34 4:51 ND. * ND.* ND. *
D6 4:41 3:58 4:05 4:52 8:14
D7 4:06 3:05 348 4:57 5:02

' Tiempos de duplicacion de las cepas parental W303 y con disrupcion simple crecidas en
presencia de diferentes concentraciones de NaF.
* N.D.= No determinado.
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RESULTADOS

El efecto de la cicloheximida sobre el crecimiento de todas las
cepas es muy drastico. Solo las cepas D4 y D7 presentan un
crecimiento normal en la minima concentracidén (10 ug/ml) incluso
sobre las cepas parentales crecidas en esta misma concentracién. El

resto de las cepas no presenta crecimiento alguno.

La cepa D4 sigue presentando un crecimiento hasta
concentraciones de 30 ug/ml aungue este es inversamente proporcional
a la concentracién del inhibidor. En las siguientes concentraciones
analizadas el crecimiento es nulo. La cepa D7 tiene un crecimiento
significativo sclo hasta 20 ug/ml. Estos resultados se presentan en

la Figura 7.

4.3 PATRONES POLISOMALES

De cada una de las cepas con disrupcién simple, doble y triple
se obtuvo el patrén polisomal para tratar de establecer la fase del
proceso de la traduccién en la que intervienen las proteinas
ribosomales acidas, utilizando cicloheximida para inhibir la sintesis

de proteinas.

En la Figura B se muestran los patrones obtenidos para la cepa
W303-1B (control) y las cepas con disrupciones simples. Se observa en
todos las siguientes poblaciones 'ribosomales: las subunidades
ribosomales 40S y 60S, los ribosomas 80S y los polisomas, aungue en
distintas proporciones. Un comportamiento singular es el presentado
por la cepa D5 donde se distingue la presencia de un "hombro" tanto
en la fraccién 8083 comoc en cada uno de los picos que conforman la
fraccién polisomal. Se ha demostrado que este "hombro" representa la
adicién de una subunidad ribosomal 40S a la gque no se le une la
subunidad 605 «con lo que se explica la disminucidén en el nivel de

la fraccién ribosomal 80S. Este comportamiente en los patrones
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Figura 7. Crecimiento celular de la cepa W303-1B y las 14 cepas con
disrupciones &n cajas con medio YPD-agar con diferentes
concentraciones de cicloheximida {cicle). A = YPD-agar control; B =
YPD-agar con 10 ug/ml de ciclo.; C = YPD-agar con 20 ug/ml de ciclo.;
D = YPD-agar con 30 ug/ml de ciclo.; E = YPD-agar con 40 ug/ml de

ciclo.; F = YPD-agar con 50 ug/ml de ciclo.

a = W303-1B d = D4 g = D7 j = D47 m = D67 p = D467
b = Y166 e = D5 = D45 k = D56 n = D456 q = D567
c = HAl f = D6 i = D46 1l = D57 o = D457
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RESULTADOS

polisomales es 1llamado "halfmero" (Helser et al., 1981).
Los halfmeros indican un defecto en el ensamblaje de la subunidad
605, a nivel de 1la iniciacidén de 1la traduccién; estos datos

concuerdan con la mayor sensibilidad de la cepa D5 al NaF.

Los patrones polisomales de las cepas con disrupciones dobles se
presentan en la Figura 9 donde se observa una uniformidad en las
fracciones de las subunidades 405 y 60S de cada cepa e incluso entre
ellas. La fraccién polisomal se muestra mds relajada en cada caso
significando una disminucién en la velocidad de iniciacién o de la
elongacién de traduccién y se distingue una menor unién de ribosomas

a la presentada por las cepas con disrupcién simple.

La Figura 10 muestra los polisomas obtenidos de las cepas con
disrupciones triples donde se nota una considerable disminucidén de
las subunidades 40 y 605 que se reflejan en los altos niveles
obtenidos para la unidad ribosonal 80S. Esto se debe a que durante la
traduccién existe un gran acoplamiento de las subunidades ribosomales
para formar asi un considerable numero de ribosomas simples. La
fraccién polisomal en estas cepas presenta una disminucién en la
cantidad de ribosomas unidos al mRNA indicativa de una velocidad de
union muy lenta gque se refleja en su escasa formacién de polisomas

mostrada en la grafica.

Los valores porcentuales correspondientes a cada una de las
fracciones de los patrones polisomales de las cepas trabajadas se
presentan en la Tabla VI donde se ven reflejados cuantitativamente

los datos observados en las graficas.
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Figura 8. Patrones polisomales de la cepa W303-1B y las cepas con
disrupcién simple obtenidos por centrifugacion en gradientes de

sacarosa.
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sacarosa.
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Figura 10. Patrones polisomales de la cepa W303-1B y las cepas con
disrupciones triples obtenidos por centrifugacién en gradientes de

sacarosa.
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TABLA V1

PATRON
CEPA COMPLETO 408 60S 80S POLISOMAS
100 % % % %
w303 1.7 2.06 2.47 70.56 23.52
D4 0.993 0.81 282 53.17 40.28
D5 0.491 6.52 6.72 23.02 61.10
Do 0'_670 6.27 2.54 43.28 44.78
D7 0.732 2.45 355 25.54 68 30
D45 1.0 4.20 3.60 72.00 20.00
D46 0.735 A2 5.72 57.28 27.21
D47 0.662 725 8.00 20.39 60.42
D56 0.697 6.03 430 38.60 43.02
D57 0.608 6.02 544 27.35 58.82
D67 0.606 875 4.95 45.71 33.00
D456 0.657 381 3.81 55.71 3044
D457 0914 2.52 6.02 55.80 32.82
D467 0.708 1.55 6.77 64.12 28.24
D567 0.684 3.36 6.14 46.34 43.84

Valores porcentuales correspondientes a cada una de las fracciones de los patrones polisomales.
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RESULTADOS

4.4 OBTENCION DE PATRONES PROTEICOS

Una posible explicacién para los cambios metabélicos mostrados
por las cepas con disrupcidén simple se pueden deber a alteraciocnes en
los patrones de la expresidén de proteinas debida a deficiencias de

proteinas ribosomales acidas.

Con el propésito de observar si existian o no cambiocs en 1la
expresion de los genes estructurales en la tolerancia de estas cepas
al inhibider NaF en concentraciones de 50 y 75 mM se decidid obtener
el patrén proteico de la cepa parental W303-1B y las cepas con

disrupciéﬁ simple D4, DS, D6 y D7.

Cada cepa fue crecida en medio YPD en ausencia (control)
Yy presencia de NaF en las concentraciones sefialadas hasta su fase
media logaritmica (0.6-0.8 D.O. 660nm) y se les extrajo la proteina
total (Métodos 3.5). Se compararon los patrones proteicos de las
diferentes cepas mediante electroforesis unidimensional en geles de
poliacrilamida-sSDS al 15% (Métodos 3.7). En cada carril se
colocaron 50ug de proteina que fueron detectadas, después de la

electroforesis, mediante tincidén con azul de Coomasie.

Los patrones proteicos obtenidos para la cepa W303-1B y las
cepas con disrupcién simple al crecer en presencia de 50 mM y 75 Mm

de NaF se presentan en la Figura 11.
Las alteraciones proteicas se observan séle en las cepas D4, D5

a 75 mM de NaF y D6 a 50 mM de NaF en comparacién con el patrén

proteico contrel y se pueden clasificar en 3 categorias:
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Figura 11. Patrones proteicos de células crecidas en presencia y
ausencia de NaF. P = Marcadores de Peso Molecular standar; C =
Proteina total control; A = Proteina total de células crecidas en
presencia de 75 mM de NaF; B = Proteina total de células crecidas en
presencia de 50 mM de NaF. Las diferencias obtenidas con respecto al

control se designaron con: * = 75 mM de NaF y o = 50 mM de NafF. Los

valores estan dados en kDa.
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RESULTADOS

1) La sintesis de algunas proteinas aumenta:

W303-1B .- 25, 72 y 90 kbDa (50 y 75 mM de NaFj

D5.- 75 kDa (50 y 75 mM de NaF); 117 y 133 kDa (75 mM de NaF).

D6.- 17 kDa (50 mM de NaF).

2) La induccién de la sintesis de proteinas de novo:
D4.- 28 kDa (50 y 75 mM de NaF}).
D6.- 34 kDa (50 mM de NaF).

3) La inhibicién total de otras proteinas:

D4.- 121 kDa (75 mM de NaF).

La cepa D7 no presentan cambios en su patrén proteico al crecer en

presencia del inhibidor en las dos concentraciones trabajadas.

observaciones se resumen en la Tabla VII.

fa3
g2}
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TABLA Vil

CEPAS

BANDAS W303-1B D4 D5 D6 D7
(kDa) 50mM_ 75mM [ S0mM  75mM [ 50mM  75mM | S0mM  75mM [ 30mM  75mM

17 4

25 * N

27 1T it

28 4 +

34 +

72 1 '

90 1T

117 3

121 -

133 iy

Cambios en los patrones de proteina celular total extraida de las cepas W303-1B y con
disrupcion simple crecidas en presencia de 50 y 75 mM de NaF. T = incremento en la intensidad
de [a banda; + = sintesis de novo; -- = ausencia.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los experimentos realizados tuvieron como base tratar de
diferenciar los fenotipos de las cepas con disrupciones en los genes
que codifican para las proteinas ribosomales Acidas al someterlas a
condiciones que alteran la sintesis de proteinas, comc son el crecer
en presencia de inhibidores de la iniciacidén y la elongacidén (NaF y

cicloheximida respectivamente) de la traduccién.

De los efectos del NaF observados en células de mamiferoc y
sistemas libres de células se ha concluido gque la iniciacién del
proceso de la traduccidén es inhibido, causando disoclacién polisomal
y la acumulacién de ribosomas y subunidades ribosomales (Marks et
al., 1955; Colombo et al., 1968; Hogan, B. 1969 y Bishop, J. 1986).
El complejo de iniciacién con la subunidad ribosomal 40S parece
formarse normalmente en presencia de NaF, por lo gque se ha propuesto
‘que este componente previene las subsecuentes uniones de la subunidad
608 al complejo (Lebleu et al., 1970; Hoertz, W. y McCarty, K.,
1970). Esta propuesta ha sido confirmada en experimentos adicicnales
con KF, el cual parece tener efectos similares al NaF (O' Rourke, J.

y Godchaux, W., 1975).

En cultivos de S. cerevisiae crecidos hasta la fase exponencial
(D.0.= 1.0) tratados con una concentracién de 50 mM de NaF por tres
horas, se encontré gque el crecinﬁento celular no se detenia
totalmente después del tratamiento; sin embargo, la cantidad de
proteinas Acidas presentd un incremento substancial en las particulas
ribosomales y disminuydé en el citoplasma ademds, se observaron
importantes diferencias en la produccién de ribosomas, la cual fue
notablemente menor en las células tratadas con respecto al control

(0.05% y 0.17% respectivamente), (Saenz-Robles et al., 1990).
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DISCUSION

En este trabajo se observa por primera vez el efectoc del NaF
sobre cepas que carecen de una o mds proteinas ribosomales acidas
(disrupciones simples, dobles & triples) crecidas en medio sélido
(Figura 5). Los resultados obtenidos sugieren que es necesaria la
presencia de la proteina YP2-beta para la viabilidad de la célula, ya
que las cepas que presentan la disrupcién en el gen gue codifica para
esta proteina (D5) adquieren una gran sensibilidad al NaF desde la
minima concentracidén que se trabajé. Este resultado se confirma con
el hecho de que las cepas que presentan mayor tolerancia al inhibidor
en sus mas altas concetraciones (75 mM y 100 mM) si presentan activo

el gen de la proteina YP2-beta (Tabla IV).

Es importante senalar que en las disrupciones dobles y triples
en que se presenta la disrupcion D5 ésta ejerce un efectoc de
epistasia sobre las otras disrupciones confiriéndole a la cepa un

fenotipo de sensibilidad al inhibidor.

Una observacién interesante es la diferencia en el crecimiento
de las cepas entre el medio sdlido y el medio liquido. Todas ellas,
con excepcidén de D5, crecen mejor en medio liquido presentando,
incluso, crecimienteo en la maxima concentracidén (100 mM) (Figura 6).
De acuerdo a Hellerbust (Hellerbust, 1976), esto se puede deber a que
las levaduras en soporte sélido no son capaces de regular
eficientemente sus sistemas de transporte de electrolites, por lo que

el crecimiento en medio sdlido es mas bajo.

En las cinéticas de crecimiento realizadas para observar el
efecto en los tiempos de duplicacién de las cepas con disrupcién
simple nuevamente se observa que la cepa que carece de la proteina
YP2-beta (D5) presenta una gran sensibilidad al NaF; reflejandose
ésta, en el mayor tiempo de duplicacién calculade a la minima
concetracién y siendo para esta cepa el uUnico valor posible de

calcular (Tabla V).
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DISCUSION

A las concentraciones mayores del NaF 75 y 100 mM las cepas
muestran un aumento considerable en el tiempo de la fase lag, una
inhibicién aparente de crecimiento que se confirma con los tiempos de
duplicacién calculados para cada una de las cepas (Tabla V) y una
disminucion en la densidad final de la poblacién en la fase
estacionaria en relacién directa a la concentracién creciente del
inhibidor presente en el medio de cultivo (Figura 6). El hecho de
que no se alcance una misma densidad poblacional en cultivos crecidos
a diferentes concentraciones de HNaF puede deberse a que las
levaduras podrian estar ocupando la energia destinada a su
crecimiento y duplicacién para su mantenimiento en condiciones
adversas a las normales, lo que conduce a un menor rendimiento de

biomasa.

El crecimiento en presencia de cicloheximida, es la segunda

condicién que se estudidé en el presente trabajo.

La cicloheximida ha side descrita como un inhibidor de la
sintesis de proteinas en células eucaridtas (Kerrigde, D. 1958) y en
sistemas libres de células ( Felicctti et al., 1966; Siegel y Sisler,
1963). Se ha comprobado que el sitio de accién del antibidtico es el
ribosoma donde inhibe la elongacidén de la cadena polipeptidica en un

rango de concentraciones muy amplio (Battaner y Vazquez, 1971).

En 1976 Cooper, sugirié que la iniciacién de la sintesis de
proteinas en levaduras puede ser inhibida por bajas concentraciones
de cicloheximida (10 ug/ml) las cuales no afectan significativamente
la elongacién de la cadena polipeptidica que, para su inhibicién

requiere de niveles del antibidético mas altos (200 ug/ml).
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DISCUSION

Aunado a lo propuesto por Cooper, Qleinick (Oleinick, N. 1977)
midié: a) la 1incorporacién de metiocnina marcada en el N-terminal
Yy en posiciones internas de la cadena de péptido naciente vy
b) determinando la distribucién de los polisomas en presencia de un
amplio rango de concentraciones de cicloheximida concluye que la
combinacién de estas técnicas confirma gque las tres fases de las
sintesis de proteinas (la iniciacidn, la elongacién y la terminacién}
sos susceptibles a la inhibicién por cicloheximida y que a bajas

concentraciones la iniciacién es la fase mas sensible.

Debido a que la accién de la cicloheximida es dependiente de la
concentracion (Siegel, M. y Sisler, H. 1963) en este trabajo se
analizé el efecto de este antibidtico en un rango de concentracién de
10 ug/ml a 100 ug/ml sobre cepas que carecen de una 6 mds proteinas

ribosomales acidas crecidas en medio sélido.

Los resultados obtenidos (Figura?7) muestran gque el efecto del
inhibidor es <drastico desde la minima concentracién utilizada
(10 ug/ml) en la que sdélo las cepas D4 (-YP2 alfa) y D7 (-YPl alfa)
presentan un crecimiento normal incluso sobre la cepa parental
W303-1B que no presenta crecimiento alguno. Esta tolerancia se sigue
manifestando para la cepa D4 hasta una concentracién de 30 ug/ml y
para la cepa D7 en una concentraciéon de 20 ug/ml. Estos datos
sugieren gque la ausencia de las proteinas YP2-alfa y YPl-alfa le
confieren a las cepas D4 y D7 respectivamente un fenotipo de

resistencia al antibiético.

Estudiando el mecanismo de accién de la cicloheximida en la
inhibicién de la sintesis de proteinas en un sistema libre de células
preparado de higado de rata, Baliga (Baliga et al., 1969) demostro
que altas concentraciones de componentes sulfhidrilos previenen la

inhibicién de la sintesis de proteinas en sistemas libres de células
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DISCUSION
causada por la estreptovitacina * A, antibidtico relacionade
estructuralmente con la cicloheximida y no actian sobre la emetina o
la esparsomicina que también inhiben la elongacién de la sintesis de
proteinas, sugiriendo que, aunque ejercen una accidén analoga a la
cicloheximida su via de accién es diferente., Concluyve que la accién
inhibitoria de @este antibidtico en la elongacién de la cadena
polipeptidica envuelve la inactivacién de la transferasa I1I (EF-2),
enzima gue requiere de grupos sulfhidrilos. También determind que la
cicloheximida inhibe la hidrélisis del GTP en la misma proporcién gque

la transferencia de aminoacil-tRNAs.

Considerande que: a) la extraccion de las proteinas'rlbOSOmales
acidas de S. cerevisiae afecta sensiblemente la capacidad de
hidrélisis del GTP y la fijacidén de GDP dependientes ambas del factor
de elongacién eEF-2 {S5anchez~-Madrid, 1981}, b)) el efecto de la
cicloheximida sobre estos mecanismos aunadoe a c}] el hecho_de que
las cepas objeto de estudioc de éste trabajo, carecen de una o mas
proteinas ribosomales &acidas se puede sugerir, de acuerdo con los
resultados obtenidos, la existencia de una relacidn entre la ausencia
de las proteinas YP2-alfa y YPl-alfa (cepas D4 y D7 respectivamente]

y la tolerancia a la cicloheximida en concentraciones de 10, 20 y

30 ug/ml presentada por estas cepas.

Es importante sefalar gque en las cepas con disrupciones dobles y
triples en las que se presentan las disrupciones D4 y D7 éstas no
ejercen un efecto epistatico por lo gue dichas cepas no presentan un

fenotipo de resistencia al inhibidor.

Para tratar de establecer la fase del proceso de traduccidn en
la que intervienen las proteinas ribosomales d4cidas se analizé el
patrén polisomal de la cepa parental W303-1B y el presentado por las
cepas con disrupciones simples, dobles y triples en los genes que

codifican para éstas proteinas.
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En 1969, Baliga sugiere que la accién de la cicloheximida en la
agregacidn de polisomas difiere de su efecto en la elongacidén de la
cadena polipeptidica ya que en esta la accién del antibiético parece
estar dirigida contra la aminoacil transferasa II y puede ser
prevenida por altas concentraciones de componentes sulfhidrilo
mientras que su accidon inhibitoria en la agregacidén de polisomas no
se interrumpe con el incremento de estos componentes en el medio.
Ademas, mostrd gue estos mecanismos son inhibidos por diferentes
concentraciones del antibidticoc siendo necesaria 10 a la 4 veces mas
cantidad de la droga para inhibir la elongacién que la requerida para

prevenir la agregacidn de polisomas.

Bajo condiciones especificas de tratamiento con cicloheximida
en 5. cerevisiae Helser (Helser et al., 1981) detectdé y caracterizd
un tipo udnico de poliribosomas 1llamade halfmero; éste es un
polirribosoma o monosoma en el cual esta unido wuna subunidad
ribosomal 40S adicional, presumiblemente en forma de un complejc d=
iniciacién. Determindé que los halfmeros son producidos en mayor
nimero en concentraciones de 10 ug/ml del antibiético aunque
utilizando concentraciones superiores (100 ug/ml) también se
presentan. Concluye que los halfmeros son un aparente producto de la
inhibicién de la wunién de la subunidad 60S a el complejo de
iniciacién en la subunidad 40s inducida por la cicloheximida a

concentraciones de 10 ug/ml.

Resultados similares a los cobtenidos por Helser se presentan en
este trabajo especificamente para la cepa D5 (-YP2 beta) en la qgue
también se observa el halfmero (Figura B8). Como ya se ha descrito,
este perfil polisomal indica un defecto en el ensamblaje de la
subunidad 605 a nivel de la iniciacién de la traduccién ; estos datos
concuerdan con la gran sensibilidad mostrada por la cepa D5 al

inhibidor de la iniciacién NaF (Tabla IV) apoyando la hipdotesis de
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gue la proteina YP2-beta participa en la fase de iniciacién en el

proceso de traducciodn.

Al estudiar a las proteinas ribosomales acidas como reguladoras
de la actividad ribosomal, Saenz-Robles (Saenz-Robles et al., 18%0)
encontrd que las particulas invelucradas activamente en la sintesis
de proteinas (polisomas) contienen una cantidad considerablemente
mayor de proteinas &acidas que la presente en ribosomas libres (30%
mas moléculas/ribosoma) determinande un papel active de estas

proteinas durante la funcidén de la particula ribosomal.

De qcuerdo a estos datos y a los reportados por Remacha en 1995
referentes al aumento en los tiempos de duplicacién en forma directa
al aumento en la disrupcidén de genes que codifican para las protsinas
ribosomales acidas (simples, dobles, triples y cuddruples), el efecte
de la ausencia de las proteinas acidas se puede relacionar con una
reducida eficiencia en la maquinaria de sintesis de proteinas. Esto
concuerda con los patrones polisomales obtenidos para las cepas con
disrupciones dobles y triples Figuras 9 y 10 en donde se observa una
disminucién en la cantidad de ribosomas unides al mRNA siendo mas
evidente en las disrupciones triples, sugiriendo, una disminucidén en
la velocidad de iniciacién o de elongacidén de la traduccién en forma

directa a la ausencia de una o mas proteinas ribosomales acidas.

Una posible explicacidn para los cambios metabdélicos mostrados
por las cepas con disrupciones pude ser el que se presenten
alteraciones en el patrén de la expresidédn de proteinas debida a la

deficiencia en proteinas ribosomales acidas.

En 1995 Remacha demostré que las proteinas ribosomales acidas no
son requeridas para la viabilidad celular pero si regulan el patron

de expresién de proteinas de cepas de 5. cerevisiae gue carecen de

=
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tres y cuatro genes que codifican para éstas proteinas. Al estudiar
estas cepas "in vivo"™ asi como sistemas de traduccion libres de
células obtenidos de las mismas observé que un nimero de proteinas
traducidas por las células de la cepa parental estan ausentes o
dramaticamente reducidas en el patrén de proteinas expresado en las
cepas con disrupciones y gue estas cepas expresan algunas proteinas
que no se cobservan en el patrén de proteinas de la cepa parental. La
recuperacién de estos efectos por la adicidén exdégena de proteinas
ribosomales A&cidas a extractos de células mutantes confirma gque
dichos efectos son causados por la ausencia de estos componentes del
ribosoma y, por lo tanto, gue la ausencia de las proteinas acidas es
capaz de afectar positiva é negativamente la traduccién de diferentes
mRNAS .

Las alteraciones observadas en los patrones proteicos de las
cepas con disrupcién simple crecidas a 50 mM y 74 mM de NaF obtenidos
en este trabajo pueden ser producto de una combinacién de las efectos
del inhibidor y la ausencia de las proteinas ribosomales acidas y,
probablemente, puedan explicar la respuesta fenotipica de
sensibilidad o tolerancia mostrada por estas cepas al crecer en
presencia de NaF. Los cambios presentados en el patrén de expresion
{incremento en la sintesis de algunas proteinas, sintesis de novo y
desaparicién de otras) de las cepas W303-1B, D4, D5 y D6 concuerda
con la hipdtesis de que la presencia'de las proteinas acidas puede,
de alguna forma, reprimir la traduccién de algunos mRNAs {Remacha et

al., 1995).

Evidencias experimentales soportan el papel de la subunidad 60s
en el control de la iniciacién de la traduccién (Sach et al., 1989) y
la ausencia de las proteinas acidas puede afectar su funcién haciendo
que ésta dependa de alguna caracteristica estructural especifica del

mRNA. Ademds se puede considerar un papel de las proteinas acidas en
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la fase de iniciacién de la sintesis de proteinas ya que previamente
se ha reportados una dependencia en la actividad de los factores de
iniciacién de las proteinas L7 y Ll12 en sistemas bacterianos "in

vitro" (Fakunding, J. et al., 1973; Kay, A. et al., 1973).
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- La ausencia de la proteina YP2-beta (D5} le confiere a las cepas
simples, dobles y triples que presentan la disrupcién en el gen que
la codifica un fenotipo de sensibilidad al inhibidor NaF ya que su

crecimiento disminuye desde la minima concentracidén gue se trabajé.

- La disrupcién en el gen de la proteina YP2-beta ejerce un efecto
epistatico sobre otras disrupciones haciendo fenotipicamente

sensibles al NaF a las cepas dobles y triples en gue se presenta.

- La ausencia de las proteinas YP2-alfa y YPl-alfa le confieren a las
cepas D4 y D7 respectivamente un fenotipo de resistencia a la

cicloheximida en concentraciones de 10 a 30 ug/ml.

- La disrupcidén en los genes gue codifican para las proteinas YP2-
alfa y YPl-alfa no ejerce un efecto epistatico en las cepas dobles y
triples en las gque se presentan por lo gque dichas cepas no son

resistentes a la cicloheximida.

- La presencia de "halfmeros"™ en el patréon polisomal obtenido para la
cepa D5 indican un defecto en el ensamblaje de la subunidad 605 a
nivel de la iniciacién de la traduccidén aunado a la gran sensibilidad
al NaF mostrada por esta cepa sugieren gque la proteina YP2-beta

participa en la fase de iniciacién del proceso de traduccién.

- La disminucién en la cantidad de ribosomas unidos al mRNA observada
en los patrones polisomales obtenidos de las cepas con disrupciones
dobles y triples sugiere wuna disminucién en la velocidad de
iniciacién o de elongacién de la traduccién en forma directa a la

ausencia de una o mas proteinas ribosomales acidas.
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- Las alteraciones mostradas en los patrones proteicos de las células
crecidas en 50 y 75 mM de NaF, indican que las proteinas ribosomales

acidas regulan la expresién diferencial de proteinas.
-~ Todo lo anterior indica que las proteinas "P" de 5. cerevisiae

ademas de actuar en el proceso de la traduccién, también pueden ser

moduladoras de la actividad del ribosoma o de la traduccidén misma.
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