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Resumen

Resumen

Saccharomyces cerevisiae es un organismo eucariota con miiltiples ventajas como
modelo experimental. S. cerevisiae comparte con los procariotes la mayor parte de las
ventajas técnicas que permitieron un rdpido progreso de la genética molecular de éstos.
Algunas de estas propiedades in.cluyen un rapido crecimiento, la factilidad de realizar
réplicas y aislar mutantes, un sistema genético bien definido, al igual que un sistema de
transformacion genética muy versatil. A ésto se suma el importantisimo hecho de que se

conoce la secuencia completa de su genoma y que ésta se encuentra disponible.

La respuesta al estrés es un mecanismo multigénico y por lo tanto, complejo. Estos
mecanismos que involucran la percepcion y la via de transduccion de sefiales, llevan a la
modtificacion de proteinas ya existentes y la induccion o represion transcripcional de un

Jjuego de genes que darin respuesta al estrés impuesto.

En este trabajo decidimos abordar el anélisis de la respuesta al estrés salino mediante
el aislamiento de mutantes generadas por el agente mutagénico etil-metano-sulfonato
(EMS), y su posterior caracterizacion con la finalidad de entender mejor la complicada
respuesta de las células eucariotas al estrés producido por la sal. Puesto que el efecto
deletéreo de la sal en las células se caracteriza por dos componentes: el estrés osmotico y
la toxicidad idnica, las mutantes obtenidas fueron caracterizadas utilizando tratamientos
con diferentes sales (que pueden producir uno o los dos tipos de estrés), en medios con
diferentes fuentes de carbono (que regulan diferentes vias metabdlicas), lo cual nos
permitio determinar de una manera mas especifica la sensibilidad a sal que cada una de

las mutantes presento.



Abreviaturas
. EMS: etil metano sulfonato

. PKA: proteina cinasa A

. DNA: acido desoxirribonucleico

. RNA: acido ribonucleico

. PAP: 3'-fosfoadenosina-5'-fosfato

. ATPasa: adenosin trifosfatasa

. GPD: glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
. HOG: High Osmolarity Glycerol

. MAP: mitogen-activated-protein

. AMPc: adenosin monofosfato ciclico
. YPD: medio rico con glucosa

. SD: medio minimo con glucosa

. 3G: medio minimo con galactosa

. ade: adenina

.ura: uracilo

. leu: leucina

. his: histidina

. trp: triptofano

. HO: endonucleasa HO

. h: horas

. min: minutos

. seg: segundos

. D.O.: densidad optica

. dw: peso seco

Abreviaturas



Introduccion

Introduccién

Todos los organismos presentan un modo de adaptacién a las constantes
fluctuaciones del medio ambiente en el que viven. Se define como estrés a aquel factor
externo que ejerce una influencia o efecto desventajoso sobre la viabilidad o crecimiento
de un sistema determinado. La respuesta al estrés es un mecanismo multigénico y por lo
tanto, complejo. Estos mecanismos que involucran la percepcion y la via de transduccion
de seifiales, llevan a la modificacién de proteinas ya existentes y la induccién o represién

transcripcional de un juego de genes que daran respuesta al estrés impuesto.

Entre los factores que limitan la productividad de los cultivos, la salinidad es uno
de los mas importantes. Alrededor del 15% de las tierras aridas y semiaridas presentan
problemas de salinidad, situacidn que se ve agravada por el hecho de que las plantas en
ellas cultivadas deben enfrentar ademas condiciones de extrema sequia. El problema de
la salinidad se presenta de igual modo en gran parte de las tierras de cultivo irrigadas
pues, disueltas en el agua de riego se encuentran sales que permanecen en el suelo al

evaporarse o filtrarse el agua.

El efecto deletéreo de la sal en las células se manifiesta de dos formas: el estrés
osmotico y la toxicidad iénica. El componente osmético no es especifico de la sal, sino
que resulta de la deshidratacion y pérdida de turgor inducida por la concentracion de
solutos externos; en el caso de la sal seria entonces la concentracion de sal (Serrano,
1996). Existen datos que apuntan a que en la halotolerancia el control de la relaciéon

Na'/K" es de suma importancia (Gaxiola et al., 1992).
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Los organismos que viven o se encuentran temporalmente en estos ambientes
necesitan adaptarse, ya que el agua sale de la célula, y para contrarrestar este hecho
necesitan aumentar el potencial osmético interno. Este proceso se puede llevar a cabo
por la sintesis intracelular de osmolitos o por la incorporacién de solutos osméticamente
activos y no téxicos al metabolismo celular (Delauney et al., 1993). Ejemplos de estos
compuestos se encuentran en todos los organismos vivos y los que preferencialmente se
acumulan en condiciones de estrés se clasifican en cuatro grupos: polioles y azucares;

aminoacidos; ureas y metilaminas; y por ultimo, iones organicos (Yancey et al., 1982).

Sin embargo, en la naturaleza existen también organismos que crecen perfectamente
en ambientes altamente salinos (haléfitos) lo que sugiere que éstos poseen mecanismos
para contrarrestar la toxicidad idnica. Los organismos glicéfitos, poco resistentes a sal,
pueden poseer cierta tolerancia aunque los mecanismos moleculares de cste
comportamiento solo recientemente comienzan a ser entendidos. En base a la informacién
acumulada hasta ahora, se ha propuesto que para mejorar la halotolerancia, se debe
enfocar los esfuerzos a los siguientes aspectos: 1) la sintesis de osmolitos, 2) los sistemas
de transporte de iones, 3) las funciones mas sensibles a la deshidratacién y a las altas

concentraciones de sal (Serrano, 1996).

Un modelo experimental alternativo que ha ayudado al aislamiento de genes
implicados en la tolerancia a estrés salino de plantas es la levadura S. cerevisiae. Este
organismo ha tenido que desarrollar estrategias adaptativas de regulacién osmética que
le permitan vivir en condiciones ambientales cambiantes. La levadura comparte con las
plantas algunas caracteristicas morfolégicas que son relevantes para el estudio de los

mecanismos de osmorregulacion, como son el tener pared celular, vacuola y el ser sésiles.
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La levadura, S. cerevisiae, esta considerada como uno de los modelos eucariotes
Utiles para realizar estudios bioldgicos. Dada la complejidad de la respuesta adaptativa a
estrés abidtico, este microorganismo ha servido como un buen modelo para abordar las
bases moleculares de diferentes aspectos de esta respuesta. S. cerevisiae comparte con
los procariotes [a mayor parte de las ventajas técnicas que permitieron un rapido progreso
de la genética molecular de éstos. Algunas de estas propiedades incluyen un rapido
crecimiento, la facilidad de realizar réplicas y aislar mutantes, un sistema genético bien
definido, al igual que un sistema de transformacién de DNA muy versatil. A ésto se suma
el importantisimo hecho de que se conoce la secuencia completa de su genoma. S.
cerevisiae presenta estados haploides y diploides estables y existe una gran variedad de
marcadores genéticos que hacen mas facil su utilizacion para el trabajo experimental,
Gracias a los mecanismos de recombinacién homéloga, acoplados a altos niveles de
conversion génica, se han desarrollado técnicas para el reemplazamiento directo de

secuencias de DNA normales por otras alteradas in vitro.

La adaptacion de la levadura a situaciones de estrés, es el resultado de una repuesta
compleja constituida por cambios a nivel transcripcional, post-transcripcional, a nivel de
acumulacion de determinadas proteinas y post-traduccional, asi como a cambios en el
transporte y consecuente descompartimentalizacién de diferentes iones y/u osmolitos,
etc. En resumen, algunas de las respuestas mas importantes pueden dividirse en grupos
segun los diferentes niveles en los que se expresan:

A nivel fisiolégico: Cambios en la cinética de crecimiento, compartimentalizacion de
iones, engrosamiento en la pared celular, aumento en ¢l tamaiio de la vacuola.

A nivel bioquimico: Regulacion del transporte de iones, cambios en la actividad metabolica

5
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de enzimas, proteccion de enzimas, cascadas de transduccidn de sefiales.

A nivel genético: Activacion y/o inhibicién de la transcripcién de genes.

El estudio de genes relacionados con la respuesta al estrés producido por sal
se ha llevado a cabo de muy diversas formas. Por interrupciones de genes y caracterizacion
fenotipica de las mutantes, se llegd a determinar la importancia de muchos genes que dan
respuesta. Gracias al estudio de fenotipos de mutantes que revelaron vias de regulacion
relevantes, se llegd a la consecuente caracterizacion de éstas y al mejor entendimiento de
la respuesta. Otra forma alternativa, es la de identificar genes relevantes para la tolerancia

a estrés mediante la sobreexpresion de los mismos.

Es dificil determinar cual es la primera respuesta que da una célula ante una
circunstancia de estrés. Una de las primeras respuestas es la activacion de diversas vias
de sefializacion, las cuales provocan la induccion y/o represién de un gran niimero de
genes, entre los cuales no sélo se encuentran aquellos asociados directamente al estrés,
sino tambi€n genes relacionados con la modulacion del metabolismo general del organismo.
Es a través de esta respuesta miltiple como se podria contrarrestar un posible efecto
deletéreo. Se ha observado que durante la respuesta a estrés osmdtico/salino, 1a levadura
sufre cambios en su metabolismo de tal forma que ain cuando se encuentreen una fase
logaritmica de crecimiento en la cual se utiliza su habitual fuente de carbono (glucosa)
por la via de fermentacién, ahora inicia un proceso de respiracion semejante al que utiliza
este organismo en sus fases lentas de crecimiento, como la post-diduxica y la estacionaria,

En éstas, los niveles de AMPc disminuyen.

Uno de los ¢jemplos mas caracteristicos en el que se ve involucrada la via metabolica

6
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es la via de transduccion de sefiales dada por la proteina cinasa A (PKA), cuya actividad
esta modulada por AMPc (Marchler et al., 1993; Smith et al., 1998; Varela and Mager,
1996). La cinasa PKA est4 compuesta por tres subunidades cataliticas, codificadas por
los genes TPK1,TPK2 y TPK3 y por una subunidad reguladora (que inhibe la actividad)
codificada por el gen BCY7 (Marchler et al., 1993). Las subunidades cataliticas ejercen
una fuerte retroinhibicién en la sintesis de AMPc¢ por una via que hasta el momento no
estd clara. Un fenotipo pleiotrépico esta asociado a cepas de levadura en las que se
presentan niveles muy altos o muy bajos de la via de PKA (Thevelein, 1994). Niveles
bajos de AMPc reflejan unos niveles bajos en la actividad de PKA, que en conjunto
correlacionan con un aumento en la tolerancia a estrés. La actividad de la proteina cinasa
A dependiente de AMPc es esencial para el crecimiento de las células y es uno de los
factores mejor estudiados en la denominada represion catabolica. La actividad alta de
PKA reprime la induccidn de los genes de respuesta a estrés asi como la acumulacién de
reservas de glucogeno (Smith er al., 1998; Varela and Mager, 1996). Las células deficientes
en su actividad quedan arrestadas en G1, acumulan reservas de carbohidratos (trehalosa
y glucogeno) y se vuelven resistentes a determinados tipos de estrés. La desrepresién
transcripcional de muchos genes debida a la ausencia de actividad de PKA se sabe que
al menos es dependiente de la presencia de dos activadores transcripcionales, Msn2p y
Msndp (Smith et al., 1998). La via de transduccién de HOG (ver pag. 9) regula también
la activacion de los factores transcripcionales Msn2p y Msndp que se acumulan en el
nucleo bajo condiciones de estrés osmoético o bajo la presencia de compuestos como el
etanol o el sorbato. Se ha demostrado que estos factores transcripcionales se unen al
elemento de respuesta en cis, denominado STRE, produciendo la activacion de muchos
genes que poseen esa secuencia en sus promotores. La localizacion nuclear de estos

factores dada por el estrés esta correlacionada inversamente con con los niveles de
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AMPc y con la actividad de PKA. En la siguiente figura, se pueden apreciar parte de los

cambios que se presenta a nivel intracelular cuando el ambiente produce un alto estrés

osmotico,
Condiciones déptimas Alto estrés osmdético
lp
prsire-grica L e i

Citoplasma Citoplasma

= e

Nucleo

Modelo de una célula crecida en medio 6ptimo y en condiciones de estrés osmético

Entre las respuestas adaptativas rapidas de la levadura ante un estrés
hiperosmético, se encuentra la sintesis de glicerol, el osmolito compatible de este organismo,
asi como la disminucién en el transporte de salida de éste (Blomberg, 1997, Blomberg
and Adler, 1989; Larsson et al., 1993; Varela and Mager, 1996). En Saccharomyces
cerevisiae existen 3 copias del gen que codifica para la enzima responsable de la sintesis
de glicerol, GPD1, GPD2 y GPD3. El transcrito de GPD/, glicerol-3-fosfato dehidrogenasa,
se induce en condiciones de estrés hiperosmotico (Albertyn et al., 1994; Rep et al,
1999a). Otra de las isoformas de dicho gen, GPD2, no se induce en esas condiciones de
estrés. La interrupcion del gen GPD/, ynode GPD2, produce fenotipo de osmosensibilidad;
también la doble interrupcion de los genes da lugar a una levadura altamente osmosensible

(Ansell et al., 1997). Se han descrito dos transportadores de glicerol, uno funciona por
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difusion facilitada y otro por difusién activa (Sutherland et al., 1997). La regulacion
osmotica para la formacién del glicerol, se puede concluir que es el resultado de la
terpolacion de diversas vias de sefiales, algunas de las cuales todavia no estan identificadas

(Rep et al., 1999b).

La caracterizacion de mutantes incapaces de sintetizar glicerol y cuyo fenotipo es
de osmosensibilidad ante una situacion de estrés osmotico, llevé a la identificacion de la
via de transduccioén de seiiales denominada HOG (por High Osmolarity Glycerol) (ver
figura mas adelante) (Brewster et al., 1993). Esta via regula la expresiéon de muchos
genes que dan respuesta a situaciones de estrés (un ejemplo de ellos es GPDI) y de ese
modo se induce la sintesis y posterior acumulacion de glicerol. La respuesta se lleva a
cabo por un sistema de dos componentes (Maeda ez al., 1994). Tres MAP cinasas se van
fosforilando consecutivamente hasta Ilegar a la tltima MAP cinasa Hoglp que fosforila
factores de transcripcion y otras proteinas que directamente permiten la respuesta al
estrés (Posas and Saito, 1997; Posas ef al., 1996). La MAP cinasa que fosforila en un
residuo de tirosina a Hoglp esta codificada por el gen PBS2 (Schuller et al., 1994). Por
estudios de mutaciones en los genes que integran esta via de transduccién se observo
que la respuesta debia involucrar al menos a otro osmosensor diferente del primero
encontrado (SLNI-SSKT). Este segundo osmosensor putativo, que es transmembranal, se
denominé Sholp (Maeda et al., 1995). Esta demostrado que las respuestas determinadas
por los dos osmosensores no siempre convergen y hay especificidad y no cruce en cada
una de las vias. Los dos osmosensores juntarian sus respuestas en la cinasa PBS2 que
actuaria como reclutadora de ambas vias (Posas and Saito, 1997; Posas et al., 1996). Un
sistema de diferentes fosfatasas (PTP2, PTP3, PTCI! y PTC3) son las que regulan

negativamente los ultimos pasos de la via de respuesta (Maeda er al., 1994).

9
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Via de transduccion de sefiales de HOG.

Se ha demostrado que esta respuesta es muy rapida (un minuto de estrés moderado

(0.3 M NaCl)) (Brewster et al., 1993; Posas et al., 1996). Por estudios mas recientes se

demostré que HOGI! tiene que estar fosforilada para estar activa y ese dltimo evento

tiene que realizarse dentro del nicleo (Ferrigno et al., 1998). Esta via regula la activacién

de los factores transcripcionales Msn2p y Msndp que son los responsables de Ia activacion

de muchos genes de respuesta a estrés (Boy et al., 1998; Marteinez et al., 1996; Schmitt

and McEntee, 1996).
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La seleccién de fenotipos de respuesta a estrés, dada por el método antes
mencionado de la sobreexpresion de genes, llevé a la identificacidn de diversos genes de
los cuales se caracterizo la relevancia en la respuesta estudiada. Utilizando un banco de
sobreexpresion de genes y aislando aquellas levaduras que presentaron un fenotipo de
halotolerancia, se llegé al aislamiento de los genes HAL. HAL/ fue el primer gen de
origen eucariote, aislado de levadura, capaz de conferir halotolerancia, (Gaxiola ef al,
1992). La caracterizacion de HAL/ reveld que la transcripcién de este gen sc incrementa
por altas concentraciones de NaCl, KCl o sorbitol. La interrupcion del gen disminuye la
tolerancia a sal de las células y su sobreexpesion da lugar a un aumento en la concentracién
intracelular de potasio (Gaxiola et al., 1992; Rios et al., 1997). Este gen esta conservado
en plantas superiores y por estudios de su regulacién se observd que se induce por

estrés osmotico al igual que por tratamientos con la fitohormona 4cido abscisico (ABA).

El gen HAL2, idéntico a MET22 también de levadura (Murguia et al., 1995;
Murguia et al., 1996), es un gen involucrado en la via de sintesis de metionina y su
sobreexpresion confiere halotolerancia bajo condiciones de estrés con NaCl y LiCl.
HAL?2 codifica para una fosfatasa sensible a sodio y a litio que hidroliza 3'-fosfoadenosina-
5'-fosfato (PAP). En este caso, la toxicidad a sal en la levadura estd dada por la pérdida
de actividad de Hal2p y por la consecuente acumulaciéon de PAP, lo que provoca la
inhibicién de la asimilacion de sulfatos y el procesamiento de RNA. El suplemento con
metionina o el incremento de la dosis génica de HAL2 da lugar a dicha resistencia (Gil et

al., 1999; Glaser et al., 1993).

El gen HAL3 codifica para una proteina reguladora de funcion desconocida. Este

gen esta expresado constitutivamente y no se induce por estrés salino. La sobreexpresién

11
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de HAL3 (Ferrando et al., 1995) permite el crecimiento de la cepa silvestre de levadura
expuesta a concentraciones toxicas de sodio y de litio. Las mutantes con deficiencia en
la actividad de HAL3 son sensibles a sal. Se comprobé que regula de manera inhibitoria
la actividad fosfatasa de Ppzlp, que a su vez regula negativamente la actividad de la
ATPasa codificada por el gen ENA/. Este mismo grupo determiné que la halosensibilidad
que presentan las mutantes en la fosfatasa calcineurina se suprime con la sobreexpresion
del gen HAL3. La calcineurina, al igual que Hal3p y Ppzlp, se requiere para una adecuada
expresidn, tanto en condiciones de estrés como normales, del gen ENA/. Las mutantes
en los dos genes (calcineurina o hal3) son especialmente defectuosas en la induccidén de

la ATPasa (ENAT) a altas concentraciones de sal (de et al., 1998; Ferrando et al., 1995).

Utilizando como método de seleccion la interrupcion o delecion de genes, se llegé
a determinar la importancia de éstos en la respuesta al estrés. La calcineurina es importante
en la regulacion de la relacién Na'/K" en la levadura. La calcineurina es de las fosfatasas
del tipo PP2B, que requiere para su actividad del ion Ca*" y de calmodulina. Es necesaria
para la tolerancia a NaCl y a LiCl en levadura y las interrupciones de alguno de los
genes de las subunidades cataliticas de 1a enzima (CNA ! y CNA2), asi como del gen de la
subunidad reguladora (CNBI), provocan la pérdida de la actividad de la enzima, asi
como un nivel anormalmente elevado de Li*. Este fenotipo de sensibiidad a sal es el
resultado de una expresion reducida del gen ENA! (Mendoza et al., 1996, Mendoza et
al., 1994). Es posible que tales mutantes presenten sensibilidad a sal porque el contenido
intracelular de potasio baja y el de sodio o litio sube. Por los datos anteriores se ha
sugerido que la calcineurina podria coordinar la expresidon de los genes y la actividad de
los diferentes transportadores para facilitar la homeostasis de los iones en la célula (Varela

and Mager, 1996).
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Introduccion

La capacidad de expulsar la sal es una propiedad adquirida por las células desde
tiempos ancestrales para sobrevivir, ya que existia una necesidad de controlar la osmolaridad
celular. Las membranas plasméticas y endoplasmaticas presentes en células eucariotas
contienen diversos tipos de bombas y transportadores. Las ATPasas tipo P (la nomenclatura
deriva de que existe un intermediario fosforilado en la reaccién) estan involucradas en el
transporte de protones, de sodio, de potasio y de calcio. El primer sistema de salida de
sodio identificado en eucariotas no animales fue la ATPasa codificada por el gen
ENAI/PMR2 (Haro et al., 1991; Marquez and Serrano, 1996; Rudolph et al., 1989).
Anélisis genéticos han establecido que dicho gen representa el sistema mas importante
de expulsion de sodio de S. cerevisiae. El sistema que determina los niveles intracelulares
de potasio también afecta indirectamente la tolerancia a sal. Un parametro relevante en la
toxicidad a sal puede estar dado, como mencionamos anteriormente, por la relacién
Na'/K". El gen NHAI, en la misma S. cerevisiae, codifica para un antiportador que
permite la salida de iones Na* y K™ a través de la membrana plasmatica en condiciones de
un pH 4cido. En otros organismos cercanos evolutivamente a éste como en la levadura
Schizosaccharomyces pombe, se identificd un sistema de salida de iones diferente, un
putativo antiportador Na'/H" codificado por el gen sod2 (Jia et al., 1992; Banuelos et
al., 1998). La expresion de sod2, gen de S. pombe, complementd la deficiencia de la
ATPasa ENAI en S. cerevisiae (Hahnenberger et al., 1996). Estos datos nos indican que
tanto ENAI, NHAI como sod? codifican para sistemas de transporte de sodio y no son
los sistemas reguladores de la salida del ion (Banuelos et al., 1995). La accién de cada
sistema de transporte se puede complementar con otros sistemas existentes. De este

modo se puede mantener un estado de equilibrio intracelular de Na" y K.
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Introduccion

La expresion del gen ENAI/PMR?2 es regulada por HOG en respuesta a condiciones
de bajo estrés osmético. Ademéas, ENA/ esta especificamente inducido por altas
concentraciones de sodio a través de regulacion post-traduccional por calmodulina, via
un mecanismo independiente de calcineurina (Wieland et al., 1995). Este gen responde
de igual modo a otro tipo de regulacion, la represion por glucosa (Alepuz et al., 1997).
Esta represion transcripcional se ejerce de manera independiente a la via de calmodulina.
En la levadura S. cerevisiae, un complejo co-represor general, SSN6(CYC8)-TUP1, se
demostr6é que inhibe la transcripcién de diversos genes regulando su expresion cuando
¢ésta no es requerida. La funcién represora se lleva a cabo por un dominio especifico de
Tupl que requiere componentes de la holoenzima RNA polimerasa II (Conlan et al,
1999). Se han presentado evidencias de que en los genes que reprimen su transcripcién
por glucosa, la represion se lleva a cabo por el complejo SSN6-TUP/! y que se da a través
de la proteina activadora/represora Miglp (Treitel and Carlson, 1995). Otro de los aspectos
importantes de la regulacion de la proteina Enalp es que se encuentra directamente
activada por la calcineurina y regulada de forma negativa por proteinas fosfatasas
codificadas por PPZ (Balcells et al., 1997; Posas et al., 1995). Tras lo expuesto anteriormente
podemos encontrar una conexidn entre las concentraciones intracelulares de calcio y de
sodio que nos reflejan la complejidad de las sefiales en estas condiciones. En un articulo
reciente, en el que se estudid la regulacion del gen ENAI(PMR?2), se identificé una
proteina de union a DNA que incorpora al complejo (SSN6-TUP!) para su mecanismo de
represién y que esta union era dependiente de la via de transduccion de sefiales de HOG
(Marquez et al., 1998; Proft and Serrano, 1999). Al factor represor se le denominé

Skolp.
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Matreriales y métodos

Materiales y métodos

Cepas de levadura, medios y condiciones de crecimiento.

Las cepas de S. cerevisiae usadas en este trabajo se encuentran descritas en la Tabla
1. Las cé¢lulas fueron rutinariamente crecidas en medio minimo SD (2% glucosa, 0.7%
Yeast Nitrogen Base sin amino acidos (Difco) y 0.05M MES (Sigma) pH 6.0) suplementado
con adenina (3mg/ml), uracilo (3mg/ml), histidina (3mg/ml) y leucina (10mg/ml) a 25°C, a
menos que esté indicado. El medio solido contiene 2% agar (Difco). Para todos los
experimentos de choque osmético, las células fueron crecidas en medio minimo SD o SG
hasta fase logaritmica media (D.O. 660nm 0.5) y las siembras se realizaron por goteos con

3 pl del cultivo. (para la descripcién de los medios, ver apéndice)

Tabla 1. Cepas de levadura usadas en este trabajo

Cepas Genotipo Referencias
58RS MATa ura3, leu2, his4, adel Gaxiola et al., 1992
NK-d MATa ura3, leu2, his4, adel hogl este trabajo
IN1 MATaura3, leu2, his4, adel,enal este trabajo
W3031A4 MATaura3, leu2, his3, trpl, ade2, canl donacion
Apmr2 W3031A pmr2:: HIS3 donacidn
hal3 W3031A hal3-1:: LEU2 donacion
cnbl W3031A4 cnbl::LEU2 donacion
Ahog! W303 hog 1::URA3 donacién

Mutagénesis con etil-metano-sulfonato (EMS)

1- Inocular 10 ml de medio rico (YPD) con una cepa de levadura hasta la obtencion
15



Materiales y métodos

de una concentracién de ~ 1x10° cel/ml. Incubar toda la noche a 30 °C con agitacion.
Alcanzando la concentracién de 2x10® cel/ml.

2- Como control tomar 2.5 ml de un cultivo crecido toda la noche y, lavar dos
veces con 50 mM de tampén fosfato de potasio a pH 7.0. Finalmente, resuspender en un
tubo con 10 ml de ese tampoén. La concentracién celular debe ser de 5x107 cel/ml.

3- Afiadir 300 ul de EMS a los 10 ml de cultivo celular (al control le afiado el
mismo volumen de agua) y agitar vigorosamente en vortex. Incubar 30 min a 30 °C.

4- Parar la mutagénesis se agregd un volumen igual al que teniamos de una
solucidn fresca 10% (w/v) filtrada de tiosulfato de sodio, mezclar bien. Centrifugar 10
min a 4,500 g para recoger las células y lavarlas dos veces con agua estéril.

5- Resuspender las células y el control en 40 ml de YPD.

6- Alicuotar en tubos de 5 ml (1 ml/tubo)

El control solo en un tubo.

7- Tomar 10 pl llevarlo hasta 10 ml con agua y sembrar cada caja con 100 pl.

Hacer duplicado.

8- Poner a crecer los tubos en 30 °C y agitacion hasta fase estacionaria.

Medida de potencial osmoético (Dew Point Microveltimetro)

Método de Punto de Rocio

La union entre los dos cables de diferentes metales que forman la termocopla, se
enfria por el paso de una corriente eléctrica dada, (parametro determinado de fabrica para
cada termocopla segun los metales y el diametro del microambiente que rodea la
termocopla), demanera que la temperatura de la unién es mas baja que la del microambiente
y el agua que habia llegado a la saturacién se condensa en la unién. Una vez que la

corriente de enfriamiento cesa, el agua condensada se evapora liberando calor de
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Materiales v métodos

vaporizacién que, a la vez, calienta la union hasta llegar a la temperatura de punto de
rocio (el punto en el que se forma la primera gota de agua), manteniendose constante
durante la medicién (gracias a la corriente suministrada por el microvoltimetro). La diferencia
de temperaturas, antes del enfriamiento y después de la evaporacion, esta relacionada
con la medicién del potencial hidrico.

1- Ajustar el aparator en pV.

2- Realizar la medicion.

Glucuronidasa (tratamiento para micromanipular)

1-Poner 300 pl de agua.

2- Anadir asada de lo que esta esporulando y agitar por vortex.

3- Afiadir 3 pl de glucoronidasa disuelta en agua a 1/10 del volumen e incubar de
2 a 6 min. a temperatura ambiente.

4- Tomar = 40 ul para dejar caer una gota en una caja de Petri inclinada y marcada

para micromanipular.

Gliceroles

50 % del cultivo en YPD y 50 % de glicerol 30%

Método de transformacion de levaduras (Fink)
1- Crecer en YPD un cultivo durante toda Ia noche.
2- Inocular 10 ml de YPD con 200 ul del O.N. Incubar por 6 h.
3- Centrifugar y resuspender en LiAcTE 1X. Dos veces.
4- Decantar y resuspender las células del tubo en el volumen que queda.

5- Agregar 10 pul de "carner” (2-10 mg/ml)

17



Materiales v métodos

6- Agregar el DNA de interés (5 pg). Vortex.
7- Agregar 1 ml de 50% PEG3350 en LiAcTE. Vortex.
8- Incubar en tambor a 30 °C por 30 min.
9- Dar un choque a 42 °C por 20 min.
10- Agregar 5 ml de YPD resuspendiendo las células.
11- Dejar reposar S min. a temperatura ambiente.
12- Centrifugar, decantar y resuspender en liquido residual para
platear.
10X LiACTE: 1 M Acetato de litio.
0.1 M Tris HCI pH 8.0
10 mM EDTA pH 8.0
PEG-LiAcTE: 9 vol de 50% PEG-3350 y 1 vol de LIAcTE 10X

Método de transformacion de levaduras (PLATE)
1- Tomar 0.5 ml de cultivo, centrifugarlo y decantar
2- Agregar 10 pl de "carrier” DNA (100 pg) + 1 pg DNA transformante.
Agitar con vortex.
3- Agregar 0.5 ml de PEG/Li-acetato/TE = PLATE
Mezclar con vortex:
90 ml 45% PEG 3350 estéril (Sigma)
10 ml 1 M acetato de litio
1 ml 1 M Tris- HCI1 pH 7.5
0.2ml 0.5 MEDTA
4- Incubar toda la noche a temperatura ambiente.

5- a) Sembrar = 50 pl del fondo del tubo en medio selectivo.

18



Materiales y métodos

b) o bien: Lavar con Sorbitol-EDTA y sembrar de dicha solucion

en medio selectivo.

Concentracién intracelular de iones

Los célculos de concentraciones internas se hacen teniendo en cuenta los siguientes
parametros:

mM = micromol de Na / m! de agua interna

0.8 D.O.=0.5 mg dw/ml (miligramos de peso seco por mililitro)

0.3 mg dw = 0.6 ul agua interna
protocolo:

1-Inocular un matraz con 50 ml de YPD. Dejar crecer hasta llegar a una D.O. de
fase logaritmica media = 0.5.

2- Tomar 10 ml en tubo de centrifugacién y centrifugar 3 min a 3500 rpm.

3- Lavar con 20 ml! de agua. Centrifugar 3 min a 3500 rpm.

4- Decantar, pasar a microtubo y centrifugar por 30 seg.

5- Quitar sobrenadante con pipeta y agregar 500ul de agua. Mezclar por vortex y
guardar en frio.

2’- Después de tomar los 10 ml del principio, anadir al resto del matraz una
concentracion de sal (ejem. 1M NaCl).

3’- A los 30 min tomar 10 ml y centrifugar 3 min a 3500 rpm.

4’- Lavar con 20 ml de la solucién 1.5 M Manitol + 50 mM MgCl,.

5’- Resuspender en el volumen restante después de tirar el sobrenadante. Seguir

los mismos pasos 4 y 5.

.....................................................................................................................



Materiales y métodos

6- Aforar todos los microtubos a 1 ml.

7- Leer D.O.

8- Agujerear las tapas de los tubos con una aguja caliente.
9- Hervir al bafio maria durante 10 min.

10~ Centrifugar 5 min y tomar del sobrenadante para leer en el flamémetro.

Flamometro (1L943, Allied 1L, Lexinton, MA)

Una mezcla de aire, gas propano y una alicuota de la muestra a medir se conduce a
una flama. Al quemarse, la luz emitida posee una longitud de onda caracteristica del
contenido de sodio, litio o potasio en la solucién. La emisién de luz se detecta por unos

fotodiodos y la sefial es electrénicamente amplificada y registrada en la computadora.

1- Inocular medio rico (YPD) con una cepa de levadura para obtener una D.O.
que corresponda a la fase logaritmica media, o sea 0.4-0.6. Incubar a 30 °C con agitacién.

2- Tomar muestras a los tiempos de 0 min= sin afiadir la sal, 15 6 30 min =con la
concentracion de sal deseada para dar ¢l choque, a 60 6 90 min y /0 a 120 min. Centrifugar
3 min a 3000 rpm. Lavar con una solucion isoosmética de sorbitol con 100 mM MgCl, y
resuspender después de decantar. Pasar a microtubo, centrifugar 30 seg y aiiadir un
volumen igual a todos los microtubos.

3- Medir la D.O. de cada uno de los microtubos

4- Hervir 10 min y centrifugar inmediatamente para bajar de nuevo las células.

5- Tomar 500 pl del sobrenadante para medir en el flamémetro

6- Para la medida de cada uno de los iones, se necesitan diferentes soluciones

"standard" y controles que nos indiquen el "cero".
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Objetivos
Hipdtesis
Las cepas mutantes de levadura que presentan fenotipos de sensibilidad a estrés

salino u osmotico se encuentran afectadas en genes que codifican para proteinas

involucradas en la respuesta adaptativa al estrés.

Objetivo general

Identificacion, aislamiento y caracterizacién parcial de mutantes osmosensibles y

halosensibles de Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos particulares:

1. Obtencion de mutantes mediante el uso del agente mutagénico EMS.

2. Clasificacion de las mutantes de acuerdo a los siguientes criterios:

a) Ausencia de crecimiento en sales que producen estrés idnico y crecimiento
normal bajo condiciones de estrés osmotico.

b) Crecimiento normal en altas concentraciones de sales (estrés ionico) y ausencia
de crecimiento en otras condiciones de estrés osmotico.

¢) Mutantes que sean a la vez osmo y halosensibles.

3. Analisis genético de las mutantes escogidas

4. Determinacidén de las concentraciones intracelulares de iones en las mutantes

seleccionada.
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Resultados

Resultados

Obtencion de mutantes sensibles a estrés.

La cepa 58RS (MATa ura3, leu2, his4, adel) de Saccharomyces cerevisiae fue
la utilizada en este trabajo para la obtencién de mutantes sensibles a estrés. La
caracterizacion de las mutantes de levadura obtenidas mediante la mutagénesis con EMS
(ver materiales y métodos) se llevé a cabo en galactosa o glucosa como fuente de
carbono para identificar diferencias existentes dependientes de la fuente de carbono. La
sensibilidad a sal se probé tanto con NaCl {que produce estrés osmatico ¢ iénico) como
con KCI (inicamente produce estrés osmdtico) a las concentraciones indicadas en la

Figura 1.

Se clasificaron las mutantes en varios grupos, siguiendo los siguientes criterios:
Un grupo incluy¢ a aquéllas incapaces de crecer en sodio y que mantenian un crecimiento
normal, bajo condiciones de estrés osmético. Otro grupo incluyd a las que tenian un
crecimiento normal en condiciones de estrés osmético y no crecian en concentraciones

de estrés ionico. Por ultimo, agrupamos a las mutantes que eran a la vez osmo y halosensibles.

En el diagrama de la Figura | se muestra la cepa de levadura que se utilizé6 como
cepa parental, asi como las concentraciones de cada una de las sales que establecimos

como adecuadas para ¢l analisis del fenotipo de las mutantes obtenidas.

En el diagrama de la Figura 2, se muestra el protocolo seguido para la obtencion
de mutantes. Se esperaba dado el tipo de agente mutagénico, que en cada una de las
células seleccionadas se presentase una Gnica mutacion puntual. Para la seleccion posterior

y la amplificacién de las mutaciones existentes, se repartid el cultivo en 40 tubos y de ese
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2x10 Bcel/ml

Lavar con K PO
pH7.0 50mM

300 pl agua

30 mina 30 T

T

Parar la mutagénesis con
tiosulfato de sodio y lavar
Resuspender
en YPD

conagua
Incubar a 30 °C hasta fase estacionaria

Figura 2: Diagrama de la mutagénesis con etil-metano-sulfonato




Resulrados

modo se amplificaron pequefias cantidades de cultivo que enriquecian dichas mutaciones.

El fenotipo de sensibilidad se analizé en medios con galactosa como fuente de
carbono y, por réplica con terciopelo, se obtuvieron células que crecian bien en dicha
fuente de carbono y eran sensibles a diferentes concentraciones de sal (Figura 3). El

segundo tamizado se realizo tras el aislamiento de colonias de las ya seleccionadas.

Caracterizacién genética de las mutantes obtenidas.

Se llevd a cabo la caracterizacidon genética de las mutantes sensibles a NaCl
mediante cruzas con la cepa silvestre parental. Se obtuvo el otro "mating type" de la
cepa parental y para ¢llo se utilizé la transformacion con el plasmido que lleva el gen de
la endonucleasa HO que produce autodiploidia (Figura 4). La seleccion de los diploides
curados del plamido HO se llev6 a cabo mediante una réplica a medio minimo sin uracilo.
Las células obtenidas se trasladaron a medio de esporulacion para identificar unicamente
a los diploides. Para la caracterizacidn del "mating type" de las células haploides obtenidas,
se gotearon varias de ellas en una caja y se realizd una réplica con terciopelo de una
cepa "tester" (de la que se conoce el "mating type") crecida en césped y nuestra caja
problema. El experimento se realizé conociendo las auxotrofias que poseia cada una de
las cepas y sabiendo que unicamente los diploides podrian crecer en la caja a la que se
hizo la réplica. Para la obtencion de los diploides de las mutantes con la cepa parental, se
transformaron las haploides mutantes con un plasmido que contenia un marcador de
auxotrofia especifico (plasmido pRS315 que lleva el gen de leucina?) y a la cepa parental
con otro pldsmido que contenia un marcador diferente (pldsmido pRS316 que lleva el
gen de uracilo3)(Figura 5). Posteriormente se aislaron los diploides en medio minimo sin

uracilo y sin leucina.
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Figura 3: Proceso realizado para el tamizado de las células mutagenizadas
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Figura 4: Diagrama de la realizacion de autodiploidia
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Figura 5: Generacion de diploides para las retrocruzas con la cepa parental




Resultados

Con el analisis del fenotipo de los diploides, pudimos seleccionar aquellas
mutaciones que tenian un caracter recesivo. Se realizo un analisis de tétradas, induciendo
a esporular a los diploides en los medios adecuados, y se seleccionaron unicamente las
mutantes que presentaban fenotipo parental. El hecho de que se escogiesen solamente
las mutantes recesivas se debe a que el proyecto global contemplaba el aislamiento de

los genes de plantas y levaduras que complementasen a dichas mutantes.

Para mejorar la caracterizacion, se estudio el crecimiento de las mutantes obtenidas
utilizando medios que contenian otras sales y compuestos que provocan en la levadura
estrés osmotico o bien toxicidad ionica. Para ello se realiz6 un estudio de los potenciales
1soosmoéticos que producen las diferentes concentraciones de cada uno de esos compuestos
(Figura 6). El calculo se realizé tomando diferentes concentraciones de cloruro de sodio,

cloruro de litio, sulfato de sodio, sulfato de litio y sorbitol.

Por los estudios de segregacion de diploides generados por cruza entre las mutantes
recesivas y la cepa parental, utilizando el micromanipulador, se comprobé que el nimero
de genes mutados (refiriendose al fenotipo) era inicamente uno. La segregacion de una
mutacion monogénica nuclear es 2 ;: 2, Como se puede apreciar en las figuras 7 y 8 (la
diferencia entre las dos figuras es la fuente de carbono) dos haploides de cada una de las
tétradas pueden crecer en medio con sal y las otras dos no pueden. El experimento se
realizo por goteo (3ul) de las células haploides derivadas de la segregacion de tétradas.

En la caja control (sin estrés) todas las células pueden crecer.

Caracteristicas primarias de las mutantes seleccionadas.

Entre las mutantes seleccionadas se encontraron las siguientes:
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I M KCl 1 M NaCl

Control

Figura 7: Analisis de la segregacion de tétradas del diploide NKd/58RS en cajas
con medio minimo y glucosa como fuente de carbono, en condiciones control sin
sal y en estrés salino con 1 M NaCl 6 1 M KCl. Los recuadros continuos sefialan
la colocacion de tétradas, el recuadro discontinuo sefiala la tétrada control.
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Figura 8: Segregacion de tétradas de la diploide NKd/58RS en medio
minimo y galactosa como fuente de carbono, en condicion control sin sal
y en estrés salino con 0.3 M, 0.5 M NaCly 0.3 M, 0.5 M KCL



Resultados

IN1: presenta una segregacion 2 : 2 en medio minimo SD con NaCl, no crece muy bien
en medio minimo SD con KCl. La segregacién de gen tnico no es muy clara en SG.
4K1: presenta una segregacioén 2 : 2 en medio minimo SD con NaCl asi como con KCIl.
La sensibilidad a sal es mas clara en medio con KCL.
17.1: presenta una segregacién 2 : 2 en medio minimo y glucosa como fuente de carbono
con NaCl o con KCI. El fenotipo no es muy claro en medio con galactosa.
30.2: presenta una segregacion 2 : 2 en medio minimo que tiene galactosa como fuente
de carbono con NaCl asi como con KCI. No crece bien en medio con glucosa.
39.1: presenta una segregacion 2 : 2 en medio minimo y glucosa con NaCl, no crece muy
bien en medioc minimo con KCI. En medio minimo con galactosa como fuente de carbono
las células presentan una sensibilidad muy baja.
NK-d: presenta una segregacion 2 : 2 en medio minimo que tiene ya sea galactosa o
glucosa como fuente de carbono con NaCl o con KCI.

En las Figuras 9 y 10 se muestran como ejemplo las cinéticas de crecimiento con

las diferentes concentraciones de sales de la mutante NKd y de la mutante IN1.

De las mutantes arriba descritas, dos de ellas presentaron fenotipos interesantes.
El resto de las mutantes no se caracterizaron dado que el fenotipo no era tan estricto. La
mutante 1N1 es sensible a toxicidad idnica ejercida por el sodio y por el litio (es sensible
a1 M NaCl y a 100 mM LiCl), sin que eso implicase una sensibilidad osmética, Unicamente
ejercida por el potasio. La mutante NK-d es sensible a choque osmético (tanto por NaCl
como por KCl) desde concentraciones de 0.3 M NaCl 6 0.3 M KCl, en galactosa como

fuente de carbono.

A continuacion presento una tabla que resume la caracteristicas de dichas mutantes:
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Resuliados

Mutante Nk-d
- Mutante de la cepa 58RS.
- Halo y osmosensible, monogénica y recesiva
- La mutacién se obtuvo con EMS

- Sensible en glucosa a: 1 M NaCl

1M KCl en medio minimo (SD)
0.5M K,SO,
1M Sorbitol : en medio rico (YPD)

- Sensible en galactosa, medio minimo (SG) a: 0.3 My 0.5M Na(Cl
0.3My05MKCl
0.3My05MNH,CI
0.15 My 0.25 M K,SO,

- Poco sensible en medio minimo y glucosa (SD) a: 100 mM LiCl

Mutante 1N1

- Mutante de la cepa 58RS

- Halosensible, monogénica, recesiva

- La mutacidn se obtuvo con EMS

- Sensible a la toxicidad iénica dada por: 1 M NaCl (SD)
100 mM LiCl (SD)
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- Insensible a: 0.5 M Sorbitol (SD)
1 MKCI (SD)
0.5 M K,SO, (SD)
1 M Sorbitol (YPD)

Para un estudio mas detallado de NK-d y 1N1 se analizaron las velocidades de
crecimiento de estas mutantes y de la cepa parental 58RS. Los resultados obtenidos
mostraron que no existen diferencias significativas entre estas mutantes con la cepa

parental (Figura 11).

Dado que los fenotipos de las mutantes se parecian a mutaciones ya descritas, se
pidieron ¢stas ultimas a otros laboratorios para realizar estudios de complementacion.
Una célula diploide formada a partir de dos haploides que contienen una mutacion,
presenta dos copias de cadas uno de los genes y el estudio de complementacién nos
refleja si la mutacidn de cada una de ellas es o no la misma. La diploide puede crecer en
medio selectivo si las mutaciones son diferentes y no puede crecer si las mutantes lo son
en el mismo gen. Los estudios de complementacién se realizaron con las siguientes
mutantes: la interrupcion de HAL3, una mutante en la subunidad reguladora de la
calcineurina (cnbl), la iterrupcion de los genes en tandem PMR2 (ENAI) y por la
interrupcién de HOGI.

Por los estudios de complementacién de NK-d, demostramos que esta mutante
porta una mutacioén nuclear alélica al gen HOG! (Figura 12). Por otro lado, la mutante

IN1 lleva una mutacion que se estudié por complementacion y comprobamos que es
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Figura 12 : Complementacion de NKd y Ahog en cajas de Petri con medio
minimo y glucosa como fuente de carbono (SD), en caja control sin sal o con
una concentracion de sal de 1 M NaCl.

[(1) NKd, (2) diploide NKd/58RS, (3)y(4) Diploide NKd/Ahog, (5) Ahog]



Resultados

alélica al gen nuclear PMR2 (ENA1) (datos no mostrados).

Los datos obtenidos nos desalentaron en el sentido de que ambas mutantes estaban
reportadas en la bibliografia. Sin embargo, una caracteristica de los mismos es de gran
importancia para la realizacién de estudios posteriores, ésto es, son mutantes puntuales.
Los analisis fenotipicos de mutantes caracterizadas hasta el momento, se han realizado
con interrupciones del gen y no con mutaciones puntuales. Las mutaciones puntuales
pueden evitar la transcripcién o traduccién del gen a estudiar, lo que no aportaria datos
adicionales. De igual forma, es posible que la mutacién puntual produzca una proteina

deficiente que refleje fenotipos diferentes en ciertas ocasiones.

Caracterizaciéon de las mutantes mediante el estudio de acumulacion
intracelular de iones

La caracterizacion prosigui6 con el estudio de la acumulacion intracelular de
iones. Realizamos las medidas de €stos en las cepas en estudio a diferentes tiempos (190,
30, 60 y 90 min), después de aplicar el estrés con 0.7M NaCl. Se realizaron al menos dos
experimentos con mediciones diferentes de cada una de las cepas y omitimos las
desviaciones estandard debido a que los datos representaban la misma tendencia pero
con valores dispersos. Con la medida de 1a concentracidn intracelutar de Na* [usando el
flamémetro (ver materiales y métodos)], determinamos que en las mutantes, conforme
avanza el tiempo y en condiciones de estrés, la concentracién del ion en el interior de las
células aumenta. La acumulacion de sodio en ambas mutantes (IN1 y NK-d) con respecto
a la silvestre presenta una cinética similar (Figura 13). Dicha acumulacion pudiera deberse
a una mayor entrada de los iones o a una falla en la salida de estos. Para determinar si los

iones toxicos pueden salir del interior de dichas células cuando pasan a una situacién sin
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Resultados

estrés, realizamos los estudios de las concentraciones intracelulares depués de 90 min. de
tratamiento con sal, poniendo a las células en medio rico sin estrés. Con estos estudios de
la cinética de salida de los iones de sodio en las dos mutantes, se pone de manifiesto que
no presentan ningun problema en el mecanismo de salida de los iones toxicos(Figura 14).
La cepa parental saca todo el sodio intracelular muy rapido, al menos el detectable con
nuestro sistema de medida, tal como se esperaria al pasar de un medio con estrés a uno
con ausencia de estrés. Las mutantes también sacan los iones toxicos, sin embargo,
mantienen por mas tiempo concentraciones mas altas debido a la acumulacién del ion
que ¢€stas ya presentaban. Los datos antes mencionados sugieren que si el transporte y la
acumulacion de iones durante un tratamiento con sal en la mutante NK-d (hogl) esta
defectuoso, esto refleja una relacién entre este gen y el transporte de iones con el sistema
de regulacion del choque osmotico. Por estudios ya reportados de la mutante en ENA/
la salida de los iones toxicos durante estrés es defectuosa y nuestros datos confirman esa
caracteristica. Realizamos los estudios de acumulacion de iones sodio intracelulares en la
mutante que porta la interrupcidn de todos los genes ENA, asi como en la que porta la
interrupcion del gen HOG/! (Figura 15). La mutante NK-d se comporta muy similar
aunque no igual, como era de esperar, a la cepa que contine la interrupcion del mismo
gen. La mutante IN1, sin embargo, presenta una menor acumulacién de sodio que la
mutante que nos habian proporcionado, comportamiento también esperado debido a que
dicha mutante contiene la interrupcion de los cinco genes ENA en tandem que 1a levadura

posee. Esta ultima cepa también presenta un fenotipo mayor de halosensibilidad.

El estrés ionico fue impuesto con la administracion de 100 mM LiCl al medio de
cultivo. El comportamiento de la cepa parental y de las cepas mutantes es igual al que

presentan por tratamiento con sodio {Figura 16).
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Resultados

Como se menciond con anterioridad, propiedades importantes para la resistencia o
sensibilidad a sal son: la relacién Na*/K" intracelular dptima y la produccién de osmolitos
compatibles que contrarresten la toxicidad. La relaciéon Na*'/K™ se puede modificar
cambiando la concentracién de K™ intracelular en el momento del choque. Realizamos
los estudios de medida de concentraciones internas de este ion en todas las cepas (Figura
17) y lo observado fue que, aunque en un principio en todas ellas se presenta una salida
de potasio inmediatamente después del choque, Gnicamente la cepa parental (58RS)
puede reclutar suficientes iones potasio del medio para contrarrestar la toxicidad de los
iones sodio o litio. Otra posibilidad es que esta cepa pueda inducir la produccién de
glicerol u otro compuesto como osmolito compatible que ejerza el mismo efecto. Cualquiera
de estos métodos permite el crecimiento de esta cepa silvestre en las concentraciones de
sal estudiadas. Cuando analizamos la concentracion del ion potasio al traspasar a las
células a condiciones normales después de 90 min de estrés con NaCl, observamos que el
aumento de la concentracidn es ligero pero progresivo con respecto al tiempo, aunque el
medio no contenga una concentracién alta de este ion. Sin embargo, este aumento no es
mas rapido en la cepa parental que en las mutantes, ya que las pendientes de las rectas

que nos indican las constantes de velocidad de entrada de iones, son muy similares.

Las causas de los comportamientos observados pueden ser varias: el método de
experimentacion puede no ser el idoneo (se necesitarian medidas a tiempos mas cortos en
los primeros minutos que determinasen especificamente la pendiente), las cepas en estudio
pueden modificar la toxicidad elevando la concentracion intracelular de potasio, de igual
forma, pueden inducir la sintesis de compuestos (osmolitos) que no podemos determinar
por este método. El aumento de la concentracién intracelular de potasio es, por lo tanto,

una medida adoptada por las células para evitar la toxicidad o la acumulacion de sodio
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Resultados

que se produce (Figura 18). En consecuencia, la sensibilidad a sal de las mutantes que
estudiamos puede deberse a la ineficiencia en evitar la acumulacién del ion toxico
(acumulacion dependiente posiblemente de la concentracion de potasio), o bien a la falla

en la regulacion de la sintesis de los compuestos osmoprotectores.

Decidimos entonces, para abordar el problema, realizar las graficas de la relacién
sodio/potasio durante y posterior al tratamiento con sal. Estos datos podrian reflejar que
el aumento de la concentracion de potasio puede ser €l medio utilizado por estas células
para evitar la toxicidad, aunque el sodio a muy baja concentracion es el que determina la
relacién existente entre ambos iones. La cepa parental silvestre (mas resistente), puede
contrarrestar la toxicidad del sodio, sin embargo las mutantes sensibles no pueden. Por la
relacion sodio/potasio obtenida durante y después del estrés, concluimos que ésta es
mayor en ambas mutantes que en la sivestre (Figura 19 y 20). Por todo lo anterior,
consideramos que la obtencion de dicha relacion es un buen parametro para determinar
la resistencia o sensiblidad de una cepa respecto a su silvestre, aunque no podamos

discernir entre los mecanismos utilizados por la célula para llegar a esa realacion.

Anadlisis de la relacion epistatica entre los genes.

Para el analisis de la relacion entre los dos genes, obtuvimos el diploide producido
entre las dos mutantes haploides (IN1/NK-d) y como se puede observar en la imagen de
las cajas de Petri, las dos mutaciones mapean en genes independientes y es por ese
motivo que la diploide puede crecer en cajas con sal, es decir, las mutaciones se
complementan (Figura 21). Debido a que en cada una de las haploides aparece la copia
silvestre del gen mutado que tiene la otra cepa haploide, las diploides de estas dos

mutantes no son halosensibles. Como control pusimos a la cepa parental diploide, a la
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Control

Figura 21: Estudio de complementacion en el diploide entre las mutantes IN1 y
Ahogl en medio minimo y glucosa como fuente de carbono, en caja control sin
sal y en cajas con sal, 100 mM LiCl 6 1 M NaCl.

[(1) diploide IN1/Ahog, (2) diploide IN1/58RS, (3) Ahog, (4) IN1, (5) 58RS 2n]




Resultados

diploide obtenida entre IN1 y su parental (IN1/58RS) y a las haploides por separado.

Analizamos la segregacion de tétradas de la diploide obtenida 1N1/Ahog y goteamos
en diferentes cajas con diferentes compuestos esa misma segregacion (Figura 22). Las
cajas contenian 1M NaCl (produce estrés osmético e ionico), | M Sorbitol (que produce
unicamente estrés osmético) y 100mM LiCl (que produce unicamente estrés iénico) para
ver si habia o no diferencia entre las células de las diferentes tétradas y si habia o no
epistasis entre los genes mutados. Pudimos observar que las dos mutaciones segregaron
de manera independiente y obtuvimos todas las combinaciones fenotipicas posibles. El
primer resultado es de suma importancia, ya que nos indicé que el producto del gen INI
es dependiente de la via de HOG. Esta altima caracteristica s¢ puede observar claramente
en la segunda tétrada de la figura en la que el crecimiento de cada una de las cé€lulas
depende del medio de seleccion. La primera célula presenta una mutacién en el producto
del gen de IN1 uinicamente (aB en la figura ), no crece en medio con estrés idnico (100
mM LiCl), ésta misma si crece en medio con estrés Unicamente osmético (1 M Sorbitol) y
no crece en medio que produce los dos tipos de estrés (1 M NaCl). La segunda (Ab)
presenta una Unica mutacion en HOGI, crece debilmente en medio con estrés ionico y
ese crecimiento débil demuestra que si se presenta una mutacion hogl, el producto del
gen IN1 no es tan eficiente. Estas células no crecen en los otros dos tipos de estrés. La
tercera célula puede crecer en todos los medios y consideramos entonces que presenta
genotipo y fenotipo igual al de una cepa parental silvestre. La cuarta gota (ab en la
figura) es de células que presentan las dos mutaciones y por lo tanto el fenotipo es osmo

-y halosensible.
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Conclusiones

Conclusiones

Realizamos la mutagénesis para aislar y caracterizar mutantes sensibles a sal de la
levadura S. cerevisiae. Dos de las mutantes que se identificaron presentaban los fenotipos
de halosensibilidad mas claros: NK-d y IN1. Las dos mutantes son sensibles pero no de
1gual modo al choque iénico dado por NaCl o LiCl y unicamente la mutante NKd es
también sensible al choque osmotico dado por NaCl y por otros osmolitos (por ejemplo, 1
M sorbitol). Los genes que identificamos mutados son: HOG/! en la mutante NK-d y

ENAI (PMR2) en la mutante 1N1.

NK-d se comprobd, realizando la diploide de esta mutante con otra cepa haploide
que contenia la interrupcidn de un gen ya reportado, por estudios de complementacidn,
que correspondia a una mutacion puntual, en el gen de HOG/. Debido al método de
seleccidn fenotipica usado no sabemos si la mutante contenia alguna otra mutacion, sin
embargo, no se detectd interferencia cuando buscamos sensibilidad a sal. El fenotipo
encontrado en dicha mutante es perfectamente acorde con lo ya reportado para la
interrupcién en el gen HOGI. No sabemos si en algin caso especifico, la via de transduccién
de sefiales podria verse afectada por una mutacion puntual o por la interrupcion del gen.
Para estudios adicionales y como perspectiva de trabajo con la mutante, podriamos saber
si ese es el caso. La cinasa codificada por HOG/ determina la induccién o la falta de
represion de muchos genes que se expresan fundamentalmente en condiciones de estrés.
Analizando la expresion de algunos de estos genes de respuesta (GPDI, GRE, CTT,
HALI,DDR48...) determinariamos si la mutacion puntual que seleccionamos, corresponde
efectivamente a una ausencia de actividad de la proteina cinasa o a una falla en la

actividad de la enzima.
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Conclusiones

Estudios relacionados con la reversion de la mutacién nos reflejo que la frecuencia
con la que encontramos esta caracteristica es muy baja. Este hecho favorece la utilizacion
de la mutante para analisis posteriores, sin embargo, si todos los fenotipos analizados
concuerdan con los de la mutante que posee la interrupcion del gen, es preferible la
utilizacion de esta Gltima para otros estudios por ser mas limpia y mas segura bioquimica

y genéticamente.

Los datos obtenidos con los estudios de acumulacion intracelular de iones nos
reflejé un dato interesante. Un fallo en el transporte de iones de la célula durante estrés,
es un reflejo del efecto de sensibilidad a sal que esta mutante presenta. La mutacién en
HOG! produce una acumulacién intracelular de iones téxicos durante un tratamiento de

estrés con sal.

IN1 se comprobo por estudios de complementacién, de nuevo obteniendo la
diploide de nuestra mutante con la cepa haploide que contenia la interrupcién de un gen
ya reportado, que correspondia a una mutacion en el gen de ENA /. El fenotipo encontrado
en dicha mutante es perfectamente acorde con lo ya reportado para la mutacion en este
gen, sin embargo, el gen ENAI es uno de los cinco (ENAI, ENA2, ENA3, ENA4 y ENAS)
que aparecen en tandem en S. cerevisiae que codifican para la ATPasa de salida de
sodio en la membrana plasmatica de este organismo. La interrupcion de uno de esos
genes no refleja una pérdida total de la funcidn que ejercen, y aunque ENAJ es el gen
que posee la actividad mas alta entre las cinco copias, el fenotipo de sensibilidad de su
mutacion es parcial. ENA/ es un gen dependiente de la via de HOG. Esta caracteristica

reforzd nuestros datos al caracterizar la diploide realizada entre las dos mutantes
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seleccionadas. La segregacion meidtica que se presenté en el analisis de tétradas de esa
diploide nos mostré que los dos genes son independientes, que presentan fenotipos que
dependen del estrés al que se somete a las células, y que cada uno de los fenotipos
presentes esta determinado por la presencia o ausencia de cada uno de los genes. Cuando
la situacidn de estrés estaba dada por LiCl a concentraciones bajas (100 mM) la via de
transduccién determinada por HOG no deberia estar activada, ya que a esa concentracion
de sal no hay estrés osmotico, por lo que el fenotipo que presentaban las haploides
estudiadas debia depender inicamente de la mutacién en el gen ENAI. Sin embargo,
cuando las células presentaban una mutacién en HOG/ y el gen de la ATPasa de sodio
no se encontraba mutado, el comportamiento de las células crecidas a esas concentraciones
de sal reflejé un crecimiento no 6ptimo. El fenotipo de estas dltimas indicaria que la

funcion del gen £ENA/ es dependiente de la via de HOG.

El analisis de la concentracion intracelular de iones, asi como los estudios de salida
de éstos después de la aplicacion de un choque salino, nos permitid una mejor
caracterizacidn del fenotipo de sensibilidad. Se confirmo que es el comportamiento de la
ATPasa de salida de iones sodio en la levadura la via que determina el fenotipo de
sensibilidad a sal de esta mutante. La respuesta a sal de la levadura, sin embargo, esta
dada por una suma de funciones determinadas por muchos genes que reflejan un fenotipo
epistatico. Los datos confirmaron lo esperado y posibilitaron el estudio de la diploide
obtenida entre las haploides 1N1 y NKd. Una perspectiva del trabajo es el analisis mas
exhaustivo del comportamiento epistatico entre los dos genes, su relacidon con la alta
concentracidon intracelular de iones y por lo tanto su relacién con el fenotipo de

halosensibilidad.
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Conclusiones

Relevancia del trabajo

1. Obtuvimos mutantes que expresan fenotipo de sensibilidad a estrés salino debido
a un gen unico nuclear y recesivo. Se obtuvo un gran nimero de mutantes que se¢

encuentran disponibles en el laboratorio para posteriores analisis y caracterizaciones.

2. Las dos mutaciones selecionadas se encuentran en genes diferentes. Estas
mutaciones puntuales son NKd, que porta una mutacién puntual alélica al gen HOG!I y
IN1 que porta una mutacion puntual alélica al gen ENA/. La clonacidn de cada una de
las mutaciones nos permitira la determinacidn del fenotipo especifico que establece la

mutacién puntual.

3. Estas mutantes NKd y IN1, nos permiten ¢l estudio de mutaciones puntuales
que no siempre reflejan fenotipos iguales a las que portan interrupciones o deleciones de

los genes.

4. 1.a determinacion de las concentraciones intracelulares de iones de las mutantes

hogl y enal permitid llegar a las siguientes conclusiones:

. hay un incremento en la concentracién intracelular de iones de Na* o Li2*
durante un tratamiento de estrés con NaCl o LiCl,

. no se afecta la salida de los iones depués del tratamiento de estrés

. el aumento en la concentracién intracelular de K* podria compensar el efecto

téxico del ion Na* en una cepa silvestre,
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Conclusiones

. la relacién Na'/K* durante y después del estrés es mayor en ambas mutantes
halosensibles que en la silvestre. Dicha relacion es un buen pardmetro para determinar la

resistencia o sensibilidad de una cepa respecto a su silvestre.

5. Existe una relacion epistatica entre los genes ENAI y HOG! que caracterizamos.
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Apéndice
Medios de crecimiento

YPD (medio rico para levadura con glucosa como fuente de carbono)

Extracto de levadura...........ccccoveieieneniveceree e 1%
Peptona........coviceeceececerce s 2%
DEXITOSA. ....covievirereierreriretesscsene s ceeer e sressesse s saans 2%
(AZAT .ottt s ass e s 2 %)

Autoclave a 110 °C.

SD (medio minimo para levadura con glucosa como fuente de carbono)

YNB sin amino acidos (Dico).....coccoevvvrecncnncneens 0.7 %
GIUCOSA..c..eceieeteieerter et s e es e eavassasosessna s 2%

10xMES 0.5 M a pH 6.0 con Tris Base............... 100 ml/1
(AZAL v cveriiinereeiets et ses et s reee st s aser s 2 %)

requerimientos: se encuentrana 100 X .

Autoclave 110 °C.

SG (medio minimo para levadura con galactosa como fuente de carbono)

YNB sin amino acidos (Difco)......comevcrnerereeonnneee 0.7 %
GalACIOSA. ..cvvevevirereererercre ettt 2%
10xMES 0.5 M a pH 6.0 con Tris Base................. 100 ml/1
(AGAT ...ttt s 2 %)

requerimientos: se encuentrana 100 X .

Autoclave 110 °C.
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Auxotrofias (100 X)
uracilo 3 mg/ml
leucina 10 mg/ml
adenina 3 mg/ml
histidina 3 mg/ml

triptéfano 2 mg/ml

Pre-esporulacion

Extracto de levadura..........coceviviciinnninirneiininnens 0.8 %
Bactopeptona..........cocomvreimenecne e 0.3 %
DIEXLIOSA. v vevreeeerereeereceerereeeerienereesen oo senesenseeeeenes 10 %
AAT...oiiierieevi s s st s 2%
Esporulacion

Acetato de POLASIO. .......cvvevrorererierietetrene e 1%
Extracto de levadura...........cccooonveciniennnincnincncennnans 0.1%
DIEXITOSA. cvcvveeveverrerrenereseeespeseseseesesesensssenessesnssenseesnnes 0.05 %
(AZAT ...ttt s 2 %)
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