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I.- INTRODUCCION

Todos los seres vivos crecen, se desarrollan y se reproducen de manera
optima bajo ciertas condiciones ambientales. Los organismos necesitan
adaptarse a diferentes condiciones de humedad, calor, salinidad,
disponibilidad de nutrientes, etcétera, pues de esto depende el mantenimiento
de los procesos celulares vitales. A aquellas condiciones que amenazan la
supervivencia de la célula o que le impiden su funcionamiento 6ptimo se les
conocen como estrés. Para lograr crecer en situaciones adversas, se han
seleccionado estrategias defensivas en las células que les permite adaptarse y
sobrevivir a las condiciones cambiantes del ambiente. Estas estrategias las
llevan a modificar su metabolismo y regular su velocidad de crecimiento,
entre otros mecanismos. Una de las primeras lineas de defensa contra el
estrés, son los componentes de bajo peso molecular (por ejemplo la trehalosa
y metalotioneinas) y las proteinas de choque térmico (por ejemplo chaperonas)
que actuan inmediatamente protegiendo contra varios tipos de estreses
ambientales. La activacion de la(s) cascada(s) de senalizacion del estrés en
turno, permite transcribir genes que sirven como proteccion a otros tipos de
estrés. Estos pueden incluir tanto a genes especificos del estrés (por ejemplo
genes de estrés por calor, oxidativo, etc.), como a genes involucrados en la

respuesta general a estrés.

Una gran variedad de condiciones ambientales y fisiologicas
desencadenan rapidamente la sintesis de un conjunto de proteinas de
respuesta al estrés (Hsp —heat shock proteins-, catalasas, peroxidasas, etc.)
(Ruis and Schuller, 1995). En general estas proteinas sirven para reparar el
dano causado y proteger de los efectos de futuras exposiciones al mismo o

de otras diferentes formas de estrés (Estruch, 2000c).



La levadura Saccharomyces cerevisiae es un hongo ascomiceto de vida
saprofita en plantas o material animal. Ha sido utilizado como un organismo
modelo para el estudio de la respuesta al estrés en células eucariontes. El
genoma completo de esta levadura ha sido secuenciado y anotado en la base
de datos de acceso al publico (http://www.yeastgenome.org/). Esta levadura
presenta cinco fases de crecimiento bien definidas cuando es cultivada en

medios liquidos con glucosa como fuente de carbono (figura 1).

e Fase lag: es un periodo de adaptacion en el cual la célula ajusta su

metabolismo para el nuevo medio y se prepara para proliferar.

e Fase logaritmica 6 exponencial; las células alcanzan su maxima
velocidad de duplicacion y llevan a cabo un metabolismo fermentativo en el
que se produce etanol. Durante esta etapa presentan gran sensibilidad al

estrés por calor y a otros tipos de estrés.

e Cambio diduxico: es un periodo breve en el cual no hay division, y la
célula cambia de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio. Esto
sucede cuando disminuye la concentracion de glucosa y aumenta la de

etanol.

e Fase postdiduxica: las células usan como fuente de carbono el
etanol producido durante la fase exponencial e incrementan su resistencia al

estrés gradualmente.

e Fase estacionaria: esta fase se alcanza después de 7 dias de
crecimiento en medio rico, cuando los nutrientes se han agotado. La sintesis
de proteinas disminuye dramaticamente a aproximadamente un 0.3 % del
que se alcanza en la fase exponencial (Fuge et al.,, 1994). Las células dejan
de dividirse y acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y
glucogeno, alcanzan su maximo nivel de resistencia a estrés y su pared
celular se vuelve mas gruesa y resistente a la digestion por liticasa (Werner-

Washburne et al., 1993).
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FIGURA 1. Diagrama de una curva de crecimiento tipica en medio con glucosa, donde se
muestran las cinco etapas de crecimiento bien establecidas de Saccharomyses cerevisiae.

1.El Estrés en la Levadura Saccharomyces cerevisiae

Estudios genomicos en S. cerevisiae han revelado un amplio
sobrelapamiento en la expresion de los genes de respuesta a una gran
variedad de estreses ambientales incluyendo choque por calor, estrés
osmotico, bajo pH, limitacion de nutrientes (como glucosa y nitrogeno) y

agentes que danan el DNA (Moskvina et al., 1998;Gasch et al., 2000).

1.1.Estrés por calor.

La exposicion a estrés cambia dramaticamente los patrones de
expresion genética. La respuesta al calor en levaduras es de las mejores
descritas: las elevadas temperaturas pueden ocasionar dano a diversas
estructuras celulares y procesos fisiolégicos que incluso pueden ocasionar la
muerte. Entre los danos que ocasionan las elevadas temperaturas se
encuentran la fragmentacion del aparato de Golgi, un incremento en el
numero de lisosomas y la reduccion del numero de mitocondrias, dando
como consecuencia una disminucion de la respiracion y la fosforilacion
oxidativa. También el calor induce un incremento en la fluidez de la bi-capa

lipidica y la aglomeracion de las proteinas integrales de la membrana



(Parsell et al., 1994). Se afecta al citoesqueleto y el huso mitotico. También
provoca una inhibicion del procesamiento de los RNAs inmaduros (Yost and

Lindquist, 1986).

Para la levadura, la exposicion a condiciones moderadas de calor
(preadaptacion) provoca que ésta adquiera termotolerancia, y esto se
relaciona con la actividad del factor de transcripcion de choque por calor,
HSF1 (Parsell et al., 1994;Morano et al.,, 1998). Se ha establecido que las
vias reguladoras de la sintesis de HSPs, son los principales factores
involucrados en la adquisicion de la termotolerancia. Lindquist ha reportado
que la proteina Hsp104 es esencial para la adquisicion de la termotolerancia

en S. cerevisiae (Sanchez and Lindquist, 1990c).

1.2.Estrés oxidativo

Todos los organismos vivos utilizan el dioxigeno (02) para respirar y
obtener energia. Sin embargo, a partir de esta molécula se forman durante
la respiracion moléculas mas reactivas conocidas como especies reactivas de
oxigeno (ROS). Entre las ROS se incluyen el anion superoxido (02), el
peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH7), que son
consecuencia de la reduccion incompleta del oxigeno del agua durante la
respiracion. También las ROS se generan de otros procesos metabodlicos
como la B-oxidacion de los acidos grasos o al exponer a las células a fuentes
de radiacion ionizante (incluyendo radiacion UV), o a quimicos de reciclaje
redox o a metales pesados. Los radicales libres generados por estos procesos
causan dano severo a las macromoléculas celulares, como a los acidos
nucléicos, las proteinas y los lipidos (Halliwell and Gutteridge, 1984). Por
ejemplo, el dano oxidativo al DNA afecta a las bases purinas y pirimidinas,
provocando que estas se unan por enlace fosfodiéster (Jackson and Loeb,
2001). El dano oxidativo en las proteinas es a causa de la oxidacion de los
residuos acidos de la cadena de aminoacidos hacia derivados hidroxilo o
carbonilo, y también se debe a la ruptura de la cadena de polipéptidos,
llevando asi al incremento de la susceptibilidad proteolitica y la disminucion

de la actividad biologica de la proteina afectada (Stadtman, 1993).



Los organismos que crecen de manera aerobica han desarrollado
multiples maneras de descomponer las ROS. Han desarrollado la produccion
de enzimas destoxificantes (por ejemplo, catalasas, superoxido dismutasa y
peroxidasas) y moléculas que atrapan a las ROS (por ejemplo glutation y
tiorredoxinas) (Costa and Moradas-Ferreira, 2001). Asi, los organismos son
capaces de mantener un ambiente redox intracelular reducido. Sin embargo,
cuando las concentraciones de ROS sobrepasan la capacidad celular de

eliminarlos se produce un estado de “estrés oxidativo”.

En la levadura S. cerevisiae, la adaptacion al H2Oz correlaciona con la
rapida estimulacion de 71 proteinas y la represion de otras 44 (Godon et al.,

1998). Las funciones celulares afectadas son:

e Defensa antioxidante. Hay induccion de los genes que codifican para
la proteina citocromo C peroxidasa (CCPI), la catalasa citosolica (CCT1I), la
superoxido dismutasa (SODI), la tioperoxidasa (TPSI), la tiorredoxina 1 y 2
(TRR1 y 2), la tiorredoxina peroxidasa dependiente de NADPH y la glutation
reductasa dependiente de NADPH.

e Proteinas de choque térmico y proteasas. Doce proteinas de choque
por calor son estimuladas por H202. Muchas HSP's son chaperonas
moleculares que asisten durante la acumulacion anormal de proteinas bajo

condiciones de estrés.

e Proteinas relacionadas con el metabolismo del carbono. La respuesta
al peroxido afecta drasticamente el metabolismo del carbono, principalmente
en la generacion de NADPH, que es el mas importante poder reductor de la

célula (Godon et al., 1998).

En el control de la respuesta adaptativa al H2O2 estan involucrados
los reguladores transcripcionales Hsfl, Yapl, Skn7 y Msn2/4 (Kuge and
Jones, 1994;Krems et al, 1996;Hasan et al., 2002). Mas adelante se

describira en detalle el papel de estos factores transcripcionales.
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Una de las proteinas importantes en eucariontes en la respuesta al
estrés son las metalotioneinas (MTs): son pequenas proteinas de union a
metales, ricas en cisteinas. Estas se sintetizan en una gran variedad de
estreses ambientales 6 fisiologicos. Juegan un papel importante en la
destoxificacion de metales, también protegen a las células de una serie de
xenobiodticos, incluyendo agentes quimioterapéuticos alcalinos, protegen del
deterioro producido por la generacion de radicales libres producidos por la
radiacion o agentes quimicos (Thiele, 1992). En Saccharomyces cerevisiae,
s6lo un gen codifica para MTs, CUPI que es inducido por Hsfl cuando las
células son ayunadas de glucosa y cuando la respiracion se encuentra

exacerbada (Tamai et al., 1994).

2.Proteinas de Choque Térmico

En condiciones ambientales 6ptimas existe un estado termodinamico
estable. La prolongada exposicion al estrés calorico interfiere con la eficiente
operacion de las células con consecuencias negativas en las propiedades
bioquimicas de las proteinas, ya sea provocando que éstas se agreguen o se

plieguen de una manera incorrecta.

El aumento de la temperatura tiene como consecuencia la sintesis de
proteinas de choque por calor (HSP). La mayoria de estas proteinas
(proteasas y chaperonas moleculares) mantienen la homeostasis de las
proteinas plegadas defectuosamente y aglomeradas, que son acumuladas
durante el estrés. Ya sea protegiendo a las que han sido desnaturalizadas, o
previniendo la agregacion de otras (Hartl and Hayer-Hartl, 2002). Las
chaperonas son ubicuas; altamente conservadas entre los distintos reinos;
utilizan la energia del ATP para cambiar de la conformacion desplegada a
plegada de sus blancos; clasicamente se han clasificado por su peso
molecular. Las HSP's han sido implicadas en varios procesos relacionados

con el crecimiento normal de las células tales como la division celular, la
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sintesis de DNA, la transcripcion, la traduccion, el plegado de proteinas y el

transporte (Mager and Ferreira, 1993).

Familia Miembros Funciones generales
Hsp100 Hsp104 Desagregacion de proteinas y tolerancia al estrés
Hsp90 Hsc81, Hsp82 Plegado de proteinas y tolerancia al estrés. Muchos de

sus sustratos parecen estar involucrados en la
transduccion de sefnales.

Hsp70 Ssal-4, Ssb1-2, Plegado de proteinas y tolerancia al estrés.
Ssel-2, Sszl
Hsp40 Ydj1, Sisl Estimulaciéon de la actividad de ATPasa de Hsp70.

Sis1 esta involucrada en el inicio de la transcripcion.
Cofactores Stil, Cpr6, Cpr7, Hsp70-Hsp90 ayudan al ciclo del plegado de

Hsp70/90 Cnsl proteinas. Stil conecta a Hsp70 con Hsp90 y regula
la actividad de ATPasa de ambas proteinas.

HSP's Hsp26, Hspl2, Forman oligobmeros complejos con proteinas

pequenas Hsp42 desplegadas y previenen la a%acién de éstas.

TABLA 1. Familia de chaperonas y co-chaperonas de la levadura. Las proteinas marcadas
en negritas son aquellas que han sido mejor caracterizadas.

El principal papel de las proteinas chaperonas es catalizar el plegado
de las proteinas y lograr interacciones no-covalentes con la cadena del
péptido naciente. De esta manera previenen reacciones no productivas y el
plegado incorrecto de su estructura (Walter and Buchner, 2002). Una clase
inusual de proteinas en mamiferos y hongos es capaz de explotar la
maquinaria molecular de las chaperonas para remodelar la conformacion de
formas infecciosas propensas a la agregacion, estas proteinas se llaman

priones (Shyu et al., 2002).

Los niveles basales de expresion adecuados de las chaperonas son
importantes bajo condiciones de crecimiento normal. Durante la exposicion
al estrés las células requieren un incremento de las chaperonas. La
chaperona Hspl04 tiene un amplio espectro protector contra diversas
condiciones de estrés. A diferencia de las chaperonas constitutivas, Hsp104
no tiene un papel esencial en el crecimiento bajo condiciones normales. Pero
las células Ahsp104 que son expuestas al estrés, presentan una dramatica

reduccion en su capacidad de sobrevivencia (Sanchez and Lindquist, 1990Db).
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La tolerancia inducida por calor en Saccharomyces cerevisiae depende
de varios factores entre los que se encuentran las proteinas cinasa del tipo A
dependiente de AMPc (PKA), la proteina de choque por calor de 104 kDa
(Hsp104) (Sanchez and Lindquist, 1990a), las enzimas que sintetizan
trehalosa (de Virgilio et al.,, 1994) y la ATPasa de membrana plasmatica

(Coote et al., 1991).

3.La Via de la Proteina Cinasa del tipo A Dependiente de AMPc.

La via Ras-PKA en la levadura juega un papel muy importante en el
control de diferentes procesos celulares: el metabolismo de carbohidratos y
del nitrégeno; la proliferacion (particularmente en base a la disponibilidad de
nutrientes y el crecimiento en diversas fuentes de carbono); la resistencia al
estrés; la esporulacion (Thevelein and de Winde, 1999); la resistencia de la
pared celular a la digestion con liticasa (Van et al.,, 2000) y la biogénesis

ribosomal (Klein and Struhl, 1994).

La via PKA también esta involucrada en el control de la progresion del
ciclo celular de la fase Go/G1 a la fase G2 (Anghileri et al., 1999), a través de

la transcripcion de la ciclina de G1, Cln3 (Hall et al., 1998).

La regulacion de la concentracion de AMPc es un punto de control
importante en la respuesta al estrés; ya que se ha observado que cuando
sus niveles son bajos, se incrementa la expresion de las proteinas de choque
térmico, tales como Hsp70, Hsp26 y Hspl2; y de otras proteinas como la
ubiquitina (un mediador de la protedlisis) (Estruch, 2000b). Se ha
demostrado que esta via reprime la actividad de los factores
transcripcionales Msn2, Msn4 (Gorner et al., 1998b) y Yap1, al controlar su

localizacion intracelular (Fernandes et al., 1997).

Esta via se compone de varios elementos que interactian para

regular la actividad de la PKA (figura 2) (Thevelein and de Winde, 1999). Rio
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arriba de la PKA, la via es activada por el producto del gen CDC25, que es
un intercambiador de nucleétidos, de GDP a GTP (GEF), que activa a las
proteinas Ras (Damak et al.,, 1991), codificadas por los genes RASI y RAS2.
Se conoce un segundo intercambiador de nucleétidos de guanina de Ras,
Sdc25. Se ha reportado (Boy-Marcotte et al., 1996) que Sdc25 se expresa
durante el cambio diauxico, cuando los nutrientes han disminuido, pero no
durante el crecimiento en fase exponencial. Sin embargo, mediante ensayos
mas sensibles de RT-PCR, se ha demostrado que este gen también se
expresa en fase exponencial en un fondo genético W303a a niveles tan bajos
que no pueden detectarse por Northern (Boy-Marcotte et al,

1996)(comunicacion personal con Martinez-Anaya C.).

La regulacion negativa de Ras es dependiente del incremento de su
actividad de GTPasa a través de Iral e Ira2 (Tanaka et al.,, 1991). El blanco
conocido de Ras en levaduras es la proteina adenilato ciclasa (AC),
codificada por el gen CYRI, que cataliza la sintesis de AMPc. La AC es
regulada la proteina asociada a la adenilato ciclasa (CAP) (Fedor-Chaiken et

al., 1990).

Ademas de Ras, la proteina AC también puede ser activada por el
sistema del receptor de glucosa acoplado a la proteina G (figura 2). La
proteina Gpa2 esta fuertemente unida al receptor extracelular Gprl. Al
parecer este sistema esta involucrado en el incremento rapido de los niveles
de AMPc, justo después de que se adicionan altas concentraciones de
glucosa (100 mM) a células ayunadas de este carbohidrato (Colombo et al.,

1998).

El aumento de la concentracion de AMPc, por la accion de la AC,
activa a la PKA a través de la union de dos moléculas de AMPc a cada una
de las subunidades regulatorias negativas, Bcyl, provocando su disociacion
y, como consecuencia, la liberacion/activacion de las dos subunidades
cataliticas codificadas por los genes TPK1, TPK2 y TPK3 (Werner-Washburne

et al.,, 1991). Estas subunidades cataliticas tienen como blanco a residuos
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de serina o treonina en sus sustratos, cuyas secuencias consenso son: R-
R/K-X-S*/T* > R-X2-S*/T*=R-X-S*/T* (Kennelly and Krebs, 1991;Shabb,
2001). Recientemente, utilizando microarreglos se han podido establecer
diferencias entre las actividades de las tres subunidades de la PKA
(Robertson et al., 2000). Se ha demostrado que estas subunidades no tienen
funciones redundantes a pesar de su alto nivel de identidad de secuencia, de
su parecido en el contenido de aminoacidos acidos y de su traslape en la
regulacion de la viabilidad. Mientras, Tpk2 es responsable de regular
distintos procesos, tales como el crecimiento pseudohifal, la regulacion de
genes involucrados en la degradacion de trehalosa, y de genes involucrados
en la asimilacion de fierro y el estado hidrico de la célula. Tpkl regula
principalmente a genes involucrados en la respiracion, y participa en la des-
represion de la biosintesis de aminoacidos con cadena ramificadas
(Robertson et al.,, 2000). Finalmente, Tpk3 esta especialmente involucrada
en la regulacion del contenido enzimatico mitocondrial durante el
crecimiento (Chevtzoff et al., 2005) y en la hiperfosforilacion de Rgtl (factor
de transcripcion involucrado en la represion del gen HXK2 -hexocinasa 2) en

respuesta a la alta concentracion de glucosa (Palomino et al., 2006).

La concentracion intracelular del AMPc también es contrarrestada por
las fosfodiesterasas de baja y de alta afinidad, Pdel y Pde2, respectivamente.
La fosfodiesterasa de baja afinidad es uno de los blancos de las PKA, y se
sabe que es activada por ésta; de esta manera, la acumulacion de AMPc es
regulada negativamente mediante un mecanismo de retroalimentacion (Ma

et al., 1999).
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FIGURA 2: Modelo propuesto para el funcionamiento de la via Ras-PKA (modificado de
Santangelo et al. 2006).

Uno de los puntos clave en la regulacion de la actividad de la via Ras-
PKA es la localizacion de las subunidades que la conforman. Se ha
demostrado que la localizacion de Bcyl es mayoritariamente nuclear cuando
la células son crecidas en glucosa (Ras-PKA activada), permitiendo asi la
accion de la TPK's en el citoplasma. En cambio cuando disminuye la
concentracion de glucosa se observa un aumento de Bcyl en el citoplasma.
Esta rélocalizacion citoplasmatica de Bcyl es importante para inhibir la
actividad de la PKA sobre sus sustratos blancos, por ejemplo, a las enzimas

metabolicas (Griffioen and Thevelein, 2002).

Se ha sugerido que la funcion de las proteinas Ras puede estar
relacionada con la percepcion y la transmision de las senales de estrés
mediada por Cdc25. La actividad de Cdc25 es regulada positivamente a
través de una interaccion directa con la proteina citosdlica Ssal (un

miembro de la familia Hsp70p) (Geymonat et al.,, 1998). También se ha
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demostrado que los niveles celulares de Cdc25 se ven reducidos cuando las
células estan bajo estrés, tales como la presencia de etanol, el estrés
oxidativo y por calor. Este efecto posiblemente se deba a que bajo
condiciones de estrés existe un aumento de proteinas desnaturalizadas
reclutando asi a la chaperona Ssal (Hsp70) (Wang et al., 2004).
Recientemente, se ha sugerido que el dominio N-terminal de Cdc25 es
controlado negativamente por la actividad catalitica de esta chaperona

(Ssal) (Belotti et al., 20006).

4.Regulacion Transcripcional de la Expresion de los Genes de Estrés en

la Levadura.

Hasta el momento se ha demostrado en los promotores de la levadura
la existencia de tres elementos-cis, necesarios para la transcripcion de los
genes que son activados en respuesta a diferentes condiciones de estrés:
ARE (AP-1 responsive element), STRE (stress response elements) y HSE (heat
shok elements), siendo los elementos HSE y STRE los que regulan la

expresion de genes de respuesta al calor principalmente.

4.1.ARE (Elementos de respuesta a AP-1):

El factor transcripcional Yapl presenta una similitud a nivel de
secuencia con la familia de c-Jun de los mamiferos. Contiene un dominio de
union a DNA del tipo cierre de leucinas (bZIP) en su region N-terminal. Yapl
es homologo al factor de transcripcion de mamiferos AP-1, tiene la capacidad
de unirse a elementos ARE (5-TTACTAA-3°) de SV40 y de activar la
transcripcion de un gen reportero que contiene estos elementos (Moye-

Rowley et al., 1988).

Mutantes Ayapl presentan un fenotipo de sensibilidad a H202 (Schnell
et al.,, 1992). En condiciones fisiologicas, la actividad de Yapl se induce por
estrés oxidativo, mientras que en una condicion sin inducciéon la

transcripcion no se detecta. La actividad de Yapl esta regulada por su
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localizacion intracelular. Son necesarios tres residuos de cisteina en la
region carboxilo terminal para mantener a la proteina en el citoplasma. Bajo
condiciones normales la proteina se mantiene en el citoplasma y en
respuesta a estrés oxidativo es translocada al nucleo (Wiatrowski and

Carlson, 2003).

Los genes importantes en la respuesta oxidativa que son regulados
por Yapl son; GSHI (y-glutamil-cisteina-sintetasa), TRX2 (tiorredoxina),
YCF1 (transportador de conjugados de glutation-S con un sitio de union

para ATP) y GLR1 (glutation reductasa).

4.2.STRE (Elementos de respuesta al estreés):

Existen dos factores transcripcionales, Msn2 y Msn4, que solo se
encuentran en levaduras. Se sabe que no son requeridos para la viabilidad
de la levadura. Msn2 y Msn4 contienen dominios de union a DNA del tipo
dedos de zinc CoH2 en su extremo C-terminal que reconocen y se unen
especificamente a los elementos STRE. Estos elementos estan formados por
las secuencias palindromicas 5-CCCCT-3° 6 5-AGGGG-3° y estan
implicados en el aumento del nivel de expresion de aproximadamente 200
genes (Boy-Marcotte et al.,, 1999a). Se ha demostrado que estos factores
transcripcionales participan en la respuesta a diferentes condiciones
ambientales, como en la induccion de genes de respuesta al choque térmico
(Hasan et al., 2002), y también estan implicados en la regulacion del cambio
metabolico que ocurre cuando las levaduras son crecidas en glucosa (Lai et
al., 2005). Msn2 y Msn4 son proteinas homologas con funciones
redundantes que en ausencia de estimulo se localizan en el citoplasma, lo
cual impide que activen a sus genes blanco. Sin embargo, después de un
estrés moderado o intenso son relocalizadas en el nucleo, donde actian
aumentando la expresion de sus blanco (Gorner et al, 1998a). La
translocacion de estos factores transcripcionales es controlada por su estado
de fosforilacion, que determina su interaccion con las proteinas ancladas al

citosol, Bmh2 y Bmh1 (Beck and Hall, 1999).
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Los genes regulados por Msn2/4 incluyen a algunos que también son
inducidos por Hsfl (e.g. HSP104), y otros involucrados en la respuesta
antioxidante y el metabolismo del carbono. Algunas enzimas involucradas
en el metabolismo de trehalosa son inducidas por Msn2/4 (por ejemplo:
Pgm?2- fosfoglucomutasa, Ugp1-UDP-glucosa pirofosforilasa, Tps1-Trehalosa

6-fosfato sintetasa, etc.) (Morano et al., 1998)

Las mutantes que carecen de ambos genes Amsn2 Amsn4, presentan
hipersensibilidad a diferentes tipos de estrés (choque térmico, osmoético y
oxidativo), debido a que se requieren para la induccion de genes tales como
CTT1 (catalasa T), DDR2 (proteina de respuesta a dano del DNA) y HSP12
(Hsp pequena). Los factores Msn2 y Msn4 son regulados negativamente por
la actividad de la via Ras-PKA. Esto se demostro utilizando mutantes con
una PKA hiperactiva (como 4bcyl o Rasv4l9), los resultados muestran una
baja expresion de los genes regulados por elementos STRE. Por el contrario ,
en fuentes de carbono no fermentables, durante la fase diauxica o
estacionaria en donde la actividad de PKA es baja, y en mutantes con
actividad de PKA atenuada (4ras2) la expresion mediada por elementos STRE

es elevada (Garreau et al., 2000).

Asi mismo, se sabe que la tolerancia inducida es independiente de la
actividad de Msn2/Msn4, ya que las cepas mutantes dobles Amsn2 Amsn4
pueden resistir un choque a 50°C si previamente han sido incubadas a 38°C
durante 30 min (Garreau et al., 2000). Como se menciono antes, se sabe que
en respuesta al estrés la actividad de Msn2 es transitoria y se encuentra
regulada por: la translocacion reversible del nucleo hacia el citoplasma, bajo
el control de las vias PKA y Tor; y la degradacion inducida por calor a través
del proteosoma 26S. Esta degradacion ocurre en el nucleo cuando Msn2

esta en estado activo (Lallet et al., 2004).

4.3.HSE (Elementos de choque por calor):
El factor de trascripcion de respuesta al choque por calor HSF es el

principal regulador de la respuesta al calor en eucariontes. En metazoarios,

19



existen multiples is6formas de Hsfl que regulan la tolerancia a diferentes
tipos de estrés, y estan involucrados en programas de desarrollo, como la
gametogénesis. La levadura S. cerevisiae posee un gen esencial (HSF1) que
codifica para un factor de trascripcion de respuesta al choque por calor que
responde a varios tipos de estrés. Hsfl es requerido para la activacion de
genes que participan en el crecimiento normal de estas células, en la
viabilidad y la proteccion, como los genes que codifican las Hsp’s. El factor
Hsfl se une en forma de homotrimero en condiciones de no estrés a
elementos consenso conocidos como HSE. Estos elementos estan formados
de cinco pares de bases de DNA (tres secuencias repetidas 5 -nGAAn-3°
arregladas en orientaciones alternadas, presentes en los promotores de
Hsp’s) (Tamai et al., 1994;Kroeger and Morimoto, 1994). El tipo HSE perfecto
consiste en tres o mas unidades repetidas, continuas e invertidas
(h"TTCnnGAAnnTTCn). El tipo gap-HSE consiste en dos unidades invertidas,
separadas de una tercera unidad por 5 pb (nTTCnnGAAn(Spb)nGAAn). El
tipo step-HSE consiste en dos unidades repetidas directas, ya sean los
motivos nGAAn o nTTCn, separadas por S5 pb (nGAAnn(Spb)nGAAn
(Spb)nGAAn) (Hashikawa et al., 2006).

Una baja actividad de Hsfl es esencial para mantener la expresion
constitutiva de HSP's necesarias para procesos celulares normales. Hsfl es
expresado constitutivamente y se localiza en el nucleo (Singh et al, 2006).
Su actividad se encuentra regulada tanto positiva como negativamente por
fosforilacion en residuos de serina y treonina en su extremo carboxilo
terminal en respuesta al estrés por calor y oxidativo. Hasta donde se conoce,
el incremento de la actividad transcripcional de Hsfl no ha sido relacionado
a un incremento en la capacidad de unirse a elementos HSE sino a otras

modificaciones postraduccionales de la proteina Hsfl1.

El Hsfl en varios organismos presenta dos dominios altamente
conservados: un dominio de unién a DNA, compuesto por motivos hélice-
vuelta-hélice y un dominio de trimerizacion hidrofobico de forma helicoidal

colied-coil (Sorger, 1991). Las comparaciones con otras proteinas no
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muestran conservacion entre los dominios de activacion de Hsfl. Se han
logrado identificar tres dominios de activacion en Hsfl de levadura: el
dominio Al (residuos 1-172), que permite la viabilidad de las células en
condiciones control; el dominio CE2 (residuos 531-583) que es esencial
tanto para la activacion en respuesta al choque por calor y para el
crecimiento a temperaturas optimas; y el dominio CTA-carboxilo terminal
(residuos 583-833) que es responsable de su actividad sen respuesta a altas

temperaturas (figura 3).

AR1 DBD ILR CE2 AR2 CTM
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FIGURA 3. Representacion de los dominios de Hsfl. Se indican con numeros los
aminoacidos correspondientes a cada dominio. DBD: dominio de unién a DNA. ILR: dominio
rico en leucina implicado en la oligomerizaciéon. La barra en rojo indica los sitios de
fosforilacién que inactivan la actividad de Hsfl, mientras que las barras en negro indican
los sitios de fosforilacién que aumentan la actividad de este factor.

Hahn et al. (1996), en un analisis completo del genoma de levadura ,
establecieron que el Hsfl dirige la transcripcion del 3% del los genes de
levadura a temperatura control. Estos genes codifican para proteinas con
funciones biologicas muy diversas incluyendo el plegado y degradacion de
proteinas, la generacion de energia, el trafico de proteinas, el mantenimiento
de la integridad de la célula, el transporte de pequenas moléculas, la
senalizacion intracelular y la transcripcion. Mientras que Msn2/Msn4
controlan la expresion de la mayoria de las enzimas del metabolismo del
carbono y a las proteinas de defensa antioxidante también en respuesta a

los choques calodricos (Martinez-Pastor et al., 1996).

El Hsfl se encuentra constitutivamente fosforilado y, en condiciones
de estrés tanto por calor como oxidativo, ocurre una hiperfosforilacion que
se detecta como un retraso de su migracion al analizarlo en geles de poli-
acrilamida (fosfo-shift) (Spencer et al., 1996). La hiperfosforilacion del Hsfl
durante el estrés le confiere una fuerte habilidad de activador, aunque hasta

ahora se desconoce la cinasa (o cinasas) responsable de esta modificacion.
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El calor induce la hiperfosforilacion de Hsfl en sus dos dominios
reguladores intramoleculares, el CE2 y el CTM (Hashikawa and Sakurai,
2004). Se ha sugerido que la funcion de la region CE2 es restringir la
actividad del Hsfl a bajas temperaturas y/o interconvertirlo de su estado
activo a inactivo (Hoj and Jakobsen, 1994). La region CTA fue originalmente
identificada como un dominio esencial para la induccion de CUPI en
respuesta al choque de calor y estrés oxidativo (Sakurai and Fukasawa,
2001). Un estudio posterior revelo que la region CTA regula la activacion de
Hsfl durante un choque calorico y también que afecta el reclutamiento de la

maquinaria transcripcional (Sakurai et al., 2003).

Otro factor de transcripcion involucrado en respuestas a estrés es el
Skn7. El gen SKN7 fue inicialmente identificado como un supresor de
mutantes que afectan a la pared celular (Krems et al.,, 1996). Sin embargo,
en trabajos recientes se han dado a conocer los diferentes procesos en los
cuales este factor de trascripcion participa, tales como en la respuesta al
estrés oxidativo, al estrés por calor y en la regulacion del ciclo celular. El
Skn7 es homologo a las proteinas de los sistemas de transduccion de dos

componentes de bacterias.

La homologia de Skn7 con el factor Hsfl en su dominio de union a
DNA llevo a establecer que Skn7 se une a las regiones regulatorias de TRX2,
SSA1 y OCH que contienen HSE, bajo condiciones de estrés oxidativo.
También tiene un dominio coiled-coil, que es necesario para las interacciones
proteina-proteina que se indican adelante (figura 4). El Skn7 interacciona
con varias proteinas, incluyendo factores de respuesta a estrés, como Hsfl y
Yapl (Lee et al, 1999;Raitt et al.,, 2000); con factores de transcripcion que
regulan el ciclo celular (como Mbdl); y con factores de transcripcion
involucrados en la respuesta a calcio (Crz1l). También se ha reportado que

interactiia con la GTPasa Rhol (Li et al., 1998;Park et al., 2005).
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FIGURA 4: Comparacion de las secuencias de HSF1 y SKN7. Tomado de Lee et al.1999.

Skn7 presenta dos tipos de actividad, una dependiente de la
fosforilacion de su aspartato conservado (D427), y una independiente de
ésta. Skn7 fosforilado en D427, induce genes de respuesta al estrés
osmotico (como OCHI1 que codifica a la a-1,6 manosiltransferasa). Su
actividad independiente de la fosforilacion en D427 permite la induccion de
genes de respuesta al estrés oxidativo a través de elementos HSE (como en
TRX2 que codifica para tierrodoxina o en SSAI que codifica para una Hsp70)

(Raitt et al., 2000).
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II.- ANTECEDENTES

El interés general de este proyecto es la elucidacion del mecanismo y la
caracterizacion de los genes que confieren termotolerancia intrinseca
durante la fase de crecimiento exponencial (entre 0.4 y 0.6 de ODegoo) de
Saccharomyces cerevisiae. Para este proposito sé mutagenizo la cepa
silvestre W303-a de donde se aislaron mutantes con una termotolerancia
intrinseca (20 minutos a 50°C) elevada. La caracterizacion de dos mutantes
(ScIBT2 y ScIBT3), revelo que en ambos casos el gen CDC25 esta afectado y
como se menciono6 antes, codifica al factor intercambiador de nucleétidos de

guanina de las proteinas Ras.

A las nuevas mutantes en las cepas ScIBT2 y ScIBT3 se les ha
designado cdc25-21 y cdc25-22, respectivamente. El alelo cdc25-22 se creo
por una mutacion puntual en la posicion 4088 del dominio catalitico, en
donde un cambio de adenina por citosina codifica para prolina en lugar de
histidina. El alelo cdc25-21 presenta una delecion de adenina en la posicion
2926 resultando en el cambio del marco de lectura de la proteina con la
formacion de un codoéon de paro; el resultado es una proteina truncada de
so6lo 977 aa fusionada a 12 aminoacidos no nativos en su extremo carboxilo
terminal. La termotolerancia intrinseca de las mutantes cdc25-1 y cdc25-22
es de entre el 60 y el 90%, que es miles de veces mas alta que en las cepas
silvestres, donde sobrevive aproximadamente un 0.01% de la poblacion. Se
ha confirmado que ésto se debe a la expresion constitutiva de genes de
estrés (como HSP104, CTTI), entre otras caracteristicas (Folch-Mallol et al.,
2004). También se ha determinado que estas mutantes tienen un tiempo de
duplicacion dos veces mayor (5 horas), con respecto a la cepa silvestre,
debido a una fase G1 muy extendida, dando como resultado la formacion de

colonias muy pequenas.

La alta termotolerancia de ambas las mutantes cdc25-21 y cdc25-22 y

de la cepa carente de Acdc25 se debe, parcialmente, a una actividad elevada
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de los factores de transcripcion responsables de la respuesta al calor
(Msn2/Msn4, y Yapl), debido a la baja actividad de la via Ras-PKA (datos no
publicados).

Engelberg et al. (2004), han propuesto que la actividad de Hsfl en
respuesta a los choques caléricos es independiente de la actividad de la via
Ras-PKA, ya que observaron que el nivel de fosforilacion de Hsfl y su
capacidad de union a elementos HSE no se ven afectados en mutantes que
aumentan (tales como RAS2va19y bcyl) o reducen (como cyrl) la actividad
de la via. Tampoco la expresion del gen reportero HSE-CYCI1-lacZ que se uso
en ese trabajo se afect6 en las mutantes RAS2val19y bcyl que hiperactivan la
via. En contraste, nosotros hemos observado que la expresion genética
mediada por HSE se encuentra elevada en las células con los alelos cdc25-
21y cdc25-22, a 25°C y que aumenta 3.2 veces a 39°C en una hora, con
respecto a la cepa silvestre (datos no publicados). Esto se observo en
ensayos en los que se midio la actividad de p-galactosidasa, apartir de una
construccion en la que el gen reportero CYC-lacZ esta fusionado a elementos

HSE en tandem localizados inmediatamente rio arriba de CYCI1-LacZ.
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III.- HIPOTESIS

La expresion constitutiva de genes dependientes de HSE es regulada

negativamente por Cdc25, posiblemente a través de la via de Ras-PKA.

IV.- OBJETIVOS

1.0bjetivo General:

Determinar si el papel de CDC25, en la regulacion de la tolerancia al
estrés mediada por elementos HSE, es dependiente de los factores de

trascripcion Hsfl y/o Skn7.

2.0bjetivos Particulares:

e Para determinar la participaciéon de los factores transcripcionales
Skn7 y/o Hsfl en la alta tolerancia a calor de las mutantes que carecen de
Cdc25, se generaran cepas dobles mutantes Askn7 Acdc25 y hsfl1ACTA
Acdc25.

e Una vez obtenida las dobles mutantes de interés, se determinaran
algunas de sus caracteristicas fenotipicas como: el tiempo de duplicacion y

tolerancia al estrés por calor y estrés oxidativo de estas cepas.

e Para determinar la contribucion de cada uno de los factores
transcripcion Skn7 o Hsfl en la expresion mediada por HSE, se medira en
las dobles mutantes arriba mencionadas, que contienen la construccion

HSE-lacZ, los niveles de actividad de la enzima B-galactosidasa.
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¢ Determinar si la regulacion por estos dos factores de transcripcion
ocurre a través de la via Cdc25/Ras-PKA, utilizando cepas mutantes en
otros componentes de esta cascada (por ejemplo RAS2, CYRI1, TPK1, TPK2,
TPK3, BCY1).
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V.- MATERIALES Y METODOS.

1.Cepas
Cepa Genotipo Referencia

W303-6B MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 R. Gaxiola

W303-1A MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 trp1-1
ura3-1

SE1000 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Este estudio
Askn7::KanMX6

JF3005 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Folch-Mallol
Acdc25::loxP-kanMX-loxP

SL5001 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Este estudio
Acdc25::loxP-kanMX-loxP

CMO033 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Este estudio
Asdc25::KanMX6

LMO20 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Este estudio
hsf1-ACTA::KanMX6

SL6001 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 trp1-1 Estruch F.
ura3-1 Acdc25::loxP-loxP hsfACTA:: KanMX6

YMR60 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk1::URA3

YMR62 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk2::HIS3

YMR64 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk3::TRP1

YMR68 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk2::HIS3, Atpk3::TRP1

YMR70 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk1::URA3 Atpk2::HIS3

YMR71 MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 trp1-1 Thevelein J
ura3-1 Atpk1::URA3 Atpk3::TRP1

YMR60a MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Este estudio
ura3-1 Atpk1::ura3::ADE2

YMR70a MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 trp1-1 Este estudio
ura3-1 Atpk1::ura3::ADE2 Atpk2::HIS3

YMR71a MAT a canl-100 ade2-1 his3-11,15leu2-3, 112 trp1-1 Este estudio
ura3-1 Atpk1::ura3::ADE2 Atpk3::TRP1

AF002 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 ura3-1
Askn7::KanMX6 Acdc25::loxP-kanMX-loxP

SL4001 MAT o canl-100 ade2-1 his3-11,15 leu2-3, 112 ura3-1 Este estudio
Askn7::KanMX6 Acdc25::loxP-kanMX-loxP

AW3/RAS+  MAT o leu2 argl ura3 trpl HSE-LEU2-LacZ Nierlich H.

AW3 /ras2- MAT a leu2 argl ura3 trpl Aras2::LEU2 HSE-LEU2-lacZ Nierlich H.

HE61-6C MAT a his3-d1 leu2-3, 112 trp1-289 ura3-52 gal lida H.

HE61-4B MAT a his3-d1 leu2-3, 112 trp1-289 ura3-52 gal hsrl lida H.

KT1112 MAT a leu2 his3 ura3-32 Tatchell K

KT2249 MAT a leu2 his3 ura3-32 Aras2 ::LEU2 Tatchell K

TABLA 1. Cepas utilizadas en este estudio
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2.Plasmidos.

Se uso la cepa DHS5-a de Escherichia coli para propagar los plasmidos

utilizados y enlistados en la siguiente tabla.

Plasmido Funcién Fuente

pRYO16 Permite medir la actividad de B-galactosidasa Este estudio
dependiente de HSE

MR499 Permite cambiar el marcador de seleccion Voth et al.
nutricional URA3 por ADE2. 2003

pl8/7 Permite medir la actividad de B-galactosidasa Marchler et
dependiente de STRE (plasmido integrativo) al. 1997

pFAb6a- Permite remover los genes con el marcador de Longtine, et

KanMX seleccion para resistencia a derivados de la al. 1998

kanamicina (geneticina)
I

TABLA 3: Plasmidos utilizados en este estudio.

3.Secuenciacion del Plasmido pRY016

Cuando se construyo6 el plasmido pRY016 no se determiné la cantidad
de elementos HSE ni el arreglo en el cual éstos se encontraban alineados
dentro del promotor del gen reportero lacZ, por lo que se secuenciaron tanto
el plasmido pRY016 como el pLGABS (del cual deriva pRY016). La secuencia
se obtuvo en la Unidad de Sintesis del IBT utilizando los oligos PHFO1 y
PHRO2 (10 pmol/100 ul de reaccidn).

Para los ensayos in vivo se transformaron las distintas cepas de
levadura (500 ng) con el plasmido pRYO16. Las células fueron seleccionadas

por su crecimiento en MM sin uracilo.

4.Medios de Cultivo:

4.1.Medio YPDA liquido:
Extracto de levadura 1%, bacto-peptona 2%, glucosa 0.2% y sulfato

de adenina 40 mg/1.
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4.2. Medio minimo liquido (MM):

Base nitrogenada para levadura sin aminoacidos 0.67%, dextrosa 2%,
mas requerimientos de auxotrofias: aminoacidos (L-triptofano 2 mg/1, L-
histidina 20 mg/1, L-leucina 3 mg/l) y nucleodtidos (sulfato de adenina 40
mg/1, uracilo 20 mg/1).

4.3.Medio de esporulacion:

Acetato de potasio 1% y agar 2%.

4.4.Medio minimo liquido de Acetato de potasio:
Base nitrogenada para levadura sin aminoacidos 0.67%, acetato de

potasio 1%, mas requerimientos de auxotrofias.

4.5.Medio minimo liquido Galactosa:
Base nitrogenada para levadura sin aminoacidos 0.67%, galactosa 2%,

mas requerimientos de auxotrofias.

4.6.Medios solidos:

Cuando fue necesario tanto al MM como al medio YPDA se les agrego6
como sustancia solidificante agar bacteriologico Difco 2%, (Guthrie et al.,
1991; Casas 1998).

5.Condiciones de Crecimiento:

Todos los cultivos se incubaron a 25°C. En el caso de los cultivos

liquidos se mantuvieron en agitacion a 250 rpm.

6.Ensayos de Tolerancia a Diferentes Tipos de Estrés.
Se obtuvieron cultivos en fase exponencial para analizar la tolerancia

de las distintas cepas de levadura a diferentes condiciones de estrés. Se

prepararon pre-cultivos liquidos en MM con los requerimientos auxotroficos
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especificos de cada cepa a partir de una colonia fresca (no mas de una
semana desde la ultima resiembra) y, se incubaron durante 12 h en las
condiciones de crecimiento arriba establecidas. A partir de estos cultivos se
inocularon 25 ml de medio de cultivo fresco a una DOeoonm de 0.05 y se
incubaron hasta una D.O.soonm entre 0.4 - 0.5. Los cultivos en fase
logaritmica de todos los ensayos fueron obtenidos de esta manera, a menos

que se indique lo contrario.

6.1.Termotolerancia basal:

Para calcular el numero de UFC/ml antes del tratamiento, se
sembraron por duplicado 100 ul de una dilucion 104 de células en medio
YPDA y se incubaron a 25°C hasta la aparicion de las colonias (entre 30 y
300 colonias, durante 2 a 4 dias, dependiendo de la cepa). Para el
tratamiento de choque térmico se tomaron 4 ml del mismo cultivo, y se
incubaron a 50°C por 20 minutos. Dependiendo del nivel de termotolerancia
se sembraron en medio YPDA 100 ul de las diluciones adecuadas (desde 100
hasta 10-%) de suspension celular y se incubaron a 25°C hasta la aparicion
de las colonias. Se determiné el porcentaje de sobrevivencia después del
choque térmico con respecto a las UFC/ml del control no tratado (Nicolet
and Craig, 1991).

6.2.Termotolerancia inducida.

Se calcul6 el numero de UFC/ml del control no tratado como se
mencioné antes. Para la induccion de la tolerancia al choque caldrico se
tomaron 4 ml del mismo cultivo, y se incubaron a 39°C durante 1 h. Al cabo
de este tiempo se expusieron los cultivos a 50°C por 20 min. Dependiendo
del nivel de termotolerancia se plaquearon 100 ul de las diluciones
adecuadas en YPDA y se incubaron a 25°C hasta la aparicion de las
colonias. El porcentaje de sobrevivencia se calcula como se indico arriba

(Nicolet and Craig, 1991).
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6.3.Ensayo de resistencia a H20:.

Se calcul6 el numero de UFC/ml antes del tratamiento como se

explic6. Para el tratamiento, a 4 ml del mismo cultivo se le agrego 4ul de

H>02 10M (quedando a una concentracion de 10 mM) y se incubé a 25°C
durante 1 h. Dependiendo del nivel de resistencia se sembraron 100 ul de
las diluciones adecuadas en YPDA y se incubd a 25°C hasta la aparicion de

las colonias.

Para el ensayo de goteo en cajas, las células se crecieron hasta
alcanzar la fase exponencial media (2x106 células por ml 6 0.4 UDOe00 nm);
entonces, las células se diluyeron a 0.2 UDO vy, posteriormente se
sembraron diluciones seriadas (desde 10-! hasta 104) en cajas con medio
YPDA que contenian distintas concentraciones de peroxido de hidrogeno (20

y 30 mM final). Se incubaron durante 72 h a 25 °C.

6.4.Crecimiento en Higromicina.

Para el ensayo en caja, las células se crecieron hasta alcanzar la fase
exponencial media (2x10° células por ml 6 0.4 UDOeoo nm), €n €se punto se
diluyeron a 0.2 UDO y, posteriormente se sembraron diluciones seriadas
(desde 10-1 hasta 104) en cajas con medio YPDA que contenian higromicina

(70 pg/ml). Se incubaron durante 72 horas a 25 °C.

7. Transformacion de S. cerevisiae Por el Método de Acetato de Litio.

Se obtuvieron cultivos en fase exponencial, en esta fase los cultivos se
centrifugaron a 2,000 rpm en tubos “falcon” y se decant6 el sobrenadante.
La pastilla se lavo una vez con 1 ml de solucion TE-LiAc 1X (recién
preparada, a partir de TE 10X (Tris-HC1 0.1 M, EDTA 0.01 M pH 7.5) y LiAc
10X (LiAc 1 M a pH 7.5 ajustado con acido acético)) y se centrifugé a 13,000
r.p.m. Las células se resuspendieron en un volumen de TE-LiAc 1X
(aproximadamente 100 ul). Se tomaron 50 ul de la suspension celular, se

agregaron 10 ng/ul de DNA de esperma de salmoén desnaturalizado, 1-2 ug
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del producto de PCR 6 100 a 500 ng del plasmido a transformar, 300 ul de
PEG 3,350 40% en TE-LiAc 1X (preparado al instante). Se mezcldo y se
incub6 durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente esta mezcla se incubo a
42°C por 15 minutos, se centrifugé a 13,000 r.p.m., se lavo una vez con TE
1X y se resuspendio en 100 ul de agua. Las células se siembran en el medio
de seleccion para las transformantes y se incubaron a 25°C hasta la
aparicion de colonias. En el caso de que la transformacién fuera integrativa
en el cromosoma de la levadura, se sembraron las células primero en YPDA
y, después de 24 h se replicaron en el medio de seleccion (Schiestl and Gietz,

1989;Gietz and Schiestl, 1991).

8.Determinacion de la Actividad Especifica de [B-Galactosidasa.

Se obtuvieron cultivos en fase exponencial. A un cultivo de 5 ml se le
sometio a un choque de 39°C por una hora. Al cabo de este tiempo se incubo
nuevamente a 25°C, durante una hora mas para permitir la produccion de
la enzima. El resto del cultivo (que sirvio como control no tratado) se
conservo a 25°C por 2 h. Al cabo de este tiempo, se colectaron 5 ml y se
centrifugaron a 2,500 rpm por 3 minutos a 4°C, posteriormente, las células
obtenidas fueron resuspendidas en 100 ul de buffer de lisis (ditiotreitol 1
mM, glicerol 20%, Tris-HCIl 100 mM pH 8). Esta suspension se congel6 a -

70°C hasta el momento de analizar las muestras (Rose and Botstein, 1983).

8.1.Ensayo colorimétrico de B-galactosidasa.

Para realizar el ensayo colorimétrico, las células obtenidas en el punto
anterior se descongelaron en hielo y se les agregaron perlas de vidrio (0.45 a
0.5 mm de diametro) justo debajo del menisco formado por el liquido. Como
inhibidor de proteasas se usaron 12.5 ul de PMSF (40 mM en isopropanol al
100%). Las muestras se lisaron agitando vigorosamente durante intervalos
de 15 s hasta completar 5 min, enfriandolas en hielo. Inmediatamente
después de la ruptura de las células se adicionaron 100 ul de buffer de lisis.
Para cada muestra obtenida se utilizaron 25 ul del extracto y se ajustaron a

1 ml con buffer Z (NaoHPO4.7H20 60 mM, NaH2PO4.H20 40 mM, KCI 10 mM,
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MgS04.7H20 1 mM, B-mercaptoetanol 50 mM, pH 7.0). Se dejaron reposar
las muestras 5 min a temperatura ambiente. La reaccion colorimétrica se
inicié6 por la adicion de 200 ul de ONPG (orto-nitro-fenol-galactésido, 4
mg/ml en buffer Z pH 7.0) a cada tubo y una vez desarrollado el color, se
finaliz6 agregando 500 ul de NaxCO3 1 M. Se registraron los tiempos en los
que las reacciones fueron iniciadas y concluidas. Para clarificar las
muestras de restos celulares, éstas se centrifugaron a 13,000 rpm por 2
min. La absorbancia de los sobrenadantes se determiné a 420 nm, y la
actividad especifica se reporta como ng de ONPG oxidado por minuto por mg

de proteina de acuerdo a la siguiente formula:

(D.0420 nm) (1.7)

(0.0045) (concentracion de proteina) (volumen del extracto) (tiempo)

En donde:

D.O.420 nm es la densidad optica del producto o-nitrofenol a esta
longitud de onda,

1.7 es el factor de correccion del volumen de reaccion,

0.0045 es la densidad optica de 1 nmol/ml de solucién o-nitrofenol, la

concentracion de proteina se expresa en mg/ml y el tiempo en minutos.

8.2.Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de
Bradford:

Para cuantificar con mayor precision la actividad de PB-galactosidasa
fue necesario determinar la concentracion de proteinas en cada muestra. La
curva estandar se prepar6é a partir de una solucion de proteina, BSA
(albumina sérica bovina) 0.5 mg/ml, utilizando muestras por duplicado de
diluciones conteniendo 2.5, Sy 10 ug de BSA, las cuales se aforaron a 100
ul con NaCl (0.15N). El rango lineal del ensayo para BSA esta entre 1 a 10
ug/ml. Se agreg6 a cada tubo 1 ml del reactivo Bradford Reagent
(AMRESCO. No. Catalogo E530) concentrado, se agito vigorosamente y se
incubé 5 minutos a temperatura ambiente. Se determiné la absorbancia a

595 nm. Para determinar la concentracion de la proteina en las muestras, se
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diluyeron alicuotas de entre 2 y 10 ul hasta 100 ul con NaCl, se agrego el
reactivo de Bradford y se determiné la absorbancia a 595 nm. Usando la
curva estandar como referencia se determiné la concentracion de cada

muestra desconocida.

9.PCR a partir de Colonia de Levaduras.

Se tomo6 una pequena muestra de la colonia para analizar,
depositandola directamente en el tubo para PCR. Posteriormente se
resuspendié en 50 pl de ZimoliasaR (10 mg/ml) para degradar la pared
celular, y se incub6 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé por 30
seg a 13,000 rpm y se desecho el sobrenadante. Se hirvio el boton de células
durante 5 min a 95°C. Este extracto se mantuvo en hielo hasta la adicién de

la mezcla de reaccion de PCR (25 pl).

10.Induccion de la esporulaciéon y micromanipulacion.

Para inducir la esporulacion, las células diploides se sembraron en
parche en una caja con YPDA. Al transcurrir 24 h de crecimiento a 25°C,
este parche se replico en medio para esporulacion (KAc). Se incubé la caja
durante varios dias (entre 3 y 7) a 25°C, dependiendo de la produccion de
tétradas por cada cepa. Al observarse al menos 50% de tétradas, se tomo
una asada del parche y se incub6 con 50 pg de Zymoliasa durante 10 min a
temperatura ambiente. Esta suspension fue después diluida con 1 ml de
H>O estéril para inocularse en una caja de YPDA para la diseccion de
tétradas. Se utiliz6 un equipo de micromanipulacién Nikon Eclipse E400
para disectar las cuatro esporas hermanas de la tétrada. Para los analisis de
segregacion de los marcadores de resistencia a G418 y auxotréficos se
replicaron las colonias formadas por las esporas disectadas en los medios

correspondientes.
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VI.- GENERACION DE CEPAS MUTANTES
DE LEVADURA

1.0btencion de una cepa sin el Gen SKN7:

Esta establecido que Skn7 participa en la regulacion de distintos
genes de respuesta al estrés. Algunos de estos coinciden en contener
elementos-cis HSE en sus promotores. Por esta razon se decidio evaluar la
participacion de Skn7 en la elevada actividad del gen reportero controlado
por HSE. Para este proposito se realizo la delecion de gen SKN7 mediante el
protocolo descrito por Longtine et al. (1998), en el cual un segmento de DNA
conteniendo el gen responsable de la resistencia a geneticina reemplaza al
gen de interés (en este caso SKN7) mediante recombinacion homoéloga. De
esta manera las modificaciones se realizan directamente en el genoma de la
levadura generando una mutacion estable. Para generar el fragmento para la
transformacién se realizé un PCR que amplifica el cassette de resistencia a
partir del plasmido pFA6a-kanMX6, utilizando oligos que contienen ademas
40 pb de la secuencia correspondiente a las 3" y 5 UTR de SKN7. Estas
secuencias homologas permiten que la maquinaria celular se encargue de la
recombinacion del fragmento de manera dirigida al sitio de interés (figura 5).
Las secuencias de los oligos utilizados para eliminar SKN7 son: oligo sentido
SPLOla (5-CCACCATAAATAGCAACGTCAATAAAACCACCGGCGATAGcggat
cccegggttaattaa-37) y oligo reverso SPLO2a (S-TCTCTAGTGTTGAGATAG
CTGAAAGACCGTCGCTGACAACgaattcagctcgtttaaac-37), en las que las bases
en minusculas corresponden a la secuencia del plasmido pFA6a-kanMX6 y
las bases en mayusculas corresponden a la secuencia del gen SKN7. El

producto de PCR que se espera es de 1559 pb.
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FIGURA 5: Representacion de la estrategia a seguir para la eliminacion de genes, por el
método descrito por Longtine et al., 1998.

Las condiciones de reaccion de PCR fueron:

2 ul Oligo SPL1a (10 pmol/pl)

2 ul Oligo SPL2a (10 pmol/pl)

20 pl Buffer de reaccion 10X

S W dNTP's 10 mmol/ul (100 nM dNTP Set, PCR Grade. Invitrogen
life Technologies. Cat. No. 10947-018)

1.25 pl Tag DNA Polimerasa, Recombinate 5 U/ul (Invitrogen life
Technologies. Cat No. 11615-010)

H>0 c.b.p. 200 pl

La reaccion anterior se llevo acabo a diferentes temperaturas, para
encontrar la temperatura optima de amplificacion (figura 6). Se utilizo el

siguiente programa de PCR para esta reaccion, que se repite durante 35

ciclos.
Temperatura (°C) | 94 | 94 54.1-60 72| 72| 4
Tiempo (seg) | 300 | 60 190 60 600 o
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FIGURA 6: PCR con gradiente de temperaturas para obtener el fragmento con el cual
reemplazar SKN7. Carriles: 1.- 1 Kb plus, 2.- 54.1 °C, 3.- 54.4 °C, 4.- 55 °C, 5.- 55.7 °C,
6.- 56.4 °C, 7.- 57.3 °C, 8.- 58.4 °C, 9.- 58.9 °C, 10.- 59.5°Cy 11.- 60 °C.

En todas las temperaturas de reacciéon analizadas se obtuvo el
fragmento del tamano esperado (1559 pb). Sin embargo, debido a que la
integracion de fragmentos de PCR en el cromosoma celular requiere de una
alta concentracion de producto de PCR, se decidié repetir la reacciéon a
58.4°C, de la cual, a pesar de producir un barrido, se obtiene una mayor
cantidad de producto especifico. Para purificar la banda de interés del
barrido se utilizO6 un paquete comercial (Kit High Pure PCR Product
Purification Roche cat. No. 1 732 668). Al menos, 1 pgr del producto de PCR

fue transformado en la cepa W303-6b.

Las colonias en las que ocurrieron eventos de recombinacion se
seleccionaron por su resistencia a G418 (300 pg/ml -GENETICIN®. GIBCO,
Invitrogen Corporation. Cat. No. 11811) dada por el cassette kanMX6. Para
confirmar la eliminacion del gen con kanMX6 fuese la apropiada, se realizo
una segunda reaccion de PCR (figura 7). Esta reaccion permitio identificar
colonias falsas positivas, en las que a pesar de ser resistentes a la
geneticina, la integracion hubiese ocurrido en algun otro lugar del genoma,
es decir (figura 7 y 8). Se utilizaron oligos especificos para el gen SKN7 --
oligo sentido SPLO3 (5-GGTCACCTTACTATCTTCCA-3") y oligo reverso
SPL0O4 (5"-ACTGCGTCATC TTCCACCAA-3")— que generaria un producto de
1381 pb cuando SKN7 se encuentra en su forma silvestre (figura 7). Por el
contrario, con los oligos sentido SPLO3 y reverso SPLOS (5-GATGGTCGG
AGAGCATAA-3" --que es especifico para el gen kanMX6--) se esperaba
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amplificar un producto de 945 pb el cual confirmé en qué células SKN7 fue

eliminado correctamente.

[] Gen KanMX6
[ Gen Blanco (SKN?7)

A
| | | |
—> <—
SPLO3 SPLO4
B
| |
SPLO3 SPLO5S

FIGURA 7: Esquema de la estrategia a seguir para confirmar la correcta eliminacion de
SKN7. A) Oligos utilizados para confirmar la eliminacion de SKN7. B) Oligos utilizados que
amplifican al gen SKN7 silvestre.

Reaccion general:

2 pl Oligo SPLO3 (10 pmol/ul)

2 pl Oligo SPLO4 (10 pmol/ul)

2 ul Oligo SPLOS (10 pmol/ul)

20 pl Buffer de reaccion 10x sin Mg**
S ul ANTP'S 10 mmol/pl
1.25 ul Tag pol2 U/pnl
6 ul MgClz (50 mM/pl)
H20 c.b.p. 200 pul

Se adicionaron 20 pl de la reaccion anterior a cada colonia candidata

(figura 8). Se utilizo6 el siguiente programa de PCR para la reaccion, durante

30 ciclos.
Temperatura (°C) | 94 | 94 52 72| 72 | 4
Tiempo (seg) | 300 | 60 60 60 | 600 | o«
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FIGURA 8. PCR de colonia para confirmar la eliminacion del gen SKN7 (945 pb) y la
presencia del gen silvestre (1381 pb). Carril 1 muestra el marcador de peso molecular 1 Kb
plus; carriles 2-8 candidatas a mutantes; carril 9 control silvestre (W303-6B).

De la figura anterior se aislé la candidata del carril nimero 3, debido
a que presenta el tamano de 945 pb que indica el correcto reemplazo de
SKN7. Mientras las candidatas mostradas en los carriles 5 y 8 dan un
producto igual al tamano del carril 9, el cual es la cepa silvestre W303-6b.
Por lo tanto se seleccion6 esa colonia y se le asigné el nombre de SE1000

(ver tabla 1).

2.Delecion del Carboxilo Terminal de Hsfl.

Se ha reportado que Hsfl contiene diferentes dominios (figura 3), que
regulan de formas distintas su activaciéon o inactivacion. Mientras que el
dominio N-terminal regula la respuesta a choque de calor intenso (50°C), el
dominio C-terminal regula el crecimiento sostenido a temperaturas
moderadas (39°C). Por este motivo, para evaluar el papel de Hsfl, en la
termotolerancia elevada de la cepa Acdc25 se decidid generar una cepa
carente del dominio C-terminal, ya que obtener una cepa carente de Hsfl no
es posible (se detalla mas adelante). Para la eliminaciéon del extremo
carboxilo terminal de Hsfl se transformé la cepa W303-6B con el producto
de PCR, especifico para el dominio CTA (residuos 584 - 833), utilizando el
método descrito arriba. Se us6 como templado al plasmido pFA6a-kanMX6
y, los oligos especificos para el reemplazo fueron: oligo sentido FCDHSF1 (5°-
GATGACGAAGAAGAAGAAGAAACGGATTTTAGGTAAGTAGcggatcccegggttaatt
aa-3” (las bases en minusculas corresponden al plasmido pFA6a-kanMX6 y

las bases en mayusculas corresponde a la secuencia de HSFI) y oligo
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reverso RCDHSF1 (5-ATGACCTTGCCCTGTGTACTATTTCTTAGCTCGTTTGG
GCgaattcgagctcgtttaaac-37).

Reaccion general:

2.5 ul Oligo FDCHSF1 (10 pmol/ul)
2.5 pl Oligo RDCHSF1 (10 pmol/pl)
10 ul Buffer de reaccion 10x sin Mg++
2.5 ul dNTP's 10 mmol/pl
0.32 pl Taq pol2 U/ul
X upl MgCl> (50 mM/pl)
0.833 ul del plasmido pFA6a—-KanMX6 40 ng/ul
H>0 c.b.p. 100 ul

Se tomaron 20 ul de la anterior mezcla de reaccién y se analizaron 5
diferentes concentraciones de cloruro de magnesio (figura 9). Programa de

reaccion de PCR, durante 30 ciclos.

Temperatura (°C)| 94 | 94 48 72 72| 4
Tiempo (seg) | 120 60 150 60/ 600 | o

ﬁu <4— 1559 pb

FIGURA 9: PCR para obtener el fragmento con el cual se eliminara el dominio carboxilo
terminal de Hsfl. Donde se analizaron 4 concentraciones de Mg++: 1.- AHind III 2.- 1.45, 3.-
1.9,4.- 3.8y 5.- 4.5 (en mM).

Esta reaccion requirio de 3.8 mM de MgCl,. De este experimento se
dedujo que para obtener mayor cantidad del producto se requeria de 3.8 mM
de MgCl,. Fue de esta condicion que se obtuvo el producto de interés, el cual

se purifico por GENE-CLEAN.

Una vez que las cepas de levadura fueron transformadas con este
producto de PCR, se realizé un segundo PCR confirmatorio con las colonias

que crecieron en presencia de geneticina. La obtencion de un producto de
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873 pb indico la integracion del gen KanMX en el extremo correspondiente al
carboxilo terminal de HSFI, utilizando como oligo sentido FCDHSF1 (5°-
GCCAACAATCTCAGCAATTACA-3") y como reverso SPLOS. LA obtencion de
un producto de 821 pb indicé que habia ocurrido una integracion en algun
otro sitio del cromosoma, utilizando el oligo sentido FCDHSF1 y el reverso

RCDHSF1 (5-GAATAACTGTGGTCATTAAAGC-3").

Reaccion general:

10 ul Oligo FCDHSF1 (10 pmol/pl)

10 ul Oligo RCDHSF1 (10 pmol/ul)

10 ul Oligo SPLOS (10 pmol/pl)

50 pl Buffer de reaccion 10x sin Mg++

12.5 pl ANTP'S 10 mmol/ul
3 ul Tag pol 5 U/l

15 pl MgCl2 (50 mM/pl)
H>0 c.b.p. 500 ul

Se adicionaron 25 pl de mezcla de reaccion de PCR para cada colonia
candidata (figura 10). Se utilizo el siguiente programa de PCR para esta

reaccion, durante 30 ciclos.

Temperatura (°C) | 94 |94 55 72| 72 | 4
Tiempo (seg) | 300 |45 60 60 | 600 | «

FIGURA 10. PCR de colonia para confirmar la eliminacion del carboxilo terminal de HSF1
(873pb). En algunas colonias no ocurri6 este evento y, por tato presentan el producto
silvestre de 821 pb.

En los carriles numero 2 y 5 se observo una banda del tamano
esperado cuando el reemplazo del dominio carboxilo terminal de HSFI

ocurri6 correctamente. Mientras que en los carriles numero 3 y 4 se observo

una banda con el tamafno que indica que en esta colonia se llevdé a cabo la
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insercion del producto en otro lugar del genoma ya que se observa un
producto correspondiente al gen silvestre. En el carril nimero 6 se observa
el tamano de 821 pb, que corresponde a una cepa silvestre. Por lo tanto se

aislo la colonia del carril numero 2 y se le asigno el nombre de LM020.

3.Generacion de dobles mutantes por recombinacion meioética.

S. cerevisiae posee dos tipo sexuales: a y a, determinados por un par
de alelos heterocigotos: MATay MATa. Si se cultiva una mezcla de dos cepas
haploides en las que una de las dos cepas sea MATa y la otra MATa, se
formaran células diploides MATa/MATa. La completa ausencia de nitrogeno
y la presencia de fuentes de carbono no fermentables como acetato causan
que las levaduras diploides salgan del ciclo mitético, entren a meiosis y
comiencen a esporular. Durante la esporulacion (figura 11) la célula diploide
se divide por meiosis, resultando en la formaciéon de cuatro productos
haploides que quedan incluidos dentro de una bolsa denominada asca.
Aprovechando esta formacion de esporas por parte de S. cerevisiae y, de que
éstas quedan contenidas en el asca, es posible micromanipularlas y
disectadarlas en un medio so6lido, en donde cada una formara una colonia

que después puede analizarse por lo métodos comunes.
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Tipo sexual haploide a (n)

a/a diploides (2n)

>< _APAREAMIENTO
. FLISION

MEIOSIS Y -CARBONO
Tipo sexual haploide & (n) ESPg;SLACIC)N - NITROGENO
a \
Esporas
haploides
24 @ DISECCION
a GERMINACION

FIGURA 11: Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae: Esporulacion. Cuando se
aparean células haploides de diferente tipo sexual, se obtienen células diploides. Estas
pueden dividirse mitética o meiéticamente, en el Gltimo caso se obtienen cuatro
esporas haploides. El gen que determina el tipo sexual (MATa o MATa) segrega 2:2, es
decir se producen dos esporas a y dos esporas a.

A continuacion se muestra como se obtuvo la cepa haploide

correspondiente a la doble mutante Askn7A4cdc25.

Haploides por cruzar: SE1001: MAT a Askn7::kanMX6 y SL5001:
MAT o Acdc25:loxp-:kanMX4-loxP, de la cual se generd la cepa diploide:
SE2002: MATa/MATa SKN7/Askn7:kanMX6 CDC25/Acdc25::loxP-kanMX4-
loxP.

En las esporas hermanas que se formaron durante la meiosis, la
segregacion de los genes debida a la recombinacion al azar, resulta en las

siguientes combinaciones (tabla 4):
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Resistenciaa Cepa Tamaiio

Caso Genotipo G418 colonia
A) CDC25 Askn7::kanMX6 + ms G
Acdc25::kanMX4 SKN7 + ms Ch
SKN7 Acdc25::kanMX + ms Ch
Askn7::kanMX CDC25 + ms G
B) CDC25 SKN7 - wt G
CDC25 Askn7::kanMX + ms G
SKN7 Acdc25::kanMX + ms Ch
Askn7::kanMX + Dm ?
Acdc25::kanMX
C) CDC25 SKN7 - wt G
CDC25 SKN7 - wt G
Askn7::kanMX + dm ?
Acdc25::kanMX
Askn7::kanMX + dm ?

Acdc25::kanMX

Tabla 4: Posibles segregaciones del fenotipo y genotipo de la cepa diploide SE2002. Donde,
ms = mutante sencilla; dm = doble mutante; ch = chica; g = grande; ¢ = tamano
desconocido.

De las posibles segregaciones mostradas en la tabla 4, nos interesan
primordialmente el caso C ya que las tétradas al ser replicar en cajas de
YPDA con G418 segregaran 2:2 (resistentes:sensibles), nos indicaria que dos
esporas son silvestres y las otras dos dobles mutantes (tabla 4, caso C). Sin
embargo, esta caracteristica es menos comun que la segregacion 3:1 (tabla
4, caso B) en donde una espora es silvestre, dos son mutantes sencillas y
una doble mutante. Ademas de la resistencia a G418, se determino el
tamano de la colonia, lo que en el caso A siempre segregéo 2:2
(chicas:grande), indicando la recuperacion de 4 mutantes sencillas. Se ha
involucrado a Skn7 en la regulaciéon del ciclo celular, por lo que se
desconoce el tamano que pueda presentar la cepa doble mutante Askn7
Acdc25. Por estas razones, para obtener la doble mutante se analizaron
todas las tétradas que segregaron 2:2 y 3:1 con respecto a la resistencia a
G418.

Para comprobar que las esporas disectadas provinieran de una misma
tétrada también se determiné el “mating type’, que debia segregar 2:2
(MATa:MATo), lo que indica que las 4 esporas eran hermanas. También se

siguio la segregacion de los marcadores auxotroficos (TRP1, LEU2, etc.) que
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ademas de confirmar la identidad de una tétrada completa permitié obtener
cepas dobles mutantes isogénicas a los controles silvestres, o en su caso
seleccionar un juego de cepas isogénicas entre si. También, se establece que

la delecion de SKN7 no afecta el tiempo de duplicacion de Acdc25

La tabla 5 indica la segregacion de la resistencia a G418, el tamano de
la colonia, los marcadores auxotroficos y el “mating type” de la tétrada

candidata de la que se aislé la doble mutante.

Espora Tamano| G418 TRP1 LEU2| Mat
112 Gr S - - a
11b Ch R - + a
11c Ch R + + o
11d Gr R + - a

TABLA 5: Tétrada seleccionada de la cual se obtuvo la doble mutante Askn7 Acdc25

Se observo que el tamano chico:grande segreg6 siempre 2:2, lo que
indica que la delecion de 4skn7 no revierte el lento crecimiento de Acdc25.
Por esta razon para seguir la mutacion Acdc25 se analizaron colonias
pequenas. Dado que las deleciones de los dos genes fueron hechas con el
marcador para la resistencia a G418, mediante una reaccion de PCR de
colonia (con las condiciones establecidas para la delecion de SKN7), se
determino la delecion de SKN7 en una colonia chica (lo cual indic6 la
presencia de la delecion de CDC25). En la figura 12 el carril 6 presenta un
producto de 945 pb que confirmé la delecion de A4skn7. Los demas
marcadores auxotroficos y el locus MAT que se analizaron, segregaron 2:2 lo

que indic6 que las esporas analizadas provenian de una sola tétrada.
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L 1381 pb
. 4— 945pb

FIGURA 12: PCR de colonia para confirmar la eliminacién del gen SKN7 (945 pb) y la
presencia de el gen silvestre (1381 pb). Carril 1, marcador de peso molecular (1 Kb plus);
carril 2, W303-6b (control silvestre); carril 3, SE100 (control 4skn?7); carriles 4, 5, 6, 7
candidatas a dobles mutantes.

Para confirmar que la eliminacion de los genes SKN7 y CDC25 se
encontraba en la misma espora, se realizé6 ademas un ensayo tipo Southern,
utilizando como sonda el producto de PCR obtenido con los oligos SPLO3 y
SPLOS, que amplifican una region del marcador KanMX6. Para ello, se
extrajo DNA de las cepas W303-6b (CDC25 SKN7), SE1000 (4skn?7), AFO02
(A4skn7 Acdc25) y SL5001 (4cdc25). Un pg de DNA de cada muestra, se corto
independientemente con Hindlll (figura 13) y EcoRV (datos no mostrados).
Tal y como se esperaba, se observo la presencia de dos copias de KanMX en
la cepa AF002 (carril 4) y una copia del gen en las cepas SE1000 (carril 3) y
SL5001 (carril 5), mientras que en la cepa W303-6b no se observa senal
(carril 2). Los tamanos de las bandas en la cepa doble mutante fueron los
mismos que se generaron al digerir el DNA de las cepas mutantes sencillas
(figura 13), lo que indicaba la presencia de las dos mutaciones en la misma

célula.
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j - <4—— 4500 pb
FIGURA 13: Ensayo tipo Southern para kanMX de las
cepas: W303-6B (carril 2); SE100 Askn? (carril 3);
AF002 Askn7 Acdc25 (carril 4); SL5001 Acdc25
(carril 4) y DNA de ®X174 RF (carril 1)

W & «—— 300pb

v ooa W g

4.Generacion de una Cepa doble Mutante Askn74cdc25, Isogénica a
W303-6b.

La cepa doble mutante Askn74cdc25 (AF002) obtenida anteriormente no
es isogénica a la silvestre W303-6B, ya que tiene la capacidad de crecer en
medio sin leucina y esto provoca un aumento en el tiempo de crecimiento,
con respecto a la mutante dcdc25. Se decidié generar una cepa doble
mutante con auxotrofias similares a las demas cepas. Nuevamente se indujo
la esporulacion de la cepa diploide SKN7/Askn7 CDC25/Acdc25 (SE2001) y,
posteriormente se disectaron las esporas obtenidas. Se seleccionaron las
tétradas candidatas y se analizo la segregacion de los marcadores

mencionados anteriormente (tabla 6).

Espora Tamaio G418 | TRP1 LEU2 MAT
la Ch R + - o
b Gr R - + o
c Ch R + - a
d Gr S - + a

TABLA 6: Tétrada seleccionada de la cual se obtuvo la doble mutante Askn7 Acdc25.
También, se muestra la foto de la tétrada analizada, donde se observa los tamanos de las
colonias y su segregacion 2:2.
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En el analisis de la tabla 6 se observa que existe una espora sensible a
geneticina (segregacion 3:1, como en el caso B de la tabla 4) lo que indica
que en esta tétrada una de las esporas es silvestre y la otra contiene la doble
mutacion. Para confirmar esto se llevo a cabo un ensayo de PCR a partir de
las esporas pequenas (la y 1lc -tabla 6, que por el tamano chico de colonia

nos indica la eliminacion de CDC25)(figura 15).

Se observa en la figura 14, carril 3, la presencia de un producto de
945 pb (espora la) que es similar al producto del carril 2, el cual es el
control positivo (cepa mutante sencilla 4skn7). Mientras que en el carril 4
(espora 1c) se observa un producto de 1381 pb, lo cual indica que en esta

espora no existe la eliminaciéon de SKN7.

1381 pb.
<«— 945 pb.

FIGURA 14: PCR de colonia para confirmar la eliminacién del gen SKN7 (945 pb) de la
espora 1C de la tabla 4, y la presencia del gen silvestre (1381 pb). Carril 1, marcador de
peso molecular A Hind III.

Se seleccion6 la espora la, debido a que ésta contenia las dos
mutaciones: comprobadas por PCR (4skn?7) y por el tamano pequeno de
colonia (4cdc25); ademas de tener los marcadores de auxotrofia (TRPI)

isogénicos a la cepa silvestre W303-6b (tabla 6).

5.Generacion de la Cepa Doble Mutante Acdc25 hsf1ACTA.

Esta reportado que Hsfl es un gen esencial para el crecimiento normal
de la levadura. Hsfl regula la expresion de proteinas involucradas en
procesos celulares vitales tales como el plegamiento de proteinas, las
principales rutas metabdlicas, la sintesis de componentes de la pared celular

y la expresion constitutiva de Hsp’s. Se ha determinado que al eliminar
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Hsf1, la célula sufre un arresto en la fase G2 del ciclo celular. Una estrategia
para poder evaluar la participacion de Hsfl en los fenotipos de la cepa
Acdc25 fue quitar su dominio carboxilo terminal, ya que este dominio
participa en la regulacion de la respuesta sostenida a temperaturas

moderadas (ver introduccion).

Para generar la cepa doble mutante que careciera de Cdc25 y de un
Hsfl funcional, se cruzaron las cepas haploides: LMO20: MAT «
hsfIACTA::kanMX6 y 7B: MAT a Acdc25::loxp, para obtener la cepa diploide:
SE2012 MAT a/MATa HSF1/hsfIACTA:: kanMX6 CDC25/Acdc25::loxP

Posteriormente se indujo la esporulacion y se disectaron las tétradas
producidas. Se identifico la espora que contenia ambas mutaciones y
marcadores auxotréficos isogénicos a los controles silvestres mediante la
misma estrategia mencionada en el punto 3 de esta misma seccion (tabla 4).
En este caso Unicamente la cepa hsflIACTA::kanMX6 fue resistente a G418,
ya que la cepa Acdc25 fue sencible por haber perdido el gen kanMX4. En
este caso CDC25 se elimino con el cassette kanMX4 flanqueado por
secuencias loxP, las cuales son reconocidas por la recombinasa CRE, la cual
produce la escision del gen kanMX4. Por esta razon, la mutacion en el
carboxilo terminal de HSF1 en las esporas candidatas (tabla 7) se detecto
por su resistencia a geneticina (tétrada 5 a y d); mientras que el tamano
pequeno de la colonia fue indicativo de la eliminacion de CDC25 (tétrada S d

y c) (tabla 7).

Espora Tamaino G418 | TRP1| LEU2 Mat
Sa Gr R + - o
Sb Ch S - - a
Sc Gr S - - a
Sd Ch R + - o

TABLA 7: Tétrada seleccionada de la cual se obtuvo la doble mutante Acdc25 hsf1ACTA.
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Una vez identificada se aislo la espora 5d, la cual es isogénica a la
cepa silvestre W303-6b y a las mutantes sencillas Acdc25 (SL5001) y
hsf14ACTA (LMO20).

6.Cambio del Marcador de Seleccion Nutricional URA3 por ADE2

Debido a que originalmente la eliminacion del gen TPKI1 fue
reemplazada por el marcador URA3 y la seleccion del plasmido pRY016 esta
basada también en URAS3. Por este motivo, para poder transformar la cepa
mutante YMR70 con pRYO016 se llevd a cabo el cambio del marcador de
seleccion de URA3 a ADE2. El cambio se realiz6 siguiendo el método descrito
por Voth et al. (2003), en el que mediante recombinacién homologa de un
fragmento liberado del plasmido M3499 (figura 20) permite el cambio de
ADE2 en el sitio de insercion de URA3 de las cepas mutantes (Voth et al,
2003). Para este proposito el plasmido pM3499 fue digerido con Pstl, y el

producto de 4.46 kb obtenido se transformo6 en las cepas de interés.

Hindlll Bglll

ADE2

Hindlll
Hindlll

ura3::ADE2
7335 bp

Pstl —
Hindlll—

FIGURA 15. Mapa de restriccion del plasmido M3499 usado para cambiar el marcador de
seleccion auxotroéfica.

De la siguiente reaccion de digestion se tomaron S ul para analizar en

gel (figura 16).
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20 ul plasmido M3499 (500 ng/ul)
1 pl enzima PstI (10 U/ul Boeringer Mannheim No. Cat 621625)
3 ul Buffer H
7 ul H2O

Se incub6 por 2 h a 37°C. El fragmento de 4.46 kb se purificé con
GEAN CLEAN.

FIGURA 16: Restriccion de 10 ug del plasmido M3499 con la enzima Pstl. Se observan dos
bandas una de 4.46 y 2.88 kb. 1.- A Hind III- EcoR V, 2 y 3.- Fragmento de 4.46 kb
purificada de la restriccion de M3499 con Pstl, con el cual se cambiara el marcador

auxotrofico, 4y 5.- M3499 + Pstl.

Se transformaron las cepas YMR60 (4tpkl::URA3), YMR70
(Atpk1::URA3 Atpk2::HIS3) y YMR71 (Atpk1::URA3 Atpk3::TRP1), con 1 pg del
fragmento de 4.46 kb proveniente de la digestion con Pstl del plasmido
M3499. Posteriormente, se seleccioné en MM sin adenina y, se aislaron las
colonias que crecieron en este medio. Se confirm6é que las colonias

seleccionadas hubieran perdido la capacidad de crecer sin uracilo.
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VII.- RESULTADOS Y DISCUSION.

1.Analisis del Promotor del Plasmido pRY016

Hsfl se une y activa la transcripcion a través de elementos HSE del
tipo “perfecto” y del tipo discontinuo que contiene una separacion (tipo gap)
o dos separaciones (tipo step) (Yamamoto et al., 2005). El plasmido pRY016
se construyé para analizar la expresion de un gen reportero mediada
solamente por los elementos HSE. Sin embargo, antes de ser utilizado en
este analisis, fue importante conocer el arreglo de los elementos HSE en el
promotor del reportero, ya que la arquitectura de éste esta relacionada con

el nivel de induccion de la transcripcion (ver introduccion).

El analisis de la secuencia del promotor del gen reportero lacZ
contenido en el plasmido pRY016 mostro 9 elementos HSE en tandem rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcion (figura 17). Como se esperaba, el
plasmido parental pLGABS carece de los HSEs; mientras que en el plasmido
PRYO016 se encontraron tres repeticiones invertidas de HSE del tipo perfecto
(5°-tTTCcaGAACctTTCc-3") (observar la direccion de las flechas) y tres
repeticiones que no son repeticiones invertidas perfectas (5°-
tTTCcaGAAcgGAAa-3’). Estos arreglos conservan el pentamero clasico HSE
(5-nTTCn-37), mientras que existen otro tres elementos que no conservan el
espaciamiento minimo entre ellos, pero si la secuencia consenso (ver figura

17B).
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FIGURA 17: Analisis del plasmido pRY016. (A) Alineamiento entre la secuencia de pLGABS
(verde) y la de pRYO016 (azul). Se resaltan los elementos HSE insertados en el promotor del
reportero lacZ de pRY016. (B) Representacion de la orientacion de los nueve elementos HSE

presentes en pRYO016.

Puesto que la organizacion de los HSE en el promotor quimeérico

pareci6 apropiada para inducir un buen nivel de transcripcion se procedi6 a

usar esta construccion para el analisis de la actividad de p-galactosidasa

como indicativo de la actividad de Hsfl y/o Skn7 en la expresion de genes

controlados por elementos HSE.
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2.Caracterizacion de Mutantes en genes que participan en la Via Ras-
PKA.

2.1.Termotolerancia basal e inducida de las cepas mutantes en la via
Ras-PKA.

Sabemos que las cepas mutantes en cdc25 son muy resistentes al
calor y que presentan un tiempo largo de duplicacion debido a una fase G1
extendida. Con la finalidad de conocer si otros miembros de la via de la PKA
afectan la resistencia al calor y/o el tiempo de duplicacion, se analizo el
fenotipo de las mutantes en la via PKA que atentian su actividad. Ademas,
se decidio analizar estas mutaciones en cepas con distintos fondos genéticos
debido a que se sabe que éstos pueden influir en los fenotipos analizados. Se
determiné el tiempo de duplicacion y la termotolerancia basal de las cepas

mostradas en la tabla 8.

Cepa (fondo genético)| Termotolerancia Basal Tiempo de Duplicacién
!% sobrevivencia! !h!

WT (W303-6b) 0.02 +/- 0.004 2.28 +/-0.02
Asdc25 (CMO033) 0.024 +/- 0.002 2.29 +/-0.04
Acdce25 (SL5001) 75.51 +/- 18.58 5.28 +/-0.13

WT (KT1112) 0.02 +/- 0.01 2.58 +/-0.41
Aras2 (KT2249) 4.01 +/-1.55 2.48 +/-0.21

WT (AW3) 0.90 +/-0.08 2.38 +/-0.03

Aras2 (AW3) 3.97 +/- 0.95 2.08 +/-0.01
RAS2 (BY4741) 0.03 +/- 0.02 2.4 +/-0.1

ras2 (YO2978) 0.08 +/- 0.05 2.5+/-0.2

WT (HE61-6C) 0.09 +/-0.04 2.67 +/- 0.06
hsrl (HE61-4B) 13.58 +/-3.65 2.73 +/-0.01

TABLA 8: Fenotipo de crecimiento y termotolerancia basal de mutantes que atentian la via
Ras-PKA. Promedio y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

En la tabla 8 se observa que la falta de SDC25 (el segundo
intercambiador de nucle6tidos de Ras), no afecta la termotolerancia ni el
tiempo de duplicacion al comparar su fenotipo con la cepa silvestre. Este
resultado no fue sorprendente dado que este intercambiador de nucleétidos
se expresa en niveles muy bajos en la fase logaritmica de crecimiento,
mientras que su participacion mas activa ocurre en la fase estacionaria

(Boy-Marcotte et al., 1996).
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Puesto que, la doble mutacion Adrasl Aras2 no permite la viabilidad de
la levadura, se decidio analizar el efecto de la falta de RAS2, dado que se ha
reportado como la proteina G pequena mas importante entre Rasl y Ras2.
Se observo que la carencia del gen RAS2, en distintos fondos genéticos
(KT1112, AW3 o BY4741), resulta en la adquisicion de diferentes niveles de
termotolerancia. En los fondos AW3 y KT1112 ocurri6 un aumento
significativo de la sobrevivencia al choque calérico (P = 0.002 y P = 0.02,
respectivamente). En contraste, en el fondo BY4741 no se aprecié un cambio
al comparar con la cepa silvestre (P = 0.24) (tabla 8). Estas diferencias
sugieren que en el fondo BY4741, Rasl u intercambiador de nucleétidos
(Rhol, GPrl, etc.) es capaz de complementar la falta de Ras2, mientras que
en AW3 y KT1112 no. Con respecto al tiempo de duplicacion, ninguna de las
mutaciones en Ras provoca que éste se afecte. Esto nos indica que la

velocidad de crecimiento tiene un control que no es a través de Ras.

En seguida se analizaron mutantes en el gen CYRI, que codifica para
la adenilato ciclasa, que actua rio abajo de CDC25 y RAS2 (ver figura 2).
Para este proposito se utilizo el alelo hsrl, que genera una AC con baja
actividad enzimatica (lida, 1988). Los resultados obtenidos mostraron que el
alelo hsrl no afecta el tiempo de duplicacion (tabla 8), pero si la
termotolerancia la cual aument6é 150 veces con respecto a su control
silvestre isogénico (HE61). Esto indica que los mecanismos que controlan el
progreso del ciclo celular y la resistencia al choque por calor controlados por

Cyrl son distintos y pueden actuar independientemente.

2.2.Complementacion del fenotipo de termotolerancia en el fondo
Aras2.

Para confirmar si la termotolerancia que resulta con la ausencia de
RAS2 en el fondo KT1112, se debe realmente a la falta de este gen, se
complementé la cepa KT2249 (4ras2) con el gen RAS2 silvestre contenido en
el plasmido YCp50-RAS2 (pRAS2). La presencia de pRAS2 en la cepa Aras2
provoca que esta cepa disminuya el porcentaje de sobrevivencia en

respuesta al choque letal de calor (figura 18).
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FIGURA 18. La termotolerancia de Aras2 (KT2249), es revertida con la expresion de pRAS2.
Promedio de tres experimentos.

Se ha descrito en la literatura que cuando se atenua la via Ras-PKA se
obtienen fenotipos de alta termotolerancia y lento crecimiento (Thevelein and
de Winde, 1999;Estruch, 2000a); pero lo que observamos cuando se afecta a
miembros de la via PKA (que atentian la actividad de ésta) es que, sélo en las
mutaciones en cdc25, se ve afectado el crecimiento de la célula (el tiempo de
duplicacion aumenta a aproximadamente el doble con respecto al control
silvestre — ver tabla 8 columna de tiempo de duplicacion). Mientras, que en
las mutaciones y/o deleciones de ras2 y AC no se observa que el crecimiento
se afecte, comparando con las cepas silvestres. Ahora, con respecto a la
termotolerancia: se observa que las mutantes (cdc25, ras2 y AC) tienen
diferentes efectos sobre la regulacion de la respuesta a estrés por calor.
Mientras la carencia de cdc25 provoca un 75% de sobrevivencia al choque
por calor, las mutaciones en ras2 no presentaron estos mismos niveles de
resistencia (ver tabla 8). Ademas, se observo que la termotolerancia de estas
mutantes es dependiente del fondo genético en el que se encuentra. Esto
debido a que la falta de Ras2 en el fondo BY4741 es igual de sensible que su
control silvestre (ver tabla 8, columna de termotolerancia basal), mientras
que la mutacion de ras2 en los fondos AW3 y KT1112 si resultéo en un
aumento de la sobrevivencia de las células, entre 4 y 3 %. Asi pues es

importante hacer notar que el fondo genético a utilizar es una caracteristica
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que se debe considerar en los estudios relacionados con la resistencia a

estrés por calor.

2.3.Fenotipo de la delecion de las subunidades de la PKA.

La actividad de PKA esta dada por tres subunidades cataliticas; Tpkl,
Tpk2 y Tpk3. Recientemente se determiné que estas cinasas actuan sobre
diferentes blancos (Feliciello et al.,, 2005). Debido a que la falta de las tres
subunidades es letal para la levadura se decidi6 utilizar combinaciones de
dobles mutantes para caracterizar su fenotipo (Thevelein and de Winde,
1999), bajo la hipotesis de que la disminucion de la actividad total de las
cinasas disminuiria la actividad de la via Ras-PKA. Entonces,
caracterizamos su fenotipo de crecimiento y la termotolerancia basal en el

fondo W303 de las cepas dobles mutantes (tabla 9).

Cepa Tiempo de Termotolerancia Termotolerancia
(Fondo Genético) Duplicacioén (h) Basal Inducida
!% sobrevivencia! !% sobrevivencia!

WT (W303-13) 2.57 +/-0.14 0.025 +/-0.018 75.71 +/-5
Atpk1Atpk2TPK3 2.64 +/-0.15 0.005 +/- 0.001 55.5 +/-4.74
(YMR70a)
Atpk1TPK2Atpk3 2.47 +/- 0.04 0.03 +/- 0.01 76.65 +/- 0.77
(YMR71a)
TPK1Atpk2Atpk3 4.29 +/- 0.47 0.04 +/- 0.01 77.15 +/-10.2
(YMR68)

TABLA 9: Efecto en la termotolerancia y el tiempo de duplicacién en mutantes dobles de las
subunidades cataliticas de la PKA. Los resultados son el promedio de tres experimentos
independientes con su desviaciéon estandar.

Los resultados obtenidos mostraron que el tiempo de duplicacion de la
cepa TPKI1 Atpk2 Atpk3 aumento con respecto a las cepa; silvestre TPK1I
TPK2 TPK3y a las mutantes Atpkl TPK2 Atpk3 y Atpkl Atpk2 TPK3 (ver tabla
9). Esto sugiere que la subunidad Tpkl actia sobre el crecimiento,
controlando negativamente el tiempo en el cual la célula se divide. Por otro
lado, la termotolerancia basal (tabla 9) de la cepa Atpkl Atpk2 TPK3 es
significativamente (p=0.02 veces) menor a la de las mutantes TPKI1 Atpk2
Atpk3 y Atpkl TPK2 Atpk3, y del control silvestre (tabla 9). Contrario a la

hipotesis de que una menor actividad total de cinasa resultaria en la
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adquisicion de termotolerancia, este resultado muestra que Tpkl y Tpk2 son
suficientemente capaces, cada una por si misma, de regular la respuesta al
calor de forma similar al control silvestre. Sin embargo, la sola actividad de
Tpk3 resulta en una mayor sensibilidad con respecto al control, lo que
indica que esta subunidad inhibe la respuesta al calor. El hecho de que la
cepa Atpkl Atpk2 TPK3 sea mas sensible al choque directo de calor sugiere
que Tpk3 promueve una actividad mas alta de PKA y que los factores de
transcripcion que activan la respuesta al calor estan siendo inhibidos (figura
2 y 19. Este efecto podria explicarse de la siguiente forma: se sabe que la
PKA no esta activa constantemente una vez que el estimulo ha llegado; ya
que, mediante el mecanismo de retroalimentacion (explicado en la
introduccion) disminuye las concentraciones de AMPc resultando en su
inactivacion. Debido a estas concentraciones fluctuantes de AMPc, la
actividad de PKA oscila entre encendida y apagada, ya que la tunica
presencia de Tpkl o Tpk2 resulta en fenotipos silvestres, esto indica que
cada una de estas subunidades por si mismas pueden llevar a cabo
eficientemente la retroalimentacion; por el contrario, so6lo Tpk3 es incapaz de
esta retroalimentacion, por lo tanto, las oscilaciones de actividad se
perderian resultando en una PKA constantemente activa, que inhibiria a
Msn2 y Msn4, y posiblemente también a Hsfl, provocando que las células
sean sensibles al choque de calor directo. El analisis de la adquisicion de la
termotolerancia de esta cepa podria también indicar que la carencia de
retroihibicion por parte de TPK3 es real. Se puede concluir, por lo tanto, que
cada subunidad participa de forma diferente en la regulacion de los

mecanismos de control del ciclo celular y respuesta al calor.
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FIGURA 19: Efecto de las mutaciones dobles de las subunidades de la PKA sobre el control
de la resistencia al calor.

Como se mencioné arriba, para comprobar que el modelo de la figura
19 es correcto, se decididé analizar la adquisicion de termotolerancia de las
cepas dobles mutantes en las subunidades de la PKA. Se sabe que la via
PKA controla negativamente a los factores transcripcionales Msn2 y Msn4,
que son parcialmente responsables de la termotolerancia inducida en
levadura (Boy-Marcotte et al., 1999b). Los resultados obtenidos muestran
que la mutante Atpkl Atpk2 TPK3 presenta una termotolerancia inducida
significativamente disminuida con respecto al control silvestre (tabla 9);
mientras que, las mutantes TPK1 Atpk2 Atpk3 y Atpkl TPK2 Atpk3
mantienen los niveles de termotolerancia inducida similares a la del control
silvestre. Una vez mas, estos resultados indican que la sola presencia de la
subunidad Tpk3 en la célula, es capaz de impedir la actividad de los factores
de transcripcion (Msn2/4 y/o de Hsfl) implicados en la adquisicion de

termotolerancia, apoyando el modelo propuesto (figural9).

Si la inactivacion de la PKA en general resulta en un aumento de la
termotolerancia y una disminucion de la velocidad en la division celular,
entonces su hiperactivacion (mediante la eliminacion de la regulacion

negativa BCYI) deberia presentar fenotipos contrarios a los mencionados (es
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decir, las células 4bcyl deberian ser termosensibles y dividirse a mayor
velocidad con respecto a una cepa silvestre). Segun los resultados de la tabla
10 (columna de tiempo de duplicacion), pareceria que la participacion de
Bceyl en el crecimiento y la termotolerancia basal es pequena o nula, debido
a que las mutantes bcyl-16 y Abcyl presentaron fenotipos indistintos a los
de sus cepas silvestres. Por lo tanto se decidi6 medir la adquisicion de
termotolerancia (tabla 10). Después de someter a una cepa silvestre a un
estrés moderado (39°C, durante una hora) seguido de un choque letal (50°C)
fue evidente como su tolerancia al calor aumenté a casi 100% (tabla 10).
Este efecto no se detecto en el caso de la falta de BCY1. El hecho de que la
cepa 4dbcyl fuera 422 veces mas sensibles que la cepa silvestre, coincide con
lo esperado de que Bcyl participa positivamente en la regulacion de la
adquisicion de la termotolerancia, al impedir que la PKA inhiba a los

factores responsables de ésta.

Cepa Tiempo de Termotolerancia Termotolerancia
Duplicacion Basal Inducida
h % sobrevivencia % sobrevivencia
BCY1 (KT1112) 2.5+/-0.3 0.05 +/- 0.05 S/D
bcyl-16 (KT1567) 2.5+/-0.4 0.04 +/- 0.06 S/D
BCY1(W303-1a) 2.6 +/-0.4 0.02 +/- 0.02 92.98 +/ 0.04
Abcy 1(CM0095) 2.5 +/-0.02 0.03 +/-0.02 0.22 +/ 0.04

Tabla 10: Fenotipos de mutantes con la subunidad reguladora de la PKA. S/D: sin
determinar.

3.Efecto de las Mutaciones en la Via Ras-PKA Sobre Elementos HSE.

3.1.Efecto de cdc25 en la actividad de f-galactosidasa mediada por
elementos HSE.

Las cepas mutantes en cdc25 tienen una elevada expresion de los
genes con elementos HSE y STRE en sus promotores, tales como HSPO4,
CTT1, etc. (Folch-Mallol et al., 2004). Para evitar el estudio de la expresion
de genes con promotores complejos, decidimos analizar la expresion

dependiente de cada tipo de elemento (HSE o STRE) de manera aislada. Para
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este proposito se transformaron células cdc25 con construcciones que
permiten la expresion del gen reportero lacZ dependiente so6lo de STRE o de
HSE.

Se midio la actividad de B-galactosidasa mediada por elementos HSE,
mediante la utilizacion del gen reportero HSE-lacZ, tanto en las mutantes
cdc25-21 y Acdc25 en el fondo genético W303, como en la mutante cdc25-1
en el fondo genético LRA transformada con pRYO016. Los resultados
muestran que las mutantes en CDC25 en ambos fondos genéticos, tienen
mayor actividad tanto basal a 25°C (3.8 y 2 veces mas, respectivamente)
como inducida 39°C (1.75 y 1.22 veces mas, respectivamente) del gen
reportero, con respecto a sus controles silvestres (figura 20). Aunque, el alelo
cdc25-1 del fondo LRA el aumento de actividad es pequefno, comparado con
la cepa silvestre, este incremento fue estadisticamente significativo

(P=0.005).

Este resultado indica que CDC25 controla negativamente la
produccion de enzima p-galactosidasa, que es mediada por elementos HSE,
posiblemente a través de la actividad de los factores de transcripcion Hsfl
y/o Skn7 durante el crecimiento exponencial. Esto sugeriria también que
CDC25, posiblemente, a través de la via Ras-PKA se encuentra reprimiendo
la expresion de genes dependientes de los elementos HSE, en condiciones

normales de crecimiento.
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FIGURA 20. Efecto de Cdc25 en la expresion del gen reportero dependiente de HSE en
diferentes fondos genéticos. Promedio de 3 experimentos.
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3.2.Efecto de mutaciones rio abajo de Cdc25 en la actividad de f3-
galactosidasa mediada por elementos HSE.

Como se menciono, Cdc25 actia arriba en la cascada de senalizacion
de la PKA, por lo que determinamos si otros miembros rio abajo de la via

Ras-PKA presentan el mismo efecto sobre el gen reportero HSE-lacZ.

Como se esperaba (debido a los fenotipos de termotolerancia basal
observados antes —tabla 8-) la actividad de B-galactosidasa dependiente de
HSE en mutantes ras2 del fondo BY4741 no se afectd a 25°C ni a 39°C con
respecto a su silvestre (figura 21A), lo cual esto sugiere que en este fondo
genético la sola presencia de Rasl es suficiente para inhibir la expresion
dependiente HSE en ausencia de Ras2 a la temperatura control de 25°C. A
diferencia de este resultado, las mutaciones en ras2, de los fondos genéticos
KT1112 y AW3, presentaron un aumento de 6.2 y 1.57 veces a 25°C de la
actividad de p-galactosidasa. En estos fondos genéticos (especialmente en
KT1112), la carencia de RAS2 no puede ser completamente sustituida por
RAS]1, por lo que entonces existe una des-represion parcial de los elementos
HSE. Los bajos niveles de B-galactosidasa que se obtuvieron en las cepas
AW3-RAS2* y AW3-ras2- (Figura 21B) se deben a que se utilizé una
construccion HSE-lacZ diferente a pRY016, la cual es integrativa en el
genoma y contiene menor numeros y diferente arreglos de HSE (Marchler et

al., 1993).
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FIGURA 21: Efecto de mutaciones en Ras2 y AC en la actividad del gen reportero
dependiente de HSE. A) Eliminacion del gen RAS2, de los fondos genéticos BY4741 y
KT1112. B) Mutacién en el gen RAS2 del fondo genético AW3. C) Mutacion en la AC en
el fondo genético HE61-6C.
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Los datos mostraron que al disminuir la expresion de la AC se
aumento 68% la actividad de B-galactosidasa a 25°C con respecto a la cepa
isogénica silvestre; mientras que, los niveles de inducciéon por calor (39°C)
son similares a la silvestre (figura 21C). Este resultado sugiere que, al igual
que Cdc25, la adenilato ciclasa se encuentra controlando negativamente la
expresion dependiente de HSE durante el crecimiento exponencial de la
célula a 25°C.

Los resultados mostrados, en donde mutaciones de miembros rio
abajo de Cdc25 también presentaron un aumento de la actividad basal (i.e. a
25°C) de p-galactosidasa mediada por HSE, permiten concluir que la via
Cdc25-Ras-PKA controla negativamente la expresion del gen lacZ
dependiente de HSE. Esto sugiere que también existe regulacion in vivo en

los genes que contienen elementos HSE en sus promotores.

3.3.Efecto de deleciones dobles de las subunidaddes cataliticas de la
PKA en la actividad de f3-galactosidasa mediada por elementos HSE.

Como se determiné que la mutante Atpkl Atpk2 TPK3 presenta un
fenotipo de resistencia al calor que sugiere una elevada actividad de PKA, y
que las cepas Adtpkl TPK2 Atpk3 y TPKI1 Atpk2 Atpk3 dan respuestas
similares a la cepa silvestre, se decidio analizar el efecto de la ausencia de
estas subunidades en la regulacion de la expresion del gen reportero HSE-
lacZ (figura 22).

Se observo que solamente Tpkl o bien Tpk2 en la célula basta para
mantener un nivel de actividad similar al de la cepa silvestre tanto a 25°C
como a 39°C (figura 22). De manera sorprendente, los datos de actividad de
B-galactosidasa en la cepa Atpkl Atpk2 TPK3 donde soélo se tiene la actividad
de la cinasa Tpk3, presentan una menor actividad basal (25°C), que ademas
no es capaz de inducirse durante el tratamiento a 39°C, con respecto a la

cepa silvestre (figura 22).
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Estos datos son muy interesantes, ya que indican que la actividad de
la cinasa Tpk3, en ausencia de Tpkl y Tpk2, hiper-inhibe la expresion
dependiente de HSE a cualquier temperatura o que esta subunidad es
menos afin a Bcyl. Este efecto podria deberse a la inhibicion de los factores
de transcripcion Hsfl y/o Skn7. Aunque estos experimentos no permiten
determinar si TPK3 actua directamente sobre Hsfl y Skn7 o los afecta a

través de intermediarios.

3.4.Efecto de la eliminacion de la subunidad regulatoria de la PKA en
la actividad de f3-galactosidasa mediada por elementos HSE.

Como se observa en la figura anterior una sobreactivacion de la via de
PKA (Atpkl Atpk2 TPK3) resulta en la inhibicion del gen reportero mediado
por elementos HSE. Entonces, la sobreactivacion de la PKA causada por la
carencia de BCY1 provocaria bajos niveles de p-galactosidasa. Esto se
comprobo cuando se analizaron mutantes bcyl transformadas con pRY016
(figura 23). Se observé que en el fondo W303 la carencia de BCY1 provoco
una disminucion de la actividad de p-galactosidasa de 4.3 veces, con
respecto a la cepa BCY1, a 25°C y una disminucién de 3.6 veces cuando al
termo-inducir a 39°C. Sin embargo, esta tendencia no se repitié en el fondo
KT1112 donde la expresion dependiente de HSE fue similar tanto a 25°C
como a 39°C en la cepa silvestre y en la mutante bcyl-16 (KT1567). Este
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efecto posiblemente se deba a que esta es una mutacion puntual en bcyl y
no es la carencia total de la proteina como en el caso del fondo W303.
Entonces, es posible establecer que la sobreactivacion de la PKA (en las
cepas Atpkl Atpk2 TPK3 y Abcyl) inhibe la expresion del gen reportero
mediado por elementos HSE. Estos datos contrastan con lo reportado por
Engelberg, et al. (2004), que concluyé que en mutantes con la via PKA
sobreactivada (bcyl y rasVei®) no se afecta la expresion medida por HSE
(Engelberg et al., 1994). Sin embargo, y apoyando los datos mostrados en
esta tesis, Ferguson et al. recientemente demostraron que la expresion de los
genes de las proteinas de choque térmico pequenas, HSP12 y HSP24, es
mediada por la actividad de Hsfl regulada a través de la via PKA.
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FIGURA 23. Efecto de la actividad de 3-galactosidasa dependiente de HSE en mutantes
bcyl. Promedio de tres experimentos.

Con los datos mostrados es posible concluir que la via Ras-PKA
controla negativamente la actividad del gen reportero dependiente de HSE a
25¢C. El efecto a 39°C, sin embargo, es mas dificil de interpretar ya que en
algunas mutantes (ras2- fondo genético BY4741 y bcl-16 fondo genético
KT1112) no se observa una clara diferencia con respecto a los controles
silvestres. Debido a que los elementos HSE son reconocidos por los factores
Hsfl y/o Skn7, entonces se puede pensar que esta cascada se encuentra

normalmente inhibiendo la transcripciéon de los genes blanco de Hsfl y/o
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Skn7 en células creciendo exponencialmente. Cuando ocurre la inactivacion
de la via (por ejemplo en las cepas mutantes Acdc25, Aras2 y hsrl) y
disminuyen las concentraciones de AMPc la expresion dependiente de HSE
aumenta, posiblemente través de los factores de transcripcion Hsfl y/o Skn7
(figura 23B). Por el contrario cuando la PKA se encuentra sobreactivada y las
concentraciones de AMPc no oscilan (como posiblemente esté ocurriendo en
la cepa Atpkl Atpk2 TPK3), o no responden a la regulacion de este segundo
mensajero (como en Abcyl), la expresion dependiente de HSE se ve abatida

(figura 24, opciéon de menor AMPc).
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FIGURA 24: Esquema de la regulacion de la via Ras-PKA sobre la expresién dependiente de
HSE, a través de los factores de transcripcion Hsfl y/o Skn7.

4.Actividad de Tpk3.

4.1.Efecto de Tpk3 sobre la expresion dependiente de STRE.

Los datos mostrados anteriormente indican que la doble mutante
Atpkl Atpk2 TPK3 aumenta la actividad de la via PKA. Entonces, debido a
que esta mutante disminuye la expresion dependiente de HSE, también fue
importante estudiar la expresion que es dependiente de STRE. Para lo cual
se transformaron las combinaciones de dobles mutantes de la PKA con el

gen reportero lacZ dependiente de elementos STRE.
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En primer lugar se observé que en este caso las cepas mutantes TPK]1
Atpk2 Atpk3 'y Atpkl TPK2 Atpk3 si presentaron un aumento de 3 y 4 veces,
respectivamente, con respecto al control silvestre en la actividad basal del
gen reportero a 25°C, efecto que no se observd cuando la expresion del
reportero fue mediada por HSE (figura 25). A 39°C se observdé una
termoinduccion de 2.19 y 3.1 veces después de una hora de someter a las
levaduras a calor moderado. En cambio en la mutante Atpkl Atpk2 TPK3 se
mantuvieron los mismos niveles de actividad que los de la cepa silvestre a
25°C. Pero, durante la termoinduccion a 39°C aumenté 6.8 veces la
actividad de PB-galactosidasa, siendo incluso mayor que en las otras dobles

mutantes (figura 25).
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FIGURA 25. Efecto de las deleciones dobles de las subunidades cataliticas de la PKA
en la expresion regulada por elementos STRE

Se ha reportado que tanto Msn2 como Msn4 son responsables de
activar los genes que contienen elementos STRE en su promotor, y a la vez
estos factores son controlados negativamente por la via PKA (Smith et al.,
1998). Con estos datos se observa que, al contrario de lo que ocurre con la
actividad dependiente de HSE, TPK1 o TPK2 por si solas no son capaces de
reprimir los elementos STRE al nivel de la cepa silvestre. Es decir, en este
caso si se detecto un efecto de la carencia de la actividad total de PKA. Por
otro lado, fue evidente que la sola presencia de la subunidad Tpk3 no
permite una mayor expresion dependiente de STRE a 25°C (figura 25), ya
que los niveles de actividad fueron similares a los obtenidos en la cepa

silvestre. En cambio, a 39°C, Tpk3 no inhibi6 la expresion del gen reportero
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STRE-lacZ, como se esperaba. Por esta razéon se obtuvo una mayor actividad
de PB-galactosidasa, con respecto a la demas dobles mutantes y al control
silvestre. Estos resultados sugieren que la regulacion de los elementos HSE
y STRE por la via de la PKA es diferente para cada uno. Mientras, que
cuando se analiza la actividad de B-galactosidasa bajo HSE se presenta
inhibicion del gen reportero en la mutante Atpkl Atpk2 TPK3 (figura 22), esto
no se detecta cuando se analiz6 la actividad controlada por STRE (figura 24).
Este resultado no se puede interpretar facilmente, ya que, se tiene bien
establecido que cuando hay alta actividad de PKA (como la que se cree
ocurre en la mutante Atpkl Atpk2 TPK3) se presenta inhibicion de los

factores de transcripcion Msn2/4.

4.2.Efecto de las deleciones sencillas en las subunidades cataliticas
de la PKA.

Para saber si el fenotipo de inhibicién de actividad de -galactosidasa
en la cepa Atpkl Atpk2 TPK3 es dominante sobre las subunidades TPK1 y
TPK2, se analizaron las mutantes sencillas de las tres subunidades. Se
caracterizo el fenotipo de crecimiento y termotolerancia basal de cada una
(tabla 11). Se observo que la cepa TPKI1 TPK2 Atpk3 presenta un mayor
tiempo de duplicacion, lo que apoya el hecho de que la subunidad Tpk3
parece tener un efecto activador de la via. Entonces, la ausencia de Tpk3
provoca la atenuacion de la actividad de las restantes subunidades Tpkl y
Tpk2. Por otro lado, la termotolerancia basal de la mutante Atpk3 fue similar
a la de la cepa silvestre. Estos resultados permiten sugerir que los dos
fenotipos (tiempo de duplicacion y termotolerancia basal) en esta cepa son
controlados de manera independiente. Las demas cepas mutantes sencillas
presentaron fenotipos indistintos a los de la cepa silvestre, lo que indica que
las subunidades restantes son capaces de suplir la falta de la subunidad

mutada.
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B-galactosidasa (mol de

ONPG hidrolizado/mg prot/min)

Actividad

Cepa Tiempo de Duplicacion Termotolerancia Basal
(h) (% sobrevivencia)
TPK1TPK2TPK3 2.39 +/- 0.2 0.055 +/- 0.057
Atpk1TPK2TPK3 2.34 +/-0.9 0.023 +/- 0.024
TPK1Atpk2 TPK3 2.38 +/- 0.05 0.047 +/- 0.046
TPK1 TPK2Atpk3 3.44 +/- 0.03 0.065 +/- 0.007

TABLA 11: Efecto en la termotolerancia basal y el tiempo de duplicacion de las
mutantes sencillas de las subunidades cataliticas de la PKA. Los resultados son el
promedio y la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

4.1.1 Efecto de las mutantes sencillas en las subunidades
cataliticas de la PKA, sobre la actividad de p-galactosidasa
dependiente de HSE.

En cuanto a la actividad de p-galactosidasa mediada por HSE en las
mutantes arriba descritas, en ningin caso se observo un fenotipo distinto al
que presenta la cepa silvestre (W303-1a). Para el caso de las cepas en las
que TPK3 se expresaba ademas con cualquiera de las otras dos: Atpkl TPK2
TPK3 y TPK1 Atpk2 TPK3 los resultados muestran que se complemento6 el
fenotipo de baja actividad de p-galactosidasa que presenta la cepa Atpkl

Atpk2 TPK3 (figura 25).
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FIGURA 26. Efecto de las mutantes sencillas de la PKA en la expresién mediada por
elementos HSE. Promedio de tres experimentos.
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5.Participacion de Skn7 en la Alta Resistencia al Estrés que Presenta la

Mutante Acdc25

Se ha determinado que la principal participacion del factor de
transcripcion Skn7 ocurre en respuesta al estrés oxidativo, donde junto con
Yapl, regula la tolerancia a este tipo de estrés. El Skn7 también participa en

la regulacion positiva de la resistencia al choque térmico (Raitt et al., 2000).

Entonces, nos dimos a la tarea de evaluar la participacion de Skn7 en
el crecimiento y termotolerancia de la cepa A4cdc25. Los resultados
mostraron que este factor no resulto ser esencial para el crecimiento, tanto
en el fondo silvestre como en Acdc25, como se aprecia en la tabla 12. Se
observo que la ausencia de Askn7 no afecta el tiempo de duplicacion en
ninguno de los fondos genéticos mencionados (tabla 12). Sin embargo,
aunque la doble mutante Askn7 Acdc25 es miles de veces mas tolerante al
choque térmico letal con respecto a la cepa silvestre, la ausencia de SKN7 en
el fondo Acdc25 provoco niveles menores de termotolerancia (2.5 veces), con
respecto a la mutante sencilla Acdc25. Lo que sugiere que la termotolerancia
de la cepa 4cdc25 es parcialmente dependiente de la actividad de SKN7, y
que existen otros factores de transcripcion en la mutante Acdc25 que estan

también implicados en su alta resistencia a estrés.

Cepa Termotolerancia basal Tiempo de duplicacion
(% sobrevivencia) (h)
W303-6B 2.4 +/- 0.03 0.013 +/- 0.004
Askn7 2.2 +/-0.05 0.04 +/-0.008
Askn7Acdc25 4.75 +/-0.07 30.48 +/- 3.98
Acdc25 4.86 +/- 0.03 75.95 +/- 27.55

TABLA 12: Tiempo de duplicacion y termotolerancia basal. Los resultados son el
promedio y la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Debido a la amplia participacion de SKN7 en multiples procesos

celulares se analiz6 también su respuesta al estrés oxidativo (figura 26B y
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tabla 13). De acuerdo a lo esperado, se observé una mayor sensibilidad de la
cepa 4skn7 con respecto a la silvestre cuando fueron crecidas en presencia

de H»Oo.

101 102 103 10+ 10-1 102 103 104 10310+

10-1 102

A YPDA

B 20 mM de H202

FIGURA 27: Ensayo de sensibilidad en placa A) control YPDA B) Estrés oxidativo; YPDA
+20 mM de H»O,. C) Deficiencia en la pared celular; YPDA + 70 ng/ml de higromicina

C 70 pg/ml de higromicina

Debido a que el ensayo de goteo en agar (figura 26B) no permitio
apreciar la sensibilidad ante la presencia de H>O> de la cepa carente de skn7
con respecto a la cepa silvestre, se decidi6 realizar el experimento en medio
liquido (tabla 13). Los resultados mostraron que la sola falta de SKN7
provoca una mayor sensibilidad al estrés oxidativo y, que también causa el
mismo efecto en el fondo Acdc25. Entonces se confirmé la participacion de
SKN7 en la regulacion de la respuesta al estrés oxidativo. También, se
establecio que este factor de transcripcion es importante en la regulacion de
la sobrevivencia en presencia de H2O> de la cepa Adcdc25, sugiriendo su

actividad en condiciones de baja actividad de PKA.

Cepa (Fondo Genético) % de Sobrevivencia

WT (AF005) 0.48 +/- 0.02

Askn7 (SE1000) 0.22 +/- 0.02
Askn7 Acdc25 (AF002) 30.77 +/- 10.55
Acdc25 (SL5001) 82.35 +/- 14.73

TABLA 13: Sobrevivencia a 10 mM de H>O, durante 20 minutos en medio minimo liquido.

Uno de los mecanismos que controlan la actividad de Skn7 involucra

al sistema de dos componentes: Slnl-Sskl, que principalmente regula el
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metabolismo de la pared celular (Yamamoto and Jigami, 2002) y la
respuesta al estrés oxidativo. Entonces, las mutantes Askn7 deberian ser
sensibles a la presencia de higromicina que afecta a las células defectuosas
en la sintesis de la pared celular. La figura 26C muestra la participacion de
Skn7 en la capacidad de la célula de resistir a la presencia de higromicina.
Interesantemente la mutacion Acdc25 por si misma fue incapaz de crecer en
medio con higromicina, esto es de notar dado que esta mutante presenta

una pared celular gruesa (Folch-Mallol et al., 2004).

5.1.Participacion de Skn7 en la regulacion de la expresion
dependiente de HSE.

Como se mencion6é anteriormente ademas de Hsfl, Skn7 también
reconoce elementos HSE (Raitt et al.,, 2000). Entonces, para determinar si
SKN7 participa en la regulacion dependiente de HSE, se trasformaron las
cepas de la tabla 12 con el gen reportero HSE-lacZ (figura 27). Mediante esta
estrategia se logro apreciar la participacion de Skn7 en un fondo silvestre, ya
que la ausencia de éste provocé una disminucion de la actividad de -
galactosidasa a 25°C comparando con la cepa silvestre. Aunque, en
condiciones de calor moderado a 39°C ocurri6 una termoinduccién de -
galactosidasa a los mismos niveles que presentdé la cepa silvestre. Este
resultado no es extrano debido a que Hsfl debe ser el responsable del
aumento, ya que es el principal factor de transcripcion que regula la

expresion dependiente de HSE.

Con la finalidad de conocer a la participacion de Skn7 en condiciones
de baja actividad de PKA, se obtuvo que la cepa doble mutante Askn7
Acdc25. Los datos mostraron que esta cepa presenta entre 4 y 2 veces menor
actividad de B-galactosidasa a 25°C y 39°C respectivamente, al comparar con
la mutante sencilla Acdc25, tanto a la temperatura control como en

condiciones de choque térmico (figura 27).
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FIGURA 28: Participacion de Skn7 en la elevada actividad de B-galactosidasa mediada por
HSE, en el fondo 4cdc25. Promedio de tres experimentos.

Con los datos obtenidos es indudable la participacion de Skn7 en la
regulacion de la respuesta a estrés en condiciones de baja actividad de PKA
(Acdc25) y en la regulacion de la expresion del gen reportero dependiente de

HSE, bajo estas mismas condiciones.

6.Participacion de Hsf1 en la Alta Resistencia a Estrés en la Mutante
Acdc25.

Hsfl en S. cerevisiae es el principal factor de transcripcion que regula
la expresion de genes que contienen elementos HSE en su promotor.
También se sabe que HSF1 es un gen esencial para el crecimiento normal de
la levadura, pues la ausencia de este factor las células sufren un arresto en
la fase G2 del ciclo celular. Por esta razoén, no es posible generar una cepa
carente de HSF1, asi que se decidi6 crear una cepa mutante que permitiera
analizar la participacion de este factor de transcripcion en la expresion del
gen reportero HSE-lacZ. Para ésto se opto por eliminar el carboxilo terminal
de Hsfl, ya que se ha reportado que este dominio es necesario para la

respuesta sostenida a elevadas temperaturas (Nieto-Sotelo et al., 1990).

Una vez generada la cepa 4dcdc25 hsflIACTA (ver la seccion de

generacion de cepas) y sus controles isogénicos, se caracterizaron sus
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fenotipos de termotolerancia y el tiempo de duplicacion (tabla 14). Los
resultados mostraron que la falta del carboxilo terminal, por si mismo (cepa
mutante sencilla hsf1ACTA) provoc6é un aumento moderado en el tiempo de
duplicacion (significativo de 0.4 hrs) con respecto a la cepa silvestre.
También, la carencia de este dominio en el fondo 4cd25 provoco que las
células crecieran aun mas lentamente (ver tiempo de duplicacion), con
respecto a la mutante sencilla 4cd25. Entonces, el carboxilo terminal de
Hsfl no soOlo es necesario para el crecimiento sostenido a elevadas
temperaturas, sino que también parece participar en condiciones normales
de crecimiento (25°C); ya que su remocién provoca un aumento significativo
de la tasa de crecimiento. Cuando se evalué la participacion del CTA de Hsfl
en el fondo Acdc25, se detectd un aumento de 0.54 h en el tiempo de
duplicacion, con respecto a la mutante sencilla en cdc25. Estos datos
sugieren que este dominio se encuentra interaccionando con la maquinaria
general de transcripcion (Hashikawa et al., 2006) (RNA pol II, etc), y cuando
éste no se encuentra se da una menor eficiencia en la transcripcion de

genes.

De manera muy interesante, y en apoyo a la hipétesis planteada, se
observd que en un fondo Acdc25 la falta del dominio CTA de HSF1 provoco
una disminucion de 5 veces en la termotolerancia, cambio que resulto

estadisticamente significativo (tabla 14).

Cepa Tiempo de Duplicacion Termotolerancia Basal
!h! !% de sobrevivencia!
W303-6B 2.39 +/- 0.03 0.05 +/- 0.05
Hsfl1ACTA 2.79 +/- 0.03 0.016 +/- 0.014
Acdc25 4.87 +/- .04 75.95 +/- 27.55
Acdc25 hsfl1ACTA 5.41 +/-.14 14.78 +/- 11.27

TABLA 14: Tiempo de duplicacion y termotolerancia basal. Los resultados son el promedio y
la desviacion estandar de tres experimentos independientes

Como podria esperarse para que las cepas 4cd25 presenten la alta
termotolerancia que las caracteriza es necesario que el factor Hsfl esté

integro, ya que la carencia de su dominio carboxilo terminal provoca una
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disminucion en el porcentaje de sobrevivencia al choque de calor. Al igual
que Skn7, también Hsfl juega un papel en la regulaciéon de la resistencia al
estrés en condiciones de baja actividad de PKA. Para confirmar la identidad
de la mutante hsf1ACTA se realizaron diferentes ensayos. En primer lugar se
determiné que la cepa hsfIACTA no crece a 36°C, fenotipo que coincide con
el reportado en la literatura. Por otro lado esta mutante fue capaz de
sobrevivir (80%) a un choque letal de 50°C durante 20 min, cuando
previamente fue incubada durante 1 hora 39°C. Esto debido a que el
dominio CTA de Hsfl es indispensable para el crecimiento sostenido a
elevadas temperaturas, lo que una hora (la mitad de un tiempo de
duplicacion) de crecimiento a 39°C no permite revelar la participacion de

este dominio en la regulacion de la respuesta inmediata al estrés.

6.1.Participacion de Hsfl en la regulacion de la expresion

dependiente de HSE.

Como se observo que bajo las condiciones estandar (una hora de
crecimiento a 39°C y una hora mas de recuperacion a 25°C), la falta del
dominio CTA de Hsfl no afecté la actividad de HSE-CYC-lacZ a 25°C, ni
tampoco a 39°C, ya que los niveles de actividad de -galactosidasa fueron del
orden de los de la cepa silvestre (figura 28A). Debido a que una hora de
incubacion a 39°C no permite ver la actividad del dominio CTA, para el
ensayo de [B-galactosidasa con el plasmido reportero pRYO016 se decidio
incubar dos horas a 39°C en lugar de 1 h (que es el tiempo de inducciéon

utilizado en el analisis de las otras cepas).

Al cabo de dos horas de termoinduccion a 39°C la cepa hsfIACTA no
aumenta la actividad de B-galactosidasa con respecto a 25°C (figura 28B). Se
puede entonces concluir que el carboxilo terminal de Hsfl es indispensable
para el aumento en la expresion del gen reportero dependiente de HSE en

condiciones de crecimiento sostenido a temperaturas no letales.
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Actividad de B-galactosidasa (mol de

Actividad de B-galactosidasa (mol de

El hecho de que el alelo HsflACTA en el fondo Acdc25 hubiese
provocado una disminucion de la actividad de p-galactosidasa tanto a 25°C
como cuando se sometio a 2 h de crecimiento a 39°C (figura 28B) sugirio que
la alta actividad de B-galactosidasa de las células Acdc25 esta dada por la
presencia de un Hsfl funcional, indicando que en condiciones de baja

actividad de PKA Hsfl es mas activo.
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FIGURA 29: Actividad de B-galactosidasa, para evaluar la participacion de Hsfl en la
elevada expresion de HSE-lacZ. A) Una hora de crecimiento a 39°C y posterior recuperacion
a 25°C durante una hora. B) Dos horas de crecimiento a 39°C y posterior recuperacion a
25°C durante una hora.

Conforme transcurre el tiempo de crecimiento en medio rico la
actividad de la via Ras-PKA disminuye, disminuyendo su tiempo de

duplicacion y aumentando la resistencia a estrés (Thevelein et al., 2005). Se
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decidi6 entonces determinar la actividad de p-galactosidasa mediada por
HSE, a lo largo de la curva de crecimiento a 25°C. Los datos indican que
conforme transcurre el crecimiento (medido en aumento de UDO a 600nm),
en la mutante hsfIACTA, la expresion del gen reportero HSE-lacZ disminuye,
haciéndose notar la importancia de este dominio de activacion (figura 29).
Esto dato apoya la hipotesis de que la actividad de Hsfl es regulada a través
de la via de la PKA. Es importante mencionar que no tenemos datos para
explicar el porque en la mutante hsf1ACTA, va disminuyendo la expresion de
HSE-lacZ conforme avanza el tiempo de crecimiento y no por lo menos se
mantiene la expresion de este gen reportero, como se observa en la mutante
hsfIACTA Acd25. En esta mutante la actividad de dependiente de HSE no se
afecta conforme aumenta el tiempo de crecimiento en medio rico. Al
contrario de cuando solo se tiene A4cd25, la actividad de B-galactosidasa
también aumenta cerca del cambio diauxico (figura 29). Este aumento nos

muestra un segundo nivel de activacion de Hsfl, en el fondo 4cd25.
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FIGURA 30: Actividad de B-galactosidasa medida durante el crecimiento en medio YPDA a
diferentes DO a 600 nm.

Como se observa en los resultados, la actividad del gen reportero
HSE-lacZ aumenta cuando se disminuye la activad de la via PKA, ya sea
mediante la delecion de CDC25 o cuando la disponibilidad de nutrientes

disminuye (a lo largo de la curva de crecimiento) (ver figura 29 cepa
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silvestre y cepa 4cd25). Lo que implica que la atenuacion de la via

regula la actividad de Hsfl y/o Skn7.
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VIII.- CONCLUSIONES

Las células de levadura con mutaciones que inhiben la via de la PKA

tienen la expresion dependiente de STRE elevada.

La expresion de genes dependiente de HSE se encuentra
constitutivamente elevada durante la fase exponencial a 25°C, en células

Acdc25, Aras2 y hsrl.

La expresion del gen reportero HSE -lacZ en la mutante Atpkl Atpk2

TPK3 se encuentra inhibida.

La expresion constitutiva dependiente de HSE en las células Acdc25 es

mediada tanto por Skn7 y Hsfl.
Esto resultados implican que la PKA ejerce una regulacion negativa

sobre la funcion de los factores de transcripcion Skn7 y a Hsfl durante el

crecimiento exponencial.
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