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1. Resumen

La mayor parte de las proteinas mitocondriales son codificadas por genes
nucleares y se sintetizan por ribosomas en el citoplasma celular. En general, se
considera que su transporte a la mitocondria, o importacion, sigue un modelo
post-traduccional. Es decir, las proteinas se sintetizan por completo en el citosol
asociandose con chaperonas que evitan su agregacion irreversible y las guian
hasta su posterior translocacion. Sin embargo, existe un grupo de proteinas que
no sigue este modelo. Para estos casos se ha propuesto que su importacién
ocurre de manera co-traduccional, donde la traduccion y la translocacion ocurren
de manera acoplada. A pesar de ser un proceso descrito desde hace varias
décadas, hasta ahora no se han dilucidado claramente los mecanismos que
rigen la ruta co-traduccional.

Uno de los complejos que se ha relacionado con la importacion co-
traduccional de proteinas a la mitocondria, es la chaperona citoplasmica NAC.
Este complejo heterodimérico se une a ribosomas traduccionalmente activos y
se ha observado que favorece la importacién in vivo de proteinas como Fum1.

En organismos como moscas, nematodos y ratones, la eliminacion de los
genes que codifican para cada una de las subunidades del complejo NAC es
letal. Sin embargo, no genera ningun fenotipo observable en la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Tomando en cuenta que existen procesos
metabdlicos que pueden ser llevados a cabo por uno o varios sistemas, una
posible explicacion para lo observado en levadura es que existen proteinas o
complejos proteicos que tienen una funcion redundante a NAC.

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar las interacciones
genéticas del complejo NAC en la levadura S. cerevisiae, en otras palabras,
identificar genes cuya eliminacién simultdnea con los genes de NAC,
comprometa la viabilidad del organismo. Esto llevara a identificar proteinas
funcionalmente redundantes a NAC que tengan un papel papel en la biogénesis
mitocondrial, en particular durante la importacion co-traduccional de proteinas a

la mitocondria.



2. Introduccion

Las mitocondrias son organelos presentes en células eucariontes que
participan en diversos procesos metabolicos esenciales como son la produccion
de energia, la muerte celular programada, algunos procesos de sefializacion, la
formacion de centros hierro/azufre, asi como el metabolismo de lipidos y
aminoacidos (Revisado en Chacinska y cols., 2009). Estos organelos se
componen de dos membranas: una externa y una interna (Revisado en Okamoto
y Shaw, 2005). Ambas membranas tienen una composicion lipidica distinta y por
lo tanto propiedades diferentes. La membrana externa esta en contacto con el
citosol y delimita al organelo. La membrana interna extiende prolongaciones
tubulares denominadas crestas mitocondriales hacia el espacio acuoso que
rodea: la matriz mitocondrial. Esta membrana aloja a todos los complejos
necesarios para la produccién de energia en forma de ATP. La porcion de la
membrana interna que no forma crestas mitocondriales, delimita junto con la
membrana externa al espacio intermembranal. Finalmente en la matriz
mitocondrial se llevan a cabo reacciones quimicas relacionadas con los
procesos celulares arriba mencionados, ademas de que contiene el ADN
mitocondrial (Harner y cols., 2011; Malsburg y cols., 2011).

Se ha postulado que las mitocondrias derivan de un evento
endosimbiotico (Margulis, 1970), en el cual un ancestro procarionte “engullé” a
una célula de la familia de las a-proteobacterias. Esta asociacion simbibtica se
ha mantenido a lo largo de la evolucion y una gran parte del genoma de dicha a-
proteobacteria se perdié. Por un lado al representar funciones redundantes y por
otro debido a una migracibn gradual al nucleo de la célula hospedera
(Andersson y cols., 2003).

Actualmente se estima que el 99% de todas las proteinas mitocondriales
estan codificadas en el genoma nuclear, mientras que el genoma mitocondrial
contiene unicamente el 1% de los genes. Para llevar a cabo las funciones
mencionadas anteriormente, las mitocondrias albergan un grupo grande de

proteinas (aproximadamente 1000 proteinas en levadura), las cuales se
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sintetizan principalmente por ribosomas citosolicos. Esto implica la existencia de
un sistema que pueda reconocer a las proteinas mitocondriales sintetizadas en
el citosol para llevarlas al interior de la mitocondria (Lithgow, 2000; Revisado en
Neupert y Herrmann, 2007; Revisado en Chacinska y cols., 2009).

2.1 Importacion de proteinas a la mitocondria

Existe un sistema de translocacion y distribucibn de proteinas
mitocondriales, que consta tanto de elementos citoplasmaticos como del
organelo. Su funcién es reconocer especificamente proteinas de éste organelo y
distribuirlas al subcompartimento requerido. El proceso empieza con la sintesis
de la proteina por los ribosomas del citosol. Una vez sintetizada, se asocia a
chaperonas del tipo Hsp70/90 que evitan su agregacion y guian su transporte
hasta proteinas receptoras en la membrana externa mitocondrial (Young y cols.
2003; Li y cols., 2009). Una vez que han alcanzado la superficie externa del
organelo, se distribuyen a los diferentes subcompartimentos en procesos
dependientes o independientes del potencial de membrana (AY) y de ATP. A

continuacioén se dara una descripcion mas detallada del proceso.

2.1.1 Las secuencias sefial de proteinas mitocondriales

Las proteinas mitocondriales se sintetizan con sefales en su cadena de
aminoécidos que las dirigen hacia la mitocondria. Las mas representativas son
las “presecuencias” o0 MTSs (de las siglas en inglés de Mitochondrial Targeting
Signal), regiones en el extremo amino terminal de la proteina que tienden a
adoptar una estructura de alfa hélice anfifilica (hélice con una cara hidrofobica y
una cara con cargas positivas, Moberg, 2004). Las proteinas que tienen MTS
dependen del potencial de membrana (AY) para ser importadas, ésto debido al
efecto electroforético que crea el AY sobre la MTS. Una vez que ingresan a la
matriz, se editan por la proteasa MPP (de las siglas en inglés de Mitochondrial
Processing Protease) que las convierte a su forma madura (de menor peso

molecular) (Revisado en Neupert y Herrmann, 2007).



En algunos casos, las MTSs estan seguidas por segmentos hidrofébicos
internos, que funcionan para anclar a proteinas de membrana interna. Algunas
proteinas residentes del espacio intermembranal tienen la misma estructura,
s6lo que la eliminacién de la MTS es seguida por otra edicion del segmento
hidrofobico por la proteasa del espacio intermembranal Impl (Glick y cols.,
1992).

Sin embargo no todas las proteinas mitocondriales presentan MTSs.
Algunas de las proteinas integrales de la membrana interna, como los
acarreadores de fosfatos o los translocadores de ADP/ATP, contienen
secuencias internas que no son editables (Wiedemann y cols., 2001).

Otro tipo de proteinas son las del espacio intermembranal, que contienen
cisteinas que les permiten formar enlaces covalentes con la proteina receptora
Miad40 (residente en la membrana interna). Mediante reacciones de oOxido-
reduccion, estas proteinas se liberan al espacio intermembranal (Herrmann y
Riemer, 2012).

2.1.2 La via de entrada: el complejo TOM

Una vez que la proteina mitocondrial se ha sintetizado por completo en
los ribosomas citosolicos (Figura 1, paso 1), se lleva al complejo TOM de la
membrana externa mitocondrial para su incorporacion al organelo.

El complejo TOM (por las siglas en inglés de Translocase of the Outer
Membrane) es el poro de entrada principal por el que ingresa la gran mayoria de
las proteinas sintetizadas en ribosomas citosélicos y destinadas a la mitocondria.
Esta constituido por un dimero de la proteina Tom40 que se asocia con cuatro
receptores encargados de reconocer y translocar proteinas mitocondriales:
Tom20, Tom70, Tom71 y Tom22. Tom20 une preferentemente proteinas con
secuencias sefal en el extremo amino terminal (MTSs, Saitoh y cols., 2007),
mientras que Tom70 reconoce preferencialmente proteinas con sefales internas
(Young y cols., 2003). Sin embargo, se ha observado que ambos pueden

compensar mutuamente su funciéon. Una vez que reconocen a la proteina
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blanco, la ceden al receptor comun Tom22 que a su vez la entrega al poro
transmembranal Tom40, por el cual la proteina ingresa al espacio
intermembranal. Para el caso de Tom71, se ha observado que puede unir
proteinas con sefiales internas de manera similar a Tom70, aunque con menor

afinidad (Schlossmann y cols., 1996).

@cursor
Citosol @‘ \ MTS
proteina

proteina

Espacio .
p 6;- intermembranal

Intermembranal

secee)
proteina proteina de A
transportadora membrana @ Viatris

interna
%_> A gi'l)PP_> bﬁ protein..ade
~/ matriz

Figura 1. Modelo de importacion post-traduccional de proteinas a la mitocondria. Las
proteinas se sintetizan por completo en el citosol y después se llevan a la membrana
externa mitocondrial. Con la ayuda de diferentes complejos proteicos, la proteina es
guiada hacia el subcompartimento mitocondrial requerido. Ver detalles en el texto.

2.1.3 Distribucion a los diferentes subcompartimentos mitocondriales

Dependiendo del destino final de cada proteina mitocondrial, su
distribucion se lleva a cabo por TOM de manera coordinada con alguno de los
siguientes complejos proteicos.

Para las proteinas residentes de la matriz, el complejo TIM23 (de las

siglas en inglés de Translocase of the Inner Membrane) en asociacion con el
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complejo motor PAM (de las siglas en inglés de Protein Associated Motor),
ambos localizados en la membrana interna, translocan a la proteina hasta la
matriz (Figura 1, paso 2). TIM23 es un complejo proteico compuesto por la
proteina Tim23 asociada con Tim17, formando un poro en la membrana interna
por el cual la proteina precursora puede translocarse (Chacinska y cols., 2005;
Mokranjac y cols., 2009; Tamura y cols., 2009). Otra de sus subunidades es
Tim50 que funciona como receptor de precursores una vez que han atravesado
el complejo TOM. PAM est4 constituido por diversas proteinas entre ellas la
mtHsp70, que con la hidrdlisis de ATP, retienen a la proteina blanco en la matriz
mitocondrial, donde se edita su MTS por la proteasa MPP (Okamoto y cols.,
2002; Li y cols., 2004; Figura 1, paso 3). Sin embargo, TIM23 puede operar de
manera independiente a PAM. En estos casos TIM23 distribuye y libera
lateralmente proteinas integrales de membrana interna (Figura 1, paso 4). Esto
sucede para proteinas con un solo segmento transmembranal (Glick y cols.,
1992; van der Laan y cols., 2007).

Sin embargo, existen proteinas de la membrana interna que tienen mas
de un cruce transmembranal. Entre éstas se encuentran las pertenecientes a la
familia de acarreadores (por ejemplo el acarreador de ATP/ADP). En estos
casos se ha visto involucrado otro complejo proteico denominado TIM22
(Rehling, 2003; Figura 1, paso 5).

Cuando el destino final de una proteina es el espacio intermembranal, su
distribucion se lleva a cabo de manera dependiente de reacciones de Oxido-
reduccion por el complejo MIA (de las siglas en inglés de Mitochondrial
Intermembrane space Assembly machinery; Banci y cols, 2009; Figura 1, paso
6). Esto sucede gracias a la presencia de residuos de cisteina en la secuencia
de estas proteinas, con los cuales el receptor Mia40 puede asociarse (Grumbt y
cols., 2007).

Para el caso de las proteinas codificadas en el genoma mitocondrial
(COX1, COX2, COX3, ATP6, ATP8, ATP9, COB, VAR1), la proteina Oxal lleva
a cabo su insercién a la membrana interna mitocondrial (Hell, Neupert y Stuart,
2001; Ott y Hermann, 2010; Figura 1, paso 7).
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Finalmente para el caso de las proteinas integrales de la membrana
externa con estructura barril-p (por ejemplo Tom40 o la porina), se ha observado
la participacion del complejo SAM (de las siglas en inglés de Sorting and
Assembly Machinery, Wiedemann, 2003; Paschen y cols., 2003, Waizenegger y
cols., 2004). SAM se compone de las proteinas Sam50 (que forma un poro en la
membrana externa mitocondrial), Sam35 y Sam37 (relacionadas con estabilizar
al complejo y en la liberacién de proteinas a la membrana externa, Figura 1,

paso 8).

2.2 ¢Existe una ruta co-traduccional de importacion de proteinas ala

mitocondria?

Hasta este momento, se ha descrito que la importacion de proteinas
ocurre de manera post-traduccional, esto es, la proteina mitocondrial se asocia a
chaperonas del citosol en su proceso de sintesis y Unicamente cuando se libera
por el ribosoma viaja a través del citoplasma hasta que la proteina se entrega a
los receptores del complejo TOM para su importaciéon (Young y cols., 2003).
Experimentos de importacion in vitro con proteinas diversas como la subunidad
B de la ATPasa, mtHsp60, Tom40, AAC1 (transportador ADP/ATP), Su9-DHFR
(proteina reportera de fusién), que han demostrado el modelo (Maccecchini y
cols., 1979; Reid y Schatz, 1982; Knox y cols., 1998; Schmidt y cols., 2011).
Estos experimentos consisten en realizar la traduccion del ARNm de la proteina
de interés en un sistema libre de células y en presencia de un aminoacido
radioactivo. Una vez que se tiene la proteina sintetizada por completo, se incuba
con mitocondrias purificadas. Después se adiciona una proteasa a la reaccion.
Mediante centrifugacion se recuperan las mitocondrias y el sobrenadante. Con
electroforesis desnaturalizante seguida de autoradiografia, se puede observar si
la proteina de interés es resistente a la accion de la proteasa afadida, es decir si
la proteina se ha importado. Para el caso de proteinas que tienen MTS, se

evalla ademas un cambio de peso molecular que sufre la proteina al editarse su
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MTS por la MPP mitocondrial (Mokranjac y Neupert, 2007; Mokranjac y cols.,
2009).

Sin embargo, en afios posteriores se observo que el modelo experimental
post-traduccional no servia para la importacion de algunas proteinas
mitocondriales. Ejemplos de ello son las enzimas fumarasa (Fuml) y superéxido
dismutasa 2 (Sod2). Mediante experimentos in vitro se observdé que para
importarse eficientemente, estas proteinas tenian que sintetizarse en presencia
de mitocondrias purificadas (Knox y cols., 1998; Luk y cols., 2005). Estos datos
se comprobaron también mediante experimentos in vivo, en los cuales se
observo el mismo comportamiento (Yogev y cols., 2007).

Para el caso particular de Fuml, que es la proteina méas estudiada en
este tipo de sistemas, algunas de las observaciones mas relevantes son las
siguientes:

i) en experimentos de importacion in vitro como los descritos anteriormente,
incluso en condiciones donde la proteina precursora se encuentra
desnaturalizada con urea, la tasa de importacion es practicamente nula (Knox y
cols., 1998).

i) la proteina madura de Fum1 (sin MTS), se detecta a tiempos muy cortos en
experimentos de importacion in vivo de pulso y caza (Yogev y cols., 2007). Lo
gue lleva a proponer que su entrada a la mitocondria sucede inmediatamente al
inicio de su sintesis, ya que el encontrar proteina madura, indica que la proteina
entrd a la mitocondria.

i) si se provoca una acumulacion del precursor de Fum1l en el citosol al abatir el
AY (y por lo tanto inhibir la importacién) y posteriormente reiniciar la reaccion de
importacion restableciendo el AY, se observa una fraccion practicamente nula de
la versidbn madura de Fum1l (Knox y cols., 1998; Yogev y cols., 2007). En otras
palabras, la proteina no puede ingresar al organelo cuando su sintesis se ha
completado.

Todo esto ha llevado a considerar que Fuml se importa de una manera

co-traduccional, es decir, de manera paralela a su sintesis.
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2.3 Evidencias del modelo co-traduccional de importacion

Ademas de los ensayos de importacion de Fuml y Sod2, se han
reportado otros trabajos en los que se sugiere y propone un modelo de
importacion co-traduccional.

En la década de los setentas Kellems y colaboradores (1975), observaron
la asociacion de ribosomas y polisomas citosolicos a la membrana externa
mitocondrial en experimentos de microscopia electronica. Para ello utilizaron
mitocondrias que habian sido purificadas en presencia de cicloheximida y
magnesio (la cicloheximida inhibe el paso de elongacion de la traduccion). Con
este tratamiento evitaban la liberacion de las cadenas nacientes de los
ribosomas (Kellems y cols., 1975; Fujiki y Verner, 1993; revisado en Lithgow,
2000; Figura 2).

Figura 2. Asociacion de ribosomas citosolicos a la membrana externa mitocondrial.
Las flechas indican puntos de contacto de los ribosomas a la membrana externa
mitocondrial. Tomado y modificado de Kellems y colaboradores (1975).

En afos recientes esta hipétesis se ha reforzado por trabajos de diversos
grupos, quienes con microscopia confocal han logrado detectar el ARNm de
diversas proteinas mitocondriales localizado cerca de la membrana externa
mitocondrial. Entre algunos de ellos se encuentran los ARNm de ATP2, FUM1 y
SOD2 (Garcia y cols., 2007; Gadir y cols., 2011). Y en particular, se ha
observado que la region 3'UTR de los ARNms es importante para su localizacién

(Figura 3, Ginsberg y cols., 2003; Marc y cols., 2002).
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Figura 3. Asociacién de ARNm que codifica para la proteina Atp2 a mitocondria. Se
observa en color verde los puntos localizados de ARNm por hibridacion in situ, en rojo
las mitocondrias y el empalme (izquierda) de las dos imégenes. En el empalme
(derecha) se muestra también el campo claro y por lo tanto el perimetro de las células.
En los bloques superiores se muestra la localizacion silvestre del ARNm, mientras que
en los bloques inferiores se observa el efecto al eliminar la regiéon 3’'UTR del mismo.

Se indica el porcentaje de localizacion de ARNm a mitocondria en cada caso. Tomado
y modificado de Gadir y colaboradores (2011).

2.4 Proteinas asociadas a la importacion co-traduccional de proteinas

mitocondriales

Diversos trabajos se han enfocado en tratar de identificar los
componentes de la via de importacion co-traduccional de proteinas a la
mitocondria (Ahmed y Fisher, 2009).

De manera general, se han buscado proteinas o complejos proteicos que
funcionen como chaperonas moleculares que modulen alguno de los pasos que
se asume ocurren durante el proceso co-traduccional de importacion.

Se ha observado que las chaperonas del tipo Hsp70 y Hsp90 (por las
siglas en inglés de Heat Shock Protein 70 y 90 respectivamente) promueven la
importacion co-traduccional de proteinas (de bovino) como el transportador de
fosfatos (PIiC) y el transportador de péptidos (PT), al entregarlas al receptor
Tom70 del complejo TOM (Young y cols., 2003).

Por otro lado, el complejo RAC (de las siglas en inglés de Ribosome

Associated Complex) ha sido identificado como un factor de estimulacién de
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importacion a mitocondria en levadura. Este complejo, formado por las proteinas
Ssbl (Hsp70), Sszl (Hsp70) y Zuol (Hsp40), se une al tunel de salida
ribosomal. En experimentos de importacion in vitro, se ha observado que
promueve la importacion de la malato deshidrogenasa (Mdhl; Gautschi y cols.,
2001; Gautschi y cols., 2002).

Otro complejo de asociacion al tunel de salida ribosomal es NAC, una
chaperona del citosol involucrada en el reconocimiento de proteinas nacientes

en el ribosoma. A continuacién se dara una explicacion mas detallada.

2.5 El complejo NAC (complejo de asociacion a polipéptidos nacientes)

El complejo NAC (de las siglas en inglés de Nascent Polypeptide
Associated Complex) es una chaperona heterodimérica del citosol que se asocia
a proteinas nacientes en el tunel de salida ribosomal (Wiedmann y cols., 1994).
Dentro de otras funciones se le ha atribuido el papel de promover la importacion
de proteinas como Fum1l (Yogev y cols., 2007).

NAC se descubrio en 1994 por Wiedmann y colaboradores, quienes
buscaban proteinas que pudieran asociarse a péptidos nacientes durante su
proceso de sintesis. Mediante experimentos de traduccién in vitro vy
entrecruzamiento, pudieron encontrar dos proteinas que co-purificaban y
formaban un heterodimero al que Illamaron complejo de asociacion a
polipéptidos nacientes o NAC (Wiedmann y cols., 1994; Rospert y cols., 2002).

Posteriormente, el trabajo de diversos grupos confirmé que este complejo
es capaz de unirse a ribosomas traduccionalmente activos y se ha propuesto
qgue juega un papel decisivo al discriminar entre la translocacion al reticulo
endoplasmico o a la mitocondria (Wiedmann y cols., 1994, 1999; Mdller y
Beatrix, 1998; Raden y Gilmore, 1998; Lauring y cols., 1995a; Lauring y cols.,
1995b).

NAC es un complejo heterodimérico cuyas subunidades se denominan ay
B (Reinmann y Bradsher, 1999). Recientemente se determind la estructura

cristalografica del complejo, tanto de arqueas como de humano (Figura 4, Wang
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y cols., 2010). Se observé que adopta una estructura de barril-g aplanado y
aunque las subunidades no tienen una identidad de secuencia significativa, se
pliegan de manera similar. Como se menciond anteriormente, NAC tiene la
capacidad de asociarse a ribosomas. Esta asociacion funcional, ocurre gracias a
un segmento en el extremo amino terminal de la subunidad B, que promueve la
union del complejo con la proteina ribosomal L25 (o L23 en arqueas) que se
encuentra en el tunel de salida (Wegrzyn y cols., 2006).

El papel especifico que la subunidad o juega dentro del complejo es
menos claro. Por un lado, se ha visto que tiene dominios susceptibles de
ubicuitinacion, sin embargo, este proceso no ha sido vinculado a ninguna funcién
biolégica (Spreter y cols., 2005; Panasenko y cols., 2006; Panasenko y cols.,
2009). Por otro lado, se ha identificado que la subunidad o tiene una region de
unién a acidos nucleicos (Liu y cols., 2010); aunque de acuerdo con la estructura
cristalografica esta region estaria oculta por su interaccion con la subunidad 3 en

condiciones normales (Beatrix y cols., 2000; Liu y cols., 2010).

heterodimer

L)
T .\

Figura 4. Estructura cristalografica del complejo NAC de humano, a una resolucién de 1.9 A. En
amarillo se esquematiza a la subunidad B y en morado a la subunidad a. Tomado de Wang,
2010.
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2.5.1 NAC en Saccharomyces cerevisiae

En la levadura S. cerevisiae existen dos versiones de la subunidad  y
una a, por lo tanto existen dos variantes del complejo NAC: el complejo a/B1 Yy el
complejo a/B,. Los tres genes que codifican para las subunidades de NAC son:
EGD1 y BTT1 que codifican para las subunidades B; y B2 respectivamente,
mientras que EGD2 codifica para la subunidad o (Parthun y cols., 1992; Guo-
Zen y Ronne, 1994; Shiy cols., 1995). En S. cerevisiae se ha determinado que
la subunidad B; es mas abundante que la subunidad B, en una proporcion de
100:1, por ello la cantidad de complejos o/B; es 100 veces mayor que o/B2
(Reinmann y cols. 1999). No se ha observado ninguna condicion en la que se

exprese mas el complejo o/B;.

2.5.2 Funcién de NAC

El papel funcional de NAC no se ha aclarado completamente y se han
formulado diversas hipoétesis.
i) Debido a que el complejo se une a proteinas mientras estan siendo
sintetizadas en el ribosoma, se piensa que podria ayudar en el plegamiento y
por lo tanto evitar la formacion de agregados e interacciones improductivas.
Prueba de ello es la interacciébn genética entre NAC y otros sistemas de
chaperonas del citosol (Albanese y cols., 2010). Las levaduras mutantes donde
se elimina a NAC y al complejo SSB/RAC simultaneamente, crecen de manera
deficiente y existe una disminucion en la biogénesis de ribosomas. Este fenotipo
se relacion6 a que la ausencia simultinea de NAC y SSB/RAC produce una
agregacion de proteinas ribosomales y por lo tanto una disminucion en la
biogénesis ribosomal (Koplin y cols., 2010). Otra evidencia es que NAC protege
a las proteinas nacientes de proteasas en el citosol (Wang y cols., 1995).
i) Se ha observado que NAC tiene una alta afinidad por proteinas que no
deben ingresar a la via de secrecion. Por lo tanto, evita que las chaperonas y

complejos de identificacion de proteinas del reticulo endoplasmico las
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reconozcan y dirijan erroneamente (Wiedmann y cols., 1994; Lauring y cols.,
1995a; Lauring y cols., 1995b; Mdller y Beatrix, 1998; Wiedmann y Prehn, 1999).
iii) Por daltimo, se ha sugerido que NAC promueve la importacion de
proteinas a la mitocondria de manera co-traduccional (George y cols., 2002;
Mukhopadhyay y cols., 2004; Yogev y cols., 2007).

Todas estas hipétesis pueden ser funciones verdaderas de NAC en
diversos contextos fisiologicos (Raden y Gilmore, 1998; Reinmann y cols., 1999;
Wiedmann y cols., 1999). La importancia funcional de NAC se ve reflejada
también por su concentracién (3-5 uM) determinada en diferentes tejidos de
ratén, en la mosca de la fruta y en sistemas libres de células provenientes de
reticulocitos de conejo o de germen de trigo. Visto de otra manera, en una célula
de levadura existen aproximadamente 310,000 ribosomas y 400,000 moléculas
de NAC. Esto contrasta con las 280,000 moléculas de Ssb1/2, una de las Hsp70
mas abundantes en condiciones normales (Raue y cols., 2007).

La importancia de NAC en importacion de proteinas a mitocondria se ha
estudiado con proteinas como la malato deshidrogenasa (Mdh1l), la fumarasa
(Fuml), asi como con proteinas de fusidbn como la proteina p-galactosidasa (con
la MTS de la subunidad 9 de la ATPasa de Neurospora crassa) o la dihidrofolato
reductasa de ratén (con la MTS de la subunidad IV de la citocromo c oxidasa).
En todos estos casos se ha observado que la eliminacion del gen EGD1 (Bi-
NAC) provoca una notable disminucién en la importacion de estas proteinas
(George y cols., 1998; Mukhopadhyay y cols., 2004). Por ejemplo, ensayos de
importacion utilizando Mdh1 indicaron ademas que NAC parece interactuar con
el complejo TOM para la importaciébn del precursor (Funfschilling y Rospert,
1999; George y cols., 2002).

Con todos estos trabajos, se ha propuesto que NAC participa en la
importacion de proteinas a la mitocondria y probablemente de modo co-

traduccional (George y cols., 2002; Yogev y cols., 2007).
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2.6 Modelo de estudio: Saccharomyces cerevisiae

El hongo unicelular S. cerevisiae es el modelo de estudio utilizado en este
trabajo. Las ventajas que presenta trabajar con esta levadura son entre otras, la
facilidad de manipulacion y crecimiento en medios de cultivo (su tiempo de
duplicacion es de aproximadamente 2 h en medio rico). Los genomas nuclear y
mitocondrial han sido secuenciados y, para nuestro trabajo, conviene que se ha
obtenido también el proteoma mitocondrial (Reinders J, 2006).

La generacion de mutantes con relativa facilidad, permite evaluar
fenotipos de crecimiento en mutantes de genes no esenciales. A su vez se
cuenta con herramientas genéticas y de biologia molecular que permiten evaluar
el fenotipo en mutantes a genes esenciales. En ese sentido se tiene una
colecciéon de mutantes sencillas a cada uno de los genes o esenciales del
genoma nuclear (mutantes MATa; Winzeler y cols., 1999).

Otras colecciones que se tienen en disposicién son: i) coleccion de
mutantes sencillas de sexo MATa; ii) coleccion de mutantes diploides
homocigotas, iv) coleccion de mutantes diploides heterocigotas; v) una coleccion
donde cada uno de los genes ha sido fusionado con la proteina verde
fluorescente (GFP); vi) una coleccion en donde cada gen se ha fusionado con
una etiqueta para purificacion por afinidad en tAndem; vii) una coleccién en la
gue los genes esenciales se encuentran regulados por promotores inducibles.

Para los objetivos de nuestro trabajo, destaca su capacidad de crecer
tanto en medios fermentables como no fermentables, y de ese modo, ofrece una
ventaja al evaluar mutaciones que afecten la funcién mitocondrial y evaluar su

fenotipo en condiciones de fermentacion.
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3. Antecedentes

NAC es una chaperona heterodimérica que se une a los ribosomas del
citosol y que se ha visto implicada en la importacibn de proteinas a la
mitocondria (George y cols., 1998; George y cols., 2002; Funfschilling y Rospert,
1999). La importancia funcional de NAC esta reflejada en el fenotipo letal que
resulta por la eliminacion de los genes que codifican a sus subunidades en
organismos como Mus musculus, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis
elegans (Deng y Behringer, 1995; Markesich y cols., 2000; Bloss y cols., 2003).
Sin embargo, en la levadura S. cerevisiae nuestro modelo de estudio, existe una
diferencia importante ya que una cepa carente de complejo NAC no presenta
ningun fenotipo aparente de crecimiento tanto en medios fermentables como
respiratorios (Reinmann y cols., 1999).

Una explicacién para esta falta de fenotipo es la posible existencia de
proteinas funcionalmente redundantes a NAC que pueden compensar y sostener
la importacion de proteinas a la mitocondria, que es un proceso esencial para la
biogénesis mitocondrial y por lo tanto para la célula.

El objetivo del presente trabajo es identificar dicha(s) proteina(s) mediante
un rastreo de interacciones genéticas o SGA (por las siglas en inglés de
Synthethic Genetic Array). En otras palabras, buscar genes que cuando se
eliminen junto a los genes que codifican para NAC, ocasionen un fenotipo letal
en levadura debido a la pérdida de la funcién esencial involucrada (Figura 5).
Estas interacciones genéticas se denominan como “sintético letales” y permiten

identificar genes que participan dentro de una misma ruta o proceso metabalico.
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a) Silvestre b) Anac c) Anac  Ax

Fenotipo Viable Fenotipo Viable Fenotipo letal

Figura 5. El rastreo de interacciones genéticas se basa en la redundancia funcional que existe entre
proteinas o complejos proteicos relacionados en un mismo proceso fisiolégico (sefialado con la flecha roja
en (a), como el empalme de los rectangulos que representan la funcién de NAC y de un componente “X”).
Cuando se elimina uno de los componentes del sistema, (b) la presencia de "X" puede compensar su
ausencia. Sin embargo, cuando ambos son eliminados (c) la funcion se pierde y ocasiona el fenotipo letal
en el organismo.
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4. Hipotesis

La chaperona citosolica NAC comparte su papel en la importacion co-
traduccional de proteinas a la mitocondria con otras proteinas, en la levadura S.
cerevisiae. Eliminar los genes que la codifican no generara un fenotipo. Sin
embargo, eliminar otros genes en un fondo genético Anac si ocasionara un

fenotipo.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General:

e I|dentificar las interacciones genéticas de los genes codificantes para el

complejo NAC en la levadura S. cerevisiae.
5.2 Objetivos Especificos:

e Generar cepas mutantes en uno, dos o tres genes codificantes para las

subunidades del complejo NAC.

e Evaluar el fenotipo de crecimiento de las cepas mutantes generadas, en
medio fermentable y no fermentable, asi como a tres diferentes

temperaturas.

e Evaluar el fenotipo de crecimiento de las cepas mutantes generadas, en

medio fermentable y no fermentable en condiciones de estrés oxidativo.

e Realizar el rastreo de interacciones genéticas de las mutantes en uno,

dos o tres genes codificantes a las subunidades del complejo NAC.
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6. Materiales y Métodos

6.1 Cepas y plasmidos utilizados

a) Levaduras (Saccharomyces cerevisiae)

Fondo : .
Cepa . Genotipo nuclear Referencia
silvestre
Y8205 BY4742 Mata, canlA::STE2pr-spHIS5, lyplA4::STEP3ps-LEU2, Tong y
his341, leu240, ura340 Boone, 2007

Mata, canlA4::STE2pr-spHIS5, lypl4::STEP3ps-LEU2,
his341, leu240, ura340, egd24::hph

Matea, canlA::STE2pr-spHIS5, lyplA4::STEP3ps-LEU2,
his341, leu240, ura340, egd14::hph

Matea, canlA::STE2pr-spHIS5, lyplA4::STEP3ps-LEU2,
his341, leu240, ura340, btt14::hph

Matea, canlA::STE2pr-spHIS5, lyplA4::STEP3ps-LEU2,
his341, leu240, ura340, egd14::hph, btt14::caURA3
Matea, canlA::STE2pr-spHIS5, lyplA4::STEP3ps-LEU2,
Anac BY4742  his341, leu240, ura340, egd14::hph, bttlA::caURA3, Este trabajo
egd24::natl

Ao BY4742 Este trabajo

AB1 BY4742 Este trabajo

AB2 BY4742 Este trabajo

AB BY4742 Este trabajo

Coleccion de Euroscarf

La colecciébn de mutantes sencillas utilizada fue la construida por Winzeler y
colaboradores (1999). El fondo genético es el siguiente:

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

b) Bacterias

Escherichia coli DH5a (Promega)
F— ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK-,
mK+) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl
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c¢) Plasmidos (EUROSCARF)

Moédulo amplificado para _ .
. . Resistencia en .
Plasmido tranformacion en o _ Referencia
o Escherichia coli
S. cerevisiae

PAG25 natl Amp Goldstein y
McCusker, 1999

pAG32 hph Amp Goldstein y
McCusker, 1999

PAG60 caURA3 Amp Goldstein y

McCusker, 1999

6.2 Preparacion de células competentes (E. coli)

Se preparé un cultivo de E. coli DH5a en 5 mL de medio LB (Ver
Apéndice 1). Se incubd durante 16 h a 37 °C, en agitacion a 200 rpm. Al dia
siguiente se tomd 1 mL del medio y se transfirié a 50 mL de nuevo medio liquido
LB. Se incubd durante 2-3 h 'y se midié la DOgoo. Se detuvo el crecimiento al
llegar a una DOgyo entre 0.5 y 0.6. Luego se centrifugd a 600 xg por 10 min a 4
°C. El botén resultante se resuspendié en 40 mL de la solucion Tfbl fria (Ver
Apéndice |), con agitacion suave. Se dejo reposar durante 2 h en hielo. Luego se
centrifugd nuevamente a 600 xg por 10 min a 4 °C. El boton resultante se
resuspendié en 4 mL de la soluciéon Tfbll fria (Ver Apéndice 1). Se dejo en reposo
durante 1 h en hielo. Finalmente las células se alicuotaron en volimenes

pequefios hasta su posterior uso.
6.3 Transformacion de bacterias

Las transformaciones de E. coli DH5a, se realizaron por choque térmico.
A 50 uL de células competentes se agregaron de manera independiente, 100 ng
de los plasmidos pAG25, pAG32 o pAG60 (EUROSCARF; Goldstein y
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McCusker, 1999). A continuacion, se incubaron por 30 min en hielo antes de
aplicar un choque térmico de 1.5 min a 42 °C. Posteriormente se colocaron
nuevamente en hielo por 10 min. A cada una de las reacciones, se agregé 1 mL
de medio LB y se incubaron por 1 h en agitacién a 37 °C. Se centrifugaron y se
resuspendieron en el medio residual antes de estriarlas en medio soélido de

seleccidn e incubarse toda la noche a 37 °C.
6.4 Purificacion de plasmidos

A partir de una colonia aislada de las transformaciones realizadas, se
inocularon cultivos liquidos de 200 mL en medio LB con ampicilina 100 ug/mL
los cuales se incubaron 16 h a 37 °C en condiciones de agitacion a 200 rpm. Las
bacterias se recuperaron por centrifugacion a 2000 xg (Allegra X-22R Beckman-
Coulter).

Los plasmidos se purificaron utilizando el kit Wizard Plus SV Miniprep
DNA Purification System (Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor.

Para verificar la integridad de los plasmidos se realizaron reacciones de

digestién con la enzima Notl.

6.5 PCR para amplificar médulos de seleccién a antibioticos y auxotrofia

Los plasmidos mencionados contienen los mdédulos hph, natl o URA3
gue pueden ser utilizados para eliminar genes de levadura. Por ello se realizaron
reacciones de PCR con tres pares diferentes de oligonucle6tidos (un par para
cada gen de NAC, ver Apéndice Il) y con cada uno de los plasmidos disponibles
para amplificar modulos de resistencia a antibidticos o auxotrofia. Cada par de
oligonucledtidos permite amplificar el marcador de seleccion deseado y contiene
fragmentos flanqueantes adicionales que permiten eliminar cada uno de los tres
genes que codifican para las subunidades del complejo NAC.

En cada reaccion se utilizaron los siguientes componentes: 20 pmol de
cada oligonucleodtido, 100 ng del DNA templado, 1.5 mM de MgCl,, 2.5 U de
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TagPol (Fermentas) y 200 uM de dNTPs (Fermentas), en reacciones de 50 pl
como volumen final.
Las reacciones se llevaron a cabo con el siguiente protocolo:
94 °C por 5 min
35 ciclos de
94 °C por 1 min (desnaturalizacion)
50 °C por 2 min (alineamiento)
72 °C por 3 min (elongacion)
72 °C por 8 min
Las reacciones se verificaron por electroforesis en geles de agarosa al

1.5% en amortiguador TAE 1X (ver Apéndice I).

6.6 Generacion de cepas mutantes a los genes del complejo NAC

Se eliminaron los genes del complejo NAC mediante recombinacion
homéloga de acuerdo con el protocolo de transformacién de levaduras por
CH3COOLI/ADN acarreador/Polietilenglicol (Gietz, 2002). Brevemente, las
levaduras se incubaron toda la noche en medio rico (YPD) un dia antes de cada
transformacién. Al dia siguiente se midié la densidad optica del cultivo y se
diluy6é a una DOgpp=0.3. Se incubdé en medio nuevo por 4 h mas hasta alcanzar
una DOgpp=1. Pasado este tiempo se tomaron 1.5 mL del cultivo y se
centrifugaron a 16,000 xg durante 2 min. Se desechoé el sobrenadante y se dio
un lavado con 500 pL de agua desionizada. Se centrifugaron nuevamente a
16,000 xg por 2 min y después se incubaron por 10 min en 1 mL de acetato de
litio 0.1 M. Se centrifugaron las células y se desechd en sobrenadante. Se
agregaron en orden secuencial al boton resultante: 240 uL de polietilenglicol
3350 50% wlv; 36 UL de acetato de litio 1 M; 10 pL de esperma de salmén 10
mg/mL; 45 pL del producto de PCR con marcador de seleccion utilizado y
finalmente 24 pL de agua desionizada. Se resuspendieron las células y se
dejaron en incubacion a 42 °C por 45 min. Se centrifugd y el botdén celular

resultante se resuspendié en 100 pL de agua desionizada. Las células se
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estriaron en medio no selectivo YPD. Se incubaron durante 16-20 h a 30 °C para
su posterior replica a medio selectivo en el cual se crecieron durante 48 h para el
aislamiento de colonias resistentes.

De esta manera, se generaron tres cepas mutantes sencillas a cada uno
de los genes del complejo NAC, denominadas: AP; (egdlA::hph), Aa
(egd24::hph) y AR, (bttlA::hph); se gener6 una cepa doble mutante denominada
AP (egdlA::hph, bttlA::caURA3) y finalmente la cepa con los tres genes
eliminados, denominada Anac (egdlA4::hph, bttlA::caURA3, egd24::natl). Ver

seccién 6.1 para los genotipos completos de cada una de las mutantes.

6.7 Confirmacion de cepas de levadura mutantes

Las cepas mutantes se confirmaron mediante reacciones de PCR. En
cada reaccion se utilizaron 20 pmol de oligonucleotidos (ver Apéndice II), 200
MM de dNTPs (Fermentas), 1.5 mM de MgCl,, 1 U TagPol (Fermentas) y 1
colonia de levaduras resistentes.
Las reacciones se llevaron a cabo con el siguiente protocolo:
94 °C por 10 min
32 ciclos de

94 °C por 1 min (desnaturalizacion)

55 °C por 1.5 min (alineamiento)

72 °C por 2 min (elongacion)
72 °C por 8 min

6.8 Electroforesis en geles de agarosa

Todos las muestras de ADN utilizadas en este trabajo, se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE 1X (ver
Apéndice 1). A cada muestra se agregaron 5 pL de GelRed 3X (Biotium) y

amortiguador de carga (ver Apéndice I). Las electroforesis se realizaron a 100V.
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6.9 Analisis de crecimiento de S. cerevisiae

Se realizé en cajas Petri con medio rico solido utilizando tanto una fuente
fermentable (glucosa, YPD) como no fermentable (etanol/glicerol, YPEG) de
carbono (ver Apéndice | para la composicion de los medios de cultivo). Se
analizaron también tres diferentes temperaturas de incubacion (25, 30 y 37 °C).

El protocolo fue el siguiente: se prepararon cultivos liquidos de cada una
de nuestras cepas mutantes y de la cepa silvestre en medio YPD. Se incubaron
toda la noche a 30 °C en agitaciéon. Al dia siguiente se diluyé cada cultivo a una
DOe00=0.3 y se incubaron nuevamente hasta alcanzar una DOgy entre 0.7 y 1.
Se tomaron 0.5 DO de cada cultivo y se hicieron diluciones seriadas 1:10 de las
cuales se depositaron 3.5 pL sobre cajas de medio rico YPD (fermentable) y
YPEG (no fermentable). Se colocaron en incubacién dos (YPD, glucosa) o tres
dias (YPEG, etanol/glicerol) y a 25 °C, 30 °C o0 37 °C.

6.10 Evaluacion de crecimiento después de un estrés oxidativo

Se prepararon cultivos liquidos de cada una de nuestras cepas mutantes
y la cepa silvestre. Se incubaron toda la noche a 30 °C en agitacién. Al dia
siguiente se diluyeron los cultivos a una DOgpp=0.3 y se incubaron nuevamente
hasta alcanzar una DOgg entre 0.7 y 1.0 (los cultivos no se dejaron sobrepasar
esta densidad Optica debido a que se vuelven mas resistentes al estrés por
peréxido de hidrogeno). Los cultivos se diluyeron nuevamente a una DOggo=0.2
en un volumen final de 2 mL de medio YPD. Se realizaron dos cultivos idénticos
para cada cepa, salvo que a uno de ellos se le agregd perdxido de hidrégeno
hasta una concentracion final de 1.2 mM. Se incubaron en agitacion por 4 h a 30
°C. Una vez transcurrido este tiempo se tomé 1 DO de cada cultivo y se
realizaron diluciones 1:10 de las cuales se depositaron 3.5 pL sobre cajas de
medio rico YPD y YPEG. Se incubaron por dos (YPD) o tres dias (YPEG) a 30
°C.
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6.11 Rastreo de interacciones genéticas (SGA)

Se realizaron tres SGAs independientes con las cepas Aa, AB y Anac (ver
seccion 6.1). Cada uno se manejé en arreglos de 384 colonias en cajas de

medio solido para facilitar la manipulacion de las cepas (Figura 6).

Figura 6. Cada SGA se realiza con arreglos de 384 colonias de levadura. Cada una de
ellas tiene un gen no esencial del genoma de S. cerevisiae eliminado. En total se
manejan 13 cajas de colonias que cubren aproximadamente 4700 genes eliminados.

A continuacion se explican con detalle los pasos del protocolo de SGA (protocolo

modificado de Tong y Boone, 2007; Figura 7):

1. Se prepararon cultivos saturados en medio rico liquido (YPD) para la cepa
mutante de interés o cepa “carnada” (cepa Aa, AB 0 Anac). Después se vertieron
5 mL de los cultivos en cajas de medio solido no selectivo (YPD) para crecer en
césped (esto es, crecimiento en toda la caja) y se incubaron a 30 °C durante 24
h.

2. Se recuperd la coleccién de cepas mutantes sencillas (CMS) mantenidas en
glicerol a -80 °C y se replico en medio solido YPD+G418 en formato de 384
colonias por caja de medio (Figura 6). Se incubaron por 48 horas a 30 °C (las
cepas mutantes son resistentes al antibiotico G418 debido a la presencia del
modulo kanMX4).
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3. Cruzas: se cruzo a la cepa "carnada” con la CMS, replicando en medio sélido
YPD primero la cepa "carnada” en formato de 384 colonias a partir de césped y
después se replico encima a la CMS. Se dejaron en incubacién a temperatura
ambiente (25 °C) por 24 h.

4. Seleccidn de diploides: se replicaron las células MATa/a obtenidas en medio
selectivo para diploides (YPD+G418/higromicina para el SGA de la cepa Aa; SD-
ura+G418/higromicina  en el SGA de la cepa ABp y SD-
ura+G418/higromicina/cloNAT en el SGA de la cepa Anac). Se incubaron por 2

dias a 30 °C. En este paso se eliminan a las células haploides que no se
cruzaron y se obtienen solo las células diploides.

5. Esporulacién: las levaduras diploides se replicaron a medio de esporulaciéon
(medio de bajos nutrientes y nitrdgeno) y se incubaron a 22 °C durante ocho
dias. Se busca que las células diploides generen ascas con esporas haploides.
El objetivo es que con la division meidtica que acomparfa a la esporulacion, se
obtengan esporas que contengan las mutaciones tanto del gen de la cepa

"carnada" como del gen de la cepa de la coleccion de cada caso.

6. Seleccidn de células haploides: las células se replicaron a medio de seleccién
de células haploides de sexo MATa (SD-His/Arg/Lys+canavanina+tialisina) y se
incubaron por 2 dias a 30 °C. La cepa Y8205 es una variante de la cepa BY4741
gue es auxotrofa para el aminoacido histidina. Sin embargo, la cepa Y2805 tiene
afiadido en su genoma el modulo his5 de Schizosacharomyces pombe, pero
regulado bajo el promotor de sexo MATa, que permite seleccionar solo la
progenie MATa haploide (construccion canlA::STE2pr_sphis5) al crecer a las
células en medio sin histidina. Este modulo, sphis5, esta insertado en el locus
del gen CAN1 interrumpiéndolo (CAN1 codifica para una arginina permeasa).
Las células diploides residuales y las haploides Mate, se eliminan al agregar al
medio el compuesto canavanina (analogo téxico de la arginina), ya que éstas
tienen una copia silvestre del gen CANL1 y por lo tanto incorporan la canavanina

del medio comprometiendo la viabilidad de las células.
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De manera adicional, la cepa Y8205 tiene eliminado el gen LYP1 que codifica a
una lisina permeasa. La tialisina es un analogo téxico de la lisina, y por lo tanto,
las células diploides y haploides que contengan una copia silvestre del gen LYP1

son eliminadas al agregar este compuesto al medio de cultivo.

7. Las células haploides obtenidas se replicaron nuevamente en medio de

seleccion de haploides de sexo MATa. Se incubaron durante 24 h a 30 °C.

8. Seleccion kanMX4: las levaduras haploides se replicaron en medio de
seleccion para el modulo kanMX4 (SD-His/Arg/Lys+canavanina+tialisina+G418).

Se colocaron en incubacién durante 48 h a 30 °C.

9. Seleccidn final: las levaduras se replicaron en medio de seleccion final tanto
para el médulo kanMX como para la mutacién de interés en la cepa "carnada"
(medio SD-His/Arg/Lys+canavanina+tialisina+G418+higromicina para el caso de
la cepa Aa; medio SD-His/Arg/Lys/Ura+canavanina+ttialisina+G418+higromicina
para el SGA con la cepa AB y medio SD-
His/Arg/Lys/Ura+canavanina+tialisina+G418+higromicina+clonNAT para el SGA

de la cepa Anac). Se incubaron durante 48 h a 30 °C.

10. Para poder evaluar el fenotipo final de cada una de las cruzas, se midi6 la
densidad Optica de cada colonia de levaduras en las cajas de medio kanMX4
(paso 8) y del medio de seleccion final (paso 9) para obtener el valor de la

diferencia de crecimiento entre ambos medios.

Cada uno de los tres SGAs se realizaron por triplicado. Para obtener los
resultados de interacciones genéticas, se promedioé la diferencia de crecimiento
en las tres réplicas de cada SGA para cada colonia. Luego se comparo cada
diferencia de crecimiento con respecto al promedio de diferencias de crecimiento
de la poblacion. Con base en la desviacibn estandar de los datos y
estableciendo un valor de confianza, se determinaron los resultados

estadisticamente significativos (Figuras 7, 14 y 16).
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Figura 7. Esquema general del protocolo SGA. Los pasos del experimento se
enumeran y se detallan en el texto. Se omitieron las imagenes correspondientes a los
pasos de seleccion de células haploides. Las interacciones genéticas se identifican al
comparar el crecimiento de las levaduras en el medio kanMX y el medio final (pasos 8
y 9). Aquellas colonias que crecen de modo deficiente o no crecen en el medio final
con respecto al kanMX, se consideran como interacciones genéticas (paso 9, flechas
negras). Las imagenes son representativas de los arreglos de levaduras en formato de

384 colonias.
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7. Resultados

7.1 Purificacion de plasmidos pAG25, pAG32, pAG60

Para comprobar la integridad de los plasmidos a partir de los cuales se

obtendrian los médulos de resistencia y auxotrofia para construir las mutantes a

utilizar en este trabajo, se realizaron digestiones con la enzima Notl (Figura 8).
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Figura 8. Digestion de los pldsmidos utilizados con la enzima de restriccion Notl.
Productos esperados en: pAG32, 2390 y 1770; pAG25, 2423 y 1281; pAG60, 2390 y
1554.

Los fragmentos observados en cada digestion concuerdan con los valores

esperados.

7.2 PCR de los médulos de resistencia a antibiéticos y auxotrofia

Se disefiaron tres pares de oligonucle6tidos que permitieran amplificar los
modulos de resistencia a antibidticos o auxotrofia derivados de los plasmidos ya
purificados. Posteriormente estos modulos se utilizaron para eliminar los genes
codificantes a las subunidades del complejo NAC.

Estos cebadores tienen una longitud de 60 nucledtidos (ver Apéndice II).
Los primeros 40 son idénticos a las regiones adyacentes a la region en el
genoma de S. cerevisiae que se quiere eliminar. Los 20 nucleétidos restantes
son secuencias que permiten amplificar cualquiera de los modulos. La figura 9

muestra las caracteristicas de los oligonucleotidos disefiados.
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Figura 9. Amplificacion de modulos de seleccion y mecanismo por el que se
interrumpen los genes de interés. Los oligonucléotidos utilizados permiten amplificar
modulos de seleccion (rectangulos azules). Ademas contienen regiones flanqueantes
idénticas a las secuencias 5’UTR y 3’'UTR del gen de interés (rectangulos verdes). Por
recombinacién homadloga el médulo utilizado remplaza al gen blanco (rectangulo rojo).

Se amplificaron los médulos hph (que confiere resistencia al antibiotico
higromicina), natl (que confiere resistencia al antibiético neurseotricina o
cloNAT) y caURA3 (que confiere auxotrofia a uracilo). Estos moédulos se
utilizaron para la generacién de cepas carentes de los genes que codifican al
complejo NAC.

Los productos obtenidos en las reacciones de PCR se analizaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5% confirmando que se
obtuvieran los tamafos esperados (nat1=1361pb, hph=1817pb, URA3=1601pb).

7.3 Generacién de cepas mutantes

Se transformé la cepa Y8205 por el método de acetato de litio (Gietz,
2002), con los modulos de seleccion de manera independiente. Se generaron
tres cepas mutantes sencillas para cada gen por separado denominadas: Aa
(eliminacion del gen EGD2), AB1 (eliminacion del gen EGD1) y A, (eliminacion
del gen BTT1); una cepa Ap carente de los genes EGD1 y BTT1; y una cepa
triple mutante denominada Anac (ver seccién 6.1).

Las mutantes obtenidas se verificaron mediante reacciones de PCR. El
disefio de las reacciones estuvo dirigido a amplificar una zona dentro del ORF

de los genes de interés, utilizando un oligonucleétido sentido que se une a la
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region 5’ UTR del gen en cuestiéon y un oligonucleétido antisentido que se une a
la secuencia del ORF. Si el gen esta ausente, no habra producto de PCR dado

gue el oligonucledtido antisentido no se puede unir (Figura 10).

Figura 10. Esquema del disefio de reacciones de PCR realizadas para la confirmacion
de la eliminacion de los genes del complejo NAC. La flecha en color verde representa
el oligonucledtido sentido que se une rio arriba de la region a eliminar (verde). La
flecha en color rojo representa al oligonucleétido antisentido que se deberia unir al
ORF. Dado que existe un mddulo interrumpiendo al gen de interés (representado en
este caso por natl), no se espera encontrar producto de PCR en las cepas mutantes.

Se realizaron reacciones de 20 pL, afladiendo una colonia de levaduras a cada
reaccion (como fuente de ADN). Se puede observar la ausencia de las bandas
correspondientes a los genes eliminados en cada una de las mutantes (Figura
11). Existen dos bandas ausentes en la cepa AP y las tres bandas ausentes en
la cepa Anac. Como control del experimento se realizaron reacciones de PCR
utilizando como templado a la cepa silvestre. Estos resultados confirman las
mutaciones en cada caso.

De manera paralela se realizaron reacciones en las que como
oligonucledtido antisentido, se utilizé6 aquel que permitiera amplificar el modulo
insertado. En todas las mutantes fue posible amplificar un producto de PCR del

tamafio esperado en cada caso.
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Figura 11. Confirmacién por PCR de colonia de las mutantes carentes de uno (cepa
Aa) dos (AB) o tres genes (Anac) codificantes para NAC. La ausencia de producto de
PCR en cada caso confirma las mutaciones. Como control se muestra el resultado con
la cepa silvestre (cepa WT). En cada carril se indica el gen amplificado en cada
reaccion.

7.4 El fenotipo de crecimiento de las cepas mutantes a los genes EGD1,
BTT1 y EGD2 no se ve afectado tanto en condiciones de fermentacion

como de respiracion

Se evalué el fenotipo de crecimiento de cada una de las cepas mutantes
generadas, mediante diluciones seriadas en medio con una fuente fermentable o
no fermentable de carbono (YPD y YPEG respectivamente) y a tres diferentes

temperaturas (Figura 12).

El resultado obtenido demuestra que la eliminacion de uno, dos o los tres
genes que codifican para las subunidades del complejo NAC, no repercute en el
crecimiento de las cepas, independientemente de si se encuentran fermentando
o respirando y a tres diferentes temperaturas. Esto concuerda con reportes
anteriores sobre la ausencia de fenotipo en una cepa mutante de los tres genes

codificantes para NAC (Reinmann y cols., 1999).
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25 °C 30 °C 37 °C

Figura 12. Analisis del fenotipo de crecimiento mediante diluciones seriadas. En el panel
superior se muestra el crecimiento en medio YPD (glucosa) a 25 °C, 30 °C y 37 °C. El
panel inferior se muestra el crecimiento en medio YPEG (etanol/glicerol) a las mismas
temperaturas. Como referencia se muestra el crecimiento de la cepa silvestre (WT).
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7.5 La ausencia del complejo NAC compromete la resistencia a estrés

oxidativo

Se examind la sensibilidad a estrés oxidativo en las cepas mutantes
generadas, mediante un tratamiento de estrés con peréxido de hidrégeno (H20,,
Figura 13).

El resultado indica que la cepa Anac presenta mayor sensibilidad al estrés
por peréxido de hidrogeno que la cepa silvestre. Lo mismo sucedié con las
cepas AB y AP, lo que indica que la pérdida de las subunidades de NAC provoca
una mayor sensibilidad al peroxido de hidrogeno. Se observa un efecto

intermedio en la mutante Aa.

40



+H,0 +1.2mM H,0,

+H,0 + 1.2mM H,0,

Figura 13. Andlisis del fenotipo de crecimiento después de incubar durante cuatro
horas con H;O,. Cada cepa se trat6 como se describe en la seccién 6.10. A
continuacién se realizaron diluciones seriadas que fueron depositadas en medio
fermentable YPD (panel superior) y no fermentable YPEG (panel inferior). Se
incubaron a 30 °C durante dos y tres dias respectivamente. Como control se realiz6 el
mismo experimento incubando con agua. Como referencia se muestra el crecimiento
de la cepa silvestre (WT) sometida al mismo tratamiento que las mutantes.
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7.6 Rastreo de interacciones genéticas o SGA

Una interaccion genética ocurre cuando la eliminacion de dos genes en
un organismo, genera un fenotipo diferente del que se observa al eliminar cada
gen individualmente. Estos resultados indican genes que participan en un mismo
proceso o ruta metabdlica y que pueden compartir cierta redundancia funcional.
Cuando el fenotipo observado es la muerte del organismo, el efecto se
denomina interaccion genética “sintético-letal”. Cuando sélo se afecta el
crecimiento o se mejora, se denominan interacciones “negativas” y “positivas”

respectivamente.
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En un rastreo de interacciones genéticas o “SGA” en levadura, se evaluan
cepas dobles mutantes de manera masiva. Esto es, cepas que tengan la
eliminacion de algun gen de interés y ademas de un gen cualquiera del genoma
de S. cerevisiae (Ooi y cols., 2006; Tong y Boone, 2007).

Una ventaja de esta herramienta en S. cerevisiae, es que se cuenta con
una coleccion de cepas mutantes sencillas haploides (CMS), donde cada uno de
los genes no esenciales del genoma de la levadura ha sido remplazado por el
modulo kanMX que provee resistencia al antibidtico G418 (Winzeler y
cols.,1999). Un SGA consiste en cruzar a una cepa mutante en un gen de
interés (de sexo MATa) con la CMS (aproximadamente 4700 mutantes de sexo
MATa). Una vez que se obtienen levaduras diploides, las células se replican en
medio de bajos nutrientes y nitrdgeno o medio de esporulacion, que obliga a las
células a dividirse meidticamente y generar cuatro esporas haploides. Mediante
pasos de replicado en medios de seleccion adecuados, es posible seleccionar
sélo las células haploides dobles mutantes y evaluar su fenotipo de crecimiento.
Las cepas que presentan fenotipo letal se denominan interacciones genéticas
“sintético-letales”, en las cuales se considera que la doble mutacién
comprometio la viabilidad del organismo al eliminar la funcién compartida de los
genes en estudio (Figura 7, Tong y Boone, 2007; Baryshnikova, 2010).

En el presente trabajo se realizaron tres SGAs por separado con las
cepas Aa, AB y Anac. Ya que NAC es un complejo heterodimérico, se razoné
que utilizar cualquiera de las tres mutantes mencionadas daria un resultado
similar, que en los tres casos no habria complejo NAC funcional.

El primer SGA con la cepa Aa arroj6 un total de 42 interacciones
genéticas, con un indice de confianza del 95% (Figura 14, puntos rojos). La lista

completa de estos genes se encuentra en el Apéndice IlI.
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Figura 14. Gréfico de diferencia de crecimiento de cada cepa mutante (SGA de la cepa
Aa) entre el medio final y el medio de seleccion kanMX4. Los puntos en color rojo son
considerados significativos, por lo tanto se consideran como interacciones genéticas
negativas.

El analisis de la funcion de cada gen, revelé el enriquecimiento de
algunas funciones celulares, entre ellas el sistema ubicuitina-proteasoma,
metabolismo de lipidos, y biogénesis mitocondrial, como se muestra en la figura
15. Ademas se encontraron un namero importante de factores de transcripcién

como interacciones genéticas.

De las interacciones genéticas que se encontraron, las que son
importantes para los objetivos del presente estudio: i) TOM71 que es uno de los
receptores del complejo TOM de la membrana externa mitocondrial. TOM71 es
el gen parédlogo de TOM70 y se ha reportado que participa en el reconocimiento
de precursores mitocondriales para su translocacion a la mitocondria; ii) TMA46
gue codifica para una proteina citosoélica sin una funcion atribuida hasta ahora
pero que se sabe se asocia a ribosomas traduccionalmente activos; iii) COX23

codifica a una proteina involucrada en la homeostasis del cobre y en el

43



ensamblaje de la citocromo c oxidasa; iv) TOM1, cuya proteina codificada tiene
interaccion genética con diversas proteinas ribosomales, como son RPL6B,
RPS1A, RPS31B, RPS30B, RPL13A, RPL16B, ademas de asociarse
fisicamente con Rpl40A, Zuol y Hsp82. Cabe sefialar que todas las
interacciones identificadas fueron negativas. No se encontraron casos de

interaccion sintético-letal.

Factor de
transcripcién, 6

Biogénesis

Varios, 17 mitocondrial, 4

Sistema
ubicuitina-
proteasoma, 4

‘ Metabolismo de

‘ lipidos, 3
Funcion

desconocida, 5

Ciclo celular, 3

Figura 15. Procesos celulares asociados a las interacciones genéticas del gen EGD2.
Las interacciones genéticas del gen EGD2 estan enriquecidas en ciertos procesos
celulares. Se indica el nimero de genes en cada proceso celular.

En el SGA con la cepa AP se obtuvieron 165 interacciones genéticas
(Figura 16, puntos rojos). La lista completa de estos genes se encuentra en el
Apéndice VI. En éste SGA, 29 interacciones fueron sintético-letales y 139
interacciones negativas. El enriquecimiento de algunas funciones celulares se

muestra en la figura 17.
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Figura 16. Gréfico de diferencia de crecimiento de cada cepa mutante (SGA de la cepa
AB) entre el medio final y el medio de seleccion kanMX4. Los puntos en color rojo son
considerados significativos, por lo tanto se consideran como interacciones genéticas
negativas o letales.

Algunas interacciones genéticas importantes son: i) SAM37, gen que

codifica para una de las subunidades del complejo SAM de la membrana externa

mitocondrial que se ha vinculado con la insercion de proteinas de estructura

barril-3. SAM37 ademéas se ha reportado previamente que tiene interacciones

genéticas letales con TOM70, TOM20 y HSC82, tiene interacciones genéticas

negativas con MDM10, SEC63 y TOMG, por otro lado interactia fisicamente con

Tom70, Mdm10, Tom40, Tom5 y Ssb1; ii) UBS1, codifica para una proteina que

participa en transporte de proteinas del nucleo al citoplasma y que tiene

interaccién genética con diversos genes ribosomales como son RPL35B,
RPL40B, RPL8A y RPL9B; iii) MPA43, que codifica para una proteina de funcion
desconocida pero localizada en la mitocondria. MPA43 tiene interaccion genética
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negativa con los genes de proteinas mitocondriales MMM1, MDM10, MDM32,
UGO1, PET130y ZUOL.

Otros, 42

Biosintesis de
pirimidinas, 4

Factor de transcripcion, 6

Transporte de iones y
metabolitos, 8

Metabolismo de glucosa,

5 )
Reparacion de DNA, 5 Ciclo celular, 4

Sistema ubicuitina-

Biogénesis mitocondrial,
proteasoma, 6

4

Biogénesis de Transporte de Procesamiento Transporte vesicular, &
pared proteinas post-traduccional de
celular, 5 avacuola, 6 proteinas, 7

Figura 17. Procesos celulares asociados a las interacciones genéticas de los genes
EGD1 y BTT1. Las interacciones genéticas de los genes EGD1 y BTT1 estan
enriquecidas en ciertos procesos celulares. Se indica el nimero de genes en cada
proceso celular.

Finalmente, en el SGA realizado con la cepa Anac, el nimero de
interacciones genéticas observado fue muy elevado (aproximadamente del 30-
40% de los genes mostraron interaccion genética). Este resultado no era
esperado, dado que en un ensayo comun el nimero de interacciones genéticas
es menor. Para comprobar la confiabilidad de los resultados, se disefié un
experimento control, que permitiera determinar la cantidad de resultados falsos
positivos en el procedimiento. El experimento consistiéo en cruzar la cepa Anac
con la mutante neutral AHO en un arreglo de 386 colonias. De antemano se
sabe que no existe interaccion genética entre estos genes, por lo cual el
resultado esperado es un crecimiento similar en todas las colonias mutantes del

arreglo.
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El resultado obtenido se muestra en la figura 18. Este experimento control
mostré un numero elevado de falsos positivos, lo que abatio la confiabilidad de
los resultados del SGA de la cepa Anac. Debido a esto no se pudo llegar a
resultados contundentes y se descart6 el ensayo.

De manera paralela se realizaron experimentos control para los otros
SGAs. La cantidad de falsos positivos en el SGA de la cepa Aa fue del 0.25%,

mientras en el SGA de la cepa AP fue del 4%.

Figura 18. Resultado del SGA control utilizando a las cepas mutantes AHO y Anac. Ya
gue se observa un crecimiento no uniforme de las colonias, es posible concluir que
existe un problema metodolégico que eleva el nimero de resultados falsos positivos en
el experimento.

7.7 Comparacion de interacciones genéticas y réplica a medio respiratorio

Los resultados obtenidos en los SGAs anteriores, muestran el fenotipo de
las interacciones genéticas en medio fermentable. Sin embargo, se quiso probar
si existen interacciones genéticas cuyo fenotipo se enmascare por el medio
utilizado. Para ello se realizé una réplica de los SGAs de las cepas Aa y AB en
medio de seleccidon respiratorio, utilizando etanol/glicerol como fuente de
carbono (se omitid trabajar con la cepa Anac debido a los problemas
metodoldgicos presentados en la seccion anterior).

Se parti6 de las cajas de ambos SGAs en medio de seleccion kanMX

(Figura 7, paso 8) y se replicaron al mismo medio para reactivar el crecimiento
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de las levaduras (las células habian permanecido en refrigeracion por dos
meses hasta este punto). Una vez que las levaduras crecieron, el SGA de la
cepa Aa se replico simultineamente a medio de seleccion doble
SD+higromicina+G418 y medio no fermentable SEG+higromicina+G418. El SGA
AB se replico a medio de seleccion triple SD-Ura+higromicina+G418 y medio no
fermentable SEG-Ura+higromicina+G418. Se replicaron a medio fermentable
nuevamente para evaluar la reproducibilidad de los resultados. Sin embargo las
levaduras del SGA Ao no lograron crecer adecuadamente, tal vez debido al
tiempo de refrigeracion al que se expusieron. Por ello este SGA se replicd
nuevamente del medio kanMX a medio rico (pero manteniendo la seleccién
doble, YPD+higromicina+G418) y a medio no fermentable
(YPEG+higromicina+G418, Figura 19).

YPD+G418

ﬁ +higromicina
SGA Aa .
Paso 8. Medo === Medio kanMIX B,  YPEG+GA18
anMX

+higromicina

SD-His/Arg/Lys/Ura

& +G418+higromicina
SGA AB ———> Medio kanMx

Passa%Ml\;l(EdIO === SGE-His/Arg/Lys/Ura
+G418+higromicina

Figura 19. Esquema de réplicas realizadas a medio fermentable y respiratorio de los
SGAs originales (con las cepas Aa. y AB). Las réplicas de la cepa Aa se hicieron en
medio rico en vez de sintético debido a un defecto de crecimiento.

Como resultado de las réplicas a medio fermentable, se confirmaron
diversas interacciones genéticas previamente identificadas. Sin embargo,
algunas no se pudieron reproducir y se observaron interacciones genéticas

nuevas. En total se obtuvieron 39 interacciones genéticas del SGA Aa (12
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interacciones letales y 25 negativas, Apéndice 1IV) y 192 en el SGA A (16

sintético-letales y 176 negativas, Apéndice VII).

Para obtener una lista final de las interacciones genéticas, se compararon

los resultados de ambos SGAs (Aa. y AB) y se consideraron solo aquellos genes

gue se repitieron en los resultados. Estos datos se compararon también con los

resultados obtenidos por el grupo de Costanzo y colaboradores (2010), y se

obtuvieron las interacciones genéticas repetidas en al menos dos de las tres

listas de resultados (Tabla I). Para la elaboracion de esta lista, se omitieron las

réplicas en medio fermentable debido a la variabilidad de resultados encontrada.

Tabla I. Interacciones genéticas comunes entre los SGA con las cepas Aa y AB (este trabajo) y los identificados por
Costanzo y colaboradores (2010). n.a., no asignado.

. SGA | SGA SGA
ORF Nombre Funcion Proceso. celular
asociado Ao AB | Costanzo
VBRO58C UBP14 Prgtef';\_sa de cadenas de Sistema ubicuitina- X X X
ubicuitina proteasoma
YBRO68C BAP2 Leucina permeasa Tra_nspior_tador de X X
aminoéacidos
YBR165W UBS1 En.2|rr.1<'.:1 conjugadora de Sistema ubicuitina- X X
ubicuitina proteasoma
YDR149C n.a. Desconocido ORF hipotético X X
YDR293C SSD1 | Represor traduccional Traduccion X X
YDR457W | TOM1 | E3 ubicuitina ligasa Sistema ubicuitina- | )y X
proteasoma
Activador de la expresion Factor de
YDR463W STP1 | de genes de permeasas de o X X
U transcripcion
aminoacidos
YLR261C VPS63 | Desconocido ORF hipotético X X
YLR262C | YPT6 | GTPasade lafamiliaRab | /o SPOMe X X
vesicular
Regulador de la expresion
YLRA51W LEU3 de gen,es myolucrados en Factor .de., X X
la biosintesis de transcripcion
aminoacidos ramificados
YMROGOC | SAM37 Compo.nente dgl complejo Blpgene3|§ X X
SAM mitocondrial mitocondrial
YOLO11W | PLB3 | Fosfolipasa B Metabolismo de X X
lipidos
Proteina de funcion Funcion
YPL0O32C SVL3 desconocida desconocida X X
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Como resultado de la réplica del SGA con la cepa Ao a medio
respiratorio, se obtuvieron un total de 19 interacciones genéticas extras
(omitiendo las cepas que no respiran, 5 letales y 14 negativas, Apéndice V). El
gen SSAL es el resultado mas notable debido al papel de las chaperonas del
tipo Hsp70 durante la importacién mitocondrial.

En el SGA en medio no fermentable de la cepa AP no se pudo obtener ningin
resultado claro debido a que se presentd un crecimiento deficiente en los

arreglos de levaduras.
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8. Discusion

El transporte de proteinas a los diferentes organelos celulares puede
ocurrir de modo post-traduccional o co-traduccional. En general, los
peroxisomas, el ndcleo y las mitocondrias son organelos que reciben proteinas
de modo post-traduccional, en donde la proteina blanco es reconocida y se
dirige al organelo una vez que se ha sintetizado por completo. Por otro lado, en
el caso del reticulo endoplasmico se ha descrito que las proteinas ingresan de
modo co-traduccional, es decir acoplando la translocacion a la reaccion de
traduccién del ARNm. Se ha propuesto que un sistema co-traduccional analogo
al que existe en el reticulo endoplasmico también podria operar en la
mitocondria, a la par del sistema post-traduccional. Sin embargo, los
componentes y/o mecanismos involucrados no se han dilucidado hasta la fecha.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal identificar proteinas
funcionalmente redundantes al complejo NAC, que pudieran evidenciar
componentes no descritos en el sistema de importacion de proteinas a la
mitocondria, en particular de modo co-traduccional. Nuestra hipotesis se
fundamento en trabajos previamente publicados por otros grupos:

)] Ciertas proteinas sélo ingresan a la mitocondria de modo co-traduccional,
en particular las enzimas Fuml y Sod2 (Luk y cols., 2005).

i) La enzima Fuml ingresa a la mitocondria in vivo de manera mas eficiente
cuando el complejo NAC esta presente (Yogev y cols., 2007).

i) La ausencia de al menos uno de los genes que codifican para NAC en
organismos como M. musculus, C. elegans o D. melanogaster produce un
fenotipo letal (Deng y Behringer, 1995; Bloss y cols., 2003; Markesich y
cols., 2000). Por el contrario, en la levadura S. cerevisiae, la ausencia de

NAC no compromete la viabilidad celular (Reinmann y cols., 1999).

Dado que la importacion de proteinas es fundamental para la biogénesis
mitocondrial (un proceso vital para la viabilidad de los organismos eucariontes),

es de esperarse que un componente de la maquinaria de importaciéon sea
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esencial, como se observa en el caso de los componentes centrales de los
complejos membranales de importacién en S. cerevisiae y en el caso de los
componentes NAC en animales modelo. La falta de fenotipo observado en la
levadura al eliminar al complejo NAC podria deberse a que existan sistemas
redundantes que funcionen conjuntamente o a la par de la funcion de NAC.

Para cumplir con el objetivo del trabajo, se eligié utilizar el experimento
SGA como método a seguir (Tong y Boone, 2007). Las ventajas que ofrece el
SGA son: 1) la capacidad de analisis de interacciones genéticas a gran escala al
utilizar una coleccion de mutantes en cada uno de los genes no esenciales del
genoma de S. cerevisiae; 2) la resolucién con la cual se pueden determinar
interacciones genéticas, es decir, la posibilidad de detectar y diferenciar
interacciones genéticas sintético-letales (en donde se observa un fenotipo letal)
0 interacciones genéticas negativas y/o positivas (donde el fenotipo de
crecimiento es menor 0 mayor respectivamente, con respecto a las mutantes
individuales involucradas); y 3) la obtencion de resultados de un experimento

masivo en relativamente poco tiempo.

8.1 Analisis del fenotipo de las mutantes Aa, Ap y Anac

El trabajo se inicid con la generacién de diferentes cepas mutantes en
cada uno de los tres genes que codifican para NAC. Las mutantes se realizaron
por recombinacion homoéloga y se confirmaron mediante PCR de colonia. A
continuacion se analiz6 el fenotipo de crecimiento en medio fermentable (YPD) o
no fermentable (YPEG) a tres diferentes temperaturas. No se encontraron
diferencias en el crecimiento de nuestras mutantes en medio YPD y YPEG, lo
gue concuerda con lo reportado previamente (Reinmann y cols., 1999), donde se
observd que la eliminacion de uno, dos o tres genes no genera fenotipo de
crecimiento observable. Tampoco se encontré ningun fenotipo de crecimiento en
condiciones de estrés térmico.

Cabe sefialar que Reinmann y colaboradores (1999) observaron una tasa

de crecimiento mas lenta en una cepa doble mutante AB Unicamente al crecerla

52



a 43 °C en medio sintético fermentable. En este trabajo no se evalu6 dicha
condicion. Por otro lado, George y colaboradores reportaron una menor
capacidad de formacion de colonias en una cepa doble mutante Aegd1Aegd?2 en
medio YPEG (George y cols., 2002). De manera contrastante, en el presente
trabajo no se observd ese comportamiento. Esta diferencia podria deberse al
fondo genético utilizado. EI presente trabajo se realizé utilizando cepas
derivadas de la silvestre BY4742, Reinmann y colaboradores (1999) utilizaron
cepas derivadas de la W303-A y George y colaboradores (2002) utilizaron cepas
derivadas de JK3-9da.

En este trabajo se observd un fenotipo de crecimiento en condiciones
diferentes a las estandar de laboratorio, al someter a las cepas a estrés oxidativo
tratdndolas con peroxido de hidrégeno durante 4 h. Todas las cepas mutantes a
los genes de NAC mostraron mayor sensibilidad que la cepa silvestre. Esto
puede ser causado por un defecto en la importacion de proteinas que
contienden con radicales libres en el interior de la mitocondria, como es el caso
de Sod2. Otra alternativa, seria que al NAC funcionar como una chaperona
citosolica y proteger a las proteinas nacientes en el tunel de salida ribosomal,
exista una mayor exposicion y dafio a proteinas nacientes por el peroxido de
hidrogeno cuando NAC estd ausente. Llama la atencion que se observa un
efecto intermedio en la sensibilidad en la cepa mutante Ao (Figura 12). Esto
puede deberse a una compensacion parcial por las subunidades  remanentes.
En condiciones adversas, dichas subunidades podrian dimerizarse (del Alamo y
cols., 2011) y al ser éstas quienes se unen al tinel de salida ribosomal cumplir
parcialmente las funciones del complejo NAC. Otra opcién, seria que la

subunidad  tenga alguna funcidon compensatoria en su forma monomerica.
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8.2 Interacciones genéticas observadas y su relevancia en importacion a

mitocondria

El analisis de interacciones genéticas se dividi6 basicamente en dos
partes: a) un rastreo de interacciones genéticas para el gen EGD2 (cepa Aa) y b)
uno para los genes EGD1 y BTT1 (AB). Para cada caso se realiz6 un SGA con
dos replicados a medio fermentable y un replicado a medio no fermentable.

En el SGA de la cepa Aa se identificaron 42 interacciones genéticas en
medio fermentable en su primera réplica. Para el caso del SGA con la cepa AP,
se identificaron 169 interacciones genéticas. Como era de esperarse, hubo
genes que se encontraron tanto en el SGA Aa como en el AB. Estos resultados
se muestran en la Tabla |. Estos datos corresponden a las interacciones
genéticas mas confiables, dado que se compararon ademas con los resultados
obtenidos por el grupo de Costanzo y colaboradores (2010). En esta lista se
omitieron los resultados de las réplicas de ambos SGAs, a medio fermentable.
Esto debido a que como se menciond, se mantuvo a los arreglos de levaduras
en refrigeracién hasta su uso posterior. Esto probablemente repercutio en los
resultados con la pérdida de interacciones genéticas, debido a un deterioro en la
viabilidad de las cepas. El efecto se refleja en la necesidad de haber replicado el
SGA Aa a medio rico (YPD+G418/higromicina) para un crecimiento 6ptimo.

El resto de los genes identificados en ambos SGAs, que aparecen
exclusivamente como interacciones en el SGA Ao 0 ABy que no se repiten en
ambos, pueden obtenerse debido a varios factores:

i) Son interacciones genéticas particulares a cada gen, debido a que las
subunidades individuales podrian estar cumpliendo funciones especificas de
manera independiente a la formacion del complejo heterodimérico. Esto se
apoya también con el resultado observado en los ensayos de crecimiento
después de estrés con peréxido de hidrégeno, donde se observa un efecto
intermedio en la sensibilidad en la cepa Aa con respecto a las cepas.

i) Desde el punto de vista metodoldgico, existe una variacién durante la

realizacion de cada una de las réplicas ya que se utiliza un replicador manual.
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Por lo tanto, detalles como la posicion e integridad de cada colonia sobre la caja
de agar, podria afectar la lectura de densidad Optica automatizada durante el
andlisis final. Este problema, se compensa parcialmente al confirmar de manera
manual los resultados arrojados por el lector y al realizar tres réplicas por cada
SGA.

iii) Antes de realizar las réplicas en medio fermentable y no fermentable,
las cajas originales permanecieron un periodo largo de tiempo en refrigeracion.
Esta incubacion puede haber afectado la viabilidad de las cepas.

iv) El hecho de que cada SGA, depende fuertemente de la eficiencia de
esporulacion de las cepas para poder obtener y analizar el crecimiento de la
mutante de interés. Esto se debe a que para obtener una "mutante doble" (en el
caso del SGA de la mutante Aa por ejemplo) en la que ambos alelos de interés
se encuentren eliminados, en realidad lo que se busca es una "mutante
guintuple", debido a que se necesita forzosamente de la segregacion simultanea
tanto de los modulos que estan remplazando a los genes de interés, como de los
alelos que se utilizan durante la seleccion. Esto se ve reflejado de manera
extrema en la cepa Anac utilizada en este trabajo, ya que en ella Unicamente
una de cada 128 esporas contiene a los siete alelos de interés. Se puede
observar el efecto gradual de la dependencia de esporulacién con el porcentaje
de casos falsos positivos en cada experimento (0.25% en el SGA con la cepa

Aa, 4% con la cepa Ap y 30-40% con la cepa Anac).

Los resultados obtenidos en los SGAs exitosos (Aa y AB) incluyen genes
gue codifican para ciertos procesos celulares que concuerdan con los trabajos
previamente publicados acerca del papel funcional de NAC. Por ejemplo, se
obtuvieron genes del sistema ubicuitina-proteasoma, que concuerdan con los
reportes que plantean que la subunidad alfa de NAC tiene dominios de
ubicuitinacion, y podria con el sistema ubicuitina-proteasoma, etiquetar proteinas
mal plegadas una vez que son sintetizadas en el tunel de salida ribosomal
(Panasenko y cols., 2009). Otro ejemplo es la obtencidn de diversos factores de

transcripcion involucrados en distintos procesos celulares. Esto puede tener
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relacion con la migracion probable de las subunidades individuales al ndcleo, y
su papel como factores de transcripcion (Moreau, 1998). Se obtuvieron también
genes involucrados en el tréfico vesicular, aunque hasta ahora no se ha
sefialado que NAC participe en este proceso. El papel més estudiado de NAC
hasta la fecha lo identifica como un elemento regulatorio del sistema de trafico
de proteinas a diversos organelos celulares (Wiedmann y cols., 1994;
Funfschilling y Rospert, 1999, Yogev y cols., 2007). En este sentido, se
obtuvieron resultados que involucran el transporte hacia reticulo endoplasmico,
mitocondria y peroxisomas. Esto podria coincidir con la primera descripcion del
complejo NAC que propuso gue se une a todas las proteinas nacientes durante
el proceso de sintesis antes que cualquier otra chaperona (Wiedemann y cols.,
1994). El destino final al que deba ser llevada la proteina en cuestion, estaria
determinado por el tipo de proteinas que se le asocien posteriormente.

De las interacciones genéticas obtenidas en ambos SGAs destacan para
este trabajo por su naturaleza funcional y de localizacién: TOM71 y SAM37.
Ambos genes codifican para proteinas que se localizan en la membrana externa
mitocondrial y presentan un dominio prominente expuesto hacia el citoplasma
(Gratzer y cols., 1995; Schlossmann y cols., 1996).

Tom71 es un receptor mitocondrial de la maquinaria TOM, que como se
mencioné en la introduccién, reconoce precursores mitocondriales para su
importacion. Sin embargo, no se ha estudiado con mucho detalle ya que en S.
cerevisie existe un paralogo (TOM70) que se expresa preferencialmente (Streger
y cols., 1990). Sin embargo, se piensa que estos dos receptores cumplen
funciones similares, aunque con diferencias de afinidad por los substratos
(Schlossmann y cols., 1996). A pesar de que la interaccidn genética con el gen
TOM71 se obtuvo Unicamente durante el SGA Aa, en un trabajo previo
(Costanzo y cols. 2010) se reporto la interaccion genética del gen EGD2
(subunidad o) con TOM70. En este punto es importante mencionar que en la
coleccién de mutantes sencillas utilizada en el presente trabajo la cepa mutante
al gen TOM70, no tenia el remplazo esperado (verificacion por PCR, Manuel

Seman datos no publicados).
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TMAA46 es otro gen cuya interaccion genética se identificé también en el
SGA Ac. Esta es una proteina de asociacion a ribosomas, pero no tiene una
funcién atribuida hasta el momento. Tiene interaccion fisica con la chaperona
Ssz1, que como se menciond anteriormente, forma parte del complejo RAC,
relacionado con importacion de proteinas mitocondriales (Gong y cols., 2009).
Esta proteina podria ser parte del sistema de importacion, en pasos sucesivos a
NAC, al entregar al precursor mitocondrial al complejo TOM.

De los resultados en el SGA AB destaca SAM37, que codifica para una de
las subunidades del complejo SAM que lleva a cabo la insercion de proteinas
barril-3 a la membrana externa mitocondrial. Hasta ahora la funcion de su
producto proteico, Sam37, no ha sido esclarecida por completo. Se ha propuesto
que participa al momento de liberar proteinas del complejo SAM cuando se
incorporan a la membrana externa mitocondrial. Sin embargo, se piensa que
también participa en la interaccion funcional entre los complejos SAM y TOM. En
otros reportes se describié una asociacion fisica de Sam37 con el receptor
Tom70, cuyo resultado se especuld que seria otorgar mayor especificidad al
receptor por cierto tipo de precursores mitocondriales (Gratzer y cols., 1995). El
resultado de SAM37 en nuestro trabajo estd reforzado por el trabajo de
Costanzo y colaboradores (2010), donde se reportd también esta interaccion con
el gen EGD2. Este resultado resulta atractivo, dado que se puede especular con
una movilidad de Sam37 en la membrana externa, y que en conjunto con TOM,
sean parte del sistema que recibe proteinas de importacién co-traduccional. Un
complejo de estas caracteristicas no ha sido descrito hasta ahora, sin embargo
es probable que no se haya caracterizado por su asociacion transitoria, 0 porque
pueda estar regulado bajo condiciones particulares que no han sido exploradas.

En este SGA se identificaron genes con funcién desconocida pero que
codifican para proteinas mitocondriales. Dentro de estos, MSP1l se ha
relacionado con importacion de proteinas a mitocondria. Se especula es un
transportador de membrana interna (dependiente de ATP). Esta proteina podria
participar en pasos posteriores al reconocimiento del precursor por el complejo
TOM.
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MPA43 también se identifico en éste SGA. Este gen codifica para una
proteina de funcidén desconocida, pero de localizacién mitocondrial. Es notable el
hecho de que Mpa43 tiene interaccion genética con componentes del complejo
ERMES, como Mmm1, Mdm32 y Mdm10. Ademas, tiene interaccion genética
negativa con SSD1 (gen que se describira a continuacion) y con Zuol. Este es
un candidato atractivo dado que podria mediar interacciones con componentes
del citoplasma en la via de importacion. Ya sea ayudando a proteina de union a
ARNmM (como es el caso de Ssdl) o con proteinas de unién al ribosoma y la

proteina naciente (en el caso de Zuol).

Finalmente se decidi6 depurar la lista de interacciones genéticas,
considerando aquellas que se repitieran en ambos SGAs, y que fueran mas
confiables. Para ello se compararon las listas de genes de las primeras réplicas
de ambos SGAs (se prefirié omitir las interacciones genéticas de las réplicas en
medio fermentable debido a que como se mencioné anteriormente, los arreglos
de levaduras permanecieron en refrigeracibn por un periodo prolongado,
alterando la viabilidad de las células y por ende, los resultados que se pudieron
obtener. También se compararon con datos previos a cargo del trabajo de
Costanzo (2010).

TOML1 es una de las interacciones genéticas letales que se repitié en los
tres SGAs comparados. A pesar de que su funcion descrita esta relacionada con
exportacion de ARNm del ndcleo al citosol, tiene interaccion genética negativa
con genes ribosomales como son RPL16A, RPL17B, RPS4B, RPS23A, RPL24A,
entre otros. Ademas Toml tiene interaccion fisica con Ssz1 y Zuol (proteinas
gue forman parte de RAC; Krogan NJ, 2006) y con Hsp82, que también se ha
vinculado con importacion de proteinas a mitocondria (Young y cols., 2003).
Ademas, su sobreexpresion rescata el fenotipo de una mutante en SSZ1 y
ZUO1.

El otro gen de la lista que tuvo interacciones genéticas en los tres SGAS,
fue UBP14. Esta proteina forma parte del sistema ubicuitina-proteasoma, y

promueve la eliminacion de cadenas de ubicuitina libres (generadas durante el
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proceso de degradacién de proteinas). Aunque su funcion principal no esta
relacionada directamente con importacion de proteinas a la mitocondria, llama la
atencion que tiene interaccién genética negativa con el gen MDM12 (Costanzo,
2010). Este gen codifica para una proteina que se ha vinculado con la insercién
de proteinas barril-p a la membrana externa mitocondrial. El rol de UBP14, se
puede explicar por el papel adjudicado a NAC en el sistema ubicuitina-
proteasoma (Panasenko, 2009). Resulta interesante el hecho de que éste
sistema de degradacion de proteinas hasta ahora no se ha relacionado con
importacion de proteinas a mitocondria. Este resultado puede deberse a que si
existe un problema de plegamiento (producido por la falta de NAC) y se afiade
un problema en la degradacion de cadenas de ubicuitina, el resultado es la
acumulacion de dichas cadenas, que compite con proteinas mal plegadas por el
proteasoma. En tal caso, la degradacion de proteinas disminuye y se genera
estrés debido a la acumulacién de proteinas no funcionales.

Finalmente, SSD1 codifica para una proteina de unioén a la region 5 UTR
del ARNm. Hasta ahora se ha descrito como un represor traduccional.
Probablemente esta proteina pueda tener un papel similar al de SRP en
transporte de proteinas a reticulo endoplasmico, donde la traduccion se detiene
y la proteina es llevada hasta el translocon Sec6l. SSD1 podria entonces,

mediar la localizacion de los ARNm codificantes para proteinas mitocondriales.
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9. Conclusiones

La eliminacion de al menos uno de los genes que codifican para las subunidades
del complejo NAC (EGD1, BTT1 o EGDZ2), provoca mayor sensibilidad a estrés

oxidativo.
Existen interacciones genéticas de los genes EGD1, BTT1 y EGD2 con otros

genes no esenciales del genoma de S. cerevisiae que estan enriguecidas en

funciones celulares diversas, una de las cuales es la biogénesis mitocondrial.
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10. Perspectivas

Para evaluar el papel funcional de las interacciones genéticas observadas
en la importacion de proteinas a la mitocondria, el proyecto tiene contempladas
las siguientes estrategias experimentales a corto plazo:

1) Comprobar las interacciones genéticas identificadas mediante un experimento

de “esporas al azar” (Tong y Boone, 2007).

2) Evaluar la funcién de las proteinas codificadas por los genes obtenidos, con
experimentos de importacion in vivo e in vitro a la mitocondria, utilizando como

proteinas modelo a Fum1ly Sod2.

3) Evaluar la interaccion fisica entre NAC y las proteinas codificadas por los

genes obtenidos en experimentos de entrecruzamiento e inmunoprecipitacion.
4) Evaluar la interaccion fisica entre las proteinas codificadas por los genes

obtenidos con ribosomas citoplasmicos mediante experimentos de migracién en

gradientes de sacarosa.
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11.

Apéndices

Apéndice I. Soluciones y medios de cultivo utilizados.

a) Amortiguadores

TAE 50X: Tris 242 g/L, acido acético glacial 57.1 mil/L, EDTA 0.5 M pH=8
100mL/L.

Tfbl (Para 45 mL): CH3CO,K 1 M 1.35 mL, MnCl, 1 M 2.25 mL, RbCI 1 M
4.5 mL, CaCl; 1 mM 0.45 mL, Glicerol 100% 5.4 mL, agua desionizada 31

mL.

Tfbll (Para 5 mL): MOPS 1 M 50 uL, CaCl2 1 mM 375 uL, RbCl 1M 50 pL,
Glicerol 100% 600 puL, agua desionizada 3.93 mL.

Amortiguador de carga 6X: 0.25% azul de bromofenol, 0.25% xileno

cianol, 30% glicerol.

b) Soluciones Madre:

G418 (Geneticina, Invitrogen): 200 mg/mL.

Higromicina B (Invitrogen): 50 mg/mL.

CloNAT (Werner BioAgents): 100 mg/mL.

Canavanina (L-sulfato de canavanina, Sigma, C-9758): 100 mg/mL.

Tialisina (Sigma, A-2636): 100 mg/mL.

c) Medios de Cultivo

YPD: Extracto de levadura 1%, glucosa 2%, peptona 2%. Para medios
solidos, afiadir agar 2%.

YPEG: Extracto de levadura 1%, glicerol 2% v/v, etanol 2% v/v, peptona

2%. Para medios sélidos, afiadir agar 2%.
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LB: NaCl 1%; bactotriptona 1%; extracto de Levadura 0.5%. Para medios
solidos, anadir agar 2%.

YPD+G418 (para 1 L): Extracto de Levadura 10 g, peptona 20 g, agar 20
g, glucosa (40%) 50 mL, G418 200 pg/ul.

SD-ura+G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoécidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutamico monosadico, 2 g
suplemento de aminoacidos (DropOut-Ura), agar 20 g, glucosa (40%) 50
mL, G418 1 mL, higromicina B 4 mL.

SD-ura+G418/higromicina/cloNAT (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de &cido glutdmico monosddico, 2 g
suplemento de aminoacidos (DropOut-Ura), agar 20 g, glucosa (40%) 50
mL, G418 1 mL, higromicina B 4 mL, cloNAT 2 mL.

Esporulaciéon (para 1 L): 10 g acetato de potasio, 1 g extracto de levadura,
0.5 g glucosa, 0.1 g de suplemento de aminoacidos para esporulacion,

agar 20 g.

SD-His/Arg/Lys+can/tial (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 5 g sulfato de amonio, 2 g suplemento
de aminoacidos (DropOut-His/Arg/Lys), agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL,

500 uL sulfato de canavanina, 500 pL tialisina.

SD-His/Arg/Lys+can/tial+G418 (para 1 L): 1.7 g base nitrogenada sin
aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutdmico monosédico, 2 g
suplemento de aminoacidos (DropOut-His/Arg/Lys), agar 20 g, glucosa
(40%) 50 mL, 500 pl sulfato de canavanina, 500 pL tialisina, G418 1 mL.

SD-His/Arg/Lys+can/tial/G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base
nitrogenada sin aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutamico

monosaédico, 2 g suplemento de aminoacidos (DropOut-His/Arg/Lys), agar
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20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 uL sulfato de canavanina (50 mg/L), 500
pL tialisina (50 mg/l), G418 1 mL, higromicina B 4 mL .

SD-His/Arg/Lys/Ura+can/tial/G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base
nitrogenada sin aminoacidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutamico
monosaodico, 2 g suplemento de aminoacidos (DropOut-His/Arg/Lys/Ura),
agar 20 g, glucosa (40%) 50 mL, 500 pL sulfato de canavanina, 500 pL
tialisina, G418 1 mL, higromicina 4 mL 50 mg/pL.

YPD+higromicina+G418 (para 1 L): Extracto de levadura 10 g, glucosa
2%, peptona 2%, agar 20 g, 4 mL higromicina 50 mg/mL, G418 1 mL.

YPEG+higromicina+G418 (para 1 L): Extracto de levadura 10 g, peptona
20 g, glicerol 2% vl/v, etanol 2% v/v, agar 20 g, higromicina B 4 mL, G418
1 mL.

SEG-His/Arg/Lys/Ura+can/tial/G418/higromicina (para 1 L): 1.7 g base
nitrogenada sin amino&cidos y sulfato de amonio, 1 g de acido glutdmico
monosaédico, 2 g suplemento de aminoacidos (DropOut-His/Arg/Lys/Ura),
agar 20 g, glicerol 2% v/v, etanol 2% v/v, 500 yL sulfato de canavanina,
500 pL tialisina, G418 1 mL, higromicina 4 mL 50 mg/uL.

Suplemento para esporulacién: 2 g L-histidina, 10 g L-leucina, 2 g L-lisina,
2 g uracilo.

Suplemento para medio sintético (DropOut): 3 g L-adenina, 2 g uracilo, 2
g inositol, 0.2 g acido p-aminobenzoico, 2 g L-alanina, 2 g L-arginina, 2 g
L-asparagina, 2 g L-acido aspartico, 2 g L-cisteina, 2 g L-acido glutamico,
2 g L-glutamina, 2 g L-glicina, 2 g L-histidina, 2 g L-isoleucina, 10 g L-
leucina, 2 g L-lisina, 2 g L-metionina, 2 g L-fenilalanina, 2 g L-prolina, 2 g
L-serina, 2 g L-treonina, 2 g L-triptéfano, 2 g L-tirosina 'y 2 g valina. En los
medios indicados, cada DropOut es una combinaciébn de estos
componentes menos los particulares para cada medio, por ejemplo: —
His/Arg/Lys.
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Apéndice Il. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Se sefala en
subrayado y negro la region que permite amplificar cualquiera de los
maédulos natl, hph o URAS.

Region del
Nombre Gen donde se Secuencia (5’ a 3)
une
GAA TAG AAC ATC TCA CAC CAG ACG CGA CTC ATA ATT
InF 5 UTR, EGD1
CAT A CCA GCT GAA GCT TCG TAC GC
GTG TTT TTT TAT TTA ACG TTA AAA TTA AAG ATT AAG
InR 3 UTR, EGD1
TTA T TCG ATG AAT TCG AGC TCG TT
GCT AAA TTA AAT AAA CTA CTA CAT AAT CCT ACA ACA
CuF 5 UTR, BTT1
TCA A CCA GCT GAA GCT TCG TAC GC
ATC TGT CGC CCA GCT GGT CGA GCA CCG TCT GTT CAT
CuR 3 UTR, BTT1
TTT C TCG ATG AAT TCG AGC TCG TT
ACC CTT ACA AGC AAC CAC ACA CCC ACA TAC TCA ATT
BusF 5 UTR, EGD2
GAT A CCA GCT GAA GCT TCG TAC GC
ATC CTT ATT CAA GTC ACC GGC ATC AAC TTC ACC TTC
BusR 3 UTR, EGD2
TTC G TCG ATG AAT TCG AGC TCG TT
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Apéndice lll. Interacciones genéticas obtenidas del SGA con la cepa Aa en
medio SD-His/Arg/Lys+can/tial/G418/higromicina. Se incluyen los genes
resultantes en orden alfabético del ORF (n.a., no asignado). Informacién
obtenida de la base de datos del genoma de S. -cerevisiae
www.yeastgenome.org.

ORF Nombre Descripcion o fur.u':lon de la proteina Proceso. celular
codificada asociado
YBLO01C ECM15 | Funcién desconocida Organizacion de
pared celular
YBRO058C UBP14 | Proteasa de cadenas de ubicuitina Sistema ubicuitina-
proteasoma
YBR068C BAP2 | Leucina permeasa Transporte
YBRO97W VPS15 Cinasa de tréafico de proteinas Transporte
vacuolares
YDROG5W na anmon dgsconouda, localizacion Desconocido
mitocondrial
YDR293C SSD1 | Represor traduccional Traduccion
Factor de edicién y empalme de pre- Edicion y empalme
YDR364C CDC40 ARNM de ARNM
YDR443C SSN2 | Subunidad de la RNA polimerasa Il Factqr d.e,
transcripcion
YDR457W | TOML | E3 ubicuitina ligasa Sistema ubicuitina-
proteasoma
YDR463W STP1 Activador de gene_s cc’)d_|f|cantes para Factqr d_e,
permeasas de aminoacidos transcripcion
YDR506C na Pro.t,e|.na relacionada en la progresion Ciclo celular
meiotica
YDR508C GNP1 | Permeasa de glutamina Transporte
YGR220C MRPL9 | Subunidad del ribosoma mitocondrial B.logenes!s
mitocondrial
YHR116W COX23 | Ensamblaje de la citocromo c oxidasa B}ogenes!s
mitocondrial
YHR117W TOM71 R(_aceptor (_jel complejo TOM B_|ogene5fs
mitocondrial mitocondrial
YHR171W ATG7 | Enzima E1 activadora de ubicuitina Macroautofagia
YHR195W NVJ1l | Proteina de la envoltura nuclear Microautofagia
YHR200W RPN10 Subunidad de la particula 19S del Sistema ubicuitina-
proteasoma proteasoma
YHR206W SKN7 RegEJIador de respuesta nuclear a Factqr d_e,
estrés transcripcion
YIRO23W DALS1 Regulado_r,posmv_o qe multiples vias de Factqr d_e,
degradacion de nitrégeno transcripcion
YJL175W n.a. ORF hipotético ORF hipotético




YJR018W n.a. OREF hipotético ORF hipotético
YLR260W LCB5 Cinasa de esfingolipidos de cadena Meta?qllsmo de
larga lipidos
YLR390W-A | CCW14 | Glicoproteina de la pared celular Organizacion de
pared celular
Regulador de la expresion de genes
. . . Factor de
YLR451W LEUS3 | involucrados en la biosintesis de L
S " transcripcién
aminoécidos ramificados
YMLOOSC ERG6 Enzima de la via de sintesis de Metak?qllsmo de
ergosterol lipidos
YMR187C n.a. Proteina de funcion desconocida Desconaocido
YNLO20C ARK1 | Cinasa de serina/treonina Organlzacmn de
citoesqueleto
YNL229C URE? Regul}aglor trans.cr|'p0|onal de represién Factqr d.e,
catabdlica por nitr6geno transcripcion
YNL321W VNX1 | Antiportero Ca/H Transporte
YOLO11W | PLB3 | Fosfolipasa B Metabolismo de
lipidos
YOLO013C HRD1 | Ubicuitina ligasa Sistema ubicuitina-
proteasoma
YOLO44W PEX15 Prote|_na asociada a la membrana Impor_tamon
peroxisomal peroxisomal
YOR091W TMAA46 | Proteina de asociacion a ribosomas Desconocido
YOR205C n.a. Funcién desconocida Desconocido
YOR316C COT1 | Transportador vacuolar de zinc Homec;sis;ede Zine
YPLO24W RMI1 | Subunidad del complejo RecQ-Topolll Ciclo celular
YPL183W na Pr_otelna |r_1volucrada con traduccién B_logenest
mitocondrial mitocondrial
Procesamiento post-
YPL227C ALG5 | Glicosil-transferasa traduccional de
proteinas
YPL249C GYP5 | Proteina activadora de GTPasa Transporte vesicular
YPR119W CLB2 | Ciclinatipo B Ciclo celular
YPR123C n.a. ORF hipotético Desconocido
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Apéndice IV. Interacciones genéticas obtenidas del SGA con la cepa Aa. en
la réplica YPD+G418/higromicina. Se incluyen los genes resultantes en
orden alfabético del ORF, n.a., no asignado, en fondo negro se indican las
interacciones genéticas sintético-letales. Informacion obtenida de la base
de datos del genoma de S. cerevisiae www.yeastgenome.org.

ORF Nombre Descripcién o fur_u_:lon de la proteina Proceso. celular
codificada asociado

YALO49C na. Protgjna c'ltoplasnjatlca involucrada en Desconocido
funcién mitocondrial
Proteina de membrana de funcién .

YARO27W UIP3 . Desconocido
desconocida

YCLO26C n.a. Funcién desconocida Desconocido

YCLO61C MRC1

Proteina requerida para replicacion de ADN Ciclo celular
Organizacion de

YDL239C ADY3 Formacion de la pared celular en espora
pared celular
YDR183W PLP1 Protelng que interactia con CCT en Plegaml,ento de
plegamiento proteinas
YDR305C HNT2 Dinucledsido trifosfato hidrolasa Metabollsmo de
nucleotidos
YDR443C SSN2 Subunidad de la RNA polimerasa Il Transcripcién
Sistema
YDR457W TOM1 E3 ubicuitina ligasa ubicuitina-
proteasoma
YDR508C GNP1 Permeasa de glutamina Transporte
YEL054C RPL12A | COmponente de la subunidad 60S Traduccion
ribosomal

YGRO11W n.a. ORF hipotético Desconocido

YHRO031C RRM3 | Helicasa de ADN Rep“zaDClllon de

YHRO034C PIH1 Componente del complejo R2TP Plegamu,anto de
proteinas

YHRO39W PUT2 Delta.-l-pyrrol|na-5-carbOX|Iato Metgbqhsmo de
deshidrogenasa nitrégeno

YHR181W SVP26 Proteina integral del aparato de Golgi Via d_e,
secrecion
Cohesién de
YHR191C CTF8 Subunidad del complejo Ctf18c cromatides
hermanas

YHR199C na. Proteina mltocondrlal de funcion Desconocido
desconocida

Proteina citoplasmatica de funcion .
YHR202W n.a. . P Desconocido
desconocida
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YILO60OW n.a. Proteina de funcién desconocida

Desconocido

YILOS9W na. Protgjna de retlcqlo endoplasmico de Desconocido
funcion desconocida
YIL111W COX5B Subunidad Vb de la citocromo ¢ oxidasa Transporte de
electrones
YJR056C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YJR148W BAT2 Aminotransferasa de residuos ramificados Meta.boll,sr.no de
aminoacidos
YKLO26C GPX1 Peroxidasa de fosfolipidos M,anejc.) de.
estrés oxidativo
YLLO20C n.a. ORF hipotético Desconocido
YLR231C BNAS Quinureninasa Biosintesis de
NAD
YMLO08C ERG6 Delta(24)-sterol C-metiltransferasa Biosintesis de
ergosterol
YMLO96W n.a. Proteina citosélica de funcién desconocida FunC|or?
desconocida
YMRO0O36C MIH1 Fosfatasa involucrada en ciclo celular Ciclo celular
Proteina que media la exportacion de
YMR237W BCH1 proteinas del aparato de Golgi a membrana Transporte
plasmética

YNL257C Factor de transcripcion Transcripcion
YNL270C Transportador de arginina Transporte
YOLO081W Proteina activadora de GTPasa tipo Ras Senfializacién
YOL138C na Subu_nid_?d del complejo SEA, de Asociacion a
asociacion a vacuola vacuola
YPL183W n.a. Proteina involucrada con traduccion Traduccién
YPR049C ATG11 Proteina adaptadora para peroxifagia Autofagia

69



Apéndice V. Interacciones genéticas obtenidas del SGA con la cepa Aa en
medio no fermentable YPEG+G418/higromicina. Se incluyen los genes
resultantes en orden alfabético del ORF, n.a., no asignado, en fondo negro
se indican las interacciones genéticas sintético-letales. Informacién

obtenida de la base de datos del genoma de S. cerevisiae
www.yeastgenome.org.
Proceso
ORF Nombre | Descripcion o funcién de la proteina codificada celular
asociado
YALOO4W n.a. ORF hipotético, traslapa al gen SSA1 Desconocido
Hsp70, involucrada en transporte de proteinas Plegamiento
YALOO5C SSAl nucleo-citoplasma. Localiza en nucleo, g .
) de proteinas
citoplasma y pared celular
YALO53W FLC2 Transportador FAD de reticulo endoplasmico Transporte

YBLO02W

HTB2

Histona H2B

Organizacion
de cromatina

. o ) Organizacion

YBR200W BEML1 Protema con dominios SH:}, necesaria para la de la pared
polaridad celular y morfogénesis
celular
YDR024W FYV1 ORF hipotético Desconocido
YGLO88W n.a. OREF hipotético Desconocido
+2Z

YGL167C PMR1 ggnét;?g?e transporte de Cay Mn"* al aparato Transporte

Proteina esencial para la maduracion del 18S

Biosintesis de

YGR272C n.a. ARNT (ARN
YHRO49W FSH1 Serina hidrolasa hipotética Desconocido
YKLO81W TEF4 Subunidad gama del factor eEF1B Traduccién
YLLO55W YCT1 Transportador de cisteina Transporte
YLR200W YKE?2 Subunidad del complejo Gim/prefoldina Plegamiento

YLR399C

YMLO73C
YMR151W
YMR175W

YNLO69C

BDF1

RPL6A
YIM2
SIP18

RPL16B

(plegamiento o y B-tubulina y actina)

de proteinas

Proteina de inicio de transcripciéon en genes
con promotores con caja TATA

Transcripcion

Proteina N-acetilada de la subunidad grande
del ribosoma

Traduccién

ORF hipotético

Desconocido

Hidrofilina de unién a fosfolipidos. Respuesta
a desecacion.

Desconocido

Proteina N-acetilada de la subunidad grande
del ribosoma

Traduccién

3'bifosfato-nucleasa, involucrada en tolerancia

Respuesta a

YOL064C MET22 NP - .

a sal y biogénesis de metionina estrés
YOR270C VPH1 ATPasa de protones vacuolar Transporte
YOR316C COT1 Transportador de Zinc Vacuolar, ademas de Transporte

Cobalto y rhodium
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Apéndice VI. Interacciones genéticas obtenidas del SGA con la cepa AB en
medio SD-His/Arg/Lys/Ura+tcan/tial/G418/higromicina. Se incluyen los genes
resultantes en orden alfabético del ORF, n.a., no asignado, en fondo negro
se indican las interacciones genéticas sintético-letales. Informacién
obtenida de la base de datos del genoma de S. cerevisiae
www.yeastgenome.org.

ORF Nombre Descripcion o fur'u':lon de la proteina Proceso. celular
codificada asociado
Proteina involucrada en reparacion de Reparacién de
YALOZ7W n-a. cortes de cadena doble de ADN ADN
YBL064C PRX1 Peroxiredoxina mitocondrial Respuesta a estres
oxidativo
YBL094C n.a. ORF hipotético Desconocido
YBRO058C UBP14 Proteasa de cadenas de ubicuitina Sistema ubicuitina-
proteasoma
YBR068C BAP2 Leucina permeasa Transporte
YBR093C PHO5 Fosfatasa acida Metabolismo de
fosfato
YBR128C ATG14 .Subynldad'del complejo fosfatidil- Autofagia
inositol-3-cinasa |
YBR162C TOS1 Proteina c_je pared celular de funcién Organizacion de la
desconocida pared celular
YBR164C ARL1 GTPasa involucrada en trafico vesicular Tran_s porte
vesicular
YBR165W UBS1 Su.pre?slor de enzimas conjugantes de Trfsmsporte de
ubicuitina proteinas nucleares
YCLOO5W LDB16 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YCLO12W BUD3 Proteina requerida para gemacion Desconocido
Subunidad de un complejo requerido Reparacion de
YCLO16C DCC1 para la cohesion de cromatides P ADN
hermanas
YCRO32W BPH1 ProteJna involucrada en tréfico de Transpt?rte de
proteinas proteinas
YDLO039C PRM7 Proteina regulada por feromona Fusion celular
YDL214C PRR? Cinasa de serina-treonina de la via Fusién celular
MAPK
YDRO0O29W n.a. ORF hipotético Desconocido
YDRO74W TPS? Subunldgd del complejo trealosa 6- Metabolismo de
fosfato sintasa/fosfatasa trealosa
YDRO80OW VPS41 Proteina de membrana vacuolar Tran-sporte
vesicular
YDRO93W DNE2 F|IpaS<',i gue localiza en la membrana Transp,or_te de
plasmatica fosfolipidos
YDR108W GSG1 Subunidad de TRAPPIII Autofagia
YDR136C ‘ VPS61 ORF hipotético Desconocido
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YDR249C
YDR250C

YDR251W

YDR253C

YDR254W

YDR255C
YDR256C

YDR257C

YDR258C

YDR259C

YDR260C

YDR261C

YDR263C

desconocida

YDR149C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR200C VPS64 ProteJna requerida para transporte de Transporte de
proteinas a vacuola proteinas a vacuola
YDR212W n.a. Subunidad del complejo Chaperonina T Plegam@nto de
proteinas
YDR242W AMD?2 Amidasa hipotética Desconocido
YDR247W VHS1 Cinasa de serina-treonina Ciclo celular
YDR248C na. Proteina hipotética de funcion Desconocido

Proteina hipotética de funcién
desconocida

Desconocido

ORF hipotético

Desconocido

Proteina de funcién desconocida

Desconocido

Factor de transcripcion de biosintesis de
metionina

Transcripcion

Proteina del cinetocoro necesaria

Ensamblaje de

requerida para estabilidad cromosomal cinetocoro
Proteina con actividad ubicuitina-ligasa | S'Stéma ubicuitina-
proteasoma
Catalasa A Respuesta a estrés
oxidativo

Metiltransferasa de lisina

Procesamiento
post-traduccional
de proteinas

Chaperona de matriz mitocondrial

Plegamiento de
proteinas

Factor de transcripcion relacionado con
metabolismo de carbohidratos

Transcripcién

Subunidad del complejo promotor de
anafase

Ciclo celular

Exol,3-betaglucanasa, involucrada en
ensamblaje de pared celular

Organizacion de la
pared celular

Nucleasa mitocondrial que participa en
reparacion y replicacién de ADN

Reparacién de
ADN

Cinasa involucrada en organizacién del

Organizacion del

YDR264C AKR1 . . X
citoesqueleto cortical citoesqueleto
Transporte de
YDR265W PEX10 E3 ubicuitina ligasa peroxisomal proteinas
peroxisomales
YDR266C na Protel'r.uj:\ de fungic’m desconocida que Desconocido
co-purifica con ribosomas
YDR269C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR270W CCC2 ATPasa tipo P de transporte de Cu*? Transporte
YDR272W | GLO2 | Glioxilasa tipo I Metabolismo de
glucosa
YDR274C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR275W BSC2 Proteina de funcion desconocida Desconocido




YDR276C  PMP3

Proteina de membrana plasmatica

Desconocido

YDR289C RTT103

YDR277C MTH1 Re~gu!ado.r,negatlvo de la via de Metabolismo de
sefializacion sensora de glucosa glucosa
YDR278C n.a. OREF hipotético Desconocido
YDR279W | RNH202 | Subunidad de la ribonucleasa H2 Rep"/iaDclilO” de
YDR281C PHM6 Proteina de funcion desconocida Desconocido
YDR282C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YDR287W n.a. Inositol monofosfatasa Meta}boh;mo de
inositol

Proteina relacionada con terminacién de
transcripcion por la RNA polimerasa Il

Transcripcién

YDR290W n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR291W n.a. Helicasa RecQ hipotética Desconocido
YDR293C SSD1 Represor traduccional Traduccion
F L e ; Procesamiento
YDR304C CPR5 Feetipct lIJOII(I)I Err]zlg Cllésstr;ai‘::]s isomerasa del post-traduccional
P de proteinas
YDR338C n.a. Proteina de funcién desconocida Transport'e de
metabolitos
YDR363W-A | SEM1 Componente de la subunidad Sistema ubicuitina-
reguladora del proteasoma 26S proteasoma
YDR455C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR457W | TOM1 | E3 ubicuitina-ligasa Sistema ubicuitina-
proteasoma
YDR463W STP1 Activador de gene.s C(,)d.lflcantes para Transcripcion
permeasas de aminoacidos
YELOOBW YEA6 Trans,p_ortador NAD mitocondrial Transporte
hipotético
YELO37C RAD23 Proteina relacionada en ubicuitinaciéon Repa;\ellaclllon de
YERO34W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
Proteina de funcién desconocida, su
YERO93C-A | n.a. eliminacion provoca mayor frecuencia Desconocido
de pérdida de ADN mitocondrial
YFRO12W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YFR024C n.a. Factor de polimerizacién de actina Orgamzamon del
citoesqueleto
Subunidad Z del complejo Procesamiento
YGL226C-A | OST5 oligosacariltransferasa de reticulo post-traduccional
endoplasmico de proteinas
YGL230C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YGL248W PDE1 Fosfodiesterasa de AMP ciclico Meta;)\clz/l:lir:o de
Proteina (de membrana interna) Biogénesis
YGR028W MSP1 involucrada en transporte de proteinas a 109 .
. . mitocondrial
mitocondria




YGRO042W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YGR109C CLB6 Ciclina tipo B Ciclo celular
YGR252W GCN5 Acetiltransferasa de histonas Remodelacpn de la
cromatina
YHLO25W SNE6 Subunlglad del complejo remodelador de Remodelacpn de la
cromatina SWI-SNF cromatina
YHLO034C SBP1 Proteina que. :se une a eIF4€3 que tiene Traduccion
rol en represion de traduccion
YHRO17W vsCa3 Proteina rmtocondnal de funcién Desconocido
desconocida
YHRO34C | PIH1 Componente del complejo R2TP Procezz”&';”to de
YHRO39C MSC7 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YHRO045W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
. ; A i Procesamiento
YHR111W | UBA4 Z;Otf(';::w?:f activa Urml en urmilacion |- aduccional
P de proteinas
YHR146W CRP1 Propema gue une estructuras Desconocido
cruciformes de ADN
YIROOSW | IST3 Subunidad del complejo U2 snRNP Edicion y empalme
de ARNm
Ensamblaje del complejo de edicién y Edicion y empalme
YIROOSW MSL1 empalme de ARNm de ARNm
YIL130C URA2 E.n.2|r.n:?1 de la via de biosintesis de Blo.s'lnt.e.ss de
pirimidinas pirimidinas
YJL165C HAL5 | Cinasa hipotética Homeostasis de
cationes
YJL187C SWE1 Prote_ma que regula la transicion G2-M Ciclo celular
del ciclo celular
YJR009C TDH2 Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa Metztl)lfclljgo de
YIRO53W BEA1 Componente del complejo Bfal-Bup2 Ciclo celular
activador de GTPasa
YJR056C n.a. Proteina de funcion desconocida Desconocido
YJRO96W n.a. Arabinosa reductasa hipotética Metabolismo de
glucosa
YJR106W ECM27 Proteina de funcién desconocida Organizacion de la
pared celular
YJR124C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YKLO44W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YKLO62W MSN4 Actlvfa(_jor transcnpc[onal, activado en Transcripcion
condiciones de estrés
YKLO75C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YKLO76C PSY1 ORF hipotético Desconocido
Procesamiento
YKL103C LAP4 Aminopeptidasa vacuolar post-traduccional
de proteinas
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Biosintesis de

YKL216W URA1 Dihidroorotato reductasa o
pirimidinas
Proteina que media la exportacion de Transporte de
YKRO27W BCH2 proteinas del aparato de Golgi a la P .
» proteinas
membrana plasmatica
YLLO55W YCT1 Transportador de cisteina Trar'lsp9rt'e de
aminoacidos
YLRO30W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
Procesamiento
YLRO63W n.a. Metil-transferasa hipotética post-traduccional
de proteinas
YLR184W n.a. ORF hipotético Desconocido

YLR261C

YLR262C

ORF hipotético

Transporte de
proteinas a vacuola

GTPasa de la familia Rab

Transporte
vesicular

YLR294C n.a. ORF hipotético Desconocido
YLR322W VPS65 OREF hipotético Desconocido
YLR374C n.a. ORF hipotético Desconocido
Componente del complejo Shu, de Reparacion de
YLR376C PSY3 reparacién de ADN ADN
Subunidad VIII de la citocromo ¢ Biogénesis
YLR395C coxs oxidasa mitocondrial
Subunidad de los complejos HOP y Transporte
YLR396C VPS33 CORVET vesicular
YLR417W VPS36 Componente del complejo ESCRT-II Sistema ubicuitina-
proteasoma
YLR420W  URA4 [Tt e Biosintesis de
pirimidinas

Proteina de funcién desconocida,

Organizacion de la

YLR436C ECM30 relacionada con la biosintesis de pared
pared celular
celular
Regulador de la expresion de genes
. o . Factor de
YLR451W LEU3 involucrados en la biosintesis de L
S o transcripcion
aminoacidos ramificados
YMLO81C-A | ATP18 Sl_Jbunldat_j de la ATP sintasa B_|ogene5fs
mitocondrial mitocondrial
YML106W URAS Orotato fosforibosil-transferasa BIO.S.I nt.e.S|s de
pirimidinas
YMRO41C ARA2 NAD. deshidrogenasa dependiente de Metabolismo de
arabinosa NAD
YMRO60C C(_)mponer]te del complejo SAM B_|ogenes_|s
mitocondrial mitocondrial

Procesamiento

YMR154C RIM13 Cisteina proteasa post-traduccional
de proteinas
YMR275C BUL1 Subunidad del complejo Rsp5 (E3 Sistema ubicuitina-

ubicuitina ligasa)

proteasoma

75



Proteina involucrada en ensamblaje de

Organizacion de la

YMR306W FKS3
pared celular pared celular
YNLO74C MLF3 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YNLO91W NST1 Proteina de funcion desconocida Desconocido
YNL127W FAR1L Proteina de reguperacmn de arresto Ciclo celular
celular dependiente de feromona
YNL249C MPA43 Proteina mltocondrlal de funcién Desconocido
desconocida
Procesamiento
MNT4 Alfa 1,3-manosil-tranferasa hipotética post-traduccional
YNROSOW de proteinas
YORO089C VPS21 GTPasa de la familia Rab Trgnsporte de
proteinas a vacuola
YOR240W n.a. tRNA metil-transferasa Proces:sll\fz nto de
Enzima requerida para modificacién de Procesamiento de
YOR274W MOD5 ARN ARN
YOR349W CIN1 Factor de plegamiento de tubulina Plegamu,anto de
proteinas
YPL0O02C SNF8 Componente del complejo ESCRT-II Trz,';msporte de
proteinas a vacuola
YPLO18W CTF19 Proteina q?l cmet(.)cor.o requerida para Ensfamtflaje de
segregacion en mitosis de cromosomas cinetécoro
YPLO21W ECM23 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPL023C MET12 | Froteinacon actividad o Desconocido
metilentetrahidrofolato reductasa in vitro
YPLO25C n.a. ORF hipotético Desconocido
YPL0O26C SKS1 Cinasa hipotética Metabolismo de
glucosa
YPLO27W SMA1 Proteina de funcién desconocida Esporulacion
YPL032C SVL3 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPLO33C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPLO34W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
ATP-asa de H® de membrana
YPLO36W PMA2 L Transporte
plasmética
YPLO39W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPLO41C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPLO46C ELC1 Proteina relac_ionada con ubicuitinacion Sistema ubicuitina-
de la ARN polimerasa I proteasoma
Proteina nuclear requerida para la L
YPLO48W CAM1 transcripcion de MXR1 Transcripcion
YPLOSIW | ARL3 | GTPasa de la familia Ras Transporte
vesicular
YPLO58C PDR12 Transp,o_rtador ABC de membrana Transporte
plasmatica
YPLO65W VPS28 Componente del complejo ESCRT-I Transporte de

proteinas a vacuola




YPRO12W n.a. ORF hipotético Desconocido

YPRO13C n.a. Proteina con dedos de zinc Desconocido

YPRO014C n.a. OREF hipotético Desconocido

YPRO18W RLE? Subumdac_i del complejo de ensamblaje Remodelacpn de la
de cromatina cromatina

YPR021C AGC1 Tr_ansportgdor de aminoacidos Transparte
mitocondrial

YPRO23C EAF3 Componente del complejo NuA4 Remodelacpn de la
acetiltransferasa cromatina

YPRO26W ATH1 Trehalasa acida Metabolismo de

trealosa

Proteina nuclear requerida para la

YPRO30W CSR2 utilizacion de fuentes no fermentables Transcripcion
de carbono

YPRO32W SRO7 Pro'tema reIaC|or.1adfa con trafico Trangporte
vesicular y exocitosis vesicular

YPRO40W TIP41 Proteina que interactua con Tap42, que Transdyccmn de
regula la fosfatasa 22 sefales

YPRO79W MRL1 Proteina de membrana con similitud a Transporte de

receptores para 6-manosa fosfato

proteinas a vacuola
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Apéndice VII. Interacciones genéticas obtenidas de la réplica del SGA con
la cepa AB a medio SD-His/Arg/Lys/Ura+can/tial/G418/higromicina. Se
incluyen los genes resultantes en orden alfabético del ORF, n.a., no
asignado, en fondo negro se indican las interacciones genéticas sintético-
letales. Informacion obtenida de la base de datos del genoma de S.

cerevisiae www.yeastgenome.org.

ORE Nombre Descripcién o fur.1c.:|on de la proteina Proceso. celular
codificada asociado
YALO26C DRS2 Flipasa de vesiculas de secrecion Tran_sporte
vesicular
YALO43C-A n.a. ORF hipotético Desconocido
YALO49C na Prot(_e’ma c_|toplasrr_1at|ca involucrada en Desconocido
funcién mitocondrial
YARO20C PAU7 Prote|,n§1 activa durante fermentacion Fermentacion
alcohdlica
YARO28W na Proteina hipotética integral de Desconocido
membrana
YBL094C n.a. ORF hipotético Desconocido
YBRO053C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
Transporte de
YBR068C BAP2 Leucina permeasa aminoacidos
ramificados
YBRO92C | PHO3 | Fosfatasa cida Metabolismo de
fosfato
YBR093C Fosfatasa acida Metabolismo de
fosfato
YBR125C PTC4 Fosfatasa tipo 2C Metabolismo de
fosfato
YBR147W RTC2 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YBR162W-A | YSY6 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YBR255W MTC4 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YBR260C RGD1 Proteina activadora de GTPasas Rho Orgamzamon de
citoesqueleto
YBR283C SSH1 Subunidad del translocén Sshil Transpc,)rte de
proteinas
YBR300C n.a. ORF hipotético Desconocido
YCLOO5W LDB16 Proteina de funcion desconocida Desconocido
YCLO12W BUD3 Proteina requerida para gemacion Gemacion
YCRO0O8W SAT4 Cinasa requerida para tolerancia a sal Res;sstsggla a
YCRO67C | SED4 | Proteinaintegral de reticulo Via de secrecién
endoplasmico




YCRO75C ERS1 Exportador de cistina de lisosomas Transporte
YDLO74C  |BRE1 | E3 ubicuitina ligasa Sistema ubicuitina-
proteasoma

YDL100C

Subunidad del complejo GET, para
insercion de proteinas a reticulo
endoplasmico

Transporte de
proteinas

YDL106C PHO? Factor d_e transcripcion de genes del Metabolismo de
metabolismo del fosfato fosfato
YDL202W MRPL11 P'rotelna de la subunidad grande Traduccpn
ribosomal mitocondrial
YDL222C FMP45 Proteina de membrana mitocondrial Desconocido
YDL240W LRG1 Proteina activadora de GTPasa Organizacion de
pared celular
YDROOSW GAL3 Regulador transcripcional de genes de Metabolismo de
respuesta a galactosa galactosa
YDRO10C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDRO0O29W n.a. ORF hipotético Desconocido
Componente del complejo CDC48 Sistema ubicuitina-
YDRO49W n.a. involucrado en control de calidad de
. proteasoma
proteinas
YDRO0O59C UBC5 Enzima conjugadora de ubicuitina Sistema ubicuitina-
proteasoma
YDR117C TMAG64 Proteina de asociacion a ribosomas Desconocida
i . Procesamiento
YDR126W SWE1 Palmitoil-transferasa de proteinas de post-traduccional
membrana .
de proteinas
YDR128W MTC5 Subunidad del complejo SEA vacuolar Desconocido
YDR153C ENT5 Pro.telna relacionada con tréfico Tran§porte
vesicular vesicular
YDR200C VPS64 Factor de transporte de proteinas a Transpc,)rte de
vacuola proteinas
YDR203W n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR214W AHA1 Co-chaperona de Hsp82 Plegaml?nto de
proteinas
YDR217C RAD9 Rrotema relacionada con arresto de Ciclo celular
ciclo celular
YDR218C SPR28 Pr.otelpa de la familia de Organlzamon de
microfilamentos citoesqueleto
YDR221W GTB1 Subunidad de la glicosidasa beta Il Esporulacion
YDR223W CRF1 Co-represor transcripcional Transcripcion
YDR229W VY1l Proteina de union a fosfolipidos Desconocido
YDR239C na. Proteln_a de funcién desconocida que se Desconocido
une a ribosomas
YDR242W AMD?2 Amidasa hipotética Desconocido
YDR244W PEX5 Rece_ptor de m,embrana pt,eromsomal Impor_tacmn
para importacién de proteinas peroxisomal
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YDR248C

YDR249C

YDR250C

' na.

YDR251W

n.a.

' PAM1

Proteina hipotética de funcion
desconocida

Desconocido

Proteina hipotética de funcién
desconocida

Desconocido

ORF hipotético

Desconocido

Proteina de funcién desconocida

Desconocido

YDR253C MET32 Fac'For 'de transcripcion de biosintesis de Transcripcion
metionina
YDR254W CHL4 Protelr_1a del cmetocqrg necesaria Ens_amt,)IaJe de
requerida para estabilidad cromosomal cinetécoro
YDR255C RDM5 Proteina con actividad ubicuitina-ligasa Sistema ubicitina-
protasoma
YDR256C | CTAL | Catalasa A Respuesta a estrés
oxidativo
Procesamiento
YDR257C SET7 Metiltransferasa de lisina post-traduccional
de proteinas
YDR260C SWML1 Subunidad del complejo promotor de Ciclo celular
anafase
YDR261C EXG2 Exol,3-bgtag|ucanasa, involucrada en Organizacion de
ensamblaje de pared celular pared celular
YDR262W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconaocido
Nucleasa mitocondrial que participa en Reparacion de
YDR263C DINY reparacion y replicacion de ADN ADN
YDR269C n.a. ORF hipotético Desconaocido
YDR274C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR275W BSC2 Proteina de funcién desconocida Desconocido
YDR276C PMP3 Proteina de membrana plasmatica Desconocido
YDR277C MTH1 ReNgu!ado.r,negatlvo de lavia de Metabolismo de
sefalizacion sensora de glucosa glucosa
YDR278C n.a. ORF hipotético Desconocido
YDR279W RNH202 | Subunidad de la ribonucleasa H2 Repllzéclllon de
YDR285W ZIP1 Subunidad del complejo sinaptonemal Recom.t,)lr\auon
meiotica
YDR291W n.a. Helicasa RecQ hipotética Desconocido
YDR295C HDA2 RecQ helicasa hipotética Remodelaqon de
cromatina
YDR364C CDC40 Proteina del sistema de edicion y Edicién y empalme
empalme de ARN
YDRA47C RPS17B :g;telna ribosomal 51 de la subunidad Traduccién
YERO19W ISC1 Fosfolipasa C mitocondrial Metal?;ltljsorzo de
YERO52C HOM3 Eanma_l de la via _de biosintesis de Bl_osmte3|s d_e
metionina y treonina serina y treonina




YERO084W n.a. Proteina de funcion desconocida Desconocido
YERO086W ILV1 Enzima de biosintesis de isoleucina B!OSIHtESI.S de
isolecucina
YER174C GRX4 OX|do.r’e ductasa dependiente de Respuesta a estrés
glutation
YFR024C-A | LSB3 Factor de polimerizacion de actina Orgamzamon del
citoesqueleto
YGLO88W n.a. ORF hipotético Desconocido
YGL108C n.a. Funcién desconocida Desconocido
YGRO15C na Proteina mtocondnal de funcién Desconocido
desconocida
YGRO043C n.a. Transaldolasa Desconocido
YGRO44C RME1 Proteina con ded.os.de zinc involucrada Ciclo celular
en control de meiosis
YGRO55W MUP1 Metionina permeasa Transporte
YGR133W PEX4 En'2|rr.1§1 peroxisomal conjugadora de Sistema ubicuitina-
ubicuitina proteasoma
YGR228W n.a. ORF hipotético Desconaocido
YGR235C n.a. Pr.otelna o!e membrana interna Desconocido
mitocondrial
YGR281W ‘ YOR1 ‘ Transportador de membrana plasmatica Transporte
YHLO12W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YHL026C n.a. Proteina de funcion desconocida Desconocido
YHL029C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconaocido
Procesamiento
YHR109W CTM1 Citocromo c lisina-metiltransferasa post-traduccional
de proteinas
YHR125W n.a. ORF hipotético Desconocido
YHR143W DSE2 Enzima dg .Io.ciahza.\cpn a célula hija Organizacioén de la
durante division, similar a glucanasas pared celular
YHR151C n.a. Proteina de funcion desconocida Desconocido
Proteina periférica de membrana interna
YHR168W MTG2 mitocondrial, de asociacion a ribosomas Desconocido
mitocondriales
YILO10W DOT5 Thiol-peroxidasa nuclear Respue_s ta _a estres
oxidativo
YIL105C SLM1 Erotema que regula.la organizacion del Orgamzamon de
citoesqueleto de actina citoesqueleto
YIL159W BNR1 Formlna, relauongda con formacién de Orgamzamon de
filamentos de actina citoesqueleto
YIL162W sSuUC2 Invertasa, enzima que hidroliza Metabolismo de
sacarosa sacarosa
YJLO95W BCK1 Proteina cinasa activada por mitégenos Ser;z;llﬁlz ?lon
Proteina que regula la expresién de las Biogénesis
YJL116C NCA3 subunidades 6 y 8 de la ATP sintasa mitocondrial




YJL130C URA2

Enzima de la via de biosintesis de

Biosintesis de

pirimidinas pirimidinas

YJL157C FAR1 Cinasa dependiente de ciclina Ciclo celular

YJR107W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido

YKLOOBW | RPL14A | ComPponente de la subunidad 60S Traduccién
ribosomal

YKLOB2W MSN4 Fact,or de transcripcion activado en Respuesta a estrés
estrés

YKL176C LST4 Proteina involucrada en la via de Via de secrecion
secrecion post-Golgi

YKL216W URA1 Dihidroorotato reductasa BIO.S.Int-e-SIS de

pirimidinas
YKL220C | FRE2 | Reductasa férica Metabolismo de
hierro

YKRO72C SIS2 En2|m_a de la via de biosintesis de B|05|nt§5|s de
coenzima A Coenzima A

YLLOO1W DNM1 | Dinamina requerida para fision Fision mitocondrial
mitocondrial

YLLOO2W RTT109 | Acetil-transferasa de histonas Ciclo celular

YLLO15W BPT1 Transportador vacuolar tipo ABC Transporte

YLLO26W HSP104 | Chaperona de choque térmico Respuesta a estrés

YLLO40C VPS13 Proteina de funcién desconocida Desconocido

YLRO87C CSF1 Prgtema requerida para fermentacion a Fermentacion
baja temperatura
Proteasa involucrada en mantenimiento Organizacion de

YLR120C YPS1
de pared celular pared celular

YLR226W BUR2 Ciclina para la cinasa Sgv1l Ciclo celular

YLR228C ECM22 Regulador de genes de biosintesis de Biosintesis de
esteroles esterol

YLR248W RCK2 Clna§§1 de respuesta a estrés oxidativo y Respuesta a estrés
osmoético

YLR253W na Proteina mltocondnal de funcion Desconocido
desconocida

YLR266C PDRS8 Factor de transcripcion Transcripcion

YLR279W n.a. ORF hipotético Desconocido

YLR287-A na (?omponente de la subunidad 40S Traduccién
ribosomal

YLR373C VID22 Proteina reIamonad_a con la degradacion Desconocido
de la fructosa 1-6 bifosfatasa

YLRA420W URA4 E_n_zw_nz_i de la via de biosintesis de BIO.S-Int-e-SIS de
pirimidinas pirimidinas

YLRASAW EMP27 Proteina mltocondrlal de funcién Desconocido
desconocida

YMLOOBC ERG6 Enzima de la via de sintesis de Biosintesis de
ergosterol ergosterol

YMLO58W SML1 Regulador de la biosintesis de dNTP Respuesta a dafio

de ADN




Sistema ubicuitina-

YMRO022W UBC7 Enzima conjugante de ubicuitina
proteasoma
YMRO034C n.a. Transportador hipotético Desconocido
YMR119W ASI1 E3 ubicuitina ligasa hipotética Sistema ubicuitina-
proteasoma
YMR126C ‘ n.a. ‘ Protéina de funcién desconocida Desconocido
YMR173W-A | n.a. ORF hipotético Desconocido
YMR175W SIP18 Hidrofilina de unién a fosfolipidos Respuesta a estrés
YMR215W GAS3 Glucanosiltransferasa hipotética Desconaocido
YMR259C n.a. Proteina de funcion desconocida Desconocido
YNLO56W OCA2 Tirofosfatasa hipotética Desconocido
. . Procesamiento
YNLO63W MTQ1 Metll-tra.msfe.ras'a dependiente de S- post-traduccional
adenosilmetionina ;
de proteinas
YNLO64C YDJ1 Co-chaperona de tipo Hsp40 Plegam|,ento de
proteinas
YNLO81C SWS2 Proteina del ribosoma mitocondrial T_raduccm_n
mitocondrial
YNLO91W ‘ NST1 ‘ Proteina de funcién desconocida Desconocido
YNL122C na Proteina mltocondrlal de funcion Desconocido
desconocida
YNL140C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YNL183C NPR1 Clnasa'l ql{e .establllza transportadores Transporte
de aminoacidos
YNL249C MPA43 Proteina mtocondnal de funcion Desconocido
desconocida
YNL253W TEX1 Proteina involucrada en exporte de Transporte de ARN
ARNmM
YNL259C ATX1 Metalochaperona citosélica Metat;gltl)sr;no de
YNL335W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YNROA7TW na Prote[nfsl gue regula translocasas de Fosforlla,czlon de
fosfolipidos proteinas
YOLO029C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
Transporte de
YOLO031C SIL1 Factor de intercambio de nucleétidos proteinas a reticulo
endoplasmico
YOLO062C APMA4 Subgmdad del complejo de asociacion a Tran_sporte
clatrina vesicular
YOLO70C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YOR016C | ERP4 Proteina involucrada en la via de Via de secrecion
secrecion
YORO041C n.a. ORF hipotético Desconocido

YORO064C

YORO72W

n.a.

Subunidad del complejo NuA3
acetiltransferasa

Remodelacién de
cromatina

ORF hipotético

Desconocido




YOR088W n.a. Canal vacuolar de cationes Transporte
YOR105W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YORIOBW | VAM3 | Proteina t-SNARE Transporte
vesicular
YOR107W RGS? Re~gu!ado.r,negat|v0 de lavia de Metabolismo de
sefalizacion sensora a glucosa glucosa
YOR123C LEO1 Componente del complejo Pafl Remodelaqon de
cromatina
YOR209C NPT1 Nicotinato-ribosiltransferasa Remodelaqon de
cromatina
Procesamiento
YOR219C STE13 Dipeptidil amido-peptidasa post-traduccional
de proteinas
YOR234C RPL33B | Proteina ribosomal de la subunidad 60S Traduccion
YOR240W n.a. tRNA metil-transferasa Proces:g'ilento de
Subunidad del complejo TIM Biogénesis
YOR297C TIM18 mitocondrial, involucrado en insercion ) 9 .
. . mitocondrial
de proteinas a membrana interna
YOR298C-A | MBF1 Co-activador transcripcional Transcripcién
YOR300W n.a. ORF hipotético Desconocido
YOR304W ISW2 DNA translgcasa mvolucrada.en Remodelaqon de
remodelamiento de la cromatina cromatina
YOR314W n.a. ORF hipotético Desconocido
YOR338W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YOR339C UBC11 Enzima conjugante de ubicuitina Sistema ubicuitina-
proteasoma
YOR346W REV1 Dioxitidil-transferasa Repa};a;:lllon de
YOR371C GPB1 Regulador de la sefalizacién por PKA Ser;illﬁgcrmn
YOR380W RDR1 Represor transcripcional Transcripcion
YPLOG65W VPS28 Componente del complejo ESCRT-I Transpc,)rte de
proteinas
YPL145C KES1 Proteina de union a oxisterol Tran_sporte
vesicular
YPL183W-A | n.a. Proteina involucrada en traduccion Desconocido
YPRO27C n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido
YPR0O32W SRO7 Proj[elna reIaC|ohad§1 con trafico Trafico vesicular
vesicular y exocitosis
YPRO46W MCM16 Proteina de! f:lnetocoro involucrada en Ens_amblaje del
la segregacion cromosomal cinetocoro
YPROT79W MRL1 Proteina de membrana con similitud a Trz’insporte de
receptores para 6-manosa fosfato proteinas a vacuola
YPRO92W n.a. ORF hipotético Desconocido
YPR153W n.a. Proteina de funcién desconocida Desconocido




YPR194C

OPT2

Transportador de oligopéptidos

Transporte

YPR195C

n.a.

ORF hipotético

Desconocido
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