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. RESUMEN

En las levaduras, ante la presencia de feromonas, se activa la via de apareamiento en
donde la subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas intercambia GDP por GTP y se
separa del dimero Gy, el cual activa efectores rio abajo. El dimero GBy siempre funciona
como una sola unidad y hasta la fecha no hay reportes de que la subunidad Gy tenga una
funcion particular y aislada en levaduras, y su Unica funcion conocida involucra esta via de

sefalizacion.

En el laboratorio se encontré6 que la mutante AGy de Saccharomyces cerevisiae,
muestra una deficiencia de crecimiento en un medio de cultivo respiratorio en el cual se
emplea al glicerol como Unica fuente de carbono. La glucosa es la fuente de carbono

predilecta de esta levadura; sin embargo, puede utilizar al glicerol.

Se realizaron diferentes ensayos con la mutante AGy para identificar las causas de su
deficiencia de crecimiento en glicerol. Se determind la capacidad de crecimiento de la
mutante AGy en distintas fuentes de carbono y la participacién del gen de Gy (STE18), en el
problema de crecimiento observado. Los resultados indican que la deficiencia de crecimiento,
aunque es mucho mas marcada en glicerol, también se presenta en lactato, otro medio
respiratorio. Asimismo, la sobreexpresion del gen Gy (STE18), en la mutante, recupera su
crecimiento en glicerol, por lo que esta deficiencia depende de la ausencia del gen. Ademas,
se demostré que la mutante AGy es viable en glicerol por lo que es posible que su

incapacidad de crecer bien en este medio se deba a un problema metabdlico.

Por ensayos de microscopia se encontré que la mutante AGy tiene DNA mitocondrial.
Cuando se midio la respiracion en la célula completa, se encontr6é que la mutante no tiene un
marcado defecto respiratorio comparado con la cepa silvestre. Sin embargo, la mutante si
mostré una clara disminucién en el contenido de citocromos cuando las células se cultivaron
en lactato y glicerol. Por lo mismo, es importante medir la respiracion en mitocondrias
aisladas y determinar si el bajo contenido de citocromos afecta el flujo electrénico, el control

respiratorio o el potencial de membrana.



. ABSTRACT

In yeast the presence of pheromones trigger the mating pheromone response. In this
pathway, the Ga subunit of the G protein exchanges GDP for GTP, and then releases the
GBy heterodimer which transmits the signal by binding to different downstream effectors. The
GBy heterodimer always works as a sole unit and until now, there are no reports of a
particular and isolated function of the Gy subunit. Its only known function involves this

signaling pathway.

In the laboratory, it was found that the null mutant of the Gy subunit, AGy, of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, has a growth deficiency when cultivated in a respiratory medium
with glycerol as a sole carbon source. This yeast prefers glucose as a carbon source;

however, it can use glycerol.

Several trials were conducted to identify the causes of glycerol growth deficiency on the
AGy mutant. The growth capacity of the AGy mutant in different carbon sources and the
participation of the Gy gene (STE18), in this growth deficiency were determined. Results
indicate that the growth deficiency, although much more marked in glycerol, also occurs in
lactate, another respiratory medium. Likewise, the over expression of the Gy gene (STE18)
recovers the growth of the mutant in glycerol, so that the observed growth capacity depends
on the absence of this gene. Besides, it was shown that the AGy mutant is viable in glycerol,

So it is possible that the growth inability is due to a metabolic issue.

Microscopy observations let us know that the AGy mutant has mitochondrial DNA. When
respiration was measured in complete cells, it was found that the mutant does not have a
marked respiratory defect compared to the wild type strain. However, the mutant did show a
clear deficiency in cytochrome content when the cells were grown in lactate and glycerol.
Therefore, it is important to measure respiration in isolated mitochondria and to determine
whether the low cytochrome content affects electronic flow, respiratory control or membrane

potential.



ll. INTRODUCCION

1. Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae es una levadura gemante que pertenece al grupo de los hemiascomicetos.
Es un hongo microscépico unicelular ampliamente utilizado en la industria alimenticia por su
capacidad de llevar a cabo fermentacibn y como organismo modelo en el estudio de

transduccion de sefiales y genética molecular.

En la naturaleza, las levaduras pueden encontrarse en estado haploide o diploide. De
acuerdo con la disponibilidad de nutrientes, tanto haploides como diploides pueden
reproducirse asexualmente llevando a cabo varios ciclos de crecimiento vegetativo y mitosis.
En la reproduccion sexual participan dos procesos: la conjugacion y la esporulacion. En la
conjugacion, dos células haploides de sexos opuestos se fusionan, dando origen a una célula
diploide. Las células haploides existen en dos formas conjugativas llamadas a y a. Cada tipo
de levadura ya sea a o a produce una feromona que atrae al tipo opuesto. Estas feromonas
son captadas por receptores especificos de membrana acoplados a proteinas G (GPCRSs)
gue como consecuencia arrestan a las células en la fase G1 del ciclo celular, detienen la
proliferacion y comienzan a desarrollar una protuberancia adquiriendo una forma de pera
conocida como “shmoo”. Eventualmente hay un contacto entre ambas células de sexo
opuesto y se fusionan formando un individuo diploide. Estas células diploides crecen
vegetativamente, pero cuando la fuente de carbono y nitrégeno es pobre, entran en meiosis y
forman esporas. En este proceso de esporulacion, cuatro esporas haploides, 2 de cada tipo
(a 0 a), se producen en una estructura conocida como asca y son liberadas al medio, en
donde germinaran cuando la cantidad de nutrientes sea la adecuada, y produciran nuevas

células haploides (Fig. 1) (Dickinson y Schweizer, 2004).
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Figura 1: Ciclo de vida de S. cerevisiae. En el ciclo vegetativo los individuos haploides (a o a) se

reproducen por gemacion. En la reproduccion sexual un individuo de tipo a se aparea con uno a para
formar un individuo diploide el cual puede seguir un ciclo vegetativo o entrar en meiosis y producir

nuevos individuos haploides.

1.1 Apareamiento en respuesta a feromonas
Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas estan formadas por 3 subunidades designadas Ga y el
dimero GRy. Las proteinas G reciben su nombre porque unen GTP o GDP en la subunidad
Ga. En las levaduras hay dos especies de subunidades Ga, pero sélo una de ellas forma un
heterotrimero con el dimero GBy, Gpalp, que esta acoplada a los receptores a feromonas.
Las subunidades G (Ste4) y Gy (Stel8) se unen de manera no covalente para formar un
complejo muy estable, de tal manera que actian como una sola unidad funcional. El
heterodimero GBy ayuda a estabilizar la forma Ga unida a GDP y activa efectores para

transmitir la sefal (Spiegel et al, 1994).

Estas proteinas se encuentran ancladas a la membrana por modificaciones lipidicas del
extremo amino terminal de la subunidad Ga y en el extremo carboxilo terminal de la
subunidad Gy (Hamm, 1998). En la subunidad Gy esta el motivo CCAAX, formado por dos
residuos de cisteina (C), dos residuos de aminoacidos no polares alifaticos (A) y un ultimo

residuo cualquiera (X). Este motivo es el blanco para modificaciones post-traduccionales de



tipo prenilacion, que consiste en la adicion de un grupo hidrofébico farnesilo o geranilo
(Whiteway y Thomas, 1994).

Sefalizacion por feromonas en la levadura

Este proceso comienza con dos células haploides de tipo MATa y MATa, las cuales
secretan feromonas a o a, respectivamente, que son captadas por el tipo celular opuesto
mediante receptores heptahelicoidales acoplados a proteinas G heterotriméricas. Cuando el
receptor es activado por la feromona, éste induce cambios conformacionales en la subunidad
Ga (Gpa1) lo que induce el intercambio de GDP por GTP en esta subunidad y su separacién
del dimero GBy (Ste4/Stel8) el cual es libre de activar efectores rio abajo y asi trasmitir la
sefal a través de una cascada llevada a cabo por las MAP cinasas (Dohlman y Thorner,
2001; Bardwell, 2005).

El primer efector con el que tiene contacto el dimero GBRy es Cdc24p, un factor
intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) de una GTPasa pequefia, Cdc42p. Cdc42 y
Cdc24 son necesarias para la generacion de polaridad celular, la gemacién de células en
mitosis y la deformacion a “shmoo” en células haploides en apareamiento. El siguiente
efector en la cascada de sefializacion es la proteina Ste20, la cual para activarse interactia
con Cdc42 unida a GTP. El sustrato de Ste20p es Stellp, la primera MAPKKK, luego sigue
Ste7p (MAPKK) que activa dos MAPK: Fus3, que participa en el apareamiento y Kssl,
responsable de crecimiento filamentoso. Todas estas MAP cinasas interaccionan gracias a la
proteina de andamiaje Steb5, la cual hace mas eficiente la transferencia de la sefial por
fosforilacion. El sustrato de Fus3 es el transactivador nuclear Stel2, el cual es necesario
para la expresion de genes de respuesta a feromonas. El dominio de unién a DNA de Stel2
reconoce un motivo de 8 pares de bases llamado el elemento de respuesta a feromonas
(PRE por sus siglas en inglés “pheromone response element”). Otros sustratos de Fus3 son
Digl, 2 y Farl. Digl y 2 son represores transcripcionales de Stel2; Farl inhibe la progresion
del ciclo celular. También es una proteina adaptadora que une a G, Cdc24 y estimula el
crecimiento polarizado hacia la célula con la que aparea (Figura 2) (Dohlman y Thorner,
2001; Bardwell, 2005).

La sefal persiste hasta que el GTP es hidrolizado a GDP y las subunidades Ga y GBy
se re-asocian, completando el ciclo de activacion. Como consecuencia de la activacion de

esta via, se producen cambios en la estructura del citoesqueleto, lo que permite un

5



crecimiento polarizado, la induccion de la transcripcion de genes involucrados en la
produccion de proteinas para la adhesién y fusion de las células y el arresto del ciclo celular
en la fase G1, requerido para sincronizar los ciclos de las células en apareamiento (Dohiman
y Thorner, 2001).
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Figura 2: Via de sefializacion de respuesta a feromonas. La feromona es captada por un receptor
de membrana acoplado a proteinas G heterotriméricas. Estas proteinas van a activar una via de
sefalizaciébn en donde participan las MAP cinasas y otros efectores para finalmente inducir la

transcripcién de genes involucrados en el apareamiento. Modificado de Bardwell, 2005.

2. Metabolismo aerobio en S. cerevisiae

Metabolismo del glicerol

La glucosa es la fuente de carbono predilecta de Saccharomyces cerevisiae. Cuando
estd presente en el medio de cultivo reprime la actividad de varias vias que no estan
relacionadas con el metabolismo glucolitico de las hexosas (ciclo de Krebs, cadena
respiratoria y fosforilacion oxidativa); asimismo, reprime la sintesis de enzimas que
metabolizan disacaridos e incluso la expresion de genes involucrados en el catabolismo de

fuentes de carbono no fermentables como el glicerol (Turcotte et al, 2009; Schuller, 2003).



La levadura S. cerevisiae puede utilizar al glicerol como Unica fuente de carbono y
energia ya que posee enzimas esenciales para su catabolismo: la glicerol cinasa (Gutlp) y la
glicerol3-P deshidrogenasa (Gut2p) (Sprague y Cronan, 1976). El glicerol puede atravesar la
membrana plasmatica por difusion pasiva, difusion facilitada a través de la proteina Fpslp o

por un sistema simportador glicerol/protén (Grauslund et al, 1999).

La degradacion del glicerol se da por una via fosforilativa. Primero el glicerol se
convierte en glicerol-3-fosfato por la glicerol cinasa citosélica. Luego el glicerol-3-fosfato
atraviesa la membrana mitocondrial externa y es oxidado a dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
por una enzima de la membrana mitocondrial interna, la glicerol- 3- fosfato deshidrogenasa
dependiente de FAD. DHAP regresa al citosol en donde puede ser utilizada en la glucdlisis o
usada para la sintesis de glucosa-6-fosfato en la gluconeogénesis (Grauslund et al, 1999).
Mutantes defectuosas en estas enzimas no pueden crecer con glicerol como Unica fuente de
carbono, pero son capaces de crecer en otros sustratos no fermentables. Esto sugiere que la
via fosforilativa es la ruta principal para la asimilacion de glicerol en S. cerevisiae (Sprague y
Cronan, 1976; Grauslund et al, 1999).

Las células con deficiencia respiratoria son llamadas “petites”. Se conoce que esta
deficiencia esta dada por una mutacién en el genoma mitocondrial que produce la pérdida o
la inactivacioén irreversible de los genes necesarios para la sintesis de enzimas respiratorias.
Una manifestacion de la deficiencia respiratoria es la incapacidad de utilizar fuentes de
carbono no fermentables como el glicerol, lactato, acetato y etanol. Algunos analisis
espectroscépicos han mostrado que estas mutantes carecen de citocromos a, as, y b, lo cual
puede explicar la ausencia de varias actividades enzimaticas involucradas en el transporte de
electrones, como la citocromo oxidasa, y la citocromo c reductasa (Sherman, 1962). Por otro
lado, Wang y Deschenes (2006) encontraron que levaduras mutantes de las proteinas del
complejo C Vps, las cuales regulan la fusion de vesiculas en los endosomas y entre estos y
la vacuola, presentan un defecto en el trafico de Ras a la membrana plasmatica y éste se
acumula en las membranas mitocondriales lo cual les genera defectos mitocondriales que se
manifiestan como deficiencia de crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (etanol y

glicerol) y alteracion de su estructura mitocondrial.

El simbolo p se emplea para describir a las mutantes que llevan un solo alelo recesivo

de un gen que resulta en la pérdida de la habilidad de crecer en sustratos no fermentables.



Los simbolos p*, p-y p° designan la presencia, mutaciéon y ausencia, respectivamente, de

DNA mitocondrial requerido para la sintesis de enzimas respiratorias (Sherman, 1962).

La mitocondria

Las mitocondrias son organelos presentes en todos los organismos eucariontes. Tienen
un tamafio aproximado de 0.5-1 um, su morfologia es altamente variable y depende del
estado metabdlico y del ciclo celular. En células en divisidn, este organelo puede cambiar
entre una morfologia fragmentada, ovoide a una reticular con multiples ramificaciones. Estos
cambios estan controlados por proteinas implicadas en la fusion y fisibn mitocondrial, asi
como por elementos del citoesqueleto, incluidos los filamentos de actina y microtabulos (Pon
y Schatz, 1991).

Cada mitocondria estd formada por dos membranas altamente especializadas, la
interna y la externa, las cuales estan separadas por el espacio intermembranal. El espacio
rodeado por la membrana interna se denomina matriz mitocondrial. La membrana externa
contiene muchas porinas y es altamente permeable al paso de moléculas de 5 KDa o menos.
Por otro lado, la membrana interna es impermeable, selectiva y altamente especializada. Se
encuentra plegada y forma estructuras conocidas como crestas que se proyectan en la matriz
mitocondrial. Esta membrana contiene proteinas con tres tipos de funciones: 1) aquellas que
realizan las reacciones de oxidacién en la cadena transportadora de electrones, 2) la ATP
sintasa que sintetiza ATP en la matriz y 3) proteinas de transporte que permiten el paso de
pequefias moléculas que son metabolizadas o requeridas por las enzimas mitocondriales
ubicadas en la matriz. A través de esta membrana, se genera un gradiente electroquimico de
H*, responsable de llevar a cabo la sintesis de ATP, por lo que debe ser impermeable a iones

y moléculas cargadas (Alberts et al., 2008).
Fosforilacion oxidativa
Las mitocondrias permiten la existencia de un metabolismo aerobio, lo que implica que

los organismos pueden oxidar completamente la glucosa. El piruvato generado en la

glucolisis se importa a la mitocondria y se oxida por accion del oxigeno a CO2 y H20. Esto



permite que se produzca 15 veces mas ATP del que se generaria inicamente en la glucolisis
(Alberts et al., 2008).

Casi toda la energia disponible del catabolismo de carbohidratos y grasas en sus
primeras etapas de oxidacion se guarda en la forma de electrones de alta energia a partir de
sustratos como el NAD* y FAD. Estos electrones transportados por el NADH y el FADH:2
pasan por una serie de acarreadores en la membrana interna de la mitocondria que tienen
gran afinidad para los electrones hasta ser transferidos al oxigeno. Este movimiento de
electrones a través de la cadena respiratoria genera un gradiente electroquimico de protones

el cual conduce a la sintesis de ATP (Alberts et al., 2008).

Cadena transportadora de electrones

La cadena respiratoria incluye cuatro grandes complejos enzimaticos embebidos en la
membrana mitocondrial (Figura 3). Cada uno de estos complejos multiproteicos contiene
varios grupos prostéticos que participan en el movimiento de electrones. Entre estos grupos
estan los grupos hemo de los citocromos que tienen atomos de hierro y los centros hierro-
azufre. Por otro lado, estan las ubiquinonas, los Unicos acarreadores que no son el grupo

prostético de una proteina (Alberts et al., 2008).

- Complejo I: NADH-CoQ o6xido-reductasa: ElI complejo | es la enzima mas grande y
complicada de la cadena respiratoria. En mitocondrias de eucariontes, consta de 14
subunidades centrales que contienen los centros redox, los mono-nucleétidos de flavina
(FMN) y hasta nueve conglomerados de hierro azufre; ademéas contiene 32 subunidades
adicionales. Este complejo transfiere los electrones del NADH y los pasa a través de una
flavina y varios centros hierro-azufre a una ubiquinona. Esta actividad esta ligada a la
formacion del potencial electroquimico en la membrana mitocondrial, se bombean cuatro
protones por cada par de electrones. La ubiquinona después transfiere estos electrones al
complejo Il o citocromo b-c1 (Brandt, 2006).

- Complejo II: Succinato-CoQ o6xido-reductasa. La succinato deshidrogenasa, enzima
gue oxida una molécula de succinato a fumarato en el ciclo de Krebs, es un componente

integral de este complejo. Los dos electrones liberados de la conversion de succinato a



fumarato se transfieren primero a FAD, luego a un centro hierro-azufre y finalmente a la
CoQ. Este complejo no bombea protones.

Complejo lll: Citocromo b-ci1 o complejo CoQH»2- Citocromo c¢ 6xido-reductasa.
Contiene al menos once diferentes cadenas polipeptidicas y funciona como un dimero.
Tiene tres proteinas acarreadoras de electrones; el citocromo b que contiene dos grupos
hemo b (bL y br), el citocromo c; el cual contiene al grupo hemo ¢, y una proteina con un
centro hierro-azufre. Este complejo transfiere dos electrones del ubiquinol (QH2) generado
en el complejo | o Il a dos moléculas de citocromo ¢ que difunden por el espacio
intermembranal hacia el siguiente complejo, asimismo deposita dos protones del ubiquinol
en el espacio intermembranal y trasloca dos protones adicionales de la matriz al espacio
intermembranal por cada par de electrones transferidos. Es este complejo es en donde se
lleva a cabo el ciclo Q que consta de la oxidacion de dos moléculas de ubiquinol a
ubiquinona y la posterior reduccién de una molécula de ubiquinona para generar una
molécula de ubiquinol. Un ciclo Q completo requiere que ocurran dos ciclos redox en la
proteina hierro-azufre, en el citocromo c1 y en los dos hemos del citocromo b (Trumpower,
1990).

Complejo IV: Citocromo c oxidasa. También funciona como dimero y es el aceptor final
de electrones en la cadena respiratoria. Esta enzima contiene dos grupos hemo tipo a (a
y az) y tres iones de cobre, arreglados en dos centros de cobre, designados CuA y CuB.
Un centro (CuA/ CuA) acepta electrones de la forma reducida del citocromo c. El hemo a
acarrea electrones del centro CuA/ CuA y el hemo az pasa electrones a CuB, que esta
adyacente y finalmente al Oz para formar H20. El complejo acepta un electrén a la vez del
citocromo c y pasa cuatro a la vez hacia el oxigeno. La reduccion de una sola molécula
de oxigeno requiere que la citocromo c oxidasa tome cuatro electrones y cuatro protones
para hacer 2H20; adicionalmente se bombean cuatro protones (Mills y Ferguson-Miller,
2003).

Los citocromos, centros de hierro-azufre y atomos de cobre so6lo pueden acarrear un electrén

a la vez. Aun asi, cada NADH dona dos electrones, y cada molécula de oxigeno debe recibir

cuatro electrones para producir agua. Por lo tanto, existen varios puntos colectores y

dispersores de electrones a lo largo de la cadena transportadora de electrones que coordina

estos cambios, como la citocromo oxidasa (Alberts et al., 2008).
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ESPACIO INTERMEMBRANAL

NADH NAD’

Succinato-CoQ )
reductasa

CoQH2-citocromo ¢ Citocromo ¢ oxidasa
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Figura 3: Cadena transportadora de electrones. Los electrones de la NADH o del succinato van a
pasar por varios complejos y acarreadores que llevaran a cabo reacciones de oxido-reduccién. El
paso de los electrones (flechas rojas) producira la liberacién de protones al espacio intermembranal y
finalmente seran aceptados por el oxigeno para formar agua. ex, NADH-CoQ o&xido-reductasa

externa; in, NADH-CoQ 6xido-reductasa interna (Tomado y modificado de Horne et al, 2001).

La cadena respiratoria de S. cerevisiae difiere de la de mamiferos y otras especies de
levadura en que no tiene complejo |. Presenta tres NADH deshidrogenasas alternas: una
interna Ndilp, que permite la entrada del NADH desde la matriz mitocondrial; y dos externas,
Ndelp y Nde2p que permiten la entrada de electrones a la cadena respiratoria desde el
espacio intermembranal (Horne et al, 2001). Las flavo enzimas presentes en estas NADH
deshidrogenasas catalizan la misma reaccién redox que el complejo |, pero no la acoplan al

bombeo de protones o sodio al espacio intermembranal (Brandt, 2006).

Los citocromos

Los citocromos son proteinas que sufren de una rapida oxidaciéon y reduccién. Fueron
descubiertos en 1925 y constituyen una familia que contienen un grupo hemo que consiste
en un anillo de porfirina con un atomo de hierro unido rodeado de cuatro &tomos de
nitrégeno. Este atomo de hierro cambia del estado de oxidacion Fe®* (férrico, estado

oxidado) a Fe?* (ferroso, estado reducido) a cuando acepta un electrén (Lodish et al, 2003).
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De acuerdo con el Subcomité de Nomenclatura de citocromos de la Unién Internacional
Bioquimica existen cuatro tipos de citocromos que son clasificados con base en las

caracteristicas de su grupo prostético (Escamilla et al, 1985):

a) Citocromo c, el grupo hemo estd unido a las cisteinas de la cadena
polipeptidica mediante un enlace covalente tiol éter (Trumpower, 1990)

b) Citocromo b, su grupo prostético es un protohemo o un hemo anélogo y
estd unido a la proteina por enlaces no covalentes a través de sus residuos de
histidina (Trumpower, 1990).

C) Citocromo a, sus grupos hemo poseen una cadena lateral formilo en la
posicion numero 8 del tetrapirrol.

d) Citocromo d, también conocido como citocromo az contiene como grupo
prostético un quelato tetrapirrélico de fierro en el que el grado de conjugacion de los

dobles enlaces en la porfirina es menor.

Los citocromos son designados por una letra mindscula que indica que el grupo
prostético esta en unidbn hemocromo, lo que significa que son compuestos de bajo spin en el
estado reducido. Los citocromos de este tipo tienen espectros de absorcion tipicos de
hemocromos, con bandas de absorcion alfa y beta bien definidas en la region visible del
espectro (500 a 600 nm) (Escamilla et al, 1985).

Las caracteristicas especiales del grupo hemo han sido ampliamente aprovechadas en
el estudio de la composicion y cuantificacibn de citocromos presentes en los sistemas
respiratorios. Cada tipo de hemo a, b o c, presenta hasta 3 bandas de absorcion en el
espectro visible; ademas el espectro del estado reducido es diferente al del estado oxidado lo
gue permite visualizar por espectrofotometria diferencial la reduccion producida por
determinados sustratos. Para estos estudios se requiere utilizar espectrofotometros muy
sensibles de haz partido o doble haz. En estos aparatos el rayo luminoso es enviado por dos
caminos: a través de una celda de referencia que contendra la preparacion oxidada y a
través de la celda problema que contendra la preparacién reducida por un sustrato fisiologico

como NADH o un donador artificial de electrones como ditionita (Escamilla et al, 1985).
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Los citocromos se pueden identificar por sus maximos de absorcion, correspondiendo la
primera cifra al pico alfa, la segunda al beta y la tercera al gamma: citocromo bsss (555, 526 y
427 nm) citocromo cs4g (548, 521 y 416 nm) y citocromo aaz (602 y 443 nm) (Escamilla et al,
1985).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las levaduras se sabe que ante la presencia de feromonas se activa la via
apareamiento, en donde la subunidad Ga de las proteinas G heterotriméricas intercambia
GDP por GTP y se separa del dimero Gy, el cual activa a los efectores rio abajo. El dimero
GBy siempre funciona como una sola unidad y hasta la fecha no hay reportes de que la
subunidad Gy tenga una funcién particular y aislada en levaduras, y su Unica funcion

conocida involucra esta via de sefializacion.

En el laboratorio, se encontr6 que la levadura mutante de la subunidad Gy de las
proteinas G heterotriméricas tiene disminuido el crecimiento en un medio de cultivo
respiratorio en el cual se emplea al glicerol como Unica fuente de carbono. Al comparar su
crecimiento con la cepa silvestre, a la mutante le toma el triple del tiempo alcanzar una
densidad 6ptica (600 nm) de 0.5. Debido a estas observaciones nos preguntamos por qué la

mutante que carece de la subunidad Gy tiene una deficiencia de crecimiento en glicerol.

V. OBJETIVOS
General:

Identificar las causas de la deficiencia de crecimiento en glicerol de la mutante de la
subunidad Gy

Particulares:

- Determinar por qué la ausencia del gen que codifica para la subunidad Gy
produce una deficiencia de crecimiento en medios respiratorios.

- Determinar la capacidad de crecimiento de la mutante AGy en distintas fuentes
de carbono.

- Determinar la viabilidad de la mutante AGy en glicerol.

- Identificar defectos mitocondriales en la mutante AGy.

- Evaluar la capacidad respiratoria y el contenido de citocromos de la mutante
AGy.
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VI. JUSTIFICACION.

Con esta investigacion se pretende aportar un nuevo conocimiento de la funcién de las
proteinas G heterotriméricas en levadura, en particular del papel de la subunidad Gy en la

utilizacién de fuentes de carbono no fermentables.

VIl. MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

e YPD: Medio rico para levaduras. Composicion: extracto de levadura (1%), peptona
(2%), glucosa (2%) y agar (2%).

e YPG: Medio rico aerobio. Composicion: extracto de levadura (1%), peptona (2%),
glicerol (3%) y agar (2%). Utilizado para inducir un metabolismo aerobio en la levadura
ya que carece de una fuente de carbono fermentable.

e YPL: Medio rico aerobio. Composicién: extracto de levadura (1%), peptona (%), (NH4)2
S04 (0.12%), KH2PO4 (0.1%), lactato (2%) y agar (2%). Utilizado para inducir un
metabolismo aerobio en la levadura ya que carece de una fuente de carbono
fermentable.

e LB: Medio de enriquecimiento para Escherichia coli. Composicion: extracto de
levadura (0.5%), NaCl (1%), bacto triptona (1%) y agar (2%). LB-ampicilina
(100ug/ml): Usado para la seleccién de bacterias recombinantes.

e SD-Ura: Medio minimo selectivo para seleccion de colonias de levadura
transformadas con el pldsmido pYES que tiene el marcador de auxotrofia URA3.
Composicion: extracto de levadura sin aminoacidos (0.67%), glucosa (2%), mezcla de
aminoacidos y bases nitrogenadas sin uracilo (7%, bases nitrogenadas requeridas en
una concentracion 0.2% y 0.3% para Lys y Leu) y agar (2%).

e SD-leu: Medio minimo selectivo para la mutante AGy ya que contiene un casete de
leucina en el lugar donde se realiz6 la delecién del gen. Composicién: es la misma que
el medio SD-ura, pero en este caso se utiliza una mezcla de aminoéacidos sin leucina.

e S-Rafinosa-Ura: Medio minimo selectivo empleado para realizar la induccion con
galactosa de los genes que estan bajo el control del promotor de galactosa del vector
pYES.
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Cepas empleadas

e Saccharomyces cerevisiae
Cepa W303-1A. Genotipo: MATa {leu2-3,112 trpl-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-11, 15}

[phi‘]

Cepa 70. Genotipo: MATa {thr3, metl}. Empleada para las pruebas de esterilidad de la

mutante AGy; cruza con la cepa W303.

e Escherichia coli
Cepa DH5a. Genotipo: dlacZ AM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl (hsdR17(rK-mK+)
supE44 thi-1 gyrA96 relAl. Desarrollada para clonacion, permite altas eficiencias en
transformacion. Se utilizé para la propagacion de plasmidos y para producir DNA plasmidico

para secuenciacion.

Plasmidos
e pGEM T-Easy vector (Promega): Empleado para clonar y secuenciar productos de
PCR.
e pPYES vector (Invitrogen): Vector multicopia y de expresiéon para levaduras. Empleado
para sobre-expresar el gen Gy. Tiene incorporado a URA3 como marcador de

auxotrofia.

Clonacién del gen de la subunidad Gy, STE18

La region codificante del gen de la subunidad Gy, (STE18 o Gy), ya se encontraba
clonada en el vector pYES; por lo tanto, sélo se realiz6 el disefio de oligonucleétidos para

clonar al gen Gy con su propio promotor.

Disefio de oligonucleétidos

A partir de la base de datos “Saccharomyces Genome Data Base”, se disend el oligo
adecuado para clonar al gen Gy, con su promotor; es decir, se consideraron 1000
nucleétidos rio arriba para el oligo “forward” (FWD). Ya se contaba con el oligo “reverse”
(REV), tanto el silvestre como el que lleva una mutacion en el residuo 107 del extremo
carboxilo terminal, en el que se intercambia una cisteina por una serina. Esta mutacion

impide que la proteina de la subunidad Gy sufra modificaciones post-traduccionales
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(farnesilacion y palmitoilacion) y por lo tanto sea incapaz de anclarse a la membrana

plasmética.

Extraccion de DNA gendmico de S. cerevisiae
La extraccion de DNA gendémico se realizé de la cepa silvestre W303, por el método de

fenol-cloroformo, tomado de Hoffman y Winston (Gene, 1987).

Programa de PCR

En esta técnica, desarrollada por Mullis, K. en 1983 (Mullis, K, 1986), se empled la
polimerasa Platinum Pfx de Invitrogen con una concentracion 1.5 mM de MgSOas. Esta
enzima tiene una mayor fidelidad a comparacion de la TAQ polimerasa ya que posee
actividad de exonucleasa 3">5". Esta polimerasa deja extremos romos en los fragmentos
amplificados por lo que, para clonar, fue necesario realizar una reaccion de poli-adenilacion
con la TAQ polimerasa a 72°C por 30 min después de purificar el producto de PCR.
Programa de PCR:

- Desnaturalizacion inicial= 95°C / 5 min. ]
Longitud total del fragmento

- 30 ciclos: .
amplificado:
*94°C / 30 seg. .
Gy = 1330 nucleodtidos
*55°C / 45 seg.

* 68°C / 1:20 min.
- Extension final= 68°C / 5 min.
- Final=4°C

Purificacion de las bandas de interés del gel de agarosa:

Después del PCR se separ6 la region amplificada mediante un gel de electroforesis de
agarosa al 1% y con amortiguador SB (Amortiguador de Borato de Sodio). La banda de
interés se identificé al comparar el tamafio con el marcador molecular 1Kb Plus Ladder. El
DNA amplificado se tifid con GelRed (Biotium), un colorante fluorescente de acidos nucleicos
y se visualizé en un transiluminador (Maestro Gen MLB-16) mediante el uso de luz

ultravioleta.

Las bandas con el tamafio adecuado se cortaron del gel de agarosa y se colocaron en
un tubo eppendorf de 1.5 pl para purificar el DNA con el protocolo Gene Clean Kit de MP
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Biomedicals (Hoja técnica de MP Biomedicals GeneClean Kit), el cual se basa en el uso de

“Glassmilk”, una matriz de silice que une DNA y permite separarlo y posteriormente eluirlo.

Reaccion de ligacion

Como vector de clonacion se uso al plasmido pGEM-T Easy Vector (Promega). Es un
plasmido multicopia que tiene un tamafio de 3015 pb; esté linealizado y en cada extremo 3
terminal tiene una Unica timidina, lo cual tiene la ventaja de introducir de forma eficiente
productos de PCR y prevenir la re-circularizacion del vector. El sitio multiple de clonacién se
encuentra dentro de la regidn codificante del a-péptido de la enzima 3-galactosidasa. De esta
forma es sencillo identificar a las colonias recombinantes: si la colonia es azul significa que la
bacteria se transformé con un vector al cual no se le insert6 el gen de interés, por otro lado,
si la colonia es blanca significa que la bacteria se transformé con un plasmido que

probablemente tiene al gen de interés.

Para realizar la reaccion de ligacion se siguio¢ el manual técnico de PROMEGA.

Transformacion de E. coli

Las reacciones de ligacion se incubaron a 4°C durante 18 hrs aproximadamente.
Pasado este tiempo, se usaron para transformar células competentes de la cepa DH5a de E.
coli. La transformacion se realiz6 mediante un choque térmico: las células y la reaccion de
ligacién se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 pul; a continuacién se incubaron en hielo
durante 30 min; después de este tiempo se colocaron a 42°C durante 45 segundos, se
regresaron a hielo, se les agregé medio LB y se dejaron incubar durante 1 hr a 37°C.
Finalmente, se plaguearon de 90 a 100 pl de células (procesadas a una D.O. de 0.5) en cajas
con medio LB + ampicilina (100 pg/ml) a las cuales previamente se les agreg6 10 ul de IPTG
(0.4 M) y 40 ul de X-GAL (2% en N, N-dimetil formamida). Se incubaron a 37°C durante 18

hrs. Se seleccionaron las colonias blancas de la placa.

Para realizar la transformacién se sigui6 el manual técnico de PROMEGA.

Obtencién del plasmido por minipreps
De las colonias blancas obtenidas en la transformacion, se hicieron parches en nuevas

cajas de medio LB + ampicilina, con el fin de obtener un mayor nimero de células de cada
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colonia. Se dejo incubar a 37°C durante una noche. Pasado este tiempo se hicieron cultivos
liguidos de cada parche en LB + ampicilina (100 pug/ml) y se dejaron a 37°C toda la noche. Al
dia siguiente se centrifugaron 3 ml de medio de cada muestra en tubos eppendorf de 1.5 ml

para precipitar las células y obtener la mayor cantidad de DNA posible.

Se realizaron dos protocolos distintos para la extraccién del plasmido:

1. Primero se hizo un ensayo rapido llamado “miniprep de 10 minutos”; el cual se basa
en la lisis de las bacterias con amortiguador TENS (Tris 10 mM, EDTA 7mM, NaOH
0.7N, 0.5% SDS) y precipitacion del DNA plasmidico con etanol. Este procedimiento
se realiz6 para obtener un primer vistazo del resultado de la transformacion.

2. Después de obtener un resultado positivo de la digestion del miniprep rapido, con
enzimas de restriccion, se procedié a hacer un segundo miniprep de la misma colonia,
pero ahora empleando el kit de QIAGEN. Este procedimiento se basa en la lisis
alcalina de las células bacterianas seguido de la adsorcion del DNA en membranas de
silice en presencia de una alta concentracion de sal y su posterior eluciéon con agua. El
uso del kit permite obtener minipreps mas limpios y elimina la necesidad de tratar las
muestras con RNAasa, ademas de que se obtienen muestras adecuadas para

secuenciar (QlAprep Miniprep Handbook, 2015).

Transferencia del inserto del vector de clonacion p-GEM al vector de expresion p-YES
Inicialmente se hizo un miniprep, con el kit de QIAGEN, del vector pYES.
Posteriormente, para linealizarlo, se digiri6 con la misma enzima de restriccibn que se
empled para digerir al vector (0GEM T-easy) que contiene al gen de interés (37°C durante 1
hr). A continuacién, la digestion, se traté con fosfatasa para eliminar los grupos fosfato de los
extremos y asi impedir que se vuelvan a unir entre ellos (37°C durante 2 hrs). En paralelo se

digirio al vector pGEM T- easy que contiene al gen que se quiere ligar al vector de expresion.

Las digestiones se corrieron en un gel de electroforesis para separar las bandas de
interés, las cuales se identificaron y recortaron de acuerdo con el tamafio esperado.
Posteriormente se purificaron del gel de agarosa con el protocolo de Gene Clean,
previamente descrito. Para ligar estos fragmentos, se empleo la ligasa T4 y se dejo la
reaccion en un bafio a 16°C durante aproximadamente 18 horas. Con esta ligacién se
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transform6 de nuevo a E. coli para obtener colonias con las cuales se realizaron nuevos
minipreps y ensayos de restriccion para comprobar que la ligacién fue correcta y el inserto
esta dentro del vector. Como control de ligacion se uso6 al vector pYES linealizado sin inserto.

Ensayos de restriccion
Una vez aislados los plasmidos por minipreps, se procedio a realizar la digestion con las

enzimas de restriccién adecuadas de acuerdo con el tipo de vector y el inserto.

La digestion de los minipreps rapidos se realiz6 en 20 pl con 3 o 5 pl de plasmido,
dependiendo de la concentracion de la muestra. A los 10 minutos previos de terminar el
tiempo de digestion se les agregd a las muestras 1 pl de RNAasa 1:100 (stock 10 mg/ml).
Los minipreps obtenidos del kit se digirieron en 10 pl, usando 1 pl de plasmido. Antes de
digerirlos, estos minipreps se cuantificaron en el nanodrop (Thermo Scientific). Para las
muestras que requerian digestiones dobles o triples, se buscd que los amortiguadores de

cada enzima fueran compatibles.

Después de obtener los patrones esperados en los ensayos de restriccion, las muestras
se mandaron a secuenciar para comprobar que se tenia al gen deseado y que la secuencia

se encontrara integra y sin mutaciones que pudieran alterar la funcion del gen.

Transformacion de levaduras

Para transformar levaduras se siguié el protocolo de transformacion por acetato de
litio/PEG/DMSO (Adams et al., 1997) Primero se prepararon células competentes de las
levaduras a ser transformadas: WT, AGy (de la cepa W303). Posteriormente, en tubos
eppendorf de 1.5 ml, se tomd 50 pl de estas células a las cuales se les afiadid 1-2 pl de
plasmido y 7 ul de DNA de esperma de salmon (stock 7 pg/ul). A continuacion, a cada tubo
se le agrego 300 pl de la mezcla 1X de: PEG (800 pl) /acetato de Li (100 ul) / TE (100 pl). Se
aplicé un choque térmico a 42°C por 15 minutos. Se regresaron a hielo, se centrifugaron y
finalmente se resuspendieron en agua para plaquearlas en medio SD-ura. Se incubaron a
30°C por 48 hrs. Se hicieron parches de algunas colonias resultantes para los ensayos de

sobreexpresion por crecimiento en diluciones seriales.
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Ensayo de apareamiento de la mutante AGy

El objetivo de este ensayo es evaluar la capacidad de las células para aparearse. Se
aparean cepas haploides de sexos contrarios que se complementen genéticamente; en este
caso la cepa 70 es MAT a, la W303-1A es MAT a. Como resultado del apareamiento se
generan células diploides; la ausencia de diploides indicaria que al menos una de las cepas

haploides empleadas es estéril (Adams et al., 1997).

Las cepas probadas en el apareamiento son la WT y la AGy de la W303. A partir de
gliceroles, la cepa silvestre se estri6 en medio YPD y la mutante AGy en SD-leu (W303). Se
incubaron a 30°C por 2-3 dias. Se tomd una colonia de cada cepa y se cultivaron como

pequefios parches, en medio rico YPD solido por 24 hrs a 30°C.

La cepa 70, contra la que se realizé el apareamiento, primero se cultivo a partir de un
glicerol en medio YPD liquido y se estri6 en una placa Petri con YPD para obtener colonias.
Se selecciond una colonia y se hizo un overnight en medio YPD liquido. De este cultivo se
tomaron 150 pl para hacer un césped en una nueva caja de YPD y se dejo crecer a 30°C por
24 hrs.

Una vez que han crecido tanto los parches como el césped se procede a realizar el
apareamiento. Para esto, los cultivos se replicaron en terciopelos y se incubaron en YPD a
30°C durante 6 horas. Después de este tiempo se pasaron a una caja de medio minimo SD y
se incubaron a 30°C durante 48 hrs para recuperar las células diploides. Pasado el tiempo se

tomaron fotografias de las placas (Adams et al., 1997).

Ensayos de crecimiento en diluciones seriales

Este ensayo se realiz6 para ver el crecimiento en glicerol (medio YPG al 2 y 3%) de la
WT y la AGy y para ver el efecto de la complementacion de la mutante AGy ya sea con el gen
silvestre (Gy o STE18) o mutado (Gy‘°’S o STE18%197S). Como control de crecimiento se
empleé una mutante WT rho®, la cual al carecer de genoma mitocondrial es incapaz de

crecer en un medio respiratorio.
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Una vez establecidos los cultivos, se tomd una colonia de cada cepa y se sembré en
medio YPD liquido durante aproximadamente 18 horas. A continuacion, a cada cultivo se le
midio la densidad 6ptica en el espectrofotometro (A 600 nm) y se ajusté con medio YPG a
una D.O de 0.5 (Dilucién 1). De esta dilucidon se realizaron diluciones seriales 1:10 hasta
tener 5. Esto se hizo en una caja multiwell de 96 pozos. Posteriormente se pipetearon 3 ul de

las diluciones realizadas en placas de YPG y YPD (control).
- Induccién con galactosa

Para ver el crecimiento de las cepas transformadas con el gen Gy sin su propio
promotor insertado en el vector pYES, se dejo el overnight en medio S-rafinosa—ura. Al dia
siguiente, se ajustd la densidad 6ptica a 0.5 en un tubo de 5 ml con el mismo medio + 2% de
galactosa (solucion madre 10%). Se dejo incubar en el rotor a 30°C por 3 horas. Pasado el
tiempo, se ajusté de nuevo la D.O. a 0.5 si se van a diluciones seriales o a 0.05 para hacer

curvas de crecimiento.
Curvas de crecimiento
Se empleod un lector de placas automatizado BioScreen.

Para analizar el crecimiento en YPG se prepar6 un overnight (cultivo en medio liquido
gue se deja de 12 a 16 hrs) de cada cultivo con sus respectivos controles en medio YPD
liquido o SD-Ura liquido. Pasado el tiempo del cultivo, a cada uno se le ajustd, en tubos
eppendorf de 1.5, la densidad oOptica a 0.05 con YPG. A continuacién, se pipete6 por cada
mutante (y los controles) 200 ul (repetidos 4 veces) en una caja de 100 pozos especial para
el espectrofotometro. El ensayo se dejo 72hrs y se realizaron mediciones automatizadas
cada 30 minutos. Los datos se extrajeron en formato de una hoja de Excel para ser

analizados.
Prueba de viabilidad con FUN1

FUN1 (Molecular Probes) es un colorante vital verde que permite determinar la actividad
metabolica de células fungicas por microscopia de fluorescencia. Sélo las células
metabdlicamente activas transportan el colorante a la vacuola en donde el pH es acido, por lo
gue cambia su color a rojo-naranja y forma estructuras intra-vacuolares cilindricas con

movimiento libre que pueden detectarse cuando las células se excitan a una longitud de onda
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de 470-590 nm. En cambio, las células muertas o con poca actividad metabdlica, muestran
una tincién verde-amarilla extremadamente brillante, difusa y carecen de cuerpos intra-

vacuolares (Probes for Yeast Viability, Product information, 2001).

Para realizar esta prueba, inicialmente se dejaron cultivos en 5 ml de YPD por 18 hrs a
30°C de la WT, la AGy y de la WT rhoO (cepa rhoO generada por tratamiento con bromuro de
etidio). Se lavaron con amortiguador HEPES (0.1 M pH 7.2) para eliminar la glucosa presente
en el medio y se ajusté la D.O (600 nm) a 0.1 con 5 ml de medio YPG (2 y 3%) y YPD
(control). Se dejo a 30 °C por aproximadamente 16 hrs. Pasado el tiempo de incubacion, se
tomo el volumen necesario para tener una D.O. de 0.8 en un tubo eppedorf de 1.5 ml. Se
lavaron las células con PBS 1Xy a la pastilla se le agrego:

- 190-196 pl de amortiguador glucosa-HEPES (2% glucosa y HEPES 10 mM)
- 5l de calcofluor (opcional, para tefiir la pared celular)
- 4l de colorante FUN1 200 pM

Para los controles negativos, de cada cepa, la pastilla se resuspendié en amortiguador
PBS 1X y se calent6 por 10 minutos a 92°C. Pasado el tiempo, se procedié a realizar la

tincion con calcofluor y FUN1 como se menciona anteriormente.

A continuacion, las células se incubaron con agitacion ligera (300 rpm) y en la oscuridad
a 35°C por 20 min. Después, se lavaron con PBS 1X y se resuspendieron en 200 pl de
amortiguador HEPES-glucosa y se incubaron de nuevo a 35°C por 15 min. Pasado el tiempo,
se pueden lavar de nuevo las células con PBS 1X para concentrarlas o se pueden ver

directamente en el microscopio.

Para visualizar las células, se empleé un microscopio de epifluorescencia OLYMPUS
(BX51) a un aumento de 100X (inmersidn) con el filtro de excitacion de luz azul WB y se
tomaron fotografias de al menos 15 campos (claros y con fluorescencia) de cada levadura

mediante el programa QCapture Pro 6.0 (Qlmaging Digital Camera 6.2.1.6).

Para determinar la viabilidad, se revis6 cada campo y se contaron las células vivas y
muertas con el programa ImageJ 1.51J. Finalmente se graficé el promedio del porcentaje de

células vivas de cada cepa y tratamiento empleando el programa GraphPad Prism 6.01.
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Observacion de DNA mitocondrial

Para ver la morfologia de las mitocondrias y comprobar que la mutante AGy tiene
genoma mitocondrial, se realizé una tincion con MitoTracker (Red FM Thermo Fisher
Scientific) y DAPI (Sigma Aldrich).

MitoTracker es un colorante rojo fluorescente (excitacion/emision =581/644 nm) que tifie
mitocondrias en células vivas, difunde de forma pasiva y su acumulacion depende del
potencial de membrana (Thermo Fisher Scientific, Product Information, 2008). Por su parte,
DAPI es un colorante azul fluorescente (excitacion/ emision del complejo con DNA =364/454
nm) que tifie acidos nucleicos, preferentemente DNA de doble cadena. Este colorante se une
a agrupaciones de AT en el surco menor del DNA, quedando 1 molécula de DAPI por cada 3

pares de bases (Sigma-Aldrich, Product Information).

Para realizar la tincion de las células, se dejaron cultivos en 5 ml de YPD por 16-18 hrs
a 30°C de la WT, AGy y de la WT rho® (control, cepa rho® generada por tratamiento con
bromuro de etidio). Al dia siguiente se les ajusto la D.O (600 nm) a 0.2 y se dejaron crecer de
3-4 hrs hasta alcanzar una D.O de 0.5. Una vez alcanzada la D.O se pas6é 1 ml de cultivo a
un tubo eppendorf y se lavaron las células de 3-4 veces con PBS 1X para eliminar el medio
de cultivo el cual presenta ligera fluorescencia. A continuacion, las células se resuspendieron
en 1 ml de PBS 1X y se les agreg6 1 ul de MitoTracker (50 uM). Se dejaron incubando en
oscuridad por 15 min a 30°C. Pasado el tiempo, se lavaron 3 veces con PBS 1X, se
resuspendieron en 1 ml de PBS 1X y se tifieron con 1 yl de DAPI (1 mg/ml). Se dejaron
incubando por 5 min en oscuridad y a temperatura ambiente y de nuevo se lavaron 3 veces
con PBS 1X y se resuspendieron en 20 pl de amortiguador para visualizarlas al microscopio

de fluorescencia.

Para visualizar las células, se utilizé un microscopio de fluorescencia OLYMPUS (BX51)
a un aumento de 100X (inmersion). Primero se observo la tincion con MitoTracker (=581/644
nm), debido a que es menos estable, con el filtro de excitacibn con luz verde WG vy
posteriormente se observd el DNA mitocondrial tefiido con DAPI (340-488 nm) con el filtro

WU de excitacion UV. Finalmente se observé el campo claro. Se tomaron fotografias de al
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menos 10 campos (claros y con fluorescencia) de cada levadura mediante el programa
QCapture Pro 6.0 (QImaging Digital Camera 6.2.1.6).

Las imagenes se procesaron con el programa ImageJ 1.51J.

Respiracién

Oximetria en células completas

Se realizé un cultivo de la WT y la mutante AGy en 500 ml de YPD el cual se incubé
durante 24 hrs con agitacion constante a 30°C. Concluido el tiempo de incubacion, las
células se centrifugaron y se resuspendieron en 250 ml de agua destilada estéril. A
continuacion, se dejaron incubando de nuevo de 16-18 hrs con agitacion constante a 30°C.
Al finalizar el tiempo, las células se centrifugaron y la pastilla se peso para ver la cantidad (g)
de células obtenidas. De acuerdo con el peso obtenido, la pastilla se resuspendio

adicionando la misma cantidad de agua (en ml). Se dejaron en hielo.

Las mediciones se realizaron en un monitor de oxigeno YSI (Yellow Springs Instrument,
USA), modelo 5300 (Biological Oxygen Monitor). Se empled un multimetro Steren (MUL 600)
y un electrodo de oxigeno de plata/platino inmerso en una camara de 5 ml con agitacion
magnética (Agitador Cole Parmer) y temperatura constante de 30°C controlada por un bafio

HAAKE FE2. Los trazos se registraron en el programa MUL-600, version 2.0.

Las reacciones se llevaron a cabo en medio MES-TEA pH 6, 0.1M ([final]J=10 mM).
Como sustrato respiratorio se uso6 glucosa 1M ([final]l=20 mM), glicerol 1M ([final]=20 mM) y 3
pl de etanol al 96%. Al medio MES-TEA se le agreg6 100 pl de la suspensién de células para
obtener una curva de respiracion basal. Posteriormente se realizaron mediciones con cada
uno de los sustratos (glucosa, glicerol y etanol). Para cada sustrato se realizaron nuevas
curvas de respiracion en donde se us6 CCCP como desacoplante (2 pl, 10 mM), para

comprobar que las mitocondrias estan intactas y acopladas.
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Cuantificacion de citocromos

Aislamiento de mitocondrias

Este experimento se realizd en la WT y la AGy de la cepa W303. De ambas cepas se
hicieron cultivos frescos en medio solido YPD y SD-leu para la mutante. De estos cultivos,
con cada colonia aislada se realizaron parches en otras cajas. Con estos parches se dejé un
precultivo en 100 ml de medio YPD liquido. EIl precultivo se incubé a 30°C con agitacion
constante por 24 hrs. Pasado ese tiempo, el volumen total de cada precultivo se inoculo en 1
L de medio YPG (3%), YPL o YPD y se dejo incubar con agitacion constante, por 24-hrs a los
cultivos en YPD y por 48 hrs a los cultivos en YPG y YPL. Por cada cepa se hicieron 2 L de

cultivo.

Se cosecharon los cultivos centrifugando a 5 mil rpm por 5 minutos en una centrifuga
Beckman con el rotor JA-14 a 4°C. Se desecho el sobrenadante y se resuspendio la pastilla
en agua destilada con ayuda de una varilla de vidrio. Se juntaron las levaduras obtenidas en
2 frascos de 250 ml y se centrifugaron a 4 mil rpm por 5 minutos. Se desechd el
sobrenadante y se resuspendio la pastilla en el amortiguador de extraccion frio con albumina
al 0.1% (Manitol 0.6 M, MES 5 mM, pH 6.8 ajustado con TEA).

Se rompieron las células empleando un homogenizador (Bead-Beater Biospec
Products, USA) con perlas de vidrio (0.45 mm) previamente lavadas con el amortiguador de
extraccion y luego con el amortiguador de extraccion con albumina. Las levaduras se
pusieron en la camara con perlas y se colocé una camisa de hielo para mantener todo frio.
Se aplicaron tres pulsos de 20 segundos con 40 segundos de reposo entre cada pulso para
homogenizar (Uribe et al, 1985). Se vertié el homogenizado en un vaso de precipitados frio y
se lavd varias veces la camara con amortiguador con albumina para obtener la mayor

cantidad posible. Con el homogenizado se llenaron 6 tubos de 50 ml para centrifuga.

Las mitocondrias se aislaron por centrifugacion diferencial (Pefia et al, 1977): se
centrifugaron los tubos a 3 mil rpm por 5 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes en
tubos limpios y se volvieron a centrifugar a 9500 rpm por 10 minutos. Se desecharon los
sobrenadantes y con ayuda de un pincel y un poco de amortiguador de extraccion se

resuspendieron las pastillas (usualmente con una coloracion rojiza). Se concentraron todos
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los volimenes en un solo tubo y se agregé un poco de amortiguador de extraccion para
completar 40 ml aprox. Se centrifugaron a 5500 rpm por 5 min. Se recupero el sobrenadante
en un tubo limpio y se volvio a centrifugar a 12000 rpm por 15 min. Se deseché el
sobrenadante y se resuspendid la pastilla que contiene a las mitocondrias con 500 pl
aproximadamente, de amortiguador de extraccion y se paso a un tubo eppendorf de 1.5 ml.
Todo el proceso se lleva a cabo en frio, el amortiguador usado es con albumina al 0.1% y las
centrifugaciones se realizan en una centrifuga Beckman con el rotor JA25.5.

Cuantificacién de proteina

La concentracion de proteina se determiné mediante el método de Biuret en un
espectrofotometro Beckman DU-50 a una longitud de onda de 540 nm. La interaccién de los
iones de Cu?* del reactivo de Biuret con los pares de electrones no compartidos del nitrégeno
de los enlaces peptidicos genera un cambio en la coloracion, de azul a violeta. Existe una
relacion directa entre el desarrollo del color y la concentracién de proteinas de la muestra,

gue se traduce en un cambio en la absorbancia (Gornall et al, 1949).

Para hacer la determinacién, a 2ml de reactivo Biuret se le afiadieron 125 ul de
desoxicolato de sodio (DOC) al 1%, 350 ul de agua destilada y 25 pl de la suspension de
mitocondrias. Se dej6 incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se utilizé un

blanco sin mitocondrias para calibrar el equipo.

La absorbancia obtenida de cada muestra se multiplica por 400, que es la cantidad de
nano atomos gramo de oxigeno por ml de agua. Esa cantidad se le divide al producto de la
concentracion de proteinas requerida por 1000 (en este caso 2.5 x 1000). Este resultado nos
dice la cantidad necesaria a tomar de la suspensidon de mitocondrias para tener 2.5 mg/ml de

proteina.

Espectros diferenciales

El contenido de citocromos en mitocondrias aisladas se determind mediante la
obtencion de espectros diferenciales. Se realizé un barrido de 500 nm a 680 nm en un
espectrofotometro Olis Clarity VF UV/VIS (Olis Inc. Bogart, GA, EUA) con las siguientes
especificaciones: modo Split; nimero de incrementos: 600; lecturas por dato: 15; Slits: 2 nm;

cambio de lampara a 300; ancho de banda: 8 nm.
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Para obtener los espectros basales, se preparé por duplicado 350 ul de una mezcla con
2.5 mg/ml de mitocondrias en el amortiguador MES-Manitol y se agité en el vortex durante 1
minuto. A un tubo se le puso 10 ul de APS (persulfato de amonio) (espectro oxidado) y al otro
un poco de ditionita (hidrosulfito de sodio) (espectro reducido), se agitaron suavemente por
inversion. Antes de medir las muestras, se puso un blanco con tinta china a una dilucién de
1:10000.

Para obtener el espectro diferencial, al espectro reducido se le resta el espectro
oxidado (Nicholls & Ferguson 2013; Escamilla et al, 1985). El contenido de citocromos por
mg de proteina se calculé utilizando los siguientes coeficientes de extincion molar:
citocromos a+as, Agsos630 nm= 16 mM* cm?; citocromo b, Agsezs77 nm= 25.6 mM?1 cm7;

citocromo c+c1, Agss0-540 nm= 19.1 mMtcm (Methods in Enzimology Vol 18).

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el programa GraphPad Prism (Version 6.01 para

Windows, GraphPad Software, Inc. San Diego California, USA).

El promedio del porcentaje de viabilidad + S.E.M. en la prueba de FUN1 se analizo
mediante una ANOVA de 2 vias (factor 1: cepa, WT o AGy; factor 2: Tiempo y medio de
cultivo), empleando una significancia de p<0.01. Esta prueba se empleé para evaluar el
efecto del medio de cultivo y el tiempo en el crecimiento de cada cepa. Posterior a un
ANOVA significativo se aplicé la prueba post hoc de Bonferroni para las comparaciones
multiples. Se empled una significancia de p<0.01. Esto nos permitié ver la significancia de

cada posible combinacion de tratamientos. Se graficd el promedio del porcentaje + S.E.M.
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VIIl. RESULTADOS

La mutante AGy es estéril

Este ensayo se realiz6 para evaluar la capacidad de apareamiento de la mutante AGy.
La mutante AGy es estéril debido a que la subunidad G es incapaz de localizarse en la
membrana y formar el dimero con Gy, lo cual es necesario para activar la sefal de
apareamiento en respuesta a feromonas. Debido a que se trabajard con la mutante AGy, el

ensayo de apareamiento permite comprobar el fenotipo de esterilidad de esta cepa y asegura

gue se esté trabajando con un cultivo adecuado.

Se comprobd la esterilidad de la AGy (W303-1A, Mat a) por apareamiento con la cepa
70 (Mat a). Como resultado del apareamiento, la mutante AGy fue incapaz de generar

individuos diploides al contrario de la cepa silvestre (Figura 4).

Haploides Diploides

Figura 4: Ensayo de apareamiento de la cepa W303 (WT y AGy) con la cepa 70. Los parches del
panel izquierdo representan los cultivos de las levaduras haploides, realizados antes del
apareamiento en medio rico YPD. En el panel derecho se presentan las células diploides resultantes

del apareamiento con la cepa 70. Seleccionadas en medio minimo SD

La deficiencia de crecimiento en glicerol esta relacionada con la ausencia del gen Gy

En este ensayo se comparo el crecimiento en glicerol (medio YPG al 2y 3%) de laWTy
la AGy y se observé el efecto de la complementacion de la mutante AGy con el gen silvestre

Gy o con el gen mutado (cambio de una cisteina por una serina en el residuo 107) Gy*07s,
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En los ensayos de crecimiento en diluciones seriales, se encontré que la mutante AGy
crece mas lento comparada con la cepa silvestre y con la mutante AGS al cultivarse en un
medio aerobio con glicerol (3% y 2%) como Unica fuente de carbono (Figura 5A). Esto se
confirmé con las curvas de crecimiento en medio YPG realizadas en el espectrofotbmetro de

placas (Figura 5B).
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Figura 5: Crecimiento de la mutante AGy en glicerol. (A) Ensayo de crecimiento en diluciones
seriales en medio YPG 3% y 2%. Se empled a la WT rho® como control negativo de crecimiento ya
gue es incapaz de respirar. La densidad 6ptica inicial (600 nm) fue de 0.5. Las células se cultivaron a
30°C por 48 hrs. (B) Curvas de crecimiento en YPD y YPG de la WT, AGy y la AGB. La gréafica
insertada a la derecha muestra el crecimiento en YPD. En la grafica principal se observa la deficiencia
de la AGy para crecer en medio con glicerol. La curva roja pertenece a la cepa silvestre, la morada a
la mutante AGB y la verde a la mutante AGy. Los cultivos se ajustaron a una densidad Optica (600

nm) de 0.05. Las células se cultivaron a 30°C. Se grafica el promedio £ SEM.
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En los ensayos de diluciones seriales y en las curvas de crecimiento en medio YPG (2
y 3%) se observé que la mutante AGy recupera el crecimiento y presenta un comportamiento
muy similar a la silvestre cuando se le expresa el gen Gy silvestre y mutado Gy*°’S (Figura
6). La recuperacion de crecimiento se observo tanto en las transformantes en las que el gen
se induce con el promotor de galactosa (Figuras 6) como en las que el gen se regula por su
propio promotor (Figura 7); sin embargo, es mas clara cuando se sobre-expresa con el

promotor de galactosa (Figura 6).
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Figura 6: Crecimiento de la mutante con el gen Gy sobre-expresado e inducido por el promotor
de galactosa. (A) Ensayo de crecimiento en diluciones seriales en medio YPG 3% de la WT y la AGy
transformada con su gen silvestre Gy. (B) Ensayo de crecimiento en diluciones seriales en medio
YPG 2% de la WT y la AGy transformada con su gen silvestre Gy y mutado Gy©°’s, *Gen inducido por
el promotor de galactosa. La densidad 6ptica inicial (600 nm) fue de 0.5. Las células se cultivaron a
30°C por 48 hrs. (C) Curvas de crecimiento de la WT y la AGy con el gen Gy en medio YPD y YPG.
La gréfica insertada a la derecha muestra el crecimiento en YPD. En la grafica principal se observa la
recuperacion del crecimiento de la mutante AGy transformada con el gen silvestre Gy inducido por el
promotor de galactosa. La curva roja pertenece a la cepa silvestre, la naranja a la mutante AGy y la
verde a la mutante AGy con el gen Gy. Los cultivos se ajustaron a una densidad éptica (600 nm) de

0.05. Las células se cultivaron a 30°C. Se grafica el promedio + SEM.
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Figura 7: Crecimiento de la mutante con el gen Gy expresado y regulado por su propio

promotor. (A) Ensayo de crecimiento en diluciones seriales en medio YPG 3% de la WT y la AGy
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transformada con el gen silvestre Gy y con el gen mutado Gy©'°’S. La densidad 6ptica inicial (600 nm)
fue de 0.5. Las células se cultivaron a 30°C por 48 hrs. (B) Curvas de crecimiento de la WT y la AGy
con el gen Gy silvestre y mutado Gy©1°’S. La gréfica insertada a la derecha muestra el crecimiento en
YPD. En la gréafica principal se observa la recuperacion del crecimiento de la mutante AGy
transformada con el gen silvestre Gy y con el gen Gy mutado. La curva roja pertenece a la cepa
silvestre, la naranja a la mutante AGy, la verde a la mutante AGy con el gen Gy silvestre y la azul a la
mutante AGy con el gen Gy. Los cultivos se ajustaron a una densidad Optica (600 nm) de 0.05. Las

células se cultivaron a 30°C. Se grafica el promedio = SEM.

Estos resultados confirman que la deficiencia de crecimiento en glicerol esta
relacionada con la ausencia del gen Gy. La mutaciéon del gen Gy (Gy*'7S) impide que la
proteina se farnesile y por lo tanto sea incapaz de anclarse en la membrana plasmatica. Este
gen mutado se usoO para ver si la recuperacion de la deficiencia de crecimiento en glicerol
depende de la localizacion de la proteina Gy. ElI comportamiento de las células con el gen
mutante y con el gen silvestre es muy similar, por lo tanto, la deficiencia de crecimiento en

glicerol es independiente de la localizacion de la subunidad Gy.

La mutante AGytiene una deficiencia de crecimiento en lactato

Debido a la deficiencia de crecimiento que presenté la mutante AGy en glicerol, se
utilizé un medio respiratorio con lactato como Unica fuente de carbono. En los ensayos de
diluciones seriales en lactato se observo una deficiencia de crecimiento de la mutante AGy,
aunque la diferencia con la cepa silvestre es moderada (Figura 8A). Por esta razon, la
complementacion con el gen silvestre y mutado de Gy no parece tener efectos visibles
(Figura 9A).

En lactato, las curvas de la WT, AGy y la AGB son muy similares (Figura 8B); lo cual no
concuerda con lo observado en los ensayos de diluciones seriales. Ademas, es dificil ver el
efecto de la complementacién con el gen silvestre y mutado de Gy (Figura 9B). Cuando solo
se grafican las primeras 10 horas, se puede apreciar mas claramente que la mutante AGy

crece menos que la cepa silvestre y la AGB (Figura 8C).

Estos resultados indican que en lactato la AGy presenta una deficiencia en su
crecimiento, la que se observa claramente en los ensayos de diluciones seriales y en las

33



curvas de crecimiento se aprecia una diferencia moderada a las 15 hrs. Sin embargo, la

complementacion con el gen Gy no parece tener efectos visibles.
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Figura 8: Crecimiento de la mutante AGy en lactato. (A) Ensayo de crecimiento en diluciones

seriales en medio YPL. Se emple6 a la WT rho® como control negativo de crecimiento ya que es

incapaz de respirar. La densidad éptica inicial (600 nm) fue de 0.5. Las células se cultivaron a 30°C
por 48 hrs. (B) Curvas de crecimiento de la WT, AGy y la AGB en YPD y YPL. La gréfica insertada a

la derecha muestra el crecimiento en YPD. En la grafica principal se observa un crecimiento muy

parecido de todas las cepas en medio YPL. (C) Curvas de crecimiento de la WT, AGy y la AGS en

YPL a las 10 hrs. Se observa un menor crecimiento de la AGy. La curva roja pertenece a la cepa

silvestre, la morada a la mutante AGS y la verde a la mutante AGy. Los cultivos se ajustaron a una

densidad optica (600 nm) de 0.05. Las células se cultivaron a 30°C. Se grafica el promedio = SEM.
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Figura 9: Crecimiento de la mutante con el gen Gy silvestre y mutado (Gy ©1°’5) expresado y

regulado por su propio promotor. (A) Ensayo de crecimiento en diluciones seriales en medio YPL

de la WT y la AGy. La densidad Optica inicial (600 nm) fue de 0.5. Las células se cultivaron a 30°C por
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48 hrs. (B) Curvas de crecimiento de la WT y la AGy en YPD y YPL. En la gréfica insertada a la
derecha se muestra el crecimiento en YPD. En la gréafica principal se observa que en medio YPL el
crecimiento es muy similar entre las levaduras transformadas y la cepa silvestre. La curva roja
pertenece a la cepa silvestre, la naranja a la mutante AGy, la verde a la mutante AGy con el gen Gy
silvestre y la azul a la mutante AGy con el gen Gy mutado. Los cultivos se ajustaron a una densidad
Optica (600 nm) de 0.05. Las células se cultivaron a 30°C. Se grafica el promedio + SEM.

La viabilidad de la mutante AGy no esta afectada en medio con glicerol

Para ver si la deficiencia de crecimiento en glicerol estaba relacionada con una menor
viabilidad de la mutante AGy en este medio se realizé un ensayo de viabilidad. Una
alteracion en la viabilidad de la mutante en glicerol indicaria que este medio de cultivo le
impide crecer adecuadamente y en consecuencia se explicaria la disminucion en el

crecimiento que presenta en este medio.

La viabilidad se determiné mediante el colorante vital FUN1, el cual tifie a las células
fungicas vivas de color rojo-naranja. Estas células transportan el colorante, de color verde, a
la vacuola en donde el pH es acido por lo que cambia su color a rojo. En cambio, las

levaduras muertas mantienen el color verde del colorante.

En este experimento se encontré que no hay diferencias significativas entre la viabilidad
de la cepa silvestre y la AGy sin importar el tiempo (25 o 42 hrs) y medio de cultivo empleado
(YPD o YPG) (Figura 10B). Se observa, que a las 42 hrs en medio aerobio hay una
disminucion significativa de la viabilidad de ambas cepas cuando se compara con medio YPD
al mismo tiempo y con medio YPG a las 25 hrs. Esto indica que a las 42 hrs de cultivo en
glicerol empiezan a morir las células; esto probablemente se deba a que las levaduras no

estan en un medio tan rico como el YPD.

Estos efectos se observaron por microscopia de fluorescencia en donde se hizo el
conteo celular (Figura 10A).
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Figura 10: Prueba de viabilidad con el colorante vital FUN1. Se empelaron dos medios de cultivo,
uno aerobio y uno fermentativo y se siguio el crecimiento hasta las 42 hrs. (A) Se presentan una serie
de paneles representativos de lo observado en el microscopio de fluorescencia de la tincion con
FUN1 de la WT y la AGy a dos tiempos distintos. (B) Promedio del porcentaje de viabilidad (SEM). Se
realizé el conteo en 16 campos con 20-40 células por campo. A las 42 hrs en medio YPG disminuye
significativamente la viabilidad tanto de las silvestres como de las mutantes cuando se compara con
el mismo medio a las 25 hrs y con medio YPD a las 42 hrs. ANOVA de 2 vias, p<0.01.
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La mutante AGy posee DNA mitocondrial

Es posible que la deficiencia de crecimiento en medios respiratorios se deba a que la
mutante AGy carece de DNA mitocondrial, por lo que decidimos hacer tinciones con DAPI en

condiciones donde se puede visualizar el DNA nuclear y el DNA extra-cromosomico.

En este experimento, las levaduras se cultivaron en YPD y las tinciones se realizaron
sin fijar las células, lo cual permiti6 una mejor tincion del DNA mitocondrial y no sélo de DNA
nuclear. Bajo estas condiciones, la WT y la AGy presentan pequefos puntos fluorescentes,
tefiidos con DAPI, que se traslapan con estructuras filamentosas tefiidas con MitoTracker,
morfologia tipica de las mitocondrias. Como control se empleé a la WT rho?, la cual carece
de DNA mitocondrial. Se puede observar que esta mutante no presenta el puntilleo
caracteristico de las otras cepas y estos puntos no se traslapan con las mitocondrias, pues
Unicamente se esta tifiendo el DNA nuclear. Gracias a esto, es posible afirmar que las
tinciones con DAPI estan marcando el DNA mitocondrial de la mutante AGy (Figura 11). Con
estas tinciones se concluye que la mutante AGy tiene DNA mitocondrial, por lo tanto, esta no

es la causa de su deficiencia de crecimiento en medios respiratorios.
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-

Figura 11: Tincion con DAPI y MitoTracker para la visualizacién de DNA mitocondrial y de la

morfologia mitocondrial. Los puntos de la tincion con DAPI que se observan en los paneles de la
silvestre (WT) y la mutante (AGy) se traslapan con el MitoTracker, por lo que se trata de DNA

mitocondrial. En los Gltimos paneles, la tincién con DAPI de la cepa control rho? carece del puntilleo
caracteristico de las otras cepas; ademas no se traslapa con las mitocondrias. Las flechas blancas

sefialan el DNA mitocondrial que se puede apreciar en los paneles de DAPI y en el traslape.

La mutante AGy no tiene una deficiencia respiratoria

Se realizaron ensayos de respiraciéon en célula completa en distintos sustratos para
evaluar el consumo de oxigeno de la WT y la AGy cultivadas en YPD por 24 hrs y ayunadas
durante 16 hrs. Una alteracion en la respiracion explicaria porque la mutante de Gy tiene una

deficiencia de crecimiento en medios respiratorios.

Para este experimento, inicialmente se obtuvieron curvas de respiracion sin sustrato

(Figura 12A). Se puede observar que las células aun respiran y esto puede ser porgue no
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estdn completamente ayunadas o por aun tener sustratos endégenos. Se observa que la
pendiente de la curva de consumo de oxigeno sin sustrato es ligeramente mayor en la AGy.
El consumo de oxigeno de ambas cepas no cambia con respecto a las curvas basales
cuando se emplea glicerol como sustrato (Figura 12B); pues aparentemente no son capaces
de utilizarlo de forma directa. Cuando se emplean etanol y glucosa como sustratos, se
observa un cambio en la pendiente de las curvas con respecto a la respiracion sin sustrato,
gue muestra un aumento en la respiracion. Con etanol (Figura 12C), ambas cepas consumen
oxigeno en la misma medida. Con glucosa (Figura 12D), se observa que la mutante consume

mas oxigeno que la silvestre.
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Figura 12: Respiracién en célula completa con distintos sustratos. Se utilizaron células
ayunadas por 16 hrs, para probar la respiraciéon en glicerol (B), etanol (C) y glucosa (D). Primero se
realizé una curva de la respiracién sin sustrato para ver de forma basal en qué medida consumen
oxigeno. La curva azul oscuro pertenece a la cepa silvestre sin sustrato, la roja a la mutante AGy sin
sustrato, la azul claro a la silvestre con sustrato y la naranja a la mutante AGy con sustrato. Gly=
glicerol, EtOh= etanol, Glu= glucosa.
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Se utilizo el desacoplante CCCP con cada sustrato para ver si las células incrementan

su consumo de oxigeno y comprobar que las mitocondrias estan intactas y acopladas. En

esta prueba se encontré que las células a las que se agrega glicerol como sustrato son

incapaces de responder al CCCP, pues su consumo de oxigeno no se ve alterado (Figura

13A). En contraste, las células se desacoplan y se acelera el consumo de oxigeno de forma

inmediata cuando se utiliza el desacoplante con etanol y glucosa (Figura 13B, C).
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Figura 13: Respiracion en célula completa con distintos sustratos empleando al CCCP como

desacoplante. Se utilizaron células ayunadas por 16 hrs, para probar la respiracién en glicerol (A),

etanol (B) y glucosa (C). La curva azul oscuro pertenece a la cepa silvestre sin sustrato, la roja a la

mutante AGy sin sustrato, la verde a la silvestre con sustrato + CCCP y la morada a la mutante AGy

con sustrato + CCCP. La flecha negra indica el momento en que se agrega el desacoplante. Gly=

glicerol, EtOh= etanol, Glu= glucosa.
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Con estos experimentos se concluye que la deficiencia de crecimiento en glicerol y
lactato de la mutante AGy no se debe a una alteracion en la respiracion; en particular cuando

ésta se evalla en células completas.

En medios respiratorios, la cantidad de citocromos es menor en la mutante AGy

La presencia de citocromos es importante para que la levadura pueda crecer en medios
respiratorios ya que estos forman parte de la cadena respiratoria. Para ver si la deficiencia de
crecimiento de la mutante AGy es causada por la cantidad de citocromos, se realizé un

espectro diferencial de 500 a 680 nm de un homogenado de mitocondrias de la WT y la AGy.

Se usaron 3 medios de cultivos distintos: dos aerobios (YPG y YPL) y uno fermentativo
(YPD). En la figura 14 se grafica la cantidad de citocromos bajo cada tratamiento y esos

valores se muestran en la tabla 1.

En medio fermentativo (YPD), los espectros de citocromos de ambas cepas son muy
similares (Figura 15) al igual que la cantidad de citocromo c+c: (0.06 nmol/mg para ambos), b
(0.06 nmol/mg para ambos) y a+az (0.02 nmol/mg para la WT y 0.004 nmol/mg para la AGy).
Los picos de absorcion maxima correspondientes a los diferentes citocromos son: 550-551

nm para el citocromo c y c1, 561 para el citocromo by 601 nm para el ay as.

En lactato (YPL) los picos de los espectros estan bien definidos. Aparentemente, el pico
maximo de citocromo c+cl (550 nm) es mayor que el del citocromo b (560 nm) en la
silvestre; por el contrario, en la mutante se observa un pico mas grande en el citocromo b
(560 nm) que en el c+cl (552 nm) (Figura 16). Sin embargo, al momento de cuantificar la
cantidad de cada citocromo, se encontré que ambas cepas tienen mas citocromo c+cl (WT=
0.26 nmol/mg vs AGy 0.16 nmol/mg) que b (WT= 0.18 nmol/mg vs AGy= 0.13 nmol/mg),
siendo mayor la cantidad en la silvestre. El citocromo a+az no varia mucho entre ambas
cepas (WT= 0.04 nmol/mg vs AGy= 0.01 nmol/mg) (Figura 14, Tabla 1).

En medio con glicerol (YPG), la cantidad de citocromos entre la silvestre y la mutante es

muy diferente. Los picos de absorcion maxima correspondiente a los diferentes citocromos
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son: 550 nm para el citocromo c+ c1, 556 para el citocromo b y 605 nm para el a+ as (Figura
17). Se observa que en la cepa AGy el pico que corresponde al citocromo atas se ve
ligeramente disminuido, aunque la cantidad de citocromo por mg de proteina no difiere
mucho con respecto a la silvestre (AGy= 0.01 nmol/mg vs WT=0.07 nmol/mg). Sin embargo,
esta mutante carece de un pico de absorcion maxima correspondiente al citocromo c+ci. De
acuerdo con el espectro no tiene citocromo ¢ 0 este se encuentra muy disminuido en
comparacion con la silvestre (AGy= 0.0536 nmol/mg vs WT= 0.4233 nmol/mg de proteina).
Por otro lado, la AGy posee un pico bastante notorio y pequefio correspondiente al citocromo
b cuya cantidad también se encuentra muy disminuida en comparacion con la silvestre (AGy=

0,0330 nmol/mg vs WT= 0,3332 nm/mg proteina) (Tabla 1).

Estos resultados indican que la mutante AGy tiene una menor cantidad de citocromo c y

b en comparacion a la cepa silvestre cuando se crece en medios respiratorios (glicerol y

lactato).
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Figura 14: Gréfica de la concentracion de citocromos en la WT y AGy bajo diferentes medios
de cultivo. Se observa claramente que en lactato (YP-Lac) y glicerol (YPG) la mutante AGy
tiene una menor cantidad de citocromo c+ci y b. Las barras negras corresponden a la
silvestre y las grises a la mutante. Las lineas punteadas separan las graficas por tipo de
citocromo analizado. Esta gréafica se obtuvo de espectros realizados una sola vez.
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Concentracién de citocromos (nmol/mg de proteina)

Citocromo c+cz Citocromo b Citocromo a+as
Cepa Medio A8550.54o=19.1 mM? cm-l A£563.577= 25.6mM‘1 cm‘l A€605-630= 16 mM-1 cm‘l
WT YPD 0,06183 0,06370 0,02029
WT YPL 0,26057 0,18575 0,04216
WT YPG 0,42330 0,33324 0,00754
AGy YPD 0,06591 0,06495 0,00476
AGy YPL 0,16584 0,13632 0,01100
AGy YPG 0,05369 0,03305 0,01054

Tabla 1: Concentracién de citocromos en mitocondrias aisladas de la cepa WT y AGy crecidas
en diferentes medios de cultivo. La concentracion de citocromos se obtuvo a partir de los

coeficientes de extincion molar de cada uno de ellos.
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Figura 15: Espectro diferencial de los citocromos de las mitocondrias aisladas de las cepas
WT y AGy de S. cerevisiae (W303) crecidas en medio YPD. Obtenido de la resta del espectro
reducido con ditionita menos el espectro oxidado con persulfato de amonio. El espectro se realizé con
una concentracion de mitocondrias de 2.5 mg/ml. El barrido se realizé6 de 500-680 nm. La curva azul

pertenece a la cepa silvestre y la roja a la mutante AGy. Cyt= citocromo.
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Figura 16: Espectro diferencial de los citocromos de las mitocondrias aisladas de las cepas
WT y AGy de S. cerevisiae (W303) crecidas en medio YPL. Obtenido de la resta del espectro
reducido con ditionita menos el espectro oxidado con persulfato de amonio. El espectro se realizé con
una concentracién de mitocondrias de 2.5 mg/ml. El barrido se realiz6 de 500-680 nm. La curva azul

pertenece a la cepa silvestre y la roja a la mutante AGy. Cyt= citocromo.
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Figura 17: Espectro diferencial de los citocromos de las mitocondrias aisladas de las cepas
WT y AGy de S. cerevisiae (W303) crecidas en medio YPG. Obtenido de la resta del espectro
reducido con ditionita menos el espectro oxidado con ferricianuro de potasio. El espectro se realizd
con una concentracion de mitocondrias de 2.5 mg/ml. El barrido se realiz6 de 500-680 nm. La curva

azul pertenece a la cepa silvestre y la roja a la mutante AGy. Cyt= citocromo.
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IX. Discusion

La proteina Gy es un componente esencial para el apareamiento en respuesta a
feromonas en la levadura Saccharomyces cerevisiae; sin embargo, no se sabia de su
participacion en otros fendmenos o procesos celulares, sobre todo de su actividad
independiente de la subunidad GB. En el presente trabajo, se encontré que la levadura
carente del gen de la subunidad Gy, crece poco y muy lento en medio aerobio con glicerol

como Unica fuente de carbono.

Se sabe que la levadura S. cerevisiae puede utilizar diversas fuentes de carbono para
generar biomasa y energia; sin embargo, prefiere a los monosacaridos facilmente
fermentables como la glucosa y la fructosa. Sustratos no fermentables como el etanol, el
glicerol, lactato, acetato u oleato también pueden ser metabolizados y esto requiere de la
activacion de vias regulatorias y la biosintesis de enzimas requeridas para la utilizacion de
estos sustratos. Mas aun, las células, de forma rutinaria, utilizan fuentes de carbono no
fermentables, como etanol y glicerol, que se producen cuando la cantidad de glucosa
presente es excesiva (Schiuller, 2003). Los sustratos no fermentables se usan para el

metabolismo oxidativo en la mitocondria y para la gluconeogénesis.

Swiinnen et al (2013), reportaron un estudio en donde describen que en general, las
cepas de levadura empleadas con mayor frecuencia en los laboratorios como la CEN.PK, la
W303-1A y la S288C, son incapaces de crecer en medio sintético con glicerol como Unica
fuente de carbono y sin otros suplementos como el extracto de levadura y la peptona. Estos
suplementos apoyan al crecimiento en glicerol permitiendo su utilizaciébn. En el presente
trabajo, las levaduras son capaces de crecer en medio con glicerol gracias a los suplementos
empleados; ademas se realiz6é un ensayo de viabilidad en medio con glicerol para ver si este
afectaba de alguna forma la sobrevivencia de las células. Se encontr6 que la viabilidad de la
mutante no esta afectada por el glicerol. Esto indica que la deficiencia de crecimiento de la

mutante AGy en glicerol no se debe a su incapacidad de crecer en este medio.

Se realizaron pruebas de crecimiento por diluciones seriales y curvas de crecimiento de
la mutante AGy transformada con su gen silvestre para dilucidar si la deficiencia de
crecimiento en medio con glicerol depende directamente de la subunidad Gy y no de otros
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genes involucrados en su metabolismo. En este experimento se encontrd que la
sobreexpresion del gen silvestre revierte la deficiencia de crecimiento en glicerol. Esto indica
gue la deficiencia de crecimiento se debe a la ausencia del gen. Por otro lado, este efecto se
observa mas facilmente cuando la expresion del gen Gy se encuentra sujeta al promotor de
galactosa y no bajo la regulacion de su propio promotor. Es posible que se tenga una mayor
expresion del gen cuando éste se encuentre sujeto a un promotor inducible como el de
galactosa o incluso por otros promotores como el de cobre, (inducido por sulfato cuprico),
esto se ha comprobado en otros experimentos del laboratorio en donde se estudia la
resistencia de la AGy a estrés de reticulo endoplasmico. Esto se debe a que con un promotor
inducible la expresion del gen depende de la cantidad de inductor que se utilice y no hay un

mecanismo de regulaciéon como si puede ocurrir cuando el gen tiene su propio promotor.

La recuperaciéon del crecimiento no depende de que la subunidad Gy se localice en la
membrana o en el citoplasma debido a que la sobreexpresion del gen silvestre y del gen
mutado (Gy €107S) tienen el mismo efecto, a pesar de que la mutacién impide que la proteina
se ancle a la membrana plasmatica (Hirschman y Jenness, 1999). Es posible que la
subunidad Gy tenga alguna actividad en el citoplasma o incluso en otros compartimentos
celulares como la mitocondria y el reticulo endoplasmico; por ejemplo, no tener a la
subunidad Gy genera un fenotipo similar a tener a la proteina Ras secuestrada en la
mitocondria y estas levaduras presentan una deficiencia de crecimiento en medios

respiratorios (Wang y Deschenes, 2006).

El crecimiento de la mutante AGy también se analiz6 en otro medio respiratorio, YPL
(2%). El catabolismo del lactato involucra su transporte a la mitocondria a partir de un
simportador de protones ejecutado por la permeasa Jenl. A diferencia del glicerol, el lactato
es oxidado directamente a piruvato por accién de la citocromo ¢ Oxido-reductasa de lactato
mitocondrial (L-LCR) codificada por el gen CYB2, localizado en el espacio intermembranal
(Schuller, 2003). En medio con lactato se encontré que la mutante AGy crece menos que la
silvestre y que la mutante AGS, pero se observo un menor efecto respecto a su crecimiento
en glicerol. Asimismo, en este medio, el efecto de la complementacion de la AGy apenas es
visible y esto puede deberse a que el crecimiento no difiere mucho con respecto a la
silvestre. Esto indica que la mutante AGy tiene algun tipo de deficiencia respiratoria, la cual
es mas visible en glicerol que en lactato. Es necesario realizar mas pruebas con este medio
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respiratorio para aclarar los comportamientos encontrados. Asimismo, es necesario utilizar

otros medios respiratorios que tengan etanol o acetato.

Desde los afios cincuenta se ha descrito e investigado la existencia de levaduras
mutantes deficientes respiratorias. En la mayoria de los cultivos, aproximadamente 1% de las
células son deficientes respiratorias y a estas se les conoce como “petites”. Esta deficiencia
se debe a mutaciones en el DNA mitocondrial o nuclear que impiden la sintesis de enzimas
respiratorias que se traduce en la incapacidad de utilizar fuentes de carbono no fermentables
(Sherman, 1962). Dentro de estas mutantes deficientes se encuentran las designadas p°, las
cuales han perdido completamente el DNA mitocondrial. Las tinciones que se realizaron con
DAPI y MitoTracker revelaron que la mutante AGy posee genoma mitocondrial por lo que
esto no explica su deficiencia de crecimiento en glicerol. Esto es normal debido a que hay

crecimiento de esta levadura en medios aerobios, aunque se encuentre disminuido.

La deficiencia de crecimiento de la mutante AGy puede deberse a la falta de integridad
del genoma mitocondrial o a alguna mutacién nuclear que afecta el metabolismo de fuentes
de carbono no fermentables. Las mutaciones nucleares que causan deficiencias respiratorias
tienen poco efecto en la morfologia mitocondrial, siempre y cuando estas mutaciones no
causen también perdida del genoma mitocondrial (Pon y Schatz, 1991). En un experimento
de microscopia, Egner et al., (2002) observaron la morfologia mitocondrial de levaduras de la
cepa BY4743. Esta cepa es diploide y exhibe una estructura mitocondrial relativamente
simple en fuentes de carbono fermentables como glucosa, pero las mitocondrias forman
elaboradas ramificaciones cuando se cultivan las células en glicerol. Por su parte, Joseph
Mcinnes et al, (2013) encontraron que en la cepa CBS:12A, las células cultivadas en medio
con etanol presentaron un enriquecimiento en mitocondrias en comparacion a las células
crecidas en glucosa y una morfologia tubular y ligeramente mas elongada. Las mitocondrias

crecidas en medio a base de glicerol exhibieron una morfologia mas globular.

Comparando ambos estudios, la levadura regula la forma y el tamafio del
compartimento mitocondrial dependiendo de la fuente de carbono y de las condiciones de
crecimiento (Visser et al, 1995). Ademas, esto depende de la cepa que se utiliza. En

consecuencia, faltaria observar la estructura mitocondrial de células crecidas en glicerol, con
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el fin de distinguir la morfologia de la poblacion de células que crecen en glicerol de las que

crecen en glucosa.

Wang y Deschenes (2006) encontraron que las levaduras mutantes de las proteinas del
complejo C Vps presentan un defecto en el trafico de Ras a la membrana plasmatica y éste
se acumula en las membranas mitocondriales. Estas proteinas regulan la fusién de vesiculas
en los endosomas y entre estos y la vacuola. Las mutantes C Vps poseen defectos
mitocondriales que se manifiestan como deficiencia de crecimiento en fuentes de carbono no
fermentables (etanol y glicerol) y su estructura mitocondrial esta alterada: en la cepa
silvestre, las mitocondrias exhiben una estructura tubular, mientras que en las mutantes
aparecen punteadas. La proteina Ras y la subunidad Gy sufren de modificaciones pos-
traduccionales (una farnesilacion y palmitoilacion) en el residuo CaaX del C-terminal para
poder anclarse a la membrana plasmatica (Hirschman y Jenness, 1999; Wang y Deschenes,
2006). Esta similitud sugiere que no tener a la subunidad Gy genera un fenotipo similar a
tener a la proteina Ras secuestrada en la mitocondria lo que estaria ocasionando la
deficiencia de crecimiento en glicerol. Si los fenotipos de las mutantes C Vps y la AGy son
similares, seria interesante determinar si en condiciones normales la subunidad Gy tiene
alguna relacion funcional con la mitocondria, por ejemplo, regulando directa o indirectamente
la produccion o estabilidad de los citocromos, regulando la homeostasis mitocondrial, su
biogénesis o0 segregacién ya que se sabe que las mitocondrias son redes tubulares y
ramificadas, cuya continuidad depende de la frecuencia balanceada de eventos de fusion y
fisibn (Leboucher et al., 2012).

De acuerdo con Egner et al., (2002) la estructura mitocondrial de las células crecidas en
glucosa es relativamente simple y Joseph Mclnnes et al, (2013) mencionan que también se
encuentran menos enriquecidas en mitocondrias. Esto podria verse reflejado en la cantidad
de citocromos que presentan. Los espectros de las células de la WT y la AGy y la cantidad
de citocromos de ambas cepas crecidas en YPD son muy parecidos entre si. Esto puede
estar relacionado con lo que se discutié previamente acerca de que en YPD hay un menor

enriquecimiento mitocondrial.

Los espectros de citocromos de las células crecidas en medios aerobios fueron distintos

entre las levaduras mutantes y las silvestres. En medio con lactato, la mutante AGy tuvo un
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menor contenido de citocromo c+c1 en comparacion con la silvestre. En medio con glicerol se
encontraron espectros muy diferentes entre la AGy y la silvestre. La cantidad de citocromos
ct+c1y b de la mutante es de 8 y 10 veces menor, respectivamente, en comparacion con la
silvestre. Esto resulta inusual ya que en medios de cultivo con fuentes de carbono
respiratorias hay un mayor enriquecimiento mitocondrial e incluso las mitocondrias son mas
robustas (Pon y Schatz, 1991; Joseph Mcinnes et al, 2013); esto es apreciable en la cepa

silvestre, la cual presenta una gran cantidad de citocromos en esta condicion.

Estos resultados indican que la mutante AGy tiene una menor cantidad de citocromo c y
b. Este resultado permite explicar la deficiencia de crecimiento de la AGy en medio YPG y en
menor medida YPL; debido a la participacion de los citocromos b y ¢ que forman parte del
complejo Il y IV de la cadena respiratoria. Andlisis espectroscopicos de células con
mutaciones en el genoma mitocondrial han revelado que la ausencia de citocromo a, as y b,
esta relacionada con la ausencia de actividad enzimatica involucrada en el transporte de
electrones (Sherman, 1962). Sin embargo, en el presente estudio los citocromos c y el b son
los que estan alterados y no se observaron diferencias en el citocromo a, pero esta
disminucion en los citocromos también podria estar alterando el transporte de los electrones

o la funcion del complejo Il mitocondrial.

El metabolismo del glicerol trae como consecuencia cultivos con una mayor cantidad de
grasa que impide la adecuada extraccion de mitocondrias e incluso la obtencién de las
mismas. Joseph Mclnnes et al, (2013) observaron que cuando las células se crecen en
glicerol sin otros suplementos complejos ni aminoacidos, presentan una fase lag muy larga
de 31 hrs. Durante esta fase, un gran porcentaje de mitocondrias se localizan en los cuellos
de las gemas y hay una disminucion significativa en la herencia de mitocondrias de la célula
madre a la gema; y las mitocondrias se encuentran mas oxidadas. Después de las 31 horas,
cuando se entra a la fase de crecimiento exponencial, la distribucion de las mitocondrias se
restaura, disminuyendo la acumulacién en los cuellos de las gemas y aumentando su
presencia en las mismas, patrén muy parecido al observado cuando se crecen las células en
glucosa. Durante esta fase, también se restaura el estado redox de las mitocondrias y éstas

se vuelven mas reductoras. A partir de esta investigacion, es posible que el crecimiento en
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glicerol afecte la distribuciéon de las mitocondrias lo que dificulta su obtencion y analisis

espectrofotométrico.

Al evaluar la respiracion en célula completa, se encontré que tanto la cepa silvestre
como la mutante AGy respiran bastante bien y son capaces de utilizar glucosa y etanol como
sustratos respiratorios; pero son incapaces de respirar cuando se agrega glicerol al medio.
Como lo mencionan Swiinnen et al (2013), esto puede deberse a que la cepa W303-1A es
incapaz de crecer en medio sintético con glicerol como Unica fuente de carbono y sin otros
suplementos. También llama la atencién que las células a las que se les agrega glicerol
como sustrato respiratorio, no responden al desacoplante CCCP. Entonces, las células con
glicerol ya estdn desacopladas o simplemente no hay un sustrato utilizable que active la
cadena transportadora de electrones, por lo que no se ve ningun cambio en el consumo de
oxigeno. En contraste, cuando se utiliza el desacoplante con etanol y glucosa,
inmediatamente las células se desacoplan, es decir, rompen el acoplamiento entre la cadena
respiratoria y la fosforilacion oxidativa y se acelera el consumo de oxigeno (Nicholls y
Ferguson, 2002).

Resulta poco comprensible que una mutante que presenta una deficiencia de
crecimiento en glicerol y tiene disminuidos los citocromos b y ¢, en presencia de medios no
fermentativos, no tenga una deficiencia respiratoria. Es posible que se encuentre otro
resultado si se mide la respiracion de células crecidas en glicerol o lactato, ya que el medio
de cultivo es muy relevante para la cantidad de citocromos. Por otro lado, se sabe que una
mutante del complejo IV mitocondrial Ashy?1 no crece en sustratos respiratorios y tiene
disminuido el citocromo a, pero presenta respiracion mitocondrial (Cruz, 2016). Esta proteina
participa en el ensamblaje de la citocromo ¢ oxidasa o complejo IV de la cadena respiratoria;
pero la falta de ella no es suficiente para impedir el ensamblaje y funcionamiento de este
complejo (Mashkevich et al., 1997). Con esta informacion, existe la posibilidad de que la falta
de la subunidad Gy puede estar afectando alguna funcién mitocondrial, pero no es suficiente

para alterar la respiracion de la mutante.
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X. CONCLUSIONES

La disminucién en la cantidad de citocromos de la mutante AGy puede explicar la

deficiencia de crecimiento que presenta en glicerol.

Los ensayos indican que la ausencia del gen estd involucrada en el problema de
crecimiento observado y no importa la localizacion de la subunidad Gy (anclada en la
membrana plasmatica o libre en el citoplasma) para recuperar el crecimiento. Asimismo, la
deficiencia de crecimiento, aunque es mucho mas marcada en glicerol, también se presenta
en lactato, otro medio respiratorio. Ademas, en el presente trabajo se demostré que la
mutante AGy es viable en glicerol por lo que es posible que su incapacidad de crecer bien en
este medio se deba a una cuestion metabdlica; a una alteracion en la capacidad de cambiar
la expresion de genes en presencia de distintas fuentes de carbono (fermentable->no

fermentable).

Con los ensayos de microscopia se descartdé que la mutante AGy careciera de genoma
mitocondrial; pero con este experimento no fue posible identificar alteraciones en la
estructura mitocondrial que pudieran explicar la deficiencia de crecimiento. Por otro lado, en
las pruebas de espectrofotometria se encontré una disminucion en la cantidad de citocromos
cuando la mutante se crece en medios respiratorios (lactato y glicerol). Este resultado es muy
importante ya que puede explicar la deficiencia de crecimiento en glicerol de la mutante AGy.
Por otro lado, esta disminuciéon en los citocromos deberia reflejar alguna afectacion en la
respiracion, pero los ensayos de respiracion muestran que la mutante AGy no tiene una
deficiencia respiratoria cuando esta actividad se evalla en la célula completa y cuando se

crecen los cultivos en glucosa.
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Xl. PERSPECTIVAS

El presente trabajo arroj6 muchos resultados, que han permitido caracterizar, en
algunos aspectos, la deficiencia de crecimiento de la mutante AGy en glicerol. También abri6

la posibilidad de llevar a cabo otros experimentos.

Se muestra que la deficiencia de crecimiento en glicerol esta relacionada con la
ausencia del gen de la subunidad Gy; sin embargo, la recuperacion del crecimiento no es
clara cuando el gen Gy esta regulado por su propio promotor, sobre todo en los ensayos de
diluciones seriales. Cuando la expresion del gen se induce por el promotor de galactosa se
observa una mejor respuesta, y en esta sobreexpresion podria estar participando la
galactosa, un azucar fermentable. Por esta razon se propone clonar al gen de la subunidad

Gy en otro plasmido.

La morfologia de las mitocondrias, la cantidad y calidad de éstas, depende del medio de
cultivo que se emplea. Debido a esto se pretende realizar la observacion de las mitocondrias
por distintas técnicas de microscopia. Esto permitira distinguir entre la morfologia de las
células que crecen en glicerol y la morfologia de las que crecen en glucosa y descartar
posibles alteraciones en la estructura. Por otro lado, debido a que la morfologia de las
mitocondrias también depende de la frecuencia balanceada de eventos de fusion y fision, se
propone determinar el papel de la subunidad Gy en la biogénesis mitocondrial o en su

segregacion.

Se plante6 que la ausencia de la subunidad Gy puede ser equivalente a tener a la
proteina Ras secuestrada en la mitocondria; por lo tanto, se propone determinar la
localizacion de la proteina Gy, ya que, si esta se asocia a la mitocondria, es posible que esté

causando alguna alteracion en el metabolismo aerobio.

Se encontré que los citocromos b y ¢ de la mutante estan muy disminuidos en medios
de cultivo respiratorios en comparacién con la cepa silvestre. Es necesario repetir estos
experimentos para poder tener mas datos que apoyen los resultados y de esta forma poder
aplicar un analisis estadistico. Asimismo, es indispensable realizar espectros diferenciales de
la mutante AGy transformada con su gen silvestre y mutado para determinar si la
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introduccidn de este gen le permite tener una cantidad de citocromos similar a la que
presenta la cepa silvestre. Este resultado indicaria que la falta de Gy afecta de forma directa
la expresion de genes involucrados en la sintesis de los complejos respiratorios 0 en alguna
cuestion de ensamblaje de los mismos. En consecuencia, con este resultado, se podria
explicar una causa de la deficiencia de crecimiento en glicerol de la AGy. Aunado a esto, se
plantea analizar la actividad particular de cada complejo mitocondrial. Esto permitira
identificar posibles alteraciones especificas de la funcién de alguna proteina o complejo

mitocondrial.

Como se menciond, es inusual que una mutante que presenta una deficiencia de
crecimiento en glicerol y tiene disminuidos los citocromos no tenga una deficiencia
respiratoria. Para resolver este conflicto, se propone medir la respiracion en células crecidas
en medios respiratorios para eliminar la posible interferencia de la glucosa en los resultados;
asimismo, también es importante realizar oximetrias en mitocondrias aisladas y no solo en
células completas, ya que esto nos permitira cuantificar la cantidad de oxigeno que se
consume y obtener un buen control respiratorio. Ademas, con este experimento se eliminan
variables que pueden interferir con los resultados, como problemas para metabolizar el
sustrato y la respiracion basal presente en las células gracias a los nutrientes que tienen

almacenados.

Cabe la posibilidad de que la mutante AGy no tenga alteraciones en la respiracion y de
gue su deficiencia de crecimiento en medios de cultivo respiratorios esté mas relacionada
con un asunto metabdlico. Debido a que la deficiencia de crecimiento se observa mas en
glicerol, se propone determinar la expresion de genes relacionados con el metabolismo del
glicerol (GUT1, GUT2, STL1) o realizar una prueba de utilizacién del glicerol. Por otro lado,
se sabe que en presencia de glucosa hay muchos genes que se encuentran reprimidos,
entre estos estan los que se encargan de metabolizar fuentes de carbono no fermentables.
Cuando se cambia el cultivo a una fuente de carbono no fermentable es necesario que estos
genes se des-repriman para que la célula pueda metabolizar el nuevo compuesto y crecer.

En consecuencia, se pretende analizar el cambio en la expresion de estos genes.
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