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RESUMEN

Una interaccion genética se puede definir como una desviacion del fenotipo esperado al
combinar mutaciones genéticas mdultiples y también mutaciones entre alelos. La
determinacién de una interaccion genética entre dos genes se realiza con el analisis del
fenotipo de las mutantes sencillas y el de la doble mutante para comprobar que el fenotipo
observado no representa la suma de las mutaciones, suponiendo que las mutaciones
individuales presentan un fenotipo diferente al de la cepa silvestre. En levaduras, las
interacciones genéticas se evallan por medio del fithess o aptitud biolégica, que consiste
en el andlisis y comparacion de la cinética de crecimiento de las cepas que poseen la
mutacién sencilla, la doble mutante y la cepa silvestre para determinar la existencia de una
interaccion genética.

El gen CYS4 codifica a la proteina cistationina B-sintasa, responsable de convertir a la
homaocisteina y a la serina en cistationina, el primer paso comprometido en la biosintesis de
cisteina en la levadura Saccharomyces cerevisiae, donde se produce H,S como metabolito
secundario. También se ha demostrado que en el ciclo celular influye en el avance del
checkpoint START al promover el crecimiento celular. Una mutante cys4A tiene una fase
G1 prolongada.

Por otra parte, el gen CLN3 codifica a la ciclina CIn3 de la fase G1 del ciclo celular de S.
cerevisiae, activa a la cinasa Cdc28p promoviendo asi la progresion de la fase G1 a la fase
S. La mutante cIn3A también tiene una fase G1 mas larga. En estudios realizados en el
laboratorio se descubri6 que la proteina CIn3 puede sufrir persulfuracion, una modificacion
post-traduccional que se lleva a cabo en residuos de cisteina, en el grupo tiol, utilizando
H>S en la reaccion.

La relacién que guardan los genes CYS4 y CLN3 con el ciclo celular y la funcién del H,S
en levaduras, condujo a analizar la posible existencia de una interaccion genética entre
dichos genes.

En este proyecto se utilizaron distintas técnicas de biologia molecular para poder generar
mutantes de los genes y asi poder determinar la existencia de la interaccion genética entre
CYS4 y CLN3. Se determiné la interaccién genética entre estos dos genes mediante
cinéticas de crecimiento. También se analizé la habilidad de crecimiento en medios de
crecimiento con distintos estresores para observar la presencia de interacciones genéticas
positivas 0 negativas bajo diferentes condiciones.

Se observo la existencia de interacciones genéticas positivas y negativas entre los genes
CYS4 y CLN3 dependiendo de la condicion de crecimiento. Estos resultados sugieren que
estos dos genes estan conectados funcionalmente. La interaccidn genética se aprecia bajo
ciertas condiciones biolégicas como el estrés oxidante y el estrés en reticulo endoplasmico.

El fenotipo morfolégico y viabilidad que presenta la cepa con doble mutacion cys4Ac/in3A
en medios con diferentes fuentes de carbono puede deberse a la activacion de la
respiracion celular, promoviendo la generacion de especies reactivas de oxigeno y, por
consecuencia, el estrés oxidante.

vii



1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1 Interacciones genéticas

Se puede definir a una interaccién genética como la influencia de alelos de distinto locus
para la determinacién de un fenotipo. Son desviaciones de la genética mendeliana debido
a que, a diferencia de la genética mendeliana, en la que el fenotipo observado se debe sélo
a la expresion del gen dominante, cierto fenotipo observado puede ser el resultado de la
expresion de un grupo de genes que, a su vez, pueden estar regulados por otro gen.

A inicios del siglo XX se observaron indicios de que algunos genes no actuaban
solos y que la mutacién de un solo gen podia tener multiples efectos. A pesar de que el
impacto que tienen una mutacion se observa principalmente en la caracteristica que se esta
investigando, muchas mutaciones producen efectos en otras caracteristicas en la célula.
Dichos efectos son llamados Efectos Pleiotropicos. La pleiotropia se basa en la complejidad
que presentan las interacciones genéticas en una célula?.

Por lo general, las interacciones genéticas se presentan en rutas bioquimicas o de
desarrollo de un organismo. Como un ejemplo se puede mencionar a la planta de
campanilla o especies de Campanula, en donde el fenotipo de la cepa silvestre consiste en
la flor color azul, resultado de la expresion de dos genes, W1y W2 (ejemplos), cuando se
obtienen mutantes sencillas de W1y W2, los fenotipos observados son flores color blanco
en ambos casos, indicando que se requiere de la expresion de ambos genes para observar
el fenotipo azul. EI gen W1 codifica una enzima que se encarga de convertir al precursor
gue produce la coloracién a un intermediario, el gen W2 codifica a otra enzima que convierte
al intermediario en el pigmento antocianina, que brinda el color azul en la flor. Aqui se
presenta una interaccién genética ya que se requiere la expresién de ambos genes para
que se pueda observar un fenotipo especifico, sin la expresion de alguno de estos genes el
fenotipo resultante se ve afectado® 2.

Se le denomina epistasis a la interaccion genética al expresar un fenotipo, donde el
alelo de un gen enmascara la expresion de los alelos de otro gen y expresa en su lugar su
propio fenotipo y, como se mencioné anteriormente, es indicativa de genes que interactdan
en una misma ruta bioquimica o de desarrollo. El término epistasis se utiliza en genética de
poblacién, en la que se utilizan herramientas estadisticas para el estudio del fenotipo. La
epistasis, o interaccion entre genes, ha sido fundamental para comprender la estructura y
funcién de vias genéticas, asi como la evolucién de sistemas genéticos complejos® 2.

Para estudiar las interacciones genéticas, que contribuyen a cierta caracteristica
bioldgica, y disectar la complejidad entre ellas se hace uso de una metodologia estandar
en la genética. Esta consiste basicamente en producir mutaciones en las células, después
estudiar las mutaciones para determinar cuantos loci hay involucrados y las mutaciones que
son de alelos del mismo gen. Finalmente se combinan las mutaciones para formar cepas
dobles mutantes para observar si interactian, recordando que la interacciébn genética
implica que los productos de dicha interaccion repercuten en un fenotipo de la célula® 2. En
organismos haploides, para poner en evidencia la presencia de interacciones genéticas
entre ciertos genes, la estrategia consiste en crear mutantes sencillas de los genes de
interés, seguido de la observacién y analisis del fenotipo celular, terminando con la




1. INTRODUCCION

generacién de una doble mutante de los genes en cuestién para observar el fenotipo y
determinar asi la existencia de una interaccién genética®: 3.

El fitness se evalua para poder determinar la existencia de una interaccion genética.
El fithess se puede traducir como una aptitud bioldgica, la capacidad que posee un
organismo para reproducirse al contar con cierto genotipo. En epistasis, el fithess de la cepa
con la doble mutacién es el que indica la presencia de una interaccion genética. Si la
mutacién en un organismo conlleva a la pérdida de cierta caracteristica, se supone que la
aptitud de dicho organismo para desarrollarse se vera disminuida al compararse con la cepa
silvestre, cada gen tendra un fitness propio. Se espera, entonces, que dos mutaciones
empeorarian la capacidad del organismo para desarrollarse, pero si existe algun tipo de
interaccion genética entre los genes bajo estudio el fenotipo observado puede ser benéfico
o perjudicial. Dos mutaciones son aditivas cuando el efecto de la doble mutacién es la suma
del efecto de las mutaciones individuales. Esto generalmente ocurre cuando se mutan
genes de vias o procesos bioldgicos distintos, indicando que no existe una interaccion
genética entre los genes mutados* > 6,

Las interacciones genéticas pueden ser positivas 0 negativas. El fenotipo se aprecia
en cepas con doble mutacién. Una interaccién genética positiva (epistasis positiva) se
presenta cuando la doble mutante tiene un fenotipo mas apto que el esperado. Por otro
lado, una interaccién genética negativa (epistasis negativa) es evidente cuando el fenotipo
de la doble mutante es menos apto que el que se espera por los efectos individuales de
cada mutacién, se pueden generar pérdidas de aptitud, es decir, la capacidad de un
organismo para realizar adecuadamente cierta actividad o funcién, la habilidad natural que
se tiene para desenvolverse adecuadamente bajo ciertas condiciones’ 8.

1.2 Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental

La levadura Saccharomyces cereviciae es utilizada cominmente tanto en la industria como
en la investigacion por poseer ventajas intrinsecas que permiten utilizarla como un modelo
de estudio de una gran gama de procesos biolégicos y bioquimicos. Es uno de los
microorganismos mas estudiados. En el &mbito de la industria la levadura en cuestion se
utiliza en procesos de sintesis de proteinas y compuestos o en la produccién de alimentos
como pan y bebidas alcohdlicas.

S. cerevisiae es un organismo eucarionte, un hongo unicelular que posee un
genoma relativamente pequefio, simplificando su andlisis tanto genético como molecular.
El genoma de S. cerevisiae fue secuenciado por completo y dado a conocer en 1996 en
una colaboracion de laboratorios de todo el mundo a cargo de André Goffeau, cuenta con
aproximadamente 12 millones de pares de bases, cuatro veces mayor al genoma de la
bacteria Escherichia coli y unas 200 veces menor al genoma humano. Una levadura
haploide cuenta con 16 cromosomas en los que se encuentran entre 200 a 2200 Kb con
poca cantidad de intrones. Se localizaron 6183 marcos de lectura abiertos (ORF) y se
predijo que de 5800 pertenecia a genes que codificaban proteinas. Un 72% de su genoma
es codificante, 30% de los genes se han caracterizado, un porcentaje del resto
corresponden a genes que codifican para proteinas estructuralmente relacionadas con
productos geénicos caracterizados en levadura u otros organismos. Los genes son
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relativamente pequefios, en promedio cuentan con 1.45Kb. Los cromosomas cuentan con

retrotransposones, variando en nimero y posicion dependiendo de la cepa de S. cerevisiae
9,10

El genoma no nuclear de Saccharomyces cerevisiae consta del ADN mitocondrial,
el cual codifica para un bajo porcentaje de proteinas mitocondriales y componentes para la
transcripcién mitocondrial. La mayoria de las cepas de S. cerevisiae cuentan con plasmidos
24, que se puede replicar y su ausencia en otras cepas no representa alguna modificacién
en el fenotipo®® 12,

El ciclo de vida de S. cerevisiae puede ser vegetativo o sexual. El ciclo de vida
vegetativo consiste en la divisién celular por gemacién, donde una célula hija crece
produciendo una gema en la célula madre, prosigue la division nuclear y la sintesis de la
pared celular para terminar con la separacion de las células, se lleva a cabo una division
mitdtica. Este ciclo se puede presentar en células haploides y diploides. Las células
haploides son las que se reproduciran sexualmente'2,

Existen dos tipos sexuales de S. cerevisiae, los cuales son a y a, que son
determinados por los alelos MATa y MATa. Si se hace un cultivo de dos cepas haploides,
una MATa y otra MATa, formando asi una célula diploide MATa/MATa, esto s6lo ocurre
cuando se tienen tipos sexuales diferentes. Las células diploides pueden esporular al
mantenerse en condiciones en las que los nutrientes son limitados. En el proceso de
esporulacion, la célula diploide lleva a cabo division meiética, dando como resultado a
cuatro esporas haploides (que son células dentro de un asca), dos a y dos a. Se puede
hacer uso de técnicas de microbiologia para separar las células o diseccién de tétradas y
hacer estudios de procesos como recombinacién o segregacion genética®® 4,

Otra de las caracteristicas importantes de S. cerevisiae es que puede sufrir el
proceso de trasformacién, una forma de transferencia horizontal de ADN. En este proceso
se introduce una molécula de dicho material genético al interior de una célula, ampliando el
genoma celular y pudiendo resultar en cambios heredables. Con estas inserciones
gendmicas se puede revertir alguna auxotrofia de una cepa silvestre para obtener una cepa
protétrofa a cierta molécula. Para poder manipular el genoma y llevar a cabo una
transformacion se hace uso de protocolos en los que se rompe la pared celular y se
permeabiliza la membrana para poder introducir el fragmento de ADN deseado. Son
requeridos vectores que puedan recombinarse con el ADN gendmico o replicarse dentro
del organismo transformado. Es esencial el uso de marcadores genéticos o marcadores de
seleccion, genes que determinen la sintesis de algin aminoacido o nucleétido o que
confieran resistencia a algin antibidtico, con el fin de identificar a las células que llevaron a
cabo la transformacion, logrando introducir el fragmento de ADN. Los genes que se usan
como marcadores de seleccion deben de estar incluidos en los vectores con los que se
pretende transformar a las células?® 13 1415,

Los primeros marcadores de seleccion utilizados en transformaciones de levaduras
fueron URA3, LEU2 e HIS3, que fueron clonados en plasmidos propios de E. coli y
posteriormente utilizados para crear bibliotecas para S. cerevisiae. La construccion de
plasmidos para levaduras es importante para estudios y desarrollo de técnicas de biologia
molecular en dichos organismos. Los vectores o plasmidos construidos cuentan con una
importante caracteristica que es la capacidad de replicarse en E. coli y en levaduras al
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contar con origenes de replicacion en ambos organismos, también cuentan con marcadores
de seleccion expresables en levaduras y otros expresados en la bacteria. Hay diferentes
tipos de vectores construidos para levaduras, existen plasmidos que carecen de origen de
replicacion por lo que son integrativos, recombinan con el ADN gendémico para permanecer
en la levadura; los plasmidos 2u pueden mantener 12 copias aproximadamente dentro de
la célula; vectores que poseen una region de replicacion auténoma (ARS) y una region
centromérica (CEN) no se integraran al genoma y la levadura solo contara con una copia
de dicho vector; se pueden construir plasmidos con los origenes de replicacion que se
deseen para tener ciertas copias por célulal4 161718,

La importancia de los vectores para levaduras radica en el hecho de que pueden ser
utilizados para clonar a genes y revertir mutaciones, clonacién de genes silvestres o la
generaciébn de mutantes para el estudio detallado o caracterizacibn del gen bajo
investigacion. Estos experimentos se pueden realizar en células haploides como en
diploides, siguiendo los debidos procedimientos# 19 20. 21,

Saccharomyces cerevisiae tomo gran relevancia cuando se descubrié una de sus
caracteristicas mas importantes, la capacidad de fermentar azlcares, lo que ha sido
aprovechado a lo largo de la historia de la humanidad y ha servido para el desarrollo de la
industria alimenticia. Se utiliza la fermentacion industrial en la preparacion de alimentos
como el vino, la cerveza, el pan, entre otros. La fermentacion alcohdlica que presenta esta
levadura representd un gran avance en la ciencia desde que se descubrié que llevaba a
cabo este proceso bioquimico, ya que se comenzaron a realizar estudios sobre el
metabolismo que produce etanol y biéxido de carbono a partir de la glucosa. Generalmente,
la fermentacion se realiza en condiciones de anaerobiosis, pero S. cerevisiae puede tener
activada esta via metabdlica alin en presencia de oxigeno, puede metabolizar carbohidratos
como glucosa, galactosa, sacarosa, entre otros, la oxidacion completa de los carbohidratos
produce dos moléculas de etanol, dos moléculas de agua y dos moléculas de biéxido de
carbono, ademas, con el proceso bioquimico antes mencionado se obtiene poca energia,
ya que se generan dos moléculas de ATP. S. cerevisiae también puede obtener energia
proveniente de fuentes de carbono no fermentables, activando vias metabdlicas alternativas
a la fermentacion?? 23 24.25. 26,

Todas las caracteristicas que se han descrito hasta el momento son las que
convierten a Saccharomyces cerevisiae como un modelo perfecto en diversas areas de
investigacion. Desde hace afios se ha utilizado a dicha levadura como modelo bioldgico en
investigacion por el hecho de que tiene una reproduccién rapida y los medios de cultivo son
baratos, posee un ciclo de vida vegetativo y un ciclo de vida sexual, lo que implica estudios
en organismos haploides y diploides faciles de reproducir. Este organismo es utilizado para
los estudios de genética, metabolismo, caracterizacion de genes y proteinas entre muchos
otros.

1.3 El ciclo celular y la fase G1 en Saccharomyces cerevisiae

El ciclo celular se refiere a la progresion de fases, eventos bioquimicos y morfolégicos que
ocurren en una célula teniendo como objetivo la reproduccion celular. Para lograr la
reproduccion celular es necesario que la célula crezca, que duplique componentes celulares
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y asi dividirse. En todos los organismos las células deben dividir su material genético y éste
debe ser repartido cuidadosamente entre la célula madre y la hija. Se ha utilizado a
Saccharoyces cerevisiae como modelo de investigacion y ha servido de base para el
estudio de eucariontes superiores. 2%

Las fases que conforman este proceso biolégico son cuatro (Figura 1.1). A grandes
rasgos, en la fase G1 la célula crece hasta llegar a un tamafio critico y aumenta la masa al
sintetizarse gran cantidad de proteinas y otras macromoléculas. Le sigue la fase S, en la
gue el ADN se replica, en eucarionte los cromosomas se duplican. Después, en la fase G2,
la célula se prepara para la division celular, continua la sintesis de proteinas. Finalmente,
en la fase M, se lleva a cabo la division celular (mitosis) para dar origen a una célula hija.
Durante el ciclo celular participan una serie de proteinas para la progresion entre fases, las
cuales varian entre células humanas y de levaduras?” 2°.
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Figura 1.1 Esquema del ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae. Morfologia celular y sucesos que
se llevan a cabo durante las diferentes fases del proceso biologico 7.

Las levaduras se dividen por gemacion, por lo cual, la célula hija es de menor
tamafio a la célula madre. La célula hija debe de alcanzar un tamafio critico antes de iniciar
la division celular?,

El desarrollo del ciclo celular esta controlado por diversas ciclinas y cinasas
dependientes de ciclina (CDK’s). Las ciclinas activan sitios especificos de las CDK y por
medio de fosforilaciones de ciertos sustratos promueve el progreso del ciclo celular. Una
vez que las ciclinas asociadas a la CDK cumplen su funcion, son ubiquitinizadas y




1. INTRODUCCION

desactivan a la CDK. En S. cerevisiae la Unica CDK es la Cdc28p y es codificada por el gen
CDC28, su nivel permanece constante durante todo el ciclo celular?,

Las ciclinas son las proteinas encargadas de dirigir los acontecimientos del ciclo
celular. Existen diferentes tipos de ciclinas y su variacion o abundancia depende de la fase
en la que actian (Figura 1.2). Las ciclinas de la fase G1 son necesarias para iniciar el ciclo
celular, las ciclinas de la fase S se requieren para la replicacion cromosémica y las ciclinas
mitéticas son necesarias para la mitosis?.
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DE FASE G1 DE FASE S MITOTICAS
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Cdc28p guinasa

Cin3

N
Ve
vd

I G1

00 g0

Figura 1.2 Proteinas en ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae. Variacion relativa de las
principales proteinas involucradas en el ciclo celular y morfologia celular durante cada fase.
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En la fase G1 del ciclo celular de S. cerevisiae, las proteinas importantes son la
Cdc28p y CIn3. La CDK es activada por la ciclina CIn3 inicialmente, desencadenando una
serie de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion que tienen como fin la traduccion de
CLN1 y CLN2. Las ciclinas CInl y CIn2 interactian con la CDK para poder entrar al
checkpoint START y proseguir con el ciclo celular. El nivel de CIn3 es constante durante
todo el ciclo, aunque su vida media es muy corta?®.

Uno de los puntos clave del ciclo celular en la fase G1 es START, un checkpoint en
el que comienza a emerger la gema y va a comenzar la sintesis de ADN. Se verifican las
condiciones y el tamafio celular sean los adecuados para progresar a la siguiente fase. Si
la célula no tiene las condiciones necesarias, el ciclo celular se detienen en la fase G1. Una
vez que la célula se encuentra en START, se compromete el progreso a la fase S?" 28,

Otro de los genes importantes durante el ciclo celular de S. cerevisiae es CYS4. No
es un gen propio del ciclo celular, pero se ha observado relacion con la duracién de la fase
G1 del ciclo celular. También se tienen registros en referencias que indican que la proteina
Cys4p tiene una interaccion fisica con la proteina Cdc28p.

1.4 CYS4 y CLN3 en Saccharomyces cerevisiae

CYS4 es un gen compuesto por 1523pb, localizado en el cromosoma VII del genoma de
Saccharomyces cerevisiae. Este gen codifica a la proteina cistationina p-sintasa (CBS), que
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es la encargada de sintetizar cistationina a partir de homocisteina y serina. Este es el primer
paso de la biosintesis de cisteina por la via de la transulfuracion, este paso esta
comprometido (no es reversible). La via de la transulfuracién es la ruta metabdlica en la que
se interconvierte la homocisteina y cisteina formando como intermediario a la cistationina,
se presenta en bacterias, mamiferos y levaduras, pero sélo S. cerevisiae cuenta con dos
juegos de enzimas que catalizan las reacciones inversas, Cys4p y Cys3p son las enzimas
responsables de convertir a la homocisteina a cisteina, mientras que Str2p y Str3p
convierten a la cisteina en homocisteina (Figura 1.3) 303132, 33,34
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Figura 1.3 Esquema de la via de la transulfuracion en Saccharomyces cerevisiae. Reacciones que
muestran la interconversion entre la homocisteina y la cisteina.

El gen CYS4 de levadura posee un homélogo en humano, la cistationina B-sintasa
(CBS) humana. Se han realizado estudios para la investigacion de homocistinuria,
enfermedad caracterizada por la acumulacién de homocisteina debido a la deficiencia de la
enzima. Se ha observado que la cistationina B-sintasa humana que es expresada en
levaduras es funcional ya que revierte el fenotipo en cepas de levadura que no poseen el
gen CYS4. La proteina de levadura y la humana son 38% idénticas y 72% similares,
indicando la conservacién evolutiva de dicha proteina®®: 3637,

Se han realizado estudios en los que se observo que la actividad de la cistationena
B-cintasa, en conjunto con la cistationina y-liasa (responsable de convertir la cistationina a
cisteina en la transulfuracion) es responsable de la generacion de H.S intracelular. La CBS
es la enzima que genera una mayor cantidad de H,S en la ruta de la transulfuracién. La
proteina, tanto de levadura como la humana, producen H,S%.
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También se ha relacionado a CYS4 con la transicion de fases del ciclo celular en
levaduras. Promueve el avance de START, un punto de control en la fase G1 del ciclo
celular en S. cerevisiae y promueve el crecimiento celular®.

El gen CLN3 consta de 1742pb, se encuentra en el cromosoma | y codifica a la
proteina CIn3p, una ciclina involucrada en la progresion de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular de S. cerevisiae al activar a la cinasa Cdc28p (Unica cinasa dependiente de ciclinas
en este organismo). Regula la transcripcion de otras ciclinas G1, Cinl y CIn2, codificadas
por los genes CLN1 y CLN2 respectivamente. Una vez que estas proteinas interactiian con
la Cdc28p, la célula puede entrar al punto de control START?0: 41,42, 43,44,

Las mutantes que no contienen a CLN3 presentan un aumento en el tamafio celular
y se alarga la fase G1 ya que se deben activar otros genes que son regulados por
fosforilaciones y protedlisis para reponer la ausencia de CLN3%% 4¢,

Cuando se tiene la cantidad adecuada de nutrientes, las células dejan su estado de
inactividad para iniciar el crecimiento y la posterior division celular. CLN3 es de los primeros
genes en activarse cuando se reponen los nutrientes. Estudios muestran que metabolitos
como acetil-CoA favorecen la transcripciéon de CLN3, promoviendo asi la entrada al ciclo
celular®’.

1.5 H,S y S-persulfuracion

Se han realizado estudios del sulfuro de hidrégeno (H2S) por ser una molécula de
sefializacién. Esté involucrado en varios en varios procesos biolodgicos desde neuroldgicos
hasta inmunoldgicos. Al tener un papel biol6gico importante, ha surgido la pregunta de
como es el mecanismo de accién del gas en cuestion para lograr observar los efectos
fisiolégicos en organismos?*® 4,

Una de las formas de sefializacion del H,S es la modulacion de proteinas por medio
de modificacion denominada S-sulfhidratacién, pero el término mas adecuado es S-
persulfuracion. La S-persulfuracion es una modificacion oxidativa postraduccional que
ocurre en el grupo tiol de residuos de cisteina, al igual que la S-nitrosacion, S-sulfenilacién
y S-glutationilacion. Esta modificacién puede explicar los efetos del H.S ya que varias
proteinas son controladas por la modificacién mencionada“.

La S-persulfuracion no ocurre con la reaccion del grupo tiol directamente con el H.S.
Se requiere que el grupo tiol esté oxidado y asi reaccionar con un anién sulfuro. Otra
manera de llevar a cabo la modificacion es al reducir H»S con H>O» obteniendo una molécula
HSOH, que puede reaccionar con el grupo tiol de la cisteina produciendo la perulfuracion;
si HSOS reacciona con otra molécula de H.S se forma HSSH, que también puede ser
atacado por el grupo tiol de la cisteina. Estas reacciones pueden ocurrir en condiciones
fisiol6gicas®™.
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Las interacciones genéticas pueden estudiarse para disectar la complejidad que presentan
los genes en determinadas rutas o procesos bioldgicos. En el punto anterior se explicé una
manera de investigar y comprobar la existencia de interacciones genéticas. En organismos
como S. cerevisiae el fithess que se evalla es la cinética de crecimiento. Estos estudios se
realizan en las cepas que poseen mutaciones sencillas de los genes bajo investigacion, la
cepa que cuenta con la doble mutacién y la cepa silvestre, se esta manera se determina la
existencia de una interaccion entre los genes con los que se esté trabajando .

La cistationina B-sintasa, codificada por el gen CYS4 en levadura, esta altamente
conservada entre humano y levadura. Ambas se relacionan con la produccion de H,S
intracelular al llevar a cabo reacciones de la via de transulfuracion. Singh y colaboradores
(2009) realizaron estudios de cinética enzimatica en los que se analiza la actividad de la
CBS humanay de S. cerevisiae. En este estudio determinaron que estas enzimas generan
H.S mediante un B-remplazo de la cisteina por la homocisteina generando la cistationina.
Estas enzimas generan H.S en mayor cantidad comparandola con la otra enzima de la via,
la cistiotanina y-liasa (CSE). Se sugiere que entre un 25-70% del H,S generado en la ruta
de la transulfuracién es gracias a la enzima CBS y depende de la activacion alostérica por
S-adenosilmetionina®.

Se ha reportado una relacion entre CYS4 y la regulacion del ciclo celular en S.
cerevisiae. Hoose y colaboradores (2012) muestran en un estudio en el que realizaron una
serie de deleciones de una serie de genes, de los cuales, pocos eran los que alteraban el
ciclo y el tamafio celulares. Para que la célula pueda comenzar su division, es necesario
que se activen una serie de genes, biogénesis ribosémica, sintesis de proteinas y factores
que aun no son relacionados con la regulacion del ciclo celular. Descubrieron que una
funcién no catalitica de la proteina codificada por CYS4 promueve a START de dos
maneras, una requiere la actividad catalitica de CBS y otra mediante una funcién no
catalitica de la proteina. También se observé que la sobreexpresion de CYS4 contribuye
con el inicio temprano de START, disminuye el tamafio critico celular y su tasa de
crecimiento es mayor. Por otra parte, la cepa con eliminacién de CYS4 cuenta con una tasa
de crecimiento menor, su proliferacion es lenta. Realizando redes de interacciones de
genes que codifican proteinas involucradas en una fase G1 larga, se encontrd una relacion
entre CYS4 y CDC28, este ultimo esta fuertemente relacionado con CLN3%°,

Las cepas que cuentan con la eliminacion del gen CYS4, en levaduras, producen
una cantidad mayor de H,S debido a la activacion de la via alterna de asimilacién del azufre.
También son auxotrofas a cisteina, en medios minimos se requiere la adicion de este
aminodcido para la proliferacion. Las cepas cys4A muestran un alargamiento de la fase G1
del ciclo celular y, por ende, el tamafio critico celular aumenta. La mutante muestra una
disminucién en la taza de reproduccion®® 3L,

Se hareportado una interaccion entre CYS4 y CDC28. Gavin y colaboradores (2006)
realizaron un estudio en el que estudiaron complejos proteicos en S. cerevisiae, purificaban
proteinas por afinidad y los analizaban por espectrometria de masas. Relacionaron
proteinas que tenian actividad en diversos procesos bioldgicos pero que se encuentran en
el mismo complejo, de entre los cuales observaron la interaccion fisica entre CYS4 y
CDC28%,
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Uno de los genes importantes también relacionados con CDC28 es CLNS3. En S.
cerevisiae, CLN3 se expresa en mayor medida cuando la célula tiene los requerimientos
necesarios para iniciar la division celular. Es la ciclina que activa a la Cdk Unica en levadura,
Cdc28p, en la fase G1 del ciclo celular. Su activacion desencadena una serie de
fosforilaciones y protedlisis que permiten la transcripcion de las demas ciclinas G1, CLN1y
CLN2, que marcan la entrada a START. Se ha determinado que la ausencia de CLN3
produce un aumento en el tamafio celular y el alargamiento de la fase G1 del ciclo
celular®® 47,

La eliminacion del gen CLN3 en S. cerevisiae produce un alargamiento de la fase
G1 de ciclo celular y, por consecuencia, el tamafio celular aumenta. Talarek y colaboradores
(2017) observaron en un estudio que al colocar a mutantes c/n3A en medios con fuentes
de carbono no fermentativas las células disminuyen el tamafio celular*® 4.

En estudios realizados con anterioridad en nuestro laboratorio, se tuvieron indicios
de que la proteina CIn3 podria ser blanco de S-persulfuracion, una modificacion
postraduccional que se pueden presentar en residuos de cisteina en algunas proteinas.
Para realizar esta modificacion se requiere de un donador de azufre, H.S, y un grupo tiol
libre en la proteina blanco.
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3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Como se indicé en apartados anteriores, el organismo Saccharomyces cerevisiae se ha
utilizado como modelo de investigacién debido a todas las caracteristicas que posee entre
las que se encuentran la facilidad de modificar el genoma, su rapida reproduccion, medios
de cultivo relativamente baratos, se pueden tener cultivos de células haploides y diploides.
Es por lo que representa una buena opcion para investigar interacciones genéticas en dicho
organismo.

Sabiendo gue las interacciones genéticas se suelen presentar en genes gue estan
relacionados con vias metabdlicas o procesos biolégicos y a eso sumamos lo que se sabe
hasta el momento sobre los genes CYS4 y CLN3, su implicacion con la fase G1 del ciclo
celular en Saccharomyces cerevisiae y la relacion que podria existir con el H.S surge la
pregunta sobre la posible interaccidbn genética que podria presentarse entre los genes
mencionados.

Al hacer uso de técnicas de biologia molecular se pueden realizar ensayos en los
que se pondria de manifiesto el fenotipo de las cepas adecuadas, segun la literatura, para
determinar asi si existe una interaccion genética entre los genes CYS4 y CLN3. Los
fenotipos que presenten las cepas generadas pueden varias dependiendo las condiciones
en las que se encuentren, por ello se puede determinar la existencia de interacciones
genéticas en distintos contextos bioldgicos.

3.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existe algun tipo de interaccién genética entre los genes CYS4 y CLN3 de Saccharomyces
cerevisiae?

3.2 Hipotesis

Si CYS4 y CLN3 tienen algun tipo de interaccién genética en el control de la fase G1 y
START del ciclo celular, ésta podria detectarse mediante el andlisis fenotipico de las
mutantes respectivas.
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4. OBJETIVOS
Objetivo general:

e Determinar si existe una interaccion genética entre CYS4 y CLN3 en
Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos particulares:

¢ Realizar deleciones del gen CLN3 para obtener la cepa con mutacion sencilla cIn34
y la cepa con doble mutacion cys4Acin3A.

e Evaluar por medio de curvas de crecimiento la existencia o no de una interaccion
genética.

o Observar y comparar el fenotipo de cepas mutantes cys44, cin34, la doble mutante
cys4Acin3A y la cepa silvestre en diferentes condiciones.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Cepas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas utilizadas en el estudio se enlistan en las tablas 5.1.1, 5.1.2 y 5.1.3.

Cepa Genotipo Referencia
Levaduras
BY4742 MATa, his341, leu240, lys240, ura340 19
cys4A MATa, his341, leu240, lys240, ura340, cys4A::.clonNAT -
MATa, his341, leu240, lys240, ura340, cIn34:: clonNAT Este
cln3A _
trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, ura340, cys4A4::ClonNat, Este
cys4Acin3A cin34::G418 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cys4A:: clonNAT, Este
RPMV002 pRS416::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cys4A:: clonNAT, Este
RPMV003 YEp352::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cys4A:: clonNAT, Este
RPMV008 pRM09::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cys4A:: clonNAT, Este
RPMV009 pRM10::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cIn34:: clonNAT, Este
RPMV010 pRS416::URAS trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cIn34:: clonNAT, Este
RPMVO11 YEp352::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cIn34:: clonNAT, Este
RPMVO12 pRMO06::URA3 trabajo
MATa, his341, leu240, lys240, cIn34::ClonNat, Este
RPMV013 pRMO08::URA3 trabajo
RPMVO014 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, pRS416::URA3 triggjo
RPMVO15 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, YEp352::URA3 trizfio
RPMVO16 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, pRM06::URA3 triggo
RPMVO17 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, pRM08::URA3 trizfio
RPMVO18 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, pRM09::URA3 trizgo
RPMVO19 MATa, his341, leu240, lys240, ura340, pPRM10::URA3 Este_
trabajo
Bacterias

Escherichia F-80dlaczZ M15 (laczYA-argF) U169 recAl
coli DH5a endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl

Tabla 5.1.1 Cepas utilizadas en este estudio.
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5. MATERIALES Y METODOS

Plasmidos utilizados en este proyecto.

Plasmido

Descripcién

Referencias

pAG25

Amp' para E. coli, contiene el gen NAT1 que codifica para
nourseotricina N-acetil-transferasa, marcado de seleccién
clonNAT " para levaduras transformadas.

52

pUG6

Amp" para E. coli, contiene el gen KanMX de Tn903,
confiere resistencia al antibiético geneticina, marcador de
seleccién G418" para levaduras transformadas.

53

pRS416

Plasmido monocopia con marcador de seleccion URA3
para levaduras transformadas. Amp" para células E. coli.

54

YEp352

Plasmido multicopia con marcador de seleccion URA3 para
levaduras transformadas. Amp’ para células E. coli.

55

pPCR3

Clonacion del gen CYS4 en el vector pJET1.2. Amp’ para
células E. coli.

PRMO4

Construccion de plasmido pRMO04, ligacién de clonacién de
CLN3 con stios de restriccion Bamhl y Xabal y el vector
pJET1.2. Amp" para células E. coli. URA3 para levaduras
transformadas.

Este trabajo

pRMO6

Construccion de plasmido pRMOQ6, ligacién de CYS4 (Gen
Completo) y el vector pRS416. Amp" para células E. coli.
URA3 para levaduras transformadas.

Este trabajo

pRMO8

Construccion de plasmido pRMO08, ligacién del gen CYS4
sin extremo carboxilo terminal y el vector YEp352. Amp’
para células E. coli. URA3 para levaduras transformadas.

Este trabajo

PRMO9

Construccion de plasmido pRM09, ligacion del gen CLN3 y
el vector pRS416. Amp" para células E. coli. URA3 para
levaduras transformadas.

Este trabajo

PRM10

Construccion de plasmido pRM10, ligacion del gen CLN3 y
el vector YEp352. Amp' para células E. coli. URA3 para
levaduras transformadas.

Este trabajo

Tabla 5.1.2 Plasmidos utilizados en este estudio

Los oligonucledtidos destinados para clonar y eliminar genes en este proyecto
fueron diseflados en el programa Serial Cloner (version 2.6, software desarrollado por
Franck Perez, CNRS Institut Curie), la secuencia de los oligonucle6tidos utilizados para la
confirmacion de deleciones y secuenciacion de plasmidos se obtuvieron de bases de datos.
Todos fueron sintetizados por Sigma Aldrich.
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Oligonuclettido  Secuencia 5> 3’ Descripcion
TCTCCCTTTTACTCTCGTTCAAGACACTGA O“gc.’(;‘uc'eo“do |
cIn3F TTTGATACGCTTTCTGTACGcagctgaagcettcgt Ze”t' 0 para &
acqc elecion del gen
CLN3
Oligonucledtido
cIn3R TTTGCAAATTTTAATTTATTTGTTGTTAAATG antisentido para la
CATTTTTTTTTTGTCGTTcataggccactagtggatc delecion del gen
CLN3
Oligonucledétido
sentido para la
CIn3A GAGTCCCAGTCGCAATCTCACATC confirmacion de la
deleciébn del gen
CLN3
Oligonucleotido
antisentido para la
CIn3D ACGATAGTAATCGTATTTTAGGTTGTGC confirmacién de la
delecion del gen
CLN3
Oligonucledétido
sentido para la
TEFprom CGGCGTGGGGACAATTCAA confirmaciéon de la
deleciébn del gen
CLN3
Oligonucledtido
sentido utilizado
MataF GCACGGAATATGGGACTACTTCG como control para la
confirmacion de la
delecion del gen
CLN3
Oligonucledtido
antisentido utilizado
MataR AGTCACATCAAGATCGTTTATGG como control para la
confirmacion de la
deleciébn del gen
CLN3
Oligonucledtido
sentido para la
CIn3-BamHI catagcggatccAGCCAAAGAGGCCGGTTTTCC clonacién del gen
CLN3 con sitio de
restriccion BamHl
Oligonucledtido
antisentido para la
CIn3-Xbal agcctatctagaGAGAGGGGCAGATGTTCAAGC clonacién del gen

CLN3 con sitio de
restriccion Xbal

Tabla 5.1.3 Oligonucledétidos utilizados en este estudio.
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5.2 Medios de Cultivo y condiciones de crecimiento

Los cultivos de E. coli para la extraccion de los pladsmidos utilizados en el proyecto se
realizaron en 10 mL de medio Luria Bertani (LB, 1% de triptona, 1% de NaCl y 0.5% de
extracto de levadura) adicionando Ampicilina a una concentracion de 100 pg/mL, se
incubaron a 37°C toda una noche con agitacion constante. Las placas para cultivos de
bacterias se realizaron con medio LB adicionando 2% de Bacto agar.

Los cultivos de las diferentes cepas de levaduras utilizadas en el proyecto se
realizaron en 10 mL de medio Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD, 1% de extracto de
levadura, 2% de peptona de gelatina y 2% de dextrosa) incubandose a 30°C toda la noche
con agitacion constante. Cuando era necesario. Las placas para los cultivos de levaduras
se realizaron con medio YPD adicionando 2% de Bacto agar. De ser requerido, se adicion6
antibiético en las siguientes concentraciones: clonNAT 100 pg/mL o 50 pg/mL y G418 100
png/mL o 50 pug/mL dependiendo de la sensibilidad de las cepas.

Para observar los fenotipos de las cepas de levadura utilizadas en este proyecto, se
realizaron en los siguientes medios, incubandose todos a 30°C durante 3 dias:

Medio YPD (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de gelatina, 2% de dextrosa
y 2% de Bacto agar) adicionando: EtOH en una concentracion final de 2%, 4%, 8% y 10%;
H202 3 mM, 5 mMy 7 mM; Sorbitol 1 mM; NaCl 0.5 M; Tunicamicina 0.25 pg/mL, 0.5 pg/mL
y 0.7 pg/mL.

Medio YP-Gal (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de gelatina, 2% de
Galactosa y 2% de Bacto agar).

Medio YP-Lac (1% de extracto de levadura, 1% de peptona de gelatina, 0.12% de
(NH4)2SOs4 (Sulfato de amonio), 0.1% de KH.PO. (Fosfato monopotésico), 2% de acido
lactico y 2% de Bacto agar) ajustando el pH a 5.5 con NaOH antes de esterilizar en
autoclave.

Medio YP-Glicerol (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de gelatina, 2% de
glicerol y 2% de Bacto agar).

Medio YP-EtOH (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de gelatina, 2% de
EtOH y 2% de Bacto agar).

Medio YP-Glicerol/EtOH (1% de extracto de levadura, 2% de peptona de gelatina,
2% de Glicerol/EtOH en proporciéon 1:1y 2% de Bacto agar).

5.3 Obtencidn de células competentes

Se utilizaron células BY4742, cys4A y cIn3A para obtener células competentes de cada
cepa siguiendo los siguientes pasos: se dejo un pre-cultivo de ambas cepas en 10 mL de
YPD con el que posteriormente se inocularon 50 mL de YPD y se incubd hasta que se
alcanzara una DOego de 0.5-0.7, se colocaron en tubos de 50 mL y se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 min, se realizaron dos lavados a las células, primero con 5 mL de agua estéril
y después con 5 mL de SORB estéril (LIOAc 100 mM, TRIS pH 8.0 10 Mm, EDTA1 mMYy
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sorbitol 1 M) finalmente se re-suspendié el boton en 360uL de SORB y 40uL de DNA
(salmon sperm 10 mg/mL), se almacenaron las células a -80°C.

5.4 Delecion de CLN3 para obtener la cepa mutante cIn34, transformacion de células
BY4742

Para obtener a la cepa cIln3A se transformaron a células competentes de la cepa BY4742
con el producto de PCR para deletar a CLN3, obtenido conforme se menciona en la Tabla
5.4. Para la transformacién se utilizaron 20 pL de células competentes BY4742
mezclandolos con 10 pL del producto de PCR y 100 uL de Plate Mixture (LiIOAc 100 mM,
TRIS HCI pH 8.0 10 mM, EDTA/NaOH pH 8.0 1 mM y PEG 3350 40%), se incubaron por
30 min a temperatura ambiente. Se adicionaron 15 pL de DMSO y se dio un choque térmico
a 42°C por 15 min, centrifugamos a 14000 rpm por 10 seg para descartar sobrenadante y
resuspender el botén en 500 uL de YPD, se incub6 a 30°C por 4 h 'y se plaque6 en placas
de YPD y el marcador de seleccién clonNAT 50 ng/mL. Se incub6 a 30°C de 2 a 3 dias.

Mezcla para PCR Condiciones de PCR

Volumen Reactivo Desnaturalizacion inicial 95°C, 30 seg
cbp 20 uyL  Agua Desnaturalizaciéon 95°C, 10 seg
4.0 pL Buffer Phusion HF 5X Hibridacion 55°C, 30 seg
0.4 uL dNTP’s 10 mM Extension 72°C, 30 seg
2.0 uL Templado pAG25 1 ng/uL Final de extension 72°C, 10 min
1.0 yL Oligonucle6tido CIn3F 10 uM Hold 10°C =
1.0 uL Oligonicleétido CIn3R 10 uM Numero de Ciclos 35

0.2 uL Pushion DNApolimerasa

Tabla 5.4 Mezcla y condiciones de PRC para delecion de CLN3 en BY4742.

5.5 Delecion de CLN3 para obtener la cepa doble mutante cys4Acin3A,
transformacion de células cys44

Para la obtencién de la doble mutante cys4Acin3A se transformé a la cepa cys4A con el
producto de PCR obtenido conforme la Tabla 5.5. La transformacién se realiz6 siguiendo
los pasos del punto anterior, pero utilizando células competentes cys4A y plaqueando al
final en YPD utilizando como marcador de seleccion el antibiético G418 a 100 ng/mL y
también clonNAT100 mg/mL.

Mezcla para PCR Condiciones de PCR

Volumen Reactivo Desnaturalizacion inicial 95°C, 3 min
cbp 20 uyL  Agua Desnaturalizacion 95°C, 10 seg
2.5puL Buffer Dreamtag 10X Hibridacion 55°C, 30 seg
0.4 pL dNTP’s 10mM Extensién 72°C, 1 min
0.5 uL Templado pUG6 10ng/uL Final de extensién 72°C, 10 min
1.0 uL Oligonucleoétido CIn3F 10uM Hold 10°C =
1.0 uL Oligonucleétido CIn3R 10uM Numero de Ciclos 35

0.2 uL DreamTag DNApolimerasa

Tabla 5.5 Mezcla de PCR para delecion de CLN3 en cys4A.
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5.6 Comprobacion de la delecion de CLN3 en las cepas cln34y cys4Acin3A

Para confirmar la delecién del gen CLN3 se realizaron PCR con oligonucleétidos para
amplificar el gen completo o parte del gen (utilizando como templado DNA gendmico de
BY4742) y amplificar el plasmido de delecion utilizado (pAG25 o pUG6) en caso de las
mutantes cIn34 y cys4Acin3A (utilizando como templado DNA gendmico de colonias
transformantes).

Para la extraccion del DNA genomico de las cepas se dej6é un cultivo en 10 mL de
YPD toda la noche y se centrifug6 en tubos de 15 mL a 1500 rpm durante 3 min, se realiz
un lavado con agua y se traspas6 a tubos de 1.5 mL afiadiendo 200 pL de QTP (Triton 2%,
DSD1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI pH 8.0, EDTA 1 mM), Fenol/cloroformo 1:1 y 300 mg de
perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro. Se mezcl6 en vortex durante 4 min y se afiadieron
200 pL de amortiguador TE 1X pH 8.0 (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), se centrifugd A 14000
rpm durante 5 min y se transfirio el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL nuevo, se adicioné 1
mL de EtOH absoluto frio y se mezclo por inversion. Se centrifugd a 14000 rpm durante 2
min, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el botén en 400 pL de amortiguador TE
1X, se afadieron 3 pL de RNAsa 10 mg/mL y se incub6é a 37°C durante 5 min. Se
adicionaron 10 pL de acetato de amonio 4 My 1 mL de EtOH absoluto previamente enfriado,
se mezcloé por inversién y se centrifugd a 14000 rpm durante 2 min, se retiré el sobrenadante
y se dejo secar durante 15 min, finalmente se resuspendi6 el botén en 100 uL de agua.

Las condiciones de PCR con los oligonucleétidos A y D fueron las mismas para el
control, la mutante sencilla y la doble mutante. Al utilizar los oligonucleétidos Ay TEFprom,
se cambiaron las condiciones de PCR respecto a las anteriores, pero fueron las mismas en
el control y en la mutante sencilla.

Mezcla para PCR Condiciones de PCR
Volumen Reactivo Desnaturalizacion inicial 95°C, 3 min
cbp 25 uL  Agua Desnaturalizacion 95°C, 10 seg
2.5 puL Buffer ACtaq 10X Hibridacion 55°C, 30 seg
0.5 puL dNTP’s 10 mM Extensién 72°C, 1.5 min
0.5 uL Templado DNA genémico* Final de extension 72°C, 10 min
0.5 uL Oligonucle6tido CIn3A 10 uM Hold 10°C =
0.5 puL Oligonucle6tido TEFprom Numero de Ciclos 35

200 ng/mL

0.2 uL ACTag DNApolimerasa
Tabla 5.6 Mezcla y programa de PCR de confirmacién de la mutante sencilla cIn34 *Como control
se utilizaron los oligonucleotidos: MataF y MataR ambos a una concentracién de 200ng/mL vy el
templado fue el mismo.
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Mezcla para PCR Condiciones de PCR

Volumen Reactivo Desnaturalizacion inicial 95°C, 3 min
cbp 25 uL  Agua Desnaturalizacién 95°C, 10 seg
2.5 uL Buffer ACtaq 10X Hibridacién 55°C, 30 seg
0.5 uL dNTP’s 10mM Extension 72°C, 1 min
0.5 uL Templado DNA genémico* Final de extension 72°C, 10 min
0.5 uL Oligonucleoétido CIn3A 10 uM Hold 10°C =
0.5 uL Oligonucleoétido CIn3D 10 uM Numero de Ciclos 35

0.2 uL DreamTag DNApolimerasa

Tabla 5.6.1 Mezcla y programa de PCR de confirmacién de la mutante sencilla y la doble mutante.
*Como control, se utilizé el DNA gendmico de la cepa silvestre BY4742 como templado.

5.7 Clonacion de CLN3 en vector pJET1.2

Se utilizaron los oligonucletdtidos CLN3-BamHI (sentido) y CLN3-Xbal (antisentido) para
amplificar el gen CLN3 por medio de la técnica de PCR, empleando como templado en DNA
gendmico de la cepa silvestre BY4742 y la Pfu DNA Polimerasa de Thermo Scientifics, las
condiciones se muestran en la Tabla 5.7.

Se empled el ClonetJET PCR Cloning Kit de Thermo Scientific para hacer una
ligacion del DNA amplificado con los sitios de restriccion correspondientes y el vector
pJET1.2%. En la reaccion de ligacion se utilizaron 150 ng del DNA del producto de PCR, 50
ng del vector de clonacién, 20 yL del anortiguador T4DNA ligasa 10X y 0.2 uL de la enzima
T4ADNA Ligasa, de Thermo Scientifics, en un volumen final de 20 pL. Se incubd a
temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente se transformaron células componentes de la
cepa de E. coli DH5a por medio de choque térmico y se plaguearon en medio LB Ampicilina
(100 ng/mL).

Se realiz6 un mini-prep a las colonias transformantes y se hicieron digestiones para
confirmar la clonacion de CLN3 con sitios de restriccion en el vector pJET1.2 se utilizaron
la enzima Hindlll, que genera bandas de 4079 pby 1678 pb.

Mezcla para PCR Condiciones de PCR
Volumen Reactivo Desnaturalizacion inicial 95°C, 3 min
cbp 25 uL  Agua Desnaturalizacion 95°C, 10 seg
25 L Buffer Pfu + MgSO4 10X Hibridacion 47°C, 30 seg
0.5 puL dNTP’s 10 mM Extensién 72°C, 3 min
0.5 uL Templado DNA genémico Final de extension 72°C, 10 min
0.5 uL Oligonucleétido Cin3-BamHiI Hold 10°C =
10 uM
0.5uL Oligonucledtido CIn3-Xbal Numero de Ciclos 35
10 uM

0.25 uL Pfu DNA polimerasa
Tabla 5.7 Condiciones de PCR para amplificacion del gen CLN3 con sitios de restriccion BamHI y
Xbal.
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5.8 Construccion de plasmidos

Se realiz6 la construccion de diversos plasmidos con el fin de observar algin cambio en el
fenotipo de las cepas BY4742, cys4A y cIin3A transformadas con plasmidos que se
especificardn mas adelante. Los plasmidos que se utilizaron para subclonar a los genes
CYS4 y CLN3 son los vectores pRS416 y YEp352, ambos cuentan con cassette de
resistencia a ampicilina asi como con el operén Lac, los cuales se pueden llegar a expresar
cuando se encuentra en E. coli, su marcador de seleccién en levaduras es URAS, por lo
que las levaduras que contengan esos plasmidos creceran en medio minimo sin presencia
de uracilo, también contienen una region MCS (multiple cloning site) para insertar
fragmentos de DNA, cuentan con sitio de origen de replicacion en bacterias. La diferencia
entre los vectores de clonacion mencionados anteriormente es que el plasmido pRS416
poseé un centromero CEN6 fusionada a una secuencia de replicacion auténoma
(CEN/ARS), indicando que sélo puede haber una copia del plasmido en la célula de
levadura; mientras que el plasmido YEp352 posee una region 2 ori, por lo que la célula
puede poseer mas de una copia del vector.

La subclonacién de los genes CYS4 y CLN3 en los diferentes vectores se realiz
con el fin de observar cambios en el fenotipo de las cepas mencionadas con anterioridad al
sobreexpresar en diferentes niveles alguno de los genes en cuestion, en el apartado 6.4.8
se explica lo que se pretende observar en el experimento.

Las subclonaciones se realizan extrayendo un gen especifico de un plasmido e insertandolo
en un plasmido diferente. El laboratorio contaba con el plasmido pPCR3, el cual contenia
al gen CYS4 y se describe en la Tabla 5.1.2. La subclonacion de CYS4 se realizo
purificando a dicho gen de la digestién que se le hizo al plasmido pPCR3, secuenciado
previamente para verificar que el gen no contara con alguna mutacion.

Se realizaron las ligaciones de CYS4 con los vectores pRS416 Y YEp352, digeridos
previamente con las mismas enzimas con las que se digirid el plasmido pPCR3, y se
transformaron bacterias E. coli DH5a, para confirmar la correcta construccion se realizaron
digestiones del plasmido de las bacterias transformantes con enzimas de restriccién que
cortaran en una parte del gen clonado y en una parte del vector. Las digestiones para
confirmar la correcta construccién de los plasmidos se realizaron con las enzimas indicadas
en la Tabla 5.7.2.

Se realizaron digestiones de los plasmidos para poder purificar los fragmentos requeridos
para subclonar los genes CYS4 y CLN3 en los vectores pRS426 y YEp352. En la Tabla
5.7.1 se muestran las enzimas utilizadas, los fragmentos que se generan y los fragmentos
que se purificaran. La purificacion de realizé utilizando el GenJET Gel Extraction Kit de
Thermo Scientific. Se cortaron las bandas correspondientes y se colocaron en tubos de 1.5
mL y se agregd 1:1 (relacibn masa volumen) de Binding Buffer para incubarse
posteriormente a 60°C durante 10 min. La mezcla se colocé en las columnas del kit y se
centrifugd durante 1 min a 14000 rpm, se afiadieron 100 pL de Binding Buffer para volver a
centrifugar durante 1 min, se adicionaron 700 pL de Wash Buffer y se centrifugé durante 2
min, todos los sobrenadantes fueron desechados. Finalmente se adicionaron a la columna
50 pL de agua destilada para posteriormente centrifugar durante 1 min y el sobrenadante
se conservo para determinar la concentracion de DNA.
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Para la construccién de los pladsmidos que contuvieran al gen CYS4 y al gen CLN3,
se utilizé la enzima 4T DNA Ligasa 5 U/uL, de Thermo Scientific, para ligar los fragmentos
siguiéndose los siguientes pasos, una vez digeridos los plasmidos: En la reacciéon de
ligacion se colocaron 2.0 yuL de amortiguador 4T DNA ligasa 10X, una relacion 1:1y 1:5 de
vector/inserto, y se llevo a un volumen total de 20 pL con agua destilada. Se incub6 durante
1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se transformaron células competentes de la
cepa DHb5a de Escherichia coli para obtener mas copias del plasmido, la transformacion se
realiz6 mezclando 100 pL de células competentes y 10 uL de la reaccion de ligacion, se
incubaron durante 30 minutos en hielo para posteriormente dar un choque térmico a 42°C
durante 45 seg. Se incubaron 5 min en hielo, se adicionaron 500 yL de medio LB y se
volvieron a incubar ahora a 37°C durante 45 min. Se centrifugé a 14000 rpm durante 10
seg, se descartd la mayoria del sobrenadante y se resuspendio el botén en el resto. Se
plagued en cajas de medio LB ampicilina 100 pg/mL y se incubd a 37°C toda la noche.

Plasmido Enzima(s) de Fragmentos Fragmento
restriccion liberados (pb) purificado(pb)
2988
pPCR3 Sacl, Kpnl 2441 2441
2765
BamHI, Xbal, 1985
pRMO04 Pvul 990 2765
17
4796 4796
pRS416 Sacl, Kpnl 102
Yep352 Sacl, Kpnl 2175 5175
pRS416 BamHlI, Xbal 11286 4886
Yep352 BamHlI, Xbal 2175 5175

Tabla 5.7.1 Enzimas de restriccion utilizadas para digestion de plasmidos de los que se obtendra en
inserto. Los vectores fueron cortados con las enzimas de restriccion similares a las utilizadas en los
insertos.

Para determinar que los plasmidos de las células transformantes contenian la
construccién requerida, se hizo una purificacion de ellos de las células transformantes
previamente estriadas en medio LB ampicilina 100 pug/mL, con ayuda de palillos se retir6 la
mayor cantidad de células y se colocaron en 100 yL de agua en tubos de 1.5 mL, se
adicionaron 300 pL de amortiguador TENS (NaOH 1 N, SDS 0.5%, Tris-HCI 10 mM, EDTA
1 mM) y se agité en voértex durante 4 seg, se adicionaron 150 pL de acetato de sodio 3 My
se mezclé nuevamente en vortex durante 4 seg. Se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min
a 4°C, se paso el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL nuevo, se afiadieron 900 uL de EtOH
absoluto, se mezclé por inversion y se centrifugd a 14000 rpm durante 5 mina 4°C. Se
realizaron dos lavados con 1 mL de EtOH 70%, se centrifugé a 14000 rpm durante 2 min 'y
se descart6 el sobrenadante. Se dejé secar y se resuspendi6 el botén en 100 uL de agua.
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Una vez purificados los plasmidos, se realizaron digestiones que permitieran
diferenciarlos del plasmido de referencia. La Tabla 5.7.2 muestra las enzimas de restriccion
utilizadas y las bandas que se generan por la digestion.

Plasmido Plasmido de Enzima(s)de Fragmentos Fragmentos
construido referencia restriccion liberados en liberados en
(vector) plasmido plasmido de
construido (pb) referencia (pb)
. 4079 2721
pRMO04 pJET1.2 HindllIl 1678 553
4024 3419
pRMO06 PRS416 >E<EZ|RV 2477 1443
736 36
5591
EcoRV 4214
pRMO08 YEp352 BamH 1085 940
940
4321 3449
pRMO09 PRS416 EEEEY 1881 1443
1443 6
EcoRV 4531
pRM10 YEp352 xhol 3409 5181

Tabla 5.7.2 Digestiones con enzimas especificas para confirmar la subclonacién de los genes CLN3
y CYS4 en los vectores correspondientes.

El anexo | muestra los mapas de restriccién de todos los plasmidos utilizados en este
proyecto.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.8.1 Transformacién de levaduras con los plasmidos construidos

Las células competentes (obtenidas segun el punto 5.3) de las cepas BY4742, cys4A y
cin3A fueron transformadas con los plasmidos construidos y con los vectores vacios tal
como lo muestra la siguiente tabla.

Cepa Plasmido Cepa generada
pRS416 RPMV014
YEp352 RPMV015
pRMO6 RPMVO016
BY4raz pRMO08 RPMV017
pRMO09 RPMV018
pRM10 RPMVO019
pRS416 RPMV002
cysdA YEp352 RPMVO003
pRMO09 RPMV008
pRM10 RPMVO009
pRS416 RPMV010
YEp352 RPMVO011
cin3A pRMO6 RPMV012
pRMO08 RPMVO013

Tabla 5.8 Transformaciones de cepas con los plasmidos construidos.

Al concluir con la transformacion, repitiendo los pasos indicados en el punto 5.4 de
este apartado, se plague6 en Medio Minimo (SD con 0.17% de Bacto yeast nitrogen base,
2% de dextrosa, 0.5% de (NH4):SO., 2% de Bacto agar, Dropout -His -Ura 1X e histidina
1X), se adiciond cisteina a una concentracién 1X para los precultivos de las mutantes de
cys4A transformadas con los vectores vacios. Finalmente se incubaron las placas a 30°C
durante 72 h.

El Dropout -His -Ura 10X contiene 0.02% de alanina, 0.02% de arginina, 0.1% de
asparagina, 0.1% de acido glutamico, 0.06% de leucina, 0.02% de lisina, 0.02% de
metionina, 0.05% de fenilalanina, 0.375% de serina, 0.2% de treonina, 0.04% de tript6fano,
0.03% de tirosina y 0.15% de valina. Es esterilizado por filtraciébn y almacenado en
refrigeracion a 4°C. Se incorpora al medio SD después de que éste es esterilizado en
autoclave y cuando se enfria lo suficiente.

Los stocks 100X de aminoécidos (histidina y cisteina) se preparan 100 mg/50mL de
agua destilada y es filtrado para su esterilizacion. Se afiade al medio de la misma manera
gue se agrega el Dropout.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.9 Cinéticas de crecimiento

Para la evaluacién de crecimiento de las cepas generadas, se realizaron ensayos de
cinética de crecimiento. Se inocularon 2 mL de medio YPD, realizando diez réplicas
independientes de las cepas BY4742, cys4A, cIn3A y cys4Acin3A y se incubaron durante
24 h a 30°C. Se realizé una dilucion 1:10, en 100 yL de agua destilada, de cada cultivo y
se midié la D.O.e00 para después ajustarla a 0.01 en 200 uL de medio YPD en placas de
100 pozos del lector de placas Microplate Reader Standard Operating Procedure Synergy-
HT Biotek. Una vez inoculados los pozos correspondientes, se monitore6 la absorbancia
cada 15 min durante 48 h a una temperatura de 30°C sin agitacion. Finalizadas las 48 h se
recopilaron los datos de D.O.s0 Y Se realizaron gréaficas de D.O.s00 VS Tiempo.

5.10 Goteos

Para poner en evidencia el fenotipo de las cepas generadas se realizaron goteos en
diferentes medios. Para ello se realizaron precultivos en 10 mL de YPD de las cepas
BY4742, cysdA, cin3Ay cys4Acin3A incubados a 30°C por 24 hrs. Se realizaron diluciones
1:20 y se midi6 la D.O.e00 para posteriormente ajustarla a 1 D.O en 1 ml de agua estéril. Se
realizaron diluciones consecutivas para tener las densidades Opticas de 1, 0.1 0.01, 0.001
y 0.0001. Se coloco una gota de 10 pL de cada dilucién de todas las cepas en las placas
que se incubaron a 30°C durante 72 h o mas, en algunos casos. Las placas fueron
escaneadas con una resolucion de 300 ppi.

Los goteos en medio YPDL, para poder observar la produccién de H.S, se realizaron
con las cepas indicadas en la Tabla 5.8, se incluyeron los controles BY4742, cys4Ay cin3A.
Se realizaron precultivos de 10 mL en YPD de los controles y precultivos de 10 mL en medio
SD, se incubaron por 48 h a 30°C. Se realizaron diluciones 1:20 y se midi6 la D.O.es00 para
posteriormente ajustarla a 1 en 1 mL de agua estéril. Finalmente se colocaron gotas de 10
ul en las placas que fueron incubadas a 30°C por 3 dias. Finalmente, las placas fueron
escaneadas con una resolucién de 300 ppi.

5.11 Anélisis microscépico

Para observar el fenotipo de las cepas obtenidas y hacer una comparacion de dichos
fenotipos, se realizaron observaciones al microscopio. Se realizaron tinciones con el
colorante Azul de Tripano 0.4%, el cual es utilizado para hacer ensayos de viabilidad y asi
poder diferenciar las células vivas de las células muertas debido a que el colorante puede
atravesar solamente la membrana de células muertas. Se colocaron 5 L del colorante y se
mezclaron con 7uL de los cultivos en cuestion, se coloco la mezcla en portaobjetos y se
observaron en el Microscopio de Fluorescencia OLYMPUS BX51 con un objetivo 100X. Se
recolectaron fotografias tomadas con el software QCapture Pro.
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6. RESULTADOS
6.1 Obtencién de cepas mutantes cln34

Para eliminar genes en organismos, se hace uso de plasmidos de delecién. Dichas
estructuras de DNA contienen cassettes de resistencia a antibiéticos (en bacterias y
levaduras), los cuales son utilizados como marcadores de seleccién al realizar
transformaciones de células competentes. Estos plasmidos también cuentan con sitios de
origen de replicacion en bacterias. Regiones de estos plasmidos son insertados en el
genoma y remplazan a un gen deseado por medio de un evento de doble recombinacién
homologa. Para lograrlo se tienen que realizar PCR’s con oligonucleétidos especificos que
se disefian de tal manera que una parte corresponda a una regién comun en diferentes
plasmidos de delecion y otra parte corresponda a 50 bases rio arriba (para el oligonucledétido
sentido) y 50 bases rio abajo (para el oligonucle6tido antisentido) del gen que se planea
eliminar, de esta forma, al realizar la PCR correspondiente, se puede utilizar como templado
cualquier plasmido de delecién y el DNA amplificado correspondera a la seccion del
plasmido que contiene el cassette de resistencia a antibiético en levaduras y los extremos
corresponderan a regiones rio abajo y rio arriba del gen por eliminar.

En este proyecto se utilizaron los plasmidos pAG25 y pUG6 para eliminar el gen
CLN3 y obtener las cepas cln34 y cys4AcIn3A, correspondientemente, en la Tabla 5.1.2 se
encuentra la informacion pertinente de cada plasmido. Se realizaron los PCR’s como se
indica en la Tabla 5.4 para pAG25 y en la Tabla 5.5 para pUG6 en ambos casos con los
oligonucledtidos de delecion de CLN3 y se realizo la electroforesis en gel de agarosa 0.8%
de los productos amplificados. La amplificacién utilizando como templado a pAG25 y pUG6
debe de generar bandas de 1407 pb y 1712 pb, respectivamente al observarse en la
electroforesis de la Figura 6.1.

4000
3000

2000
1500

Figura 6.1 Electroforesis de productos de PCR de Tabla 5.5y 5.6.
Gel de agarosa que muestra en el carril 1 el marcador de peso
molecular 1kb DNA Ladder; Carril 2 y 3 muestran los productos de
la amplificacion del plasmido pAG25 con oligonucleétidos de
delecion de CLN3 (1407 pb); Carril 4 muestra los productos de la
amplificacion del plasmido pUG6 con oligonucleétidos de delecion
de CLN3 (1712 pb).

1000

500

Las bandas correspondieron a los tamafos esperados (Figura 6.1), indicando que
se amplificaron tanto el plasmido de deleciébn como los sitios pertenecientes a las regiones
de CLN3, por lo que se procedio a transformar las células competentes BY4742 con el
producto de PCR del carril 2 o 3 y se transforman células competentes de cys4A con el
producto de PCR del carril 4.
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6.1.1 Eliminacién del gen CLN3

Como se menciond en el apartado anterior, la eliminacion del gen CLN3 se realiza por
medio de un evento de doble recombinacion homologa, en la que se intercambia el gen por
el fragmento amplificado por PCR. El esquema que se muestra a en la Figura 6.2 ilustra
como es que se lleva a cabo la eliminacion de un gen.
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Figura 6.2 Esquema del proceso mediante el cual se lleva a cabo la eliminacién de genes en
levaduras, utilizando como ejemplo el plasmido pUG6. (Glildener et al., 1996)

Para obtener a la mutante sencilla c/ln3A se debe realizar la transformacion de
células competentes BY4742 con el producto de PCR obtenido segun lo indica la Tabla 5.4.
La doble mutante cys4AcIn3A se obtiene al transformar células competentes cys4A con el
producto de PCR obtenido conforme la Tabla 5.5, la eliminacion del gen CYS4 fue realizada
previamente en el laboratorio de investigacion. Las transformaciones se realizaron como se
indica en los apartados 5.4 y 5.5.

En la figura 6.3 se muestra un esquema con el proceso general de como es que se
llevé a cabo la delecion del gen CLN3 y cémo se puede hacer la confirmacion de dicha
eliminacion.
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Plasmido de delecion

TEFprom

Genoma

Recombinacion
Homologa

Recombinacion
Homoéloga

Integracion al genoma

PRC (2)

Si no se lleva a cabo la recombinacié homéloga amplifica:

A2

B.2 No amplifica

Figura 6.3 Esquema del proceso de delecion del gen CLN3 utilizando plasmido de delecién. PCR (1)
corresponde al que se realiza para obtener el fragmento de DNA con el que se transformaran células
competentes. PCR (2) corresponde a la amplificacion para confirmar la delecién del gen CLN3. Los
oligos CIn3A y CIn3D amplifican el marcador de seleccién en caso de que se haya dado el evento
de recombinacion. Dependiendo del tamafio amplificado se puede distinguir entre los dos
escenarios. En color verde se encuentra representado el gen CLN3. El marcador de seleccion esta
representado en color naranja. La zona color roja corresponde a la los oligos CIn3F, CIn3R y su
regidon complementaria en el genoma y en el plasmido de delecién, con estos oligos se realiza la
PCR(1). En color azul se encuentra la regién complementaria de los oligos CIn3A y CIn3D, con los
que se realiza el PCR(2) para los escenarios A.1 y A.2 . La zona morada corresponde al promotor
TEF, complementaria al oligo TEFprom y junto con el oligo CIn3A, se puede realizar el PCR(2) para
los escenarios B.1y B.2.

En los siguientes apartados se describira de manera mas detallada la comprobacion
de la eliminacion del gen CLN3 para obtener a las cepas cIln3A y cys4Acin3A.
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6. RESULTADOS

6.1.2 Transformacion de cepa BY4742 para obtencion de cepas cln3A

Para poder confirmar que el fragmento de DNA amplificado reemplazé al gen CLN3, se
tiene que realizar un PCR de confirmacion y se puede realizar de diversas maneras, una
de ellas es utilizando oligonucleétidos que correspondan a regiones no codificantes del gen
ubicadas rio arriba y rio abajo. Al momento de realizar la PCR, la cantidad de bases que se
amplifican al existir la mutacién en el genoma es diferente a las que se amplificarian si el
gen en cuestion estuviera en el genoma, por lo cual se utiliza como control un PCR con el
DNA genodmico de la cepa silvestre, en este caso la BY4742. Otra manera de confirmar la
eliminacion de un gen por PCR es utilizando oligonucleétidos, uno de los cuales
corresponde a una region no codificante cercana al gen y el otro correspondiente a una
region del pldsmido que se utilizoé para realizar la mutacién, por lo tanto, al realizar la PCR
correspondiente sélo amplifica cuando estd presente el fragmento del plasmido que
sustituyo al gen, en este caso se utiliza como control los oligonucle6tidos MataF y MataR,
los cuales amplifican el alelo sexual MATa, que es el que posee la cepa BY4742, la que se
utilizé en este proyecto, por lo tanto, si la PCR s6lo amplifica el control y no se observa
amplificacion al utilizar el oligonucleétido correspondiente al fragmento de plasmido, indica
que la recombinacién homodloga no se llevé a cabo y por consecuencia no existe una
eliminacion del gen en el genoma.

Se transformaron células competentes BY4742 con el producto de PCR de la Tabla
5.4, se les extrajo el DNA gendmico y se realizaron PCR’s de confirmacién correspondientes
alas Tablas 5.6 y 5.6.1. Se corrieron 5 L de cada producto de PCR de las confirmaciones
en un gel de agarosa 0.8% (Figura 6.4). El producto de PCR, utilizando los oligonucle6tidos
CIn3A (sentido), TEFprom (antisentido) y el DNA gendmico de la cepa mutante, debe de
corresponder a un producto de 493 pb, en cuanto al control, en donde se utiliza el mismo
templado y los oligonucleétidos MataF y MataR, se tiene que observar la amplificacion. Por
otro lado, el producto de PCR utilizando los oligonucleétidos CIn3A (sentido) y CIn3D
(antisentido) con el DNA gendmico de la cepa mutante como templado tiene que amplificar
1673 pb, mientras que el control, en donde se utiliza como templado el DNA gendmico de
la cepa silvestre BY4742, se amplifican 2109 pb.
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Figura 6.4 Electroforesis para confirmar c/n3A. Gel de agarosa que
muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular 1kb DNA
Ladder; Carril 2; Control de candidata a mutante (Oligonucle6tidos
MatoF y MataR; 403 pb). Carril 3: Candidata a mutante
(Oligonucleédtidos CIn3A y TEFprom: 493 pb); Carril 4: Cepa
silvestre BY4742 (Oligonucledétidos CIn3A y CIn3D: 2109 pb); Carril
5 Candidata a mutante (Oligonucleétidos CIn3A y CIn3D: 1673 pb).

En la Figura 6.4 en el Carril 3 se observa una banda del peso esperado para la cepa
cln34 (493 pb), el oligonucleédtido CIn3A corresponde un sitio rio arriba al gen CLN3 y el
oligonucleétido TEFprom reconoce a un segmento del plasmido de delecién que se ocupd,
en este caso pAG25, y la amplificacién significa que se llevé a cabo la recombinacion
homdloga durante la transformacién y se eliminé el gen CLN3. El control, Carril 2, muestra
que se amplificé al alelo MATa, por lo tanto, se puede confirmar la obtencién de la mutante
sencilla cln3A.

Por otra parte, el oligonucle6tido CIn3D corresponde a una secuencia rio abajo al
gen CLN3y al utilizarlo en un PCR con el oligonucleétido CIn3A se amplificara el gen CLN3
y unas pares de bases mas (en total 2109pb) lo que indica que el gen CLN3 esta presente
en el genoma y se observa en el Carril 4. Si la eliminacion del gen por medio de una
recombinacion homéloga con un plasmido de delecion se lleva a cabo, entonces la cantidad
de pares de bases amplificadas se modifica dependiendo del plasmido utilizado, en este
caso al utilizar pAG25, las pares de bases que resultarian son 1673pb, que corresponden
a la banda observada en el Carril 5, confirma lo observado en los carriles anteriores y se
puede decir que se logré eliminar el gen CLN3, obteniendo asi la cepa cIn3A.

6.1.3 Transformacion de cys4A para obtener la cepa cys44cin3A

Para la obtencion de la doble mutante se transformaron células competentes de cys4A
(cepa que ya se tenia en el laboratorio de investigacion) con el producto de PCR obtenido
al utilizar las condiciones indicadas en la Tabla 5.5. Se extrajo el DNA genomico de las
candidatas a mutante y se realizaron PCR’s de confirmacion con las condiciones que se
indican en la Tabla 5.6.1.
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Al utilizar los oligonucledétidos CIn3A y CIn3D se espera que las bases amplificadas
al hace uso del plasmido pUG6 para la eliminacion de CLN3 sean diferentes a las que
amplifican en la cepa sin mutaciones. Al utilizar pUG6 se espera que se amplifiqguen 2229
pb y el control (cepa BY4742), como se dijo en el apartado anterior, genera 2109 pb.

2. 3 4. .5 6T

Figura 6.5 Electroforesis para confirmar cys4Acin3A.

Gel de agarosa que muestra en el carril 1 el marcador

gggg '! de peso molecular 1kb DNA Ladder; Carriles 2 y 7

2000 e o L v pe— Control (WT BY4742, 2109 pb); Carriles 3-6 Colonias

:zgg o dand o transformantes niimero 1 a 5; Carril 5 Candidata a doble
s mutante (2229 pb).

500 |

Los resultados se presentan en la Figura 6.5, en donde los carriles cuyo peso
corresponde al mismo que el del control (BY4742, 2109pb) indican que el gen CLN3 sigue
en el genoma y no se llevd a cabo la recombinacién homaéloga durante la transformacion.
En el Carril 5 se observa un peso diferente y mayor al control, lo que indica que en este
caso el gen CLN3 no esta en el genoma y en su lugar se encuentra el plasmido pUG6, por
lo tanto, podemos decir que la cepa ya cuenta con la doble mutacién y es correspondiente
a la doble mutante cys4Acin3A.
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6.2 Confirmaciones de construcciones de pldsmidos

Las electroforesis de las digestiones de los plasmidos segun la Tabla 5.7.2 se muestran de
las Figuras 6.6 a 6.10. Para confirmar la correcta construccion de plasmidos, en este estudio
se les realizaron a los plasmidos construidos digestiones con enzimas de restriccion cuyos
sitios de corte se ubicaran dentro del gen insertado y en cualquier lugar del vector utilizado,
lo cual genera bandas de tamafio especificos, permitiendo asi observar una diferencia entre
los plasmidos digeridos con las mismas enzimas.

6.2.1 Confirmacidn de subclonacion de CYS4 en el vector pRS46, plasmido pRMO06

Después de ligar el fragmento de DNA correspondiente a CYS4 con el vector pRS146
(Tabla5.7.1), se realiz6 la transformacion correspondiente. Se asigné el nombre pRMO06 a
esta construccion, se purifico el plasmido de las colonias transformantes para
posteriormente hacer digestiones especificas con enzimas de restriccion que mostraran una
diferencia entre el plasmido del que se obtuvo el inserto y el vector pRS416. Se realizaron
las digestiones con las enzimas EcoRV y Xbal, incubadas a 37°C durante toda la noche
para posteriormente correr la electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (Figura 6.6). La
digestion del plasmido pPCRS3, de donde proviene el inserto, produce bandas de 3662pb,
1091 pb y 736 pb; la digestién del vector pRS416 produce bandas de 3416 pb, 1443 pb 'y
36 pb (imperceptible en el gel); la digestién del plasmido pRM06 genera bandas de 4024
pb, 2477 pb 'y 736 pb.

o - 3 =4 - 5 6. 7

; 'ﬁ 5 S ﬁi o Figura 6.6 Confirmacién de _pRM06. Gel de
_ ' agarosa que muestra en el Carril 1 el marcador de
e : peso molecular 1kb DNA Ladder; Carril 2 muestra
la digestion de pPCR3; Carril 3 muestra la
gggg . D il e d!gest?(?n de pRS41§; C_arriles 4a7 muestraq la
2000 S— S S e wmw  digestion  del plasmido de las colonias
1500 SENN. _— transformantes 1 a 4. Se confirma la correcta
1000 — - 3 construccion del plasmido pRMO06 de las colonias

s 3 = - lad.

Las bandas observadas en los Carriles 2 y 3 que muestran las digestiones de los
controles (pPCR3 y pRS416) corresponden a los pesos esperados. Las bandas observadas
de los Carriles 4 a 7 corresponden a los pesos esperados si se trata del plasmido pRMO6,
por lo que se confirma la correcta construccion del plasmido pRMO6.
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6.2.2 Confirmacion de subclonacion de CYS4 en el vector YEp352, plasmido pRMO08

Después de la ligacién entre los fragmentos de DNA correspondientes a CYS4 y el vector
YEp352 (Tabla 5.7.1) se transformaron células competentes de DH5a de E. coli como se
indica en el apartado 5.8, asignandole el nombre pRMO08 a esta construccion. Se purifico el
plasmido de las células transformantes y se realizaron las digestiones para confirmar la
correcta construcciéon del plasmido pRMO08. Se utilizaron las enzimas de restriccion ECORV
y BamHlI, la digestion de pRMO06 (de donde se obtiene el inserto) sélo genera un fragmento
de 5757 pb; la digestion del vector YEp352 genera dos fragmentos de 4241 pb y 940 pb; la
digestion del plasmido pRMO08 debe generar fragmentos de 5591 pb, 1085 pb y 940 pb, por
lo tanto, las digestiones de los pldsmidos de las colonias transformantes que generen
dichos fragmentos corresponderan al plasmido anteriormente mencionado.

pa——.

Figura 6.7 Confirmacion de pRMO08. Gel de
agarosa que muestra en el Carril 1 el marcador
de peso molecular 1kb DNA Ladder; Carril 2
muestra la digestion del plasmido pRMOG6; Carril
3 muestra la digestiéon de YEp352; Carriles3a 7
muestran la digestion de los plasmidos
purificados de las colonias transformantes. Se
confirma la correcta construccién del plasmido
pRMO08 (Carril 6).

En la Figura 6.7 las bandas observadas en el Carril 2 corresponden a la banda de
tamafio esperado para el plasmido pRMO06 y las bandas observadas en el Carril 3
corresponden al peso de los fragmentos esperados para el vector YEp352. Por otro lado,
sélo el Carril 6 muestra los pesos de los fragmentos que se esperarian por la digestion de
pRMO8 con las enzimas de restriccion utilizadas. Por lo tanto, el plasmido de la colonia
transformante del carril 6 corresponde a la correcta construcciéon de pRMO08.
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6.2.3 Clonacion y subclonacion de CLN3

Para la clonacion subclonacién se requiere la amplificacion del gen CLN3 por medio de la
técnica de PCR incluyendo en la secuencia sitios de corte para enzimas de digestion que
se insertaran rio abajo y rio arriba del gen, con el fin de utilizar dichas regiones para realizar
la subclonacion. Una vez obteniendo suficiente niamero de copias del gen se puede
proceder con la clonacion, que consiste en la ligacion del fragmento obtenido con un vector
de clonacién, por lo general, dichos vectores son adquiridos en kits de clonaciéon. En este
estudio se utilizd el CloneJET PCR Cloning Kit de Thermo Scientific para realizar la
clonacion.

Para la clonacion de CLN3 se realiz6 la PCR con los oligonucleétidos y condiciones
mostrados en la Tabla 5.7. Se realiz0 la electroforesis en gel de agarosa para comprobar
gue el tamafio molecular que se espera es el obtenido al amplificar a CLN3 (1742 pb) con
los sitios de restriccion BamHI y Xbal ubicados a 700 nucleétidos rio arriba y 317
nucleotidos rio abajo del gen. Por lo tanto, se amplificardn un fragmento de 2783 pb, al
realizar la electroforesis de los productos de PCR se comprobaron los tamafios moleculares
de los productos esperados (Figura 6.8).

12 3 4

|l
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1500 4 -

1000 4 = Figura 6.8 Amplificacion de CLN3. Gel de agarosa que muestra en el
~ Carril 1 el marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder; Carril 4

500 | ' muestra el producto de PCR que amplifico a CLN3 con los sitios de

restriccion BamHI y Xbal (2783 pb).
-

El Carril 4 en la Figura 6.8 muestra una banda en la regién entre las 2000 pb y 3000
pb, por lo que se logré amplificar las pares de bases esperadas.

La clonacion de CLN3 en el vector pJET1.2 se confirmé transformando bacterias E.
coli DH5a con la ligacion correspondiente, se purificd el plasmido de las colonias
transformantes. Las digestiones de los plasmidos con la enzima de restriccion Hindlll, cuyos
sitios de corte se localizan en el vector y el gen clonado (Tabla 5.7.2) se muestran en la
Figura 6.9. Al plasmido conformado por CLN3 y pJET1.2 se le asigné el nombre de pRM04.
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Para comprobar la construccion del plasmido se realizaron digestiones con enzimas
de restriccién cuyo sitio de corte se localice dentro del inserto y dentro del vector. La
digestién de pRM04 con Hindlll genera fragmentos de 4079 pb y 1678 pb; la digestion del
vector vacio pJET1.2 genera un fragmento de 2721 pb.

P —— e emm—

1 .2 3 4 5 6 7 58 Figura 6.9 Confirmacién de pRMO04. Gel de
fi . e a— e — agarosa que muestra en el Carril 1 el marcador de
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En el Carril 2 de la Figura 6.9 se observa la Unica banda generada por la digestién
de PJET1.2 correspondiente alas 2721 pb. De los Carriles 4 a 8 se observan las dos bandas
esperadas correspondientes a las 4079 pb y 1670 pb que se esperan, por lo tanto, se
confirma la correcta construccion del plasmido pRMO04.

Una vez confirmada la clonacién del gen CLN3, se envié a secuenciar el gen con
los oligonucledtidos CIn3A y CIn3D a la Unidad de Biologia Molecular del IFC, para
descartar que existiera alguna mutacién en dicho gen. La secuencia generada fue alineada
con la secuencia obtenida en la base de datos y coincidieron todas las bases que conforman
el gen, no se encontrd ninguna mutacion en CLN3 clonado en pJET1.2.

Se prosiguio con la subclonacion de CLN3 en los vectores pRS416 y YEp352, se
realizé la digestion y purificacion de CLN3, proveniente del plasmido pRM04, asi como de
los vectores mencionados (Tabla 5.7.1). Se realizaron las ligaciones correspondientes y se
transformaron bacterias E. coli DH5a tal como se indica en el apartado 5.8. Para confirmar
la correcta construccion se purificaron los plasmidos de las colonias transformantes
haciendo digestiones con enzimas de restriccion cuyo sitio de corte se localizara en el vector
utilizado y en el gen clonado (Tabla 5.7.2). Al plasmido generado entre CLN3 y pRS416 se
le asignd el nombre de pRM09, al plasmido generado entre CLN3 y YEp352 se le asigno el
nombre de pRM10.

6.2.4 Confirmacion de subclonacién de CLN3 en vectores pRS416 y YEp352,
plasmidos pRM09 y pRM10

Para la confirmacion de la correcta construccion de pRMO09 se realizaron digestiones de los
plasmidos pRMO04 (de donde sale el inserto), pRS416 (vector) y pPRMOQ9 con las enzimas de
restriccion EcoRl y EcoRV. La digestion de pRM04 genera fragmentos de 3256 pb y 2501
pb; la digestion de pRS416 genera fragmentos de 3449 pb y 1443 pb; y la digestion de
pRMOQ9 genera fragmentos de 3421 pb, 1881 pb y 1443 pb.
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Para confirmar la correcta construccion de pRM10 se utilizaron las enzimas de
restriccion EcoRV y Xhol para digerir los plasmidos YEp352 (vector) y pRM10. La digestion
de YEp352 genera un fragmento de 5181 pb y la digestion de pRM10 genera fragmentos
de 5431 pb y 3409 pb.

Se realiz6 la electroforesis, en un gel de agarosa 0.8% (Figura 6.10), de todas las
digestiones mencionadas.

1 2 3 4 5 6 7 Figura 6.10 Confirmacion de pRM09 y pRM10.
Gel de agarosa que muestra en el Carril 1 el
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder;
- Carril 2 muestra la digestion pRM04; Carril 3

muestra la digestion pRS416; Carril 4 muestra la

4000?!—_ umam digestion del plasmido de la colonia

3000 | ) o
2000 transformante A; Carril 5 muestra la digestion de
1500 | S C — = Yep352; Carriles 6 y 7 muestran la digestion de
1000 [SS—" las colonias transformantes B.

500  —_—

El Carril 2 del gel de la Figura 6.10 muestra las dos bandas del tamafio esperado,
producidos por la digestion de pRM04, el carril 3 muestra las bandas correspondientes a
los pesos que se esperan por la digestion de pRS416. El Carril 4, digestion del plasmido de
la colonia transformante A, muestra bandas correspondientes a la 3421 pb, 1881 pby 1443
pb, que son las que confirman la correcta construccion del plasmido pRMQ9.

El Carril 5 muestra la Gnica banda generada por la digestién de YEp352 y los Carriles
6 y 7, colonias transformantes B, muestran las bandas correspondientes a 5431 pb y 3409
pb, que son las que se espera generar por la digestion de PRM10, confirmando asi la
correcta construccion del plasmido.

Una vez construidos todos los plasmidos se puede proceder con la transformacién
de cepas de levaduras, lo cual se describira a mas detalle en el apartado 6.4.8.
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6.3 Interaccion genética entre CYS4y CLN3

Para evaluar la existencia de una interaccion de tipo genética entre CYS4 y CLN3
se realizaron ensayos de cinética de crecimiento, para observar el fenotipo entre la cepa
silvestre, las mutantes sencillas (cys44 y cin34) y la doble mutante (cys4Acin34). La
cinética de crecimiento se evalué durante 48 h SIN agitacién midiendo la densidad oOptica a
600nm cada 15 min (apartado 5.9), los datos recopilados nos muestran los fenotipos de
crecimiento que las diferentes cepas presentan. Los datos fueron graficados D.O.s00 VS

Tiempo (dias) (Figura6.11).

DO600

1.4

—a—WT

—— Acys4

——AcIn3

—— Acys4Acin3

|
0 0.5

1 15 2
Tiempo (dias)

Figura 6.11 Cinética de crecimiento de cepas WT (BY4742), cys4A, cIn3A 'y cys4Acin3A.

La cinética de crecimiento de la mutante sencilla cys4A estd muy por debajo de la
curva de crecimiento de la cepa de referencia WT BY4742, por lo tanto, cys4A crece de
manera mas lenta. Por otra parte, la cinética de crecimiento de cIn3A es parecida a la curva
de crecimiento de la cepa silvestre, aunque siempre esta por debajo la de cIin3A. Esta
diferencia se hace mas evidente en la fase estacionaria, cln3A crece ligeramente mas lento
gue la WT. En la fase estacionaria, las cinéticas de crecimiento de las mutantes sencillas

se iguala.
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En el caso de la cepa cys4Acin34, se observa una cinética de crecimiento similar al
de la mutante cys4A4, en un punto la curva de crecimiento supera a las mutantes sencillas,
pero en la fase estacionaria comienza a descender hasta que alcanza valores menores a
los de las mutantes sencillas. La tendencia a disminuir es probable que se seguiria viendo
si se hubiera monitoreado por mas tiempo.

Como se observa un fenotipo de cys4Acin3A gque no corresponde a la suma de
fenotipos de las mutantes sencillas, se sugiere que hay una interaccién genética entre los
genes CLN3 y CYS4 en Saccharomyces cerevisiae y al tratarse de una cinética de
crecimiento parecida y no menor a la cinética correspondiente a cys44, podemos decir que
se trata de una interaccion genética positiva ya que el fenotipo observado es mas apto para
crecer de lo esperado.

En algunos de los experimentos realizaros, al término de las determinaciones de las
lecturas de D.O. se observé que las células de la cepa cys4Acin3A se acumulaban en las
orillas del pozo o al centro del pozo, lo que producia errores en las lecturas. Se realizaron
observaciones al microscopio para observar el fenotipo celular de cada cepa, las muestras
analizadas provienen de la placa de 100 pozos utilizada para la determinaciéon de las
cinéticas de crecimiento. Para observar la viabilidad de las cepas, se realizaron tinciones
con 5L de azul de tripano 0.4% y 7L del cultivo de cada cepa. El colorante azul de tripano
es utilizado para ensayos de viabilidad, es un compuesto derivado del tolueno que emite
fluorescencia a 640-660nm y su rango de absorbancia va de 400-620nm.

En la Figura 6.12 se muestran imagenes correspondientes a la morfologia de cada
una de las cepas, asi como su viabilidad.
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Acys4
Acys4 Acin3 Acin3

B WT Acys4

Acys4

Figura 6.12 Microscopia de cepas cultivadas en placas de 100 pozos. Cepas WT (BY4742), cys4A,
cln3A y cys4Acin3A, objetivo 100X. A) Fotografias en campo claro. B) Viabilidad de las cepas
utilizando Azul de Tripano.

Es evidente que las células de la cepa cys4Acin3A se aglomeran y parecen lisarse
(Figura 6.12). La prueba de viabilidad confirma que las células de la doble mutante estan
muertas, lo que explica la tendencia a disminuir de la cinética de crecimiento de dicha cepa.
Debido a las condiciones del experimento puede haber dos explicaciones para este
fenotipo, la primera consiste en la ausencia de oxigeno ya que las placas que se utilizan
para determinar las cinéticas de crecimiento no permiten la circulacion de oxigeno,
provocando que el poco gas presente se consuma afectando la viabilidad de la cepa; la
segunda causa podria ser la acumulacion de EtOH producido por la fermentacién que llevan
a cabo las levaduras y que represente un metabolito dafiino (la evaluacion se detalla en los
apartados 6.4.1y 6.4.2 respectivamente).

Para comprobar las hipotesis surgidas, se analiz6 el crecimiento de las cepas bajo
diferentes tipos de estrés y comprobar también si la interaccién genética entre CYS4 y
CLNS3.
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6.4 Fenotipo de las cepas BY4742, cys4A, cIn3Ay cys4Acin3A en respuesta a estrés

Como se mencion6 anteriormente, las interacciones genéticas pueden ser positivas o
negativas y para poner en evidencia el tipo de interaccién y a qué nivel se puede presentar,
se debe de hacer una comparacion del crecimiento de todas las cepas en diferentes
condiciones estresoras.

Se realizaron goteos en placas de YPD, en algunos casos adicionando compuestos
o remplazando la fuente de carbono para poder observar el tipo de interaccion que se
presentara. A partir de diluciones de precultivos de las cepas BY4742, cys44, cin34 y
cys4Acin3Ay se realizaron los goteos respectivos. En algunos casos se revisé la morfologia
de las células por microscopia.

6.4.1 La ausencia de oxigeno no parece afectar la capacidad para dividirse de las
células cys4Acin3A

En algunos organismos, la ausencia de oxigeno implica que el metabolismo de
carbohidratos no siga a la via correspondiente de la respiracion celular aerobia. Las
condiciones anaerobias conducen a que los organismos lleven a cabo la fermentacion, en
la que los carbohidratos son oxidados hasta lactato (principalmente en tejidos de animales)
o etanol (principalmente en levaduras). La ausencia de oxigeno no permite que se lleve a
cabo la fosforilacion oxidativa en la que el O, es necesario para reducirse en la cadena
transportadora de electrones y llevar a cabo asi la respiracién celular.

Los cultivos de las cepas BY4742, cys4A, cin3A 'y cys4Acin3A se realizaron en 27
mL de medio YPD ajustando la D.O.e @ 0.1, partiendo de precultivos de 24 h. Se llenaron
casi por completo los tubos de ensaye, los cuales fueron tapados herméticamente,
asegurandose asi que en el interior se encontrara la menor cantidad de oxigeno posible
(Figura 6.13). Se realizaron goteos a las 24, 48 y 72 h de incubacion a 30°C, asi como un
analisis microscoOpico para observar la viabilidad de las cepas realizando una tincién con
Azul de Tripano como se indica en el punto 5.11 (Figura 6.14, 6.15 y 6.16). Las placas
fueron incubadas a 30°C durante 48 h.
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Acys4
WT Acys4 Acin3 pors

Acys4
WT dcys4 Acin3 pors

D.O. D.O.
: 1
0.1 Bet
0.01 0.01
0.001 0.001
0.0001 0.0001
Precultivo 24hrs
o WT Acysd Acn3 prs bo  WT Acys4 Acin3 i
: 1
0.1 &
0.01 0:0z
0.001 0.001
0.0001 0.0001

48hrs
Figura 6.13 Goteos en medio YPD de los cultivos liquidos con minima cantidad de oxigeno realizados
alas 24, 48 y 72 h de incubacién.

72hrs
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Figura 6.14 Analisis de viabilidad por microscopia. Cultivos con minima cantidad de oxigeno,
tinciones realizadas a las 24 h de incubacion. Objetivo 100X.

WT Acys4

Acin3 AcysdAcin3
: &

Figura 6.15 Analisis de viabilidad por microscopia. Cultivos con minima cantidad de oxigeno,
tinciones realizadas a las 48 h de incubacién. Objetivo 100X.
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Figura 6.16 Analisis de viabilidad por microscopia. Cultivos con minima cantidad de oxigeno,
tinciones realizadas a las 72 h de incubacion. Objetivo 100X.

Los goteos en medio YPD (Figura 6.13) muestran que el crecimiento de las cepas
BY4742, cys44, cin3A y cys4Acin3A no se ve afectado por la ausencia de oxigeno. Se
observa el crecimiento de colonias de todas las cepas en la dilucién correspondiente a una
D.O. de 0.0001. Esto se aprecia en los goteos realizados a las 24, 48 y 72 h de incubacion,
hay un crecimiento normal igual al del precultivo.

La viabilidad que presentan las células de las cepas BY4742, cln34 no se ve
afectada por la ausencia de oxigeno. Las observaciones y fotografias tomadas no muestran
células muertas en ninguna de las horas en las que se realiz6 la tincién. La cepa cys4A
muestra una cantidad minima de células muertas durante todas las horas analizadas
(Figuras 6.14 a 6.16).

La cantidad de células muertas que se encontraron en muestras del cultivo de
cys4Acin3A es mayor a comparacion de lo visto con la cepa cys4A. Esto se observa en
todas las horas en las que se realizé el andlisis. Las células de la doble mutante se
encuentran en aglomeraciones. Si se compara la viabilidad de la doble mutante a las 24 h
(Figura 6.14) con la de las 48 h (Figura6.15), la cantidad de células muertas aumenta. A las
72 h (Figura 6.16) también hay presencia de células muertas, pero parecen o estar tan
aglomeradas como a las 48 h.

Los resultados observados en las Figuras 6.13 a 6.16, nos indican que no parece
ser la cantidad de oxigeno en los cultivos lo que afecta la viabilidad de la cepa cys4Acin3A.
La produccién de EtOH derivado de la fermentacion de la glucosa del medio puede ser
responsable de la muerte células en la cepa antes mencionada. Para poder observar si el
etanol afecta a la doble mutante se realizaron experimentos adicionando dicho compuesto.
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6.4.2 La mutante cys4Acin3A es sensible a etanol

S. cerevisiae utiliza la fermentacion alcohdlica como principal via de catabolismo de
azucares y de obtencion de energia, los productos finales de este proceso son etanol y
CO.. Esta via se encuentra activa principalmente en condiciones de anaerobiosis, aunque
también esta activa en presencia de oxigeno. Cuando los cultivos liquidos de S. cerevisiae
se encuentran en fase exponencial, la fermentacion se encuentra activa y al llegar a la fase
estacionaria, los azucares ya fueron degradados a CO.,y EtOH, este ultimo se puede utilizar
como nueva fuente de carbono.

Se prepararon placas de YPD suplementados con etanol a diferentes
concentraciones, emulando un medio fermentado por la presencia de dicho compuesto para
observar si su presencia en el medio puede significar un compuesto perjudicial para la doble
mutante cys4Acin34, que anteriormente ha mostrado tener poca viabilidad en condiciones
y medios fermentativos (Figura 6.17).

Acys4 Acys4 Acys4
D.O. WT  Acys4 Acin3 pqin3 D.O. ‘ WT Acys4 Acin3 Acin3 D.O. WT Acys4 Acin3 Acin3
1 1 1
0.1 0.1 0.1
0.01 0.01 0.01
0.001 0.001 0.001
0.0001 0.0001 0.0001

EtOH2% EtOH4%
Acys4 Acys4

WT Acys4 Acin3

WT Acys4 Acin3 Acin3

D.O. Acin3 D.O.
1 1
0.1 0.1
0.01 0.01
0.001 0.001
P 0.0001
EtOH8% EtOH10%

Figura 6.17 Goteos en medio YPD con diferentes concentraciones de etanol, simulando un medio
fermentado.

Al comparar el crecimiento de las cepas en los medios con diferentes
concentraciones de etanol (Figura 6.17) podemos observar que la cepa Acys4Acin3 fue
mas sensible que las mutantes sencillas para crecer en el medio al que se le adiciona un
8% de etanol, pues a la dilucion 0.01 no hubo crecimiento. La mutante sencilla Acys4
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también muestra ser sensible en medio con etanol al 8% pero el crecimiento se ve menos
afectado que en la doble mutante.

En el medio con etanol al 10% es alun mas evidente la afectacion que poseen la
doble mutante cys4Acin3A y la mutante sencilla Acys4 para crecer bajo esta condicién. El
crecimiento de cys4Acin3A apenas es perceptible en la dilucién correspondiente a la D.O.
de 1y la cepa cys4A apenas muestra crecimiento en la dilucion con D.O. DE 0.01. Por lo
tanto, bajo esta condicion, la interaccion genética entre los genes CYS4 y CLN3 es negativa.

6.4.3 La mutante cys4Acin3A es sensible a estrés oxidante.

El estrés oxidante se presenta en las células cuando se pierde la homeostasis entre
compuestos oxidantes y antioxidantes, habiendo mayor cantidad de los primeros. La
sobreproduccion de especies oxidantes como el H;O, y de radicales libres son
responsables del estrés oxidante. El anion superoéxido, el peréxido de hidrégeno y el radical
hidroxilo son intermediarios que se forman en el proceso de reduccion de una molécula de
oxigeno. El peréxido de hidrégeno (H202) es producido en algunos procesos biolégicos por
ciertas enzimas y hay otras enzimas como la catalasa y la glutation peroxidasa que lo
transforman en agua, oxigeno y, en el caso de la Ultima enzima, en otras especies reactivas
de oxigeno. El estrés oxidante puede producir dafio en macromoléculas como en DNA, los
lipidos, proteinas y polisacaridos.

Se utilizé H,0; adicionandolo en diferentes concentraciones a placas de YPD para
crear un medio que propiciara un estrés oxidante en las células. Se utilizaron precultivos de
24 h en 10 mL de medio YPD y se realizaron los goteos correspondientes mostrados en la
Figura 6.18.
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Figura 6.18 Goteos en medio YPD con diferentes concentraciones de H202 para generar estrés
oxidante.

Los goteos de la Figura 6.18 muestran que la cepa Acys4Acin3 tiene mas problemas
de crecimiento que la mutante sencilla de Acys4, apreciable en el medio que contiene H,O-
5 mM, esto nos indica que la interaccion genética entre CYS4 y CLN3 es negativa en este
caso.

Las cepas BY4742 y cIn3A presentan un crecimiento perceptible hasta en el medio
con la concentracion mas alta de H,O, utilizada, que fue 7 mM. Indicando que el estrés
oxidante no los afecta a comparacion de las otras cepas.

La mutante sencilla cys4A es ligeramente sensible al estrés oxidante. Se observan
colonias en el medio que contenia H.O, 5 mM, en la gota correspondiente a la diluciéon con
D.O. de 0.01. Las colonias son de menor tamafio, pero perceptibles.

Se puede apreciar la sensibilidad al estrés oxidante que presenta la cepa
cys4Acin3A. En el goteo en medio con una concentraciéon 5 mM de H»O5, se logra distinguir
el crecimiento de colonias pequefias en la gota correspondiente ala D.O. de 1. Se observan
tres colonias de mayor tamafio en la dilucién con D.O. de 0.1, esto se puede atribuir a que
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D.O.

0.1

0.01

0.001

0.0001

surgen mutaciones espontaneas en las células para poder sobrevivir a las condiciones de
estrés en las que se encuentran.

6.4.4 No hay una interaccién genética entre cys4Ay cln3A bajo presion osmética

La presion osmoética es la presion que se requiere para frenar el flujo de disolvente a través
de una membrana semipermeable, dicha membrana separa a dos compartimentos cada
uno con una cantidad de solutos y se procura siempre mantener un equilibrio entre las
concentraciones de solutos. En las células la membrana plasmética actia como membrana
semipermeable cuando las células se encuentran rodeadas de un disolvente con una
concentracién de solutos diferente a la del citoplasma y el agua (disolvente) fluye de un lado
a otro de la membrana, un proceso llamado ésmosis.

Para observar si la presion osmotica se veia afectada por las mutaciones en las
cepas se realizaron goteos en placas con NaCl 0.5 M y Sorbitol 1 M, y asi poder observar
si hay alguna modificacion en la regulacion de transporte de membrana. Se utilizaron
precultivos de 24 h en 10 mL de medio YPD (Figura 6.19).

Acys4

WT Acys4 Acin3 ﬁ,ﬁ" bo.  WT dcys4 Acin3 A“;ﬁ? - WT Aoysd Acin3 pons
‘ 1
0.1
0.01
0.001
0.0001
YPD NaCl 0.5M Sorbitol 1M

Figura 6.19 Goteos en medio YPD adicionando diferentes solutos.

En la Figura 6.19, los goteos en los medios tanto con NaCl como con Sorbitol
muestran que las cepas no presentan problemas de crecimiento, no se observa un fenotipo
diferente entre las mutantes sencillas y la doble mutante, ésta Ultima no muestra ser ni mas
ni menos apta para crecer en los medios con mayor cantidad de solutos, por lo tanto, no se
observa ninguna interaccién genética bajo esta condicion.
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6.4.5 En estrés de reticulo endoplasmico cys44 y cln3A tienen una interaccion
genética positiva

El estrés del Reticulo Endoplasmico (RE) puede ser generado por diversos factores que
producen la acumulacion de proteinas mal plegadas en dicho organelo. El estrés en el
Reticulo Endoplasmico es un tipo de estrés celular y es caracterizado por la activacion de
cascadas de sefializacion que tienen como fin detener la sintesis de proteinas para evitar
la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, modulando la sintesis proteica.

Se utilizé el antibiotico Tunicamicina a diferentes concentraciones, este antibiético
simula un estrés en el Reticulo Endoplasmico ya que bloguea la N-Glicosilacién en
eucariontes al inhibir la formacién del intermediario N-acetilglucosamina-Dolico-Fosfato. La
glicosilacién es una modificacion post-traduccional frecuente en proteinas localizadas en el
Reticulo Endoplasmico. La ausencia de glicosilacion evita que las proteinas puedan salir
del reticulo endoplasmico, esto provoca su acumulacion en el organelo provocando asi que
las proteinas no se plieguen correctamente® 65 | os goteos de realizaron con precultivos
de 24 h de incubacién a 30°C. Las placas fueron incubadas a 30°C durante 48 h (Figura
6.20).

Acys4 Acys4

WT  Acys4 Acin3 pqin3 WT  Acys4 Acin3 p.jn3

D.O. D.O.
. 1
0.1 01
i 0.01
0.001 0.001
0.0001 0.0001
TM 0.25ug/mL

o WT Acys4 Acin3 fgf,’g’ s WT Acysd Acin3 ff,g’
1 1
0.1 0.1
0.01 0.01
0.001 0.001
010001 0.0001

TM 0.5pg/mL TM 0.7pg/mL

Figura 6.20 Goteos en medio YPD adicionando diferentes concentraciones de tunicamicina para
inducir estrés en el Reticulo Endoplasmico.
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El DMSO es utilizado como vehiculo para la tunicamicina y los goteos en el medio
al que se le adicioné dicho compuesto se realizaron para verificar que no afectara por si
s6lo el crecimiento de las cepas, lo cual se puede comprobar y los resultados que se
observan en los goteos de la Figura 6.20 con las diferentes concentraciones de tunicamicina
se deberan al antibiético y no al vehiculo.

Las cepas BY4742 y cIn3A no parecen ser afectadas por el estrés en reticulo
endoplasmico. Muestran un crecimiento parecido en todos los medios, desde el que
contiene so6lo el vehiculo hasta el que contiene la concentracion mas alta de tunicamicina
(0.7 pg/mL).

La mutante sencilla cys4A presenta problemas de crecimiento apreciables en el
medio con tunicamicina a 0.25 pg/mL. A penas son perceptibles colonias, de menor tamafio
al de otras cepas, en la gota correspondiente a la D.O. de 0.001. Es mas evidente en el
medio con una concentracion de tunicamicina a 0.5 pg/mL, en donde las colonias pequefias
se observan en la gota de la dilucién con D.O. de 0.01.

La cepa cys4Acin3A muestra una capacidad mejor que la de la mutante sencilla
cys4A para crecer en condiciones de estrés en reticulo endoplasmico. En el medio con la
contentacién de tunicamicina 0.5 pg/mL se observa crecimiento de colonias de la doble
mutante en la gota correspondiente a la dilucion con D.O. de 0.001.

Estos resultados indican la existencia de una interaccion genética positiva entre los
genes CYS4 y CLN3 bajo esta condicion de crecimiento, esto debido a que la cepa
cys4Acin3A crece mejor que la mutante sencilla cys4A en el medio que contiene
tunicamicina a una concentracion de 0.25 pug/mLy a 0.5 pg/mL.

6.4.6 No se puede afirmar la interaccién genética entre CYS4 y CLN3 al cambiar la
fuente de carbono

Las levaduras llevan a cabo la respiracion anaerobia y aerobia, como se mencioné
anteriormente, Saccharomyces cerevisiae puede degradar azlUcares y obtener energia en
el proceso sin utilizar oxigeno en un proceso llamado fermentacién (respiracién celular
anaerobia), pero también es capaz de degradar azlicares y obtener mayor cantidad de
energia utilizando oxigeno, primero se activa la via del ciclo del Krebs y posteriormente se
activa la fosforilacién oxidativa, donde el oxigeno es utilizado como aceptor de electrones,
llevando asi a cabo la respiracion celular aerobia. En S. cerevisiae la respiracion aerobia
puede favorecerse al utilizar en los medios de cultivos fuentes de carbono no fermentables

La galactosa es una fuente de carbono similar a la glucosa, la cual también puede
conducir al proceso de fermentacion.

El lactato, el etanol y el glicerol son fuentes de carbono no fermentables. El lactato
es convertido en el citosol a piruvato y cuando el piruvato entra a la mitocondria es
convertido a oxalacetato, uno de los componentes del ciclo de Krebs, junto acetil-CoA y la
enzima correspondiente producen citrato. EI metabolismo del glicerol produce FADH»
utilizado en la fosforilacién oxidativa. El etanol es convertido a acetil-CoA por una serie de
reacciones y el incorporado al ciclo de Krebs.
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Se realizaron goteos en medios que contenian diferentes fuentes de carbono, tal
como lo indica el punto 5.2, para observar cambios en la capacidad de crecimiento de las
cepas estos medios no fermentables, se removié la dextrosa y se adicioné a cada medio
2% de galactosa, 2% de lactato, 2% de etanol, 2% de glicerol y 2% de una mezcla de
etanol/glicerol, respectivamente. Los goteos se hicieron a partir de precultivos de 24 h de
incubacién a 30°C en medio YPD. Las placas fueron incubadas a 30°C durante cuatro dias
(Figura 6.21).

oo WT deyst doin G e WT Acysd Acin3 VSt 0o WT Acysd Achn3 =
1 1 1
0.1 0.1 0.1
0.01 0.01 0.01
0.001 0.001 0.001
0.0001 0.0001 0.0001
Gal 2%

D.0 o AAcf/{g’ D.O WT  Acys4 Acin3 AA%? WT Acys4 Acin3 AAC}’S"
2O 0. D.O. cln3
1 1 1
0.1 0.1 -
0.0 - 0.01
0.001 0.001 0.001
ST 0.0001 0.0001 [NCES

EtOH 2% Glicerol 2% EtOH/Glicerol 2%

Figura 6.21 Goteos en medios con diferentes fuentes de carbono no fermentativo. Evaluacion de
capacidad de respiracion.

La Figura 6.21 muestra que las cepas BY4742 y cin34 no presentan problemas
para desarrollarse en ninguno de los medios utilizados. Indicando que no tienen ningun
problema aparente de fermentacién ni de respiracion celular aerébica.

Los goteos en medio con galactosa como fuente de carbono nos muestran que ni
las mutantes sencillas ni la doble mutante presentan problemas de crecimiento.

En el medio con lactato, los goteos muestran que la cepa cys4Acin3A es ligeramente
menos apta para desarrollarse en dicho medio. Ya no se observa crecimiento de colonias
en el goteo correspondiente a la dilucion con D.O. de 0.001. Esto se puede indicar la
existencia de algun problema de respiracién celular.
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En el medio con glicerol se puede apreciar ligeramente una diferencia en el
crecimiento de las cepas cys4A cys4Acin34, en las gotas correspondientes a la dilucion
con D.O. de 0.1. Por otra parte, en los medios con etanol y la mezcla de etanol/glicerol se
observa un crecimiento similar entre las cepas cys44 y cys4Acin3A. Lo anterior puede
significar que la doble mutante presenta un ligero problema de respiracion al contar con
glicerol como fuente de carbono.

Las cepas cys4A y cys4/Acin3A muestran colonias de menor tamafio al compararlo
con las cepas BY4742 y cin3A en los medios con fuentes de carbono no fermentables. Esto
sugiere que la mutante sencilla cys4A y la doble mutante cys4Acin3A pueden tener
problemas de respiracion celular.

No se puede afirmar la existencia de una interaccion entre CYS4 y CLN3 bajo estas
condiciones de crecimiento.

Para observar si existia alguna relacién entre el posible problema de respiracién que
presenta la doble mutante y la morfologia de las células se procedi6é a hacer un analisis
microscopico en medios no fermentativos.

6.4.7 La doble mutante cys4Acin3A también muestra poca viabilidad en medios no
fermentativos

Se tiene informacion en la literatura que indica que al cambiar de medio a las mutantes
cIn3A a un medio no fermentativo, éstas modifican su tamafo, se observa un tamafo menor
al que se presenta en medios fermentativos; otros datos informan que una delecién de
CLN3 disminuye la tasa de fermentacion en cepas utilizadas en la produccién de sake, y
quiza por eso la mutante cln3A no presenta problemas de crecimiento en medios no
fermentativos. Sabiendo lo anterior surgi6 la pregunta sobre si se observaria algun fenotipo
en la doble mutante que llegara a presentar en fuentes de carbono no fermentables que
pueda estar relacionado con el problema de respiracion, realizando experimento descrito a
continuacion.

Se realiz6 un analisis microscépico, se analizd la morfologia y la viabilidad de las
cepas BY4742, cysdA, cIn3A y cys4Acin3A en diferentes medios con fuentes de carbono
no fermentativas comparandolas con las cepas creciendo en medio YPD, el cual posee una
fuente de carbono fermentativa.

Se partié de precultivos de 10 mL de YPD incubados 24 h, se midi6 y se ajusto la
D.O.600 @ 0.1 en 10 mL de los medios mencionados a continuacion: YPD, YP-Lac 2%, YP-
Lac/glicerol 2% y YP-EtOH/glicerol 2%. Los cultivos se incubaron a 30°C, alas 24 hy 48 h
se tomaron muestras para observarlas al microscopio (Figura 6.22 y 6.23) y otras para hacer
una tincién con azul de tripano 0.4%, analizando también al microscopio (Figura 6.24, 6.25,
6.26 y 6.27), objetivo 100X.

El analisis al microscopio se realiz6 alas 24 hy a las 48 h para tener un seguimiento
de la morfologia y viabilidad de las cepas.
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24hrs. Acin3  Acys4Acin3

YPD

YP-Lac

YP-Lac/
Glicerol

YP-EtOH/
Glicerol

Figura 6.22 Analisis microscopico de la morfologia de las cepas en medios con diferentes fuentes de
carbono a las 24 h de incubacién. Objetivo 100X

Con el analisis microscépico se pudieren realizar las siguientes observaciones sobre
la morfologia que presentaron las cepas a las 24 h de incubacion (Figura6.22):

La cepa de referencia (BY4742) s6lo muestra células de menor tamafio en el medio
con la mezcla de etanol/glicerol, comparandolo con el medio YPD. Esto puede deberse a
gue el catabolismo de estas fuentes de carbono es mas rapido, haciendo que la célula tenga
reduzca el tamafio critico para dividirse.

Por otra parte, las células de la cepa silvestre en medio YP-Lac no se encontraban
en gemacion. Por la morfologia, podriamos indicar que células se encuentran en la fase G1
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y, por el tamafio, las células podrian dividirse de manera mas rapida en este medio que en
los otros.

La cepa cys4A muestra en todos los medios células en proceso de division. En el
medio YP-Lac, el tamafio celular y la cantidad de células eran menores en comparacion al
resto. Esta cepa podria asimilar el lactato de manera lenta, disminuyendo la tasa de
reproduccion, por eso no hay gran cantidad de células.

Comparando las células de la cepa c/n34 en medio YPD con el resto de los medios,
el correspondiente a la mezcla lactato/glicerol muestra células de menor tamafio. El tamafio
celular observado en el resto de los medios no fermentativos es ligeramente menor al visto
en medio YPD. La disminucion en el tamafio celular puede deberse a que la cepa cin34
asimila de manera diferente, 0 mas lento o rapido, con lo que disminuye el tamafio critico
para dividirse.

La cepa cIn3A no muestra células en gemacion en los medios con mezclas
lactato/glicerol y etanol/glicerol. Indicando que se encuentran en fase G1 del ciclo celular.

Las células de la doble mutante cys4Acin3A se encuentran en agregaciones en
todos los medios probados, lo que dificulta analizar el tamafio. Aun asi, se puede ver que
las células del medio YP-Lac presentan un tamafio menor a comparacion del resto.

52



6. RESULTADOS

48hrs. Acys4Acin3

YPD

YP-Lac

YP-Lac/
Glicerol

YP-EtOH/
Glicerol

Figura 6.23 Analisis microscopico de la morfologia de las cepas en medios con diferentes fuentes de
carbono a las 48 h de incubacién. Objetivo 100X

Por otra parte, las muestras tomadas a las 48 h de incubacion (Figura6.23) nos
permitieron hacer las siguientes observaciones con respecto a la morfologia:

La células de la cepa silvestre BY4742 en todos los medios utilizados presetan un
tamafio similar y se encuentran en gemacion. Indicando que a este tiempo de incubacion la
cepa es capaz de asimilar adecuadamente las fuentes de carbono y puede dividirse sin
problemas.
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Las células de cys44A en medios no fermentativos muestran un tamafo celular
parecido y se encuentran en proceso de division, en el caso del medio YP-Lac, la cantidad
de células en proceso de division es menor.

El tamafio celular de la cepa cln34 en todos los medios es mayor al que se observo
a las 24 h de incubaciéon y es mas evidente en los medios con fuentes de carbono no
fermentables. Al igual que a las 24 h, casi ho se encuentran células en gemacion de la cepa
cln34 en los medios que contienen glicerol como fuente de carbono. Esto puede ser debido
a que estas fuentes de carbono no fermentables son asimiladas mas lento y el ciclo celular
se alarga mas que en fuentes de carbono fermentables.

Las muestras de los cultivos de la cepa cys4Acin3A ya no presentan aglomeraciones
tan grandes como se observa en el medio YPD. El tamafio celular observado es mayor al
de la cepa cys4A. En medio YP-Lac, el tamaiio celular es mayor que el observado a las 24
h de incubacioén, pudiendo significar que el metabolismo del lactato sea mas lento en la
cepay se alargue el ciclo celular, aumentando el tamafio critico celular.

El analisis de viabilidad también se realiz6 a las 24 h y 48 h de incubaién en todos
los medios con el fin de poder observar si en éstos medios se encontrarian resultados
similares a los vistos en el medio fermetativo utilizado anteriormente.
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A Analisis a las 24h en medio YPD
WT Acys4

Analisis a las 48h en medio YPD

T Acys4

Acin3

Figura 6.24 Analisis de viabilidad de las cepas incubadas en medio YPD. Microscopia de campo
claro y microscopia de fluorescencia, objetivo 100X. A) muestras tomadas a las 24 horas de
incubacion. B) muestras tomadas a las 48 horas de incubacion.
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A Analisis a las 24h en medio YP-Lac

Acysd4Acin3

B Analisis a las 48h en medio YP-Lac
Acys4

Figura 6.25 Analisis de viabilidad de las cepas incubadas en medio YP-Lac 2%. Microscopia de
campo claro y microscopia de fluorescencia, objetivo 100X. A) muestras tomadas a las 24 horas de
incubacion. B) muestras tomadas a las 48 horas de incubacion.
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A Analisis a las 24h en medio YP-Lac/Glicerol
Acys4

Acysd4Acin3

Figura 6.26 Analisis de viabilidad de las cepas incubadas en medio YP Lac/Glicerol 2%. Microscopia
de campo claro y microscopia de fluorescencia, objetivo 100X. A) muestras tomadas a las 24 horas
de incubacion. B) muestras tomadas a las 48 horas de incubacion.
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A Analisis a las 24h en medio YP-EtOH/Glicerol
WT

Figura 6.27 Andlisis de viabilidad de las cepas incubadas en medio YP-EtOH/Glicerol 2%.
Microscopia de campo claro y microscopia de fluorescencia, objetivo 100X. A) muestras tomadas a
las 24 horas de incubacion. B) muestras tomadas a las 48 horas de incubacion.
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La cepa BY4742 no muestra células muertas en ninguno de los medios, ni a las 24
h ni a las 48 h de incubacion. La viabilidad de la cepa silvestre no se ve afectada por la
fuente de carbono presente en el medio (Figura 6.24 a 6.27).

Lo mismo se puede decir de la cepa cIn34, no hay presencia de células muertas en
todas las muestras tomadas de los cultivos de esta mutante sencilla. La fuente de carbono
no afecta la viabilidad de la cepa (Figura 6.24 a 6.27).

La cepa cys4A s6lo muestran células muertas en la muestra tomada a las 48 h de
incubacion de los cultivos con mezclas de lactato/glicerol y etanol/glicerol (Figura 6.26 y
6.27). El nimero de células no viables es minimo comparandolo con los proximos
resultados por analizar. El hecho de que se encuentren en los medios con glicerol como
fuente de carbono, puede indicar que durante el metabolismo de este compuesto se
produzca algun metabolito que afecte a la célula de alguna manera, como DHA o DHAP.

La doble mutante cys4Acin3A, en medio YPD (Figura 6.24), muestra lo que se
observo anteriormente. La viabilidad se ve afectada a las 24 h de incubacién y a las 48 h
es mas evidente, junto con las aglomeraciones que se forman. La muerte de la doble
mutante en este medio, se puede deber a la acumulacién de etanol, como se vio
anteriormente.

En medio YP-Lac (Figura 6.25), la doble mutante, a las 24 h de incubacioén las
células se encuentran en aglomeraciones parecidas a las presentes en medio YPD. A las
48 h las aglomeraciones son de menor tamafio. En ambas muestras analizadas se
observan células muertas de la cepa cys4Acin3A y conforme pasa el tiempo aumenta el
namero, lo que podria deberse también a la acumulacién de algin metabolito producido por
la oxidacion de la lactosa.

En el medio YP-Lac/glicerol (Figura 6.26) se observa un fenébmeno parecido al del
medio YP-Lac, a las 48 h de incubacién las aglomeraciones de células de cys4Acin34
disminuyen. La viabilidad se ve afectada ya que la cantidad de células muertas es mayor a
las 48 h de incubacion, lo que puede atribuirse a la acumulacién de algin compuesto.

La viabilidad de cys4Acin3A en medio YP-EtOH/glicerol (Figura 6.27) es parecida a
la del medio mencionado anteriormente. Hay mayor cantidad de células muertas a las 48 h
de incubacion. Las aglomeraciones también disminuyen.

Como se mencion6 anteriormente y debido a que la doble mutante cys4Acin3A
presenta mas cantidad de células muertas al paso del tiempo, se puede suponer que la
acumulacion de algun metabolito puede ser el causante de la muerte celular y podria estar
al mismo tiempo relacionado con la eliminacion del gen CYS4 ya que en la cepa mutante
cys4A se observan pocas células muertas a las 48 horas de incubacion. Al estar trabajando
con medios no fermentativos, hay un aumento de especies oxidantes que pueden producir
dafio celular, afectando asi la viabilidad de las células.
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6.4.8 La produccion de H.S no se ve afectada en cepas con sobreexpresion de CLN3
y CYS4

Sabemos que CLN3 es una de las proteinas clave en la transicion de la fase G1 a S del
ciclo celular de Saccharomyces cerevisiae y, por experimentos realizados en el laboratorio,
podria ser un blanco de persulfuracién. También se sabe que la eliminacion CYS4 modifica
en la duracion de START en la fase G1 del ciclo celular y es productora de H.S% 3%, En este
trabajo se confirmd la interaccion genética entre CYS4 y CLN3. Con la informacion
mencionada surgio la pregunta sobre si abria un cambio en la producciéon de H:S. Con la
eliminacion de CYS4 la produccion de H,S se ve aumentada ya que se activa la via de
asimilacion de sulfatos.

Lo que se plante6 observar fue algun tipo de variacion en la produccion de H.S en
cepas con la eliminacion de CYS4 con plasmidos que contienen a CLN3, cepas con la
eliminacion de CLN3 con plasmidos que contienen a CYS4 y cepas WT con plasmidos que
contienen a CYS4 y otras con plasmidos que contienen a CLN3. La Tabla 5.8 indica las
cepas que se utilizaron en este experimento.

Se partié de precultivos de las cepas en 10 mL de medio SD -Ura (+Cys en caso de
las cepas Acys4) de 48 h y se ajusto la D.O.s0 @ 1 en agua estéril para posteriormente
colocar 10 pL en medio YPDL, el cual contiene nitrato de plomo [Pb(NOs)2] que es el
indicador de  produccion de H;S debido a la siguiente  reaccion:
Pb(NO3)2 + HoS = PbS| + 2HNOs. ElI PbS es precipitado en el medio y es de color oscuro.

Los controles utilizados son las cepas BY4742 (WT), cys4A y cIln34 sin haber sido
transformados con plasmidos. Se esperaba que la WT y cIn34 presenten un color blanco,
el color en la cys4A debe ser negro por la activacion de la via de asimilacion de sulfatos, la
cual produce mas cantidad de H.S. Las transformaciones con los vectores vacios se
realizaron para comprobar que dichos plasmidos no interfieren con la produccion de H,S y
que si se llega a observar alguna diferencia se debera a la expresién de los genes.
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1) WT+ pRS416

2) WT+ YEp352

3) WT+ CYS4-pRS416
4) WT+ CYS4-YEp352
5) WT+ CLN3-pRS416
6) WT+ CLN3-YEp352

Figura 6.28 Produccién de H:S. Transformaciones de cepas BY4742 con los plasmidos pRS416
(vector monocopia vacio), YEp352 (vector multicopia vacio), pRM06, pRM08, pRM09 y pRM10
correspondientemente.

Los goteos realizados con las cepas WT no muestran ninguna variacion en la
produccion de H,S al sobreexpresar los genes CYS4 o CLN3. La coloracién que se observa
en los goteos de los controles WT y ¢/n3A es muy similar, lo que indica que la eliminacion
del gen CLN3 no madifica la cantidad de H:S producido (Figura 6.28).

Acys4 Acin3

2)Acys4 + YEp352
3)Acys4 + CLN3-pRS416
4)Acys4 + CLN3-YEp352

Figura 6.29 Produccién de H2S. Transformaciones de cepas cys4A con los plasmidos pRS416,
YEp352, pRM09 y pPRM10 correspondientemente.
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Los goteos realizados con las transformaciones de la cepa cys44 muestran que la
sobreexpresion de CLN3 no modifica de alguna manera la produccion de H,S, por lo que la
via de asimilacion de azufre sigue activa (Figura 6.29).

Acys4 Acin3

.l/_.‘\-

1) Acin3 + pRS416
2)Acin3 + YEp352
3)Acin3 + CYS4-pRS416
4)Acin3 + CYS4-YEp352

Figura 6.30 Produccion de H2S. Transformaciones de cepas cIn3A con los plasmidos pRS416,
YEp352, pRM06 y pRMO08.

Los observado en los goteos realizados con las transformaciones de la cepa c/n3A
tampoco muestran que una sobreexpresion de CYS4 modifique la cantidad de H.S
producido al no contar con el gen CLN3 (Figura 6.30).

Los resultados anteriores indican que, al menos, en la produccién de H.S la
soreexpresion de uno de los genes cuando no se cuenta con el otro no se ve afectada. Lo
anterior no significa que se descarte la posibilidad de que el H2S producido por CYS4 pueda
ser utilizado como sustrato para la posible persulfuraion de CLN3, se tendrian que hacer
mas experimentos para comprobar la persulfuacién en CLN3 y el posible residuo en el que
ocurre.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de comprobar la existencia de una interaccion genética entre los genes
CYS4 y CLN3 de Saccharomyces cerevisiae se puede realizar gracias al andlisis de las
graficas de cinética de crecimiento realizadas, principal fenotipo con el que se determind la
existencia de una interaccion genética.

Las diferentes condiciones de crecimiento estresoras a las que se sometieron las diferentes
cepas ayudé a determinar la existencia de interacciones genéticas negativas o positivas
entre los genes CYS4 y CLN3.

7.1 Obtencion de mutantes para el analisis de su fenotipo

Es importante la obtencion de las cepas cys44, cIn3A y cys4Acin3A para poder evaluar la
existencia de una interaccion genética entre CYS4 y CLN3. Se utilizé a la cepa silvestre
BY4742 para la obtencion del resto. La cepa cys4A fue obtenida con anterioridad en el
laboratorio de investigacion 102-Ote del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

La mutacién que se necesito realizar en este proyecto fue la eliminacién del gen
CLN3 para obtener una mutante sencilla cIn3A y la doble mutante cys4Acin34, utilizando
los plasmidos de delecion pA25°2 y pUG6E°3, Las figuras 6.4 y 6.5 muestran la electroforesis
que contienen la amplificacion del segmento de ADN gendmico en el que se llevé a cabo la
recombinacion homdloga. En ambos casos, las bandas observadas confirman que CLN3
es eliminado del genoma.

7.2 Determinacion de la interacciéon genética entre CYS4 y CLN3

El fitness o la aptitud biol6gica que se evalu6é primero para la determinacién de una
interaccion genética fue la cinética de crecimiento que presentaban las cepas BY4742,
cysdA, cin3A y cys4Acin3A, que es, por lo general, el fenotipo evaluado en levaduras. Se
evaluaron 48 h de crecimiento (Figura 6.11).

Al evaluar la capacidad de crecimiento que presenta cada cepa se destaca lo
siguiente:

- La curva de crecimiento de la cepa silvestre BY4742, que esta representada por la linea
color roja, llega a la fase estacionaria antes de las 12 horas de la determinacion. Es la cepa
que presenta el crecimiento mas rapido y es la Unica cuya D.O.so0 pasa las 1.2 unidades en
la fase estacionaria. Ninguna de las otras cepas presenta un crecimiento mejor a la cepa
silvestre, indicando que las mutaciones realizadas, de los genes CYS4 y CLN3, son
perjudiciales para este fenotipo. Tengamos en cuenta que la cepa silvestre sirve como
referencia para determinar el fenotipo que presentan las mutantes sencillas.

- La cepa con mutacién sencilla cIn3A presenta una cinética de crecimiento, representada
por la linea color verde, similar a la que presenta la cepa de referencia BY4742. También
llega a una fase estacionaria antes de las 12 h del analisis, pero se observa un ligero defecto
de crecimiento ya que esta cepa no supera la D.O.s00 de 1.2 como lo hizo la cepa silvestre.
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- La cinética de crecimiento de la mutante sencilla cys44 esta representada por la linea
color azul. Es inferior a las que presenta la cepa silvestre BY4742 y la cepa cIn3A4, su fase
logaritmica es mas prolongada ya que tiene una duraciéon mayor a las 12 h, indicando que
la eliminacién del gen en cuestion produce el lento crecimiento de la cepa. Al igual que la
cepa AcIn3, no rebasa la D.O.s00 de 1.2, pero sobresale ligeramente a la cinética de la
mutante antes mencionada en la fase estacionaria.

Hasta ahora se ha observado que las mutaciones individuales de ambos genes
representan una desventaja para el crecimiento de las cepas, aunque en medidas
diferentes, ya que cys4A presenta una afectacion en crecimiento mayor que cln3A. Una vez
analizadas las cinéticas de crecimiento de las cepas BY4742, cys4 y AcIn34, se procedi6 a
analizar la cinética de crecimiento de la doble mutante.

- En el caso de la cepa cys4Acin3A, se observa una cinética de crecimiento representada
por la linea color morado. Es similar al de la mutante cys44, cuenta con una fase logaritmica
de més de 12 h, indicando un lento crecimiento, pero la D.O.s00 de esta fase es mayor a la
gue se observa en las mutantes sencillas y llega a colocarse ligeramente por debajo de la
fase estacionaria de la cepa de referencia BY4742. Ademas de esto, la fase estacionaria
de la cinética presenta una disminucién de la D.O.g00, tendencia que se observa el resto de
las 48 h de duracion del andlisis. Entre las 24 y 36 h de evaluacion la curva de crecimiento
muestra valores de D.O.s00 menores a los de las mutantes sencillas cys4A y cIn34, lo que
podria indicar la muerte celular. La tendencia a disminuir se seguiria viendo si se hubiera
monitoreado por mas tiempo. Es evidente que esta cepa también muestra una desventaja
de crecimiento en comparacion con la cepa BY4742 y cIln34, pero es similar a cys4A.

En el trabajo realizado, el andlisis de la cinética de crecimiento de la doble mutante
cys4Acin3A, muestra un crecimiento similar al de la mutante sencilla cys4A, por lo que la
medicion de las pendientes no se realiz6, ya que éstas pendientes tendrian un valor
semejante. El fenotipo de cys4A y cln34 muestran un defecto en la capacidad de
crecimiento o proliferacion, observado en las cinéticas de crecimiento, la suma de fenotipos
en la doble mutante corresponderia a una curva de crecimiento cuya fase logaritmica se
encuentre por debajo de ambas curvas, en este caso no se observd ese fenbmeno. La
reduccion que se observa en la cinética de crecimiento de doble mutante puede indicar la
lisis y muerte celular.

Con lo explicado anteriormente podemos decir que el fenotipo de la cepa
cys4AcIin3A no corresponde a la suma de fenotipos de las mutantes sencillas cys44 y cin34
y, por ende, se puede afirmar la existencia de una interaccion genética entre los genes
CYS4 y CLN3 en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Una vez determinada la existencia de una interaccidn genética, se puede establecer
el tipo de interaccion que presenta el fitness evaluado, si se trata de una interaccion
genética positiva 0 una interaccion genética negativa dependiendo de la aptitud que
muestra la doble mutante de los genes bajo estudio” 8. Como se vio en el andlisis de las
cinéticas de crecimiento, las mutaciones individuales de CYS4 y CLN3 son perjudiciales
para S. serevisiae ya que se ve disminuida su capacidad de crecimiento o proliferacion. Por
otro lado, la doble mutante cys4AcIn3A también presenta esta dificultad, pero es similar a
la cepa cys4A. Aun con las dos mutaciones el organismo presenta un fenotipo mas apto,
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ya que prolifera mejor de lo esperado y podemos decir, entonces, que se trata de una
interaccion genética positiva.

Durante el trabajo de investigacion, se realizaron determinaciones de las cinéticas
de crecimiento como se indica en el apartado de materiales y métodos, pero cambiando
una condicién, la agitacion, que fue constante durante las 48 h de duracién del ensayo. Al
analizar los datos de observé gque las curvas de crecimiento presentaban error considerable
en las mediciones, sobre todo la doble mutante.

Se realizé la grafica correspondiente, que muestra las cinéticas de crecimiento de
las cepas BY4742, cysdA, cin3A y cys4Acin34, con tendencias similares a las observadas
en la Grafica 1, pero las barras de error demuestran una variacion en las mediciones de
D.O.s00, SObre todo en la curva de crecimiento de la cepa cys4AcIin3A. Se debe destacar
qgue, al terminar las mediciones en estos ensayos, en los pozos de las placas del
crecinbmetro en las que se encontraban los cultivos de la cepa cys4AcIin3A se podian
observar aglomeraciones, lo que pudo interferir con las mediciones realizadas.

Al observar el hecho de que la cepa cys4Acin3A se aglomeran y parecen lisarse se
realiz6 una tincidon con azul de tripano para determinar si, en efecto, las células estaban
muriendo. El azul de tripano tiene la propiedad de introducirse a las células cuya membrana
esta dafiada, por consecuencia estan muertas y no son viables. Al hacer observaciones
microscopicas, las células cuyo interior sea azul son cuya pared y membrana estan
dafiadas. Como el colorante utilizado emite fluorescencia a 640-660nm y su rango de
absorbancia va de 400-620nm se puede hacer uso de un microscopio de epifluorescencia
para comprobar que las células con coloracion azul en efecto no son viables. Se
recolectaron fotografias en pares de la muestra, una en campo claro y otra al excitarla,
emitiendo un color rojo.

Las imagenes de la Figura 6.16 muestran que, en efecto, las células de la cepa
cys4Acin3A se encuentran en aglomeraciones y lisadas. La tincion con azul de tripano
también comprueba que las células de un cultivo de 48 h de la mutante cys4Acin3A se
encuentran, en mayor cantidad, muertas a comparaciéon del resto de las cepas analizadas,
lo que explica la tendencia a disminuir de la cinética de crecimiento de la doble mutante.

Se buscaron factores que pudieran explicar el fenotipo observado en la cepa
cys4Acin3A. Primero se pensé que las placas del lector de placas, al ser sellado por
completo, no contenia una cantidad suficiente de oxigeno y no se permitia la circulacién de
dicho gas. Al consumirse por completo el oxigeno se veria afectada la viabilidad de las
células.

Otro factor analizado fue la acumulacion de etanol en el medio. A las 24 horas de
incubacién de un cultivo de Saccharomyces cerevisiae en medio rico en nutrientes, como
el utilizado en este proyecto, los azucares son fermentados por completo, generando como
metabolito al etanol 2 2% 57, E| andlisis de las cinéticas de crecimiento duré 48 horas y
después de las 24 h comienza a disminuir la densidad 6ptica, cuando la cantidad de etanol
en el medio es alta.
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7.3 La ausencia de oxigeno no afecta la division celular de la cepa cys4Acin3A

Para comprobar si la ausencia de oxigeno afecta la viabilidad de las células de la doble
mutante, se realizaron goteos para observar la capacidad de reproducirse y se hicieron
tinciones con azul de tripano para determinar la viabilidad de las células. Recordemos que
los cultivos no contaban con oxigeno y se realizaron determinaciones a las 24, 48y 72 h,
observando lo siguiente:

El crecimiento en placas (Figura 6.13) no se ve afectado por la ausencia de oxigeno
ya que los goteos realizados a las 24, 48 y 72 h de incubacidon muestran un crecimiento
normal. Con respecto a la viabilidad de las células (Figura 6.14, 6.15y 6.16), las cepas WT
y ¢ln3A no presentan células mueras y en el caso de cys4A la cantidad de células muertas
es menor a la doble mutante.

Por lo tanto, la viabilidad de las células de la cepa cys4AcIn3A si se ve afectada. En
el caso de cys4A la cantidad de células muertas no es significativa como en caso de la
doble mutante.

El hecho de que se observe un crecimiento normal en los goteos de cys44cin34
realizados en YPD, pero el andlisis microscopico muestra gran cantidad de células muertas,
puede tener la siguiente explicacion. Las células que sobreviven no pierden la capacidad
gue tienen de dividirse, por lo que hay presencia de colonias en los goteos realizados a las
diferentes horas en que se tomé la muestra. Parece que la cantidad de oxigeno en los
cultivos si afecta la viabilidad.

Recordando que, en ausencia de oxigeno la via de obtencion de energia que se
encuentra activa es la fermentacion y a las 24 h de incubacion se termina la glucosa y es
convertida a etanol, se puede reafirmar la suposicion: la produccién de etanol derivado de
la fermentacion de la glucosa del medio puede ser responsable de la muerte células de la
cepa cys4Acin3A.

7.4 La presencia de etanol en el medio es perjudicial para la doble mutante
cys4Acin3A

Aun en presencia de oxigeno, en Saccharomyces cerevisiae se mantiene activa la via de
fermentacion de azucares, produciendo etanol, el cual funciona como fuente de carbono
para que la célula pueda seguir obteniendo energia. Para comprobar que el etanol que se
produce y que se encuentra en los medios es perjudicial para la doble mutante cys4Acin3A4,
se emulé un medio fermentado al afiadir etanol en las placas de YPD.

Las cepas BY4742 y cIln3A presentan un crecimiento normal en todas las
condiciones, desde el medio con la menor concentracidon de etanol hasta el medio con la
mayor concentracion. La mutante cys44, por otro lado, es ligeramente sensible ya que se
observa que deja de crecer en un medio con una concentracion con 8% de etanol, en una
D.O. de 0.001.

La doble mutante cys4Ac/in3A no es tan apta para crecer en medios que contengan
cierta concentracion de etanol. Tiene dificultades de crecimiento apreciables en el medio al
gue se le adiciona un 8% de etanol, que a una D.O de 0.01 ya no se observan colonias. En
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el medio con etanol al 10%, es mas evidente la dificultad de la doble mutante para crecer
ya que a una D.O. de 1 a penas logra apreciarse crecimiento.

Al tratarse de un fenotipo menos apto para desarrollarse bajo esta condicion, la
interaccion genética entre los genes CYS4 y CLN3 es una interaccidén negativa, en este
caso.

Las principales afectaciones que el etanol produce en las células de levaduras son
membranas celulares, proteinas hidrofébicas e hidrofilicas y reticulo endoplasmico. La
estructura y funcion de la membrana parece ser el principal blanco del etanol. Al exponer a
las células a grandes concentraciones de etanol, se observa un aumento en la fluidez de la
membrana seguido de la disminucién de su funcion®® *°.

La doble mutante es sensible al etanol y puede que éste sea responsable de la
morfologia celular observada a las 24 horas de incubacion, afecta a las membranas
celulares y por eso se observan aglomeraciones de células y algunas células lisadas.

7.5 El estrés oxidante afecta a la cepa cys4Acin3A.

El estrés oxidante se presenta en las células cuando la cantidad de compuestos oxidantes
supera a la de compuestos antioxidantes. El estrés oxidante es perjudicial para la célula ya
gue puede dafiar a macromoléculas como en ADN, polisacaridos, lipidos y proteinas. El
peréxido de hidrégeno (H202) es producido en algunos procesos biolégicos, es uno de los
principales responsables del estrés oxidante y el mas utilizado en investigacion®® 6162,

El H,O, puede ser generado en las células al reducir oxigeno (O2) a agua (H20).
Puede generarse espontdneamente o por la accién de la enzima superédxido dismutasa
(SOD). Existen enzimas encargadas de transformar al peréxido de hidrégeno en agua,
como la catalasa y la glutation peroxidasa, pero se pueden generas mas especies reactivas
que contribuyan con el estrés oxidante % 1,

Para comprobar que el estrés oxidante afecta a la doble mutante, se afiadié H.O; a
diferentes concentraciones en el medio y se realizaron goteos. Se pudieron hacer las
siguientes observaciones.

La cepa cys4Acin3A tiene mas problemas de crecimiento que la mutante sencilla
cys44, al ser menos apta para desarrollarse condiciones de estrés oxidante, podemos decir
gue la interaccién genética entre CYS4 y CLN3 es negativa en este caso.

La sensibilidad de la doble mutante se puede deber a que el estrés oxidante afecta
a macromoléculas como el ADN vy los lipidos, lo que puede llegar a producir dafio en las
membranas celulares y alteraciones en la concentracién de Ca?* intracelular, que es
regulador de varios procesos. La doble mutante es menos apta para crecer en medios que
generan estrés oxidante y podria deberse a la morfologia que han presentado las células,
la agregacion que se observa a microscopio, puede vulnerar la membrana celular haciendo
que el dafio que generan las especies reactivas de oxigeno sea mayor.
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7.6 Bajo presion osmotica no se observa una interaccién entre los genes CYS4 y
CLN3

La adicion de diferentes solutos en el medio de cultivo en el que se realizaron los goteos
ayuda a observar si la presién osmotica afecta a las células, favoreciendo el flujo de agua
a través de la membrana. Se pueden hacer las siguientes observaciones.

Todas las cepas analizadas, tanto en medio con NaCl 0.5 My sorbitol 1 M, crecieron
adecuadamente, el fenotipo apreciado entre la cepa silvestre, las mutantes sencillas y la
doble mutante es similar. No presentan problemas de crecimiento. Las cuatro cepas son
aptas para desarrollarse bajo presion osmética, resisten la alta concentracion de solutos.

Dicho lo anterior, podemos decir que los genes CYS4 y CLN3 no presentan una
interaccion genética al someter a las células a presion osmdtica.

7.7 CYS4 y CLN3 presentan una interaccién bajo estrés de reticulo endoplasmico

El estrés en el reticulo endoplasmico (RE) se refiere al tipo de estrés celular caracterizado
por la activacion de cascadas de sefalizacién que tienen como fin detener la sintesis de
proteinas para evitar la acumulacién de proteinas mal plegadas en el RE, modulando la
sintesis proteica. Puede ser generado por diversos factores en los que se acumulan
proteinas mal plegadas®®.

La tunicamicina en un antibiotico que simula condiciones de estrés en reticulo
endoplasmico. Bloquea la N-glicosilacibn en organismos eucariontes, inhibiendo la
formacion de un intermediario de dicha modificacién postraduccional, N-acetilglucosamina-
Dolico-Fosfato. En el RE se lleva a cabo con frecuencia la N-glicosilacién. Si no se realiza
provoca que proteinas salgan del RE y su acumulacién y el mal plegamiento en dicho
organelo®*

Se utilizaron diferentes concentraciones de tunicamicina en los medios para poder
observar la existencia de la interaccion genética entre CYS4 y CLN3 al estar en condiciones
de estrés de reticulo endoplasmico. Se puede destacar lo siguiente.

- Los goteos en la Figura 6.20 muestran una interaccion genética positiva ya que la cepa
cys4Acin3A crece mejor que la mutante sencilla cys4A en el medio que contiene
tunicamicina a una concentracion de 0.25 ug/mL y se aprecia con mas claridad en el medio
con 0.5 pg/mL de tunicamicina, donde la cepa cys4A presenta un problema al crecimiento
aun mayor que el presentado por la doble mutante cys4Acin3A.

Como cys4Acin3A muestra ser mas apta que la cepa cys4A para desarrollarse en
las condiciones de estrés de reticulo endoplasmico, se puede decir que la interaccion
genética entre CYS4 y CLN3 es positiva.

Se ha observado que la fase G1 del ciclo celular de S. cerevisiae se alarga cuando
se elimina el gen CLN3. Al retrasar la transicion de fases del ciclo celular se infiere que, en
el proceso, hay una acumulacién de macromoléculas que eviten, prevengan y combatan el
estrés en el reticulo endoplasmico. Proteinas chaperonas son las responsables de realizar
plegamiento de otras proteinas. Si hay mayor cantidad de chaperonas, entonces se evita la
acumulacién de proteinas mal plegadas, previniendo el estrés en el reticulo endoplasmico.

68



7. DISCUSION DE RESULTADOS

Mientras se realiza la transicién de la fase G1 a S de siguen transcribiendo genes y
sintetizando proteinas, por lo que se puede suponer una gran cantidad de ribosomas en la
célula, lo que también evitaria en cierta medida el estrés en el reticulo endoplasmico.

Otra posible explicacion es que se active de manera rapida la respuesta llamada
Unfolded Protein Response (UPR), cuya finalidad es recuperar la actividad normal del
reticulo endoplasmico. Se activan genes que codifican proteinas como chaperonas,
proteinas encargadas del plegamiento, proteinas mediadoras del transporte entre
membranas, entre otras 3.

La doble mutacion de CYS4 y CLN3 pueden contribuir a la traduccion y acumulacion
de gran cantidad de chaperonas que previene el estrés en el reticulo endoplasmico, a eso
se debe la interaccidn genética positiva que muestra el fenotipo de la doble mutante.

7.8 No es evidente la presencia de una interaccién genética entre CYS4 y CLN3 al
activar la respiracion celular

El propdsito de colocar diferentes fuentes de carbono en el medio fue determinar si este
factor afectaba el desarrollo de las cepas con mutaciones de los genes CYS4 y CLN3. Se
utilizaron fuentes de carbono fermentables y no fermentables. La glucosa y la galactosa,
fuentes de carbono fermentables, conducen a la produccion de etanol y bidxido de carbono.
El lactato, el etanol y el glicerol activan la respiracion celular aerobia al ser fuentes de
carbono no fermentables.

La galactosa es similar a la glucosa. Al ingresar a la célula se convierte en galactosa-
1-fosfato y posteriormente, por una serie de reacciones, puede convertirse en glucosa-1-
fofato o glucosa-6-fosfato para poder entrar a la via de la glucdlisis, generar piruvato y
terminar por realizar la fermentacién alcoh6lica®®.

En el citosol, el lactato es convertido a piruvato. Cuando el piruvato se introduce en
la mitocondria es convertido a oxalacetato, encontrandose en la mitocondria junto con
acetil-CoA y la enzima adecuada activan el ciclo de Krebs produciendo NADH y FADH..
Los productos son utilizados en la fosforilacion oxidativa, produciendo mayor cantidad de
energia®®.

Cuando se tiene etanol en el medio como Unica fuente de carbono, la enzima alcohol
deshidrogenasa lo convierte en acetaldehido. Después por accion de la enzima
acetaldehido deshidrogenasa (ALD) y la acetil-CoA sintetasa (ACS) se convierte en acetil-
CoA, que sirve de sustrato en el ciclo de Krebs para seguir con otras vias metabdlicas®’.

El glicerol como Unica fuente de carbono se introduce a las células de S. cerevisiae
activando la via L-glicerol 3-fosfato (G3P) y la via de la dihidroxiacetona (DHA) de
catabolismo del glicerol. En la via G3P es necesaria una FAD-dependiente de glicerol 3-
phosphate deshidrogenasa, localizada en la membrana mitocondrial, mandando
directamente a los electrones a la cadena respiratoria por medio de FADH,%8 .

Con los resultados de la Figura 6.21 se pudieron hacer las siguientes observaciones.

- En medio YPD y con galactosa, las todas las cepas crecen parecido. Lo que indica que,
aparentemente, no presentan problemas de fermentacion.
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- El crecimiento de las cepas cys4A y cys4Acys4A en medios con fuentes de carbono es
menor al de la cepa BY4742 Y cIn3A.

No se puede determinar que el cambio en la fuente de carbono afecta drasticamente
la aptitud de las cepas cys44 y cys4Acin3A para desarrollarse ya que la diferencia en el
crecimiento no es tan significativa, como se ha podido observan resultados anteriores.

El hecho de que las cepas anteriormente mencionadas muestren colonias de menor
tamafio al de las cepas BY4742 y cIn34, puede significar que estas cepas tengan algun
problema de respiracion. El supuesto problema no perjudica la capacidad de dividirse de
las células.

Se realizaron observaciones microscopicas de cultivos en medios con diferentes
fuentes de carbono para comparar con los resultados vistos en el medio YPD.

7.9 La viabilidad de la cepa cys4AcIn3A también se ve afectada en medios no
fermentativos

En apartados anteriores se ha estado hablando sobre el ciclo celular y como se ve afectado
por la eliminacion de los genes bajo estudio. Ambos genes, CYS4 y CLN3, estan
relacionados con la fase G1 del ciclo celular, las mutantes sencillas de cada gen alargan
esa fase y el tamafio celular aumenta. Se han realizado estudios en donde mutantes de
CLN3 en medios no fermentativos, reducen el tamafio celular. En parte, es por lo que se
realizé el andlisis de morfologia celular y viabilidad se realizaron en medios con diferentes
fuentes de carbono (glucosa, lactato, lactato/glicerol y etanol/glicerol). También se realiz
para comparar el fenotipo entre cepas y ver si la respiracion celular afectaba de cierta
manera a la cepa cys4Acin3A, como se observo en medio fermentativo YPD3 45,

El hecho de que las células tengan un tamafo diferente en los distintos medios
utilizados puede deberse a que el tamafio critico celular al que las células comienzan la
division celular cambia dependiendo del medio en el que se encuentren las células. La
morfologia de las levaduras podria indicarnos en qué fase del ciclo celular se encuentra la
célula, la Figura 1.1 lo ejemplifica.

Al variar a fuente de carbono en el medio, se puede decir que ésta es responsable
de que ciertas cepas se encuentren en face G1 del ciclo ceular. Sin embargo, sélo se puede
suponer que la metabolizacién de las fuentes de carbono no fermentables no es tan rapida
como la fermentacién y por eso no se tiene la energia necesaria para poder reproducirse.

La cepa silvestre muestra que es capaz de proliferar sin mayor problema en medios
con distintas fuentes de carbono. S6lo se observa, en el medio YP-Lac, un ciclo celular
diferente al del resto de los medios, lo que podria indicar la asimilacién lenta del lactato.

Al comparar las imagenes de las 24 y 48 h de incubacion de cys4A en YP-Lac,
podemos decir que esta cepa metaboliza de manera lenta el lactato, alargando el ciclo
celular. Por eso la cantidad de células es menor, tarda mas en dividirse.

En la cepa cIn3A, el aumento de tamafio a medida que avanza el tiepo de
incubacién, puede significar que las fuentes de carbono no fermentables son asimiladas
mas lento. El metabolismo del glicerol puede ser mas lento, por lo que las células en los
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medios con dicho compuesto presentan un ciclo celular diferente al resto, no hay células en
gemacion.

En el medio PY-Lac, la cepa cys4Acin3A metaboliza de diferente manera el lactato,
ya que es el inico medio en el que se observa un aumento de tamafo celular, que también
podria influir en el ciclo celular y su duracion.

Para poder afirmar que los ciclos celulares se ven modificados por el medio en el
gue se encuentran las cepas, se deben realizar mas experimentos para determinar la fase
del ciclo celular en la que se encuentaran las células a determinadas horas de incubacion.
Se requeriria seleccionar por centrifugacion a las células en fase G1 e inocular los diferentes
medios a analizar, despues deben tomar muestras, realizar ciertas tinciones y analizar por
citometria de flujo. Asi se podria observar si hay cambios en el ciclo celular de las cepas.

Otro aspecto interesante es la morfologia y viabilida de cys4Acin3A. Como las
aglomeraciones de dicha cepa en los medios no fermentativos no son como las observadas
en el medio fermetnativo, el analisis de viabilidad sirvi6 para comprobar si, tal como pasa
en medios fementativos, las células mueren.

Ya se observé que, sin importar la fuente de carbono en el medio, la doble mutante
cys4Acin3A muestra células muertas desde las 24 h de incubacion y aumenta el nimero
en el transcurso del tiempo. Recordando que después de las 24 h de incubacion de un
cultivo de S. cerevisiae, la glucosa fue fermentada por completo y el etanol es utilizado
como fuente de carbono, podemos decir que, al tomar la primera muestra de todos los
cultivos examinados, la respiracion celular aerobia estaba activada. Podria ser un
compuesto producido durante este proceso el responsable de la muerte celular de la doble
mutante.

La cepa cys4Acin3A es sensible al estrés oxidante. El H,O, es generado al reducir
02 a H20, lo cual sucede durante la respiracion celular. La manera de obtencién de energia
en los cultivos analizados anteriormente era por medio de la respiracion celular aerobia, por
lo que la generacion de especies reactivas de oxigeno puede aumentar, produciendo estrés
oxidante en las células. Es por lo que, en medios tanto fermentativos como no fermentativos
se observan células de la cepa cys4Acin3A muertas.

Se sabe que la respuesta a estrés por etanol en S. cerevisiae esta comprometida
por restricciones energéticas, por lo que aumenta la expresion de genes relacionados con
la glucdlisis y funcién mitocondrial®®. Es por lo que se podria observar un mayor nimero de
células muertas en medios fermentativos, aunado al dafio que el etanol produce en las
células.

Tanto la presencia de etanol como el estrés oxidante pueden producir dafios en la
membrana celular. En medio YPD el etanol presente y el estrés oxidante que se genera al
estar activa la respiracion celular, producen un dafio en membrana mas significativo. En
medios no fermentativo el dafio en membranas solo seria originado por el estrés oxidante.
La disminucion de las aglomeraciones de células de la cepa cys4Acin3A en medios no
fermentativos puede deberse al hecho de que no hay etanol presente en el medio para
producir el afio celular observado en medio fermentativo.
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7.10 La produccién de H2S no se ve afectada al sobre-expresar a los genes CYS4 y
CLN3

Al surgir la pregunta sobre si el H>S generado por la actividad de la CBS es utilizado por la
ciclina CIn3, se decidioé observar si la sobreexpresion de los genes CYS4 y CLN3 podrian
maodificar la cantidad de H.S producido.

El nitrato de plomo presente en el medio YPDL es el responsable de poner en
evidencia la produccion de H,S, se lleva a cabo la reaccién: Pb(NOs), + H,S > PbS| +
2HNOs. El sulfuro de plomo que se produce hace que las colonias adquieran un color
negro/café.

Las cepas de levaduras que carecen de CYS4 muestran un aumento en la
produccién de H,S. Esto debido a que se activa la via alterna, la via de asimilacién de
azufre, en la que se produce una mayor cantidad de H,S, provocando que en medios con
plomo las colonias sean color negro o café oscuro. Por otra parte, las cepas silvestres (que
cuentan con el gen CYS4) en medios con plomo muestran colonias de color blanco/crema.

Con lo explicado anteriormente y sabiendo que la CBS genera HS, se esperaria
que en la sobre expresion de CYS4 la cantidad del gas en cuestion seria mayor y se
observarian cepas con coloracion café. Si la ciclina CIn3 utiliza el H»S producido por la CBS
y las cepas silvestres muestran una coloracion crema en medios con plomo, se esperaria
que una sobreexpresion de CLN3 generara colonias mas blancas en el medio antes
mencionado. Sin embargo, los goteos muestran otra cosa.

Las cepas utilizadas como control son BY4742, cys4A y cin3A. La cepa silvestre y
la mutante c/n3A producen colonias color crema en el medio YPDL, mientras que cys4A
muestra colonias color café obscuro, casi negro. La eliminacion del gen CLN3 no modifica
la cantidad de H>S producido.

Hay que tener en cuenta que el plasmido YEp352, al ser un plasmido multicopia,
genera una traduccion mayor de los genes ya que puede haber mas de dos copias por
célula. El plasmido pRS416 es unicopia, s6lo se encuentra un plasmido por célula,
incrementa la expresion de los genes, pero en menor cantidad. Los goteos de las cepas
gue contienen a los vectores vacios se realizaron para demostrar que el efecto que se ve
es debido al gen clonado en los plasmidos y no a estos.

Los goteos con las cepas silvestres transformadas con los plasmidos construidos
muestran lo siguiente:

- La sobreexpresion de CYS4 y CLN3 en la cepa BY4742 no afecta la produccion de H.S.
Se esperaria que al aumentar la expresion de CYS4 el color de las colonias obscureciera,
pero el color es similar al control. En el caso de la sobreexpresion de CLN3, se esperaria
que, al haber mas ciclina, esta utilizara méas cantidad de H»,S para persulfurarse y aclarar
asi el color de las colonias, pero el color es similar al control.

Las observaciones que se hacen con respecto a la mutante cys4A son:

- La sobreexpresion de CLN3 no afecta la cantidad de H.S producido en mutantes cys4A.
Ya se dijo que en mutantes cys4A la cantidad del gas mencionado aumenta por la activacion
de la via alterna. Por lo que se esperaria que, si hay mas cantidad de la ciclina CiIn3, el
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color de las colonias se aclararia, sin embargo, no se observa cambio en la coloracion de
ninguna de las cepas transformadas.

Finalmente, con los goteos de la mutante c¢c/n3A se hacen las siguientes
observaciones:

- No se modifica la cantidad de H.S al sobreexpresar CYS4 en mutantes c/n3A. Se esperaria
que una mayor cantidad de CBS produciria més H:S y, al no haber ciclina CIn3, el gas no
es utilizado para persulfurar y es acumulado para mostrar colonias con una ligera coloracién
obscura. Por el contrario, la coloracién observada en parecida a los controles BY4742 y
cin3A.

El H2S es un gas dificil de cuantificar, por lo que se hace uso de métodos como el
utilizado en este trabajo para poner en evidencia su presencia. Por lo que los resultados
anteriores indican que el sobreexpresar uno de los genes en ausencia del otro no modifica
la cantidad de H,S generado. Aun asi, no se puede descartar la posibilidad de que el H.S
producido por CYS4 pueda ser utilizado como sustrato para la posible persulfuraciéon de
CLN3, se requeririan mas experimentos para comprobar la persulfuracion de CIn3 y el sitio
en el que ocurre.
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CONCLUSIONES

Existe una interaccion de tipo genética entre los genes CYS4 y CLN3 en
Saccharomyces cerevisiae y se logra observar bajo diferentes contextos biolégicos.

Se logré eliminar al gen CLN3 para generar las cepas que sirven de herramienta para
determinar la existencia de la interaccién genética entre CYS4 y CLN3.

La interaccién genética entre CYS4 y CLN3 es positiva en cuanto a la aptitud de la doble
mutante para crecer.

La ausencia de oxigeno no afecta la capacidad de division de la doble mutante
cys4Acin34, pero si la viabilidad de las células. Las células que son viables logran
reproducirse sin problema.

La doble mutante cys4Acin3A es sensible al etanol a una concentracion mayor a 4%,
por lo que bajo estas condiciones la interaccion genética entre CYS4 y CLN3 es
negativa.

El estrés oxidante afecta mas a la cepa cys4Acin3A, por lo que la interaccidén genética
entre CYS4 y CLN3 es negativa bajo esta condicion.

En condiciones de estrés de reticulo endoplasmico, la doble mutante cys4Acin3A
muestra ser mas apta para crecer que la mutante sencilla cys44, por lo que se presenta
una interaccion genética positiva entre CYS4 y CLN3.

En condiciones de presién osmoética, la cepa cys4Acin3A muestra un fenotipo parecido
a las mutantes sencillas respectivas, por lo que no es apreciable una interaccién
genética.

Las fuentes de carbono no fermentables no perjudican la capacidad de las células de la
cepa cys4Acin3A para dividirse. Bajo estas condiciones no se puede apreciar la
interaccion genética entre CYS4 y CLNS.

La disminucion de las aglomeraciones de la doble mutante cys4Acin3A en medios no
fermentativos a las 48 horas de incubacién se puede atribuir sélo al efecto del estrés
oxidante, sin sumarle el efecto de etanol.

En medios de cultivo con fuentes de carbono no fermentativo, la cepa cys4Acin3A
muestra una viabilidad similar a la observada en fuentes de carbono fermentativas.

El estrés oxidante generado por la respiracion celular parece ser el responsable de la
morfologia y viabilidad que presenta la doble mutante cys4Acin34, sin importar el medio
en el que se encuentre.
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e Se logré crear una coleccion de plasmidos que permiten la expresion y sobre-expresion
de los genes CYS4 y CLN3, que pueden ser empleados en futuros trabajos.
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ANEXO I: Plasmidos

Mapas de restriccion de los plasmidos utilizados y construidos en el proyecto.
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Figura 9.1 Mapas de restriccion de los plasmidos de delecion pAG2552 y pUG6°3, utilizados en este
trabajo.

80



10. ANEXOS

Pfol (46)
MNdel (330}
/ Bsgl {363)
_ f Shfl (399)
(4354) Swal /o / / Bfusl-BspMI (402
(4330) Pl PSS _¥eml (545)
© _Meol (622)

AN -~ _BstBI (es2)
~_Bsml (779)
ANY <" stul (853)

(3934) BsaHl

_Bpulll (1147)
T Nsil (1244)
_ BtgZzl (1576)

~ MaaMIV (1676)
~Mael (1678)

_ AccBSI (zood)
-Kpnl {zoos)
AbsI - PaeR7I - PspiI - ThI - Xhol {z019)
—5all {zozs)
—— BspDI - Clal (z035)
— ——— HindIII {zo40)
——— EcoRl (2052}
- — TspMI - Xmal {z0ad)
T —5Smal {z088)
T BamHI {zo7o)
_ T Spel {z078)
~ . xbal (2082)
“._  Eagl - Motl (2089)
Alel (z100)
Sacll (z101)
Bstx] {z102)
EcoS53kI (z108)
Sacl (2110}

(3545) Nmealll —

(3397) shdl~

Figura 9.2 Mapas de restriccion del plasmido de clonacién pJET1.2% y del plasmido monocopia
pRS4165* utilizados en este trabajo.
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Figura 9.3 Mapas de restriccion del plasmido multicopia YEp352% y del plasmido pPCR3 que
contiene a CYS4.
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[Lacz alpha_5359..5427] +

M13-fwd 52885271
T7 5261..5242

3" URT 4969..5168

1724..2352 ColEl origin

27202740 M13-rev
27582777 T3
2764..2816 CY54 F1

Cy54 1059N 3445..4503

2754..2993 3" URT)

Figura 9.4 Mapas de restriccion del plasmido pRM04 que contiene a CLN3 y el plasmido construido
pRMO6.
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M13-rew 76U - e
27..49 CY54 F1
[Laco 7577..7599  prarrrarore

lac 7543.7572

ColEl origin 66097237

pRMOIE - 7616 nt

Amp prom 5530..5558)

2202..2401 3" URT

272510 M13-fwd

T [583.73 CeN-ARs phs]
[URA3 7461..6354] SR

M13 origin 5846..6301
F1 ori 6291..5851

M13-fwd 57025685

pRMO9.xdna - 7651 nt

_I_

1724..2352 ColEL origin

2720..2740 M13-rev

Figura 9.5 Mapas de restriccion de los plasmidos construidos pRM08 y pRM09.
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127932 M13-rev

F4..45 lac

Xhol 7610

1008._380 ColEl origin

pRM10.xdna - 7940 nt

+

2087..2059 Amp prom

M13-fwd 50905107

EcoRV_4201

Figura 9.6 Mapas de restriccion del plasmido construido pRM10.
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Anexo Il: Esquemas

Representacion esquematica de los pasos para construccion de plasmidos que contienen
al gen CYS4, indicando el plasmido del que proviene y el pldsmido al que se subclona.

e

=

v
11210 ¥ vat]
11.33 CYS4FL PRS416.xdna -~ 4598 nt
iow [ESasvum 6621720 Cv54 10590

CYS4 PCR3.txt.xdna - 2455 nt

PRMO6.xdna - 7237 nt

37203740 M1Y-re

2758 2277 T
27942816 CYS4FL

(imeart from pIT-PORY xdns 3791_3330) -
CYSA 10S9N 34419.4503) 71

¥ ORY
UTH

Figura 9.7 Ejemplo de la insercién de un gen a un vector. Subclonacion del gen CYS4 proveniente
del plasmido pPCR3 en el vector pRS416, construccion nombrada pRMO6.
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Esquema de la clonacién del gen CLN3 en el vector pJET1.2.

[1133 cuiii]

7 Bam
(5] 662_711 cin3¥]
)

CUN3(BamHI-Xbal).xdna - 2783 nt

PRMOS . xdna - 5757 nt

pJET1.2/blunt
2974 bp

Figura 9.8 Esquema de clonacion del gen CLN3 con sitios de restriccion BamHI y Xbal en el vector
pJET1.2*, plasmido nombrado pRM04. (*Thermo Scientific™. CloneJET PCR Cloning Kit [online]).
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Esquema que muestra los fragmentos de ADN utilizados para realizar la subclonacion del
gen CLNS.

¥ A

(5 6]

[y

¥ A Diaioe ool s
! |

CUNIBamii-X0alh xdna - 2783 m

PRMI0.xgna « 7940 m

/
[ieaav 4301]

Figura 6.10 Ejemplo de insercion de un gen a un vector. Subclonacion del gen CLN3 proveniente del
plasmido pRMO04 en el vector YEp352, construccion nombrada pRM10.
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