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Resumen

Las proteinas son moléculas que tienen diversas funciones en la célula. Sin embargo, antes de que una
proteina sea funcional debe plegarse. El plegamiento de las proteinas es asistido por chaperonas y
chaperoninas, las cuales son moléculas muy importantes en la homeostasis proteica mitocondrial.
Cuando el nimero de proteinas desplegadas en la mitocondria es mas grande que la capacidad por
plegarlas, se acumulan generando estrés. Para resolver el estrés por acumulacion de proteinas
desplegadas en la mitocondria de metazoarios, se activa la via UPR (Unfolded Protein Response). La
UPRmt desencadena una respuesta transcripcional especifica en el nucleo y la inhibicién de la sintesis
de proteinas en ribosomas citosélicos. En la levadura Saccharomyces cerevisiae no se ha descrito una
via UPRmt y se desconoce como la mitocondria resuelve el estrés por proteinas acumuladas en su
matriz. Los resultados de este trabajo en la levadura S. cerevisiae, sugieren la activacion transcripcional
de YTA12, el cual codifica para el ortélogo de la via UPRmt de nematodos Spg7, el cual se activa por
cloranfenicol (chl), un inhibidor de la traduccién mitocondrial que causa estrés mitocondrial. Ademas,
en este trabajo se encontrd que la activacion transcripcional de YTA12 durante el estrés mitocondrial
inducido por chl depende de la via retrograda. Esta via consiste en una comunicacion entre la
mitocondria y el nicleo cuando hay una disminucion en la cantidad de ADNmt o una interferencia con
su metabolismo, la cual desencadena una respuesta transcripcional para producir los metabolitos
necesarios. Este es el primer reporte en el que un ortélogo de un elemento de respuesta de la via
UPRmt en nematodos, se relaciona con componentes de la via retrdgrada para generar una respuesta

transcripcional durante el estrés mitocondrial en S. cerevisiae.

Palabras clave: Estrés mitocondrial, UPRmt, respuesta retrégrada, Saccharomyces cerevisiae,

cloranfenicol, proteinas desplegadas, proteinas acumuladas



|.-Introduccion

e 1.1 Aspectos generales de las proteinas y su plegamiento

Las proteinas son moléculas compuestas por aminoacidos que por su composicion y orden determinan
la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria, asi como el efecto hidrofdbico e interacciones de largo
alcance que definen su plegamiento (Karplus 1997). Para que una proteina adopte su estructura
funcional llamada forma “nativa”, debe plegarse adecuadamente (Karplus 1997; Branden y Tooze
1999).

El plegamiento de algunas proteinas empieza en el tinel de salida del ribosoma (Hardesty y Kramer
2001). Sin embargo, el plegamiento final es asistido por chaperonas y chaperoninas (Gething y
Sambrook 1992). Las chaperonas se unen a la superficie hidrofébica de las proteinas, protegiéndolas
del efecto hidrofobico y propiciando un plegamiento adecuado que depende de su estructura primaria.
Las interacciones entre las chaperonas y las proteinas que estan en proceso de plegarse tienen un
tiempo de asociacion efimero y cuando las chaperonas se despegan de la superficie hidrofébica, las
proteinas quedan en un estado de plegamiento intermediario. Nuevas chaperonas actlan en ciclos
repetidos sobre los intermediarios de plegamiento hasta que se alcanza el estado final (Hartl y Hayer-
Hartl 2002; Saibil 2013).

e 1.2 El proteoma mitocondrial: importacion y plegamiento

El proteoma mitocondrial esta constituido por mas de 1300 proteinas codificadas tanto en genes
mitocondriales como en genes nucleares. Menos de 20 proteinas estan codificadas en el genoma
mitocondrial y son subunidades que dan origen a los complejos de la cadena respiratoria y de la FoF1-
ATP sintetasa. Las proteinas que estan codificadas en el genoma mitocondrial presentan un alto grado
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de hidrofobicidad, por lo que el tinel de salida de los ribosomas mitocondriales estd adaptado

estructuralmente para su plegamiento adecuado (Greber y Ban 2016)

Gran parte del mantenimiento de la mitocondria se lleva a cabo por proteinas codificadas en genes
nucleares y constituyen aproximadamente el 99% del proteoma mitocondrial. En consecuencia, hay un
constante flujo de proteinas extramitocondriales que necesitan ser ensambladas y maduradas adentro de
la mitocondria (Nelson y Cox 2014). Cuando las chaperonas detectan en el tanel de salida de los
ribosomas citosolicos una secuencia de importaciéon mitocondrial (MTS), transportan al complejo
ternario formado por el ribosoma, el ARNm y el péptido naciente, hasta la translocasa de la membrana
externa mitocondrial (TOM). De esta manera la importacion mitocondrial ocurre de forma acoplada a

la traduccion citoplasmica (Hardesty y Kramer 2001; Yogev et al., 2007).

Una vez dentro de la mitocondria, los péptidos importados son asediados por una variedad de
chaperonas y chaperoninas, las cuales inducen un ensamblaje y plegamiento apropiado, protegiéndolos
del efecto hidrofdbico y otros factores (Hartl y Hayer-Hartl 2002, Saibil 2013).

A pesar de que este proceso esta fuertemente regulado, cuando las chaperonas se saturan, la capacidad
de ensamblaje y plegamiento proteico mitocondrial se ve atenuado, desencadenando que algunas

proteinas no alcancen su estado nativo induciendo estrés y disfuncion mitocondrial (Jia et al., 2011).

e 1.3 Importancia de la mitocondria

La mitocondria es uno de los organelos mas importantes en la célula, ya que aqui ocurre la respiracion
y se produce, mediante la fosforilacion oxidativa, gran parte de la energia que necesita la célula.
Ademas, se llevan a cabo varios procesos esenciales en el metabolismo, tales como el ciclo de Krebs y
la B-oxidacion, entre otros. Estos procesos requieren de enzimas eficaces con un funcionamiento
adecuado, por lo que una alteracion en el proteoma mitocondrial es muy dafiina para la célula (Nelson y
Cox 2014).

En casos de estrés generado por la acumulacion de agregados proteicos, hay un proceso llamado

Respuesta a las Proteinas Desplegadas o via UPR (del inglés, Unfolded Protein Response). Este
11



proceso es una via de sefializacion que comunica a la mitocondria y al nucleo (Jovaisaite et al., 2014;
Runkel et al., 2013; Benedetti et al., 2006; Yoshida et al., 2000; Haynes et al., 2013).

e 1.4 Lavia UPR mitocondrial

La via UPR es un sistema de control de calidad dentro de la mitocondria. En términos generales,
cuando las proteinas mitocondriales no alcanzan su conformacién nativa, se acumulan en la matriz y en
el espacio intermembranal. Esto activa una respuesta transcripcional de genes nucleares que codifican
para chaperonas y proteasas mitocondriales (Zhao et al., 2002; Benedetti et al., 2006), con el objetivo
de aumentar la capacidad de plegamiento y de degradacién de péptidos que no se plegaron

adecuadamente.

Ademas, se ha descrito que la via UPRmt se acopla a otro sistema de control de calidad que remueve
proteinas mitocondriales acumuladas en el citosol a través de la proteosoma 26S (Zhao et al., 2002).
Este proceso es esencial para mantener la homeostasis celular y estudios recientes sobre longevidad
sugieren que la UPRmt puede prevenir el deterioro funcional asociado al envejecimiento y a sus
enfermedades relacionadas (Houtkooper et al., 2013). Hasta ahora la UPRmt se ha caracterizado en

mamiferos y nematodos, pero no en la levadura.

e 1.4.1 UPRmt en nematodos

En C. elegans la via UPRmt se origina en la matriz mitocondrial, cuando las proteinas con un
plegamiento erroneo se acumulan y sobrecargan la capacidad de las chaperonas. En consecuencia, las
proteinas acumuladas se proteolizan en péptidos cortos de 6 a 30 aminoacidos de longitud mediante la
accion de las proteasas Clpp-1y Spg7. Los péptidos pequefios resultantes son transportados por Haf-1,
el cual esta embebido en la membrana interna y acarrea a estos péptidos desde la matriz mitocondrial al

espacio intermembranal para que puedan difundir hacia el citoplasma. Los péptidos transportados al

12



citoplasma de esta forma afectan la importacion a la mitocondria de nuevas proteinas (Jovaisaite et al.,
2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et al., 2006), incluyendo a Atfs-1 que en condiciones normales
entra a la matriz mitocondrial porque contiene una secuencia de localizacién mitocondrial (MTS) y alli
es degradada por la proteasa Lon. Sin embargo, durante la UPRmt la importacion interrumpida de Atfs-
1 propicia su acumulacién en el citoplasma (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et
al., 2006), con lo que eventualmente se transporta al nlcleo mediante su secuencia de localizacion
nuclear (NLS). En el nucleo, Atfs-1 coopera con un complejo formado por Ubl-5 y Dve-1, para que
éste se asocie al promotor del gen de la chaperona mitocondrial HSP-60 y a promotores de los genes
SPG7 y CLPP-1 con lo que se activa su transcripcion (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013;
Benedetti et al., 2006).

De manera alternativa y paralela a las actividades de Atfs-1, Gen-2, una cinasa dependiente de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que se generan en mitocondrias disfuncionales, fosforila al factor elf2-a, el
cual participa en el inicio de la traduccion. La forma fosforilada de este factor no es activa, por lo que
se inhibe la traduccion citoplasmica de proteinas y con esto se reduce la carga en las chaperonas
mitocondriales (Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013;) (Figura 1).

Cytoplasm o
> GCN-2"} —_— w— Protein translation

/ Nucleus
mt chaperones

>
i mt import
s CORES)
p— 2 ATFS-1 mt detoxification
ki ai= .NLS glycolysis
—

Figura 1. La via UPRmt en C. elegans esta mediada por Atfs-1, la cual en estrés mitocondrial por proteinas desplegadas
activa chaperonas y genes de respuesta. Alternativamente a Atfs-1, Gen-2 se activa por la acumulacion de ROS e inactiva la
traduccion citosélica para aliviar la carga proteica, mediante la fosforilacion del factor elf2. (Jovaisaite et al., 2014; Runkel
et al., 2013; Benedetti et al., 2006).

e 1.4.2 UPRmMt en mamiferos
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En mamiferos, la via UPRmt ocurre tanto en la matriz mitocondrial como en el espacio
intermembranal, y se les conoce como la via activa y la via de protecciéon, respectivamente (Yoshida et
al., 2000; Jovaisaite et al., 2014; Haynes et al., 2013). En la via activa se ha observado que varios
componentes de la via de C. elegans estan conservados, incluyendo a las chaperonas mitocondriales y
Clpp-1(zZhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014).

Una vez que se detecta el estrés mitocondrial por proteinas acumuladas, las cinasas Jnk2 y Pkr
fosforilan al factor de transcripcion c-Jun en los residuos Ser63 y Ser73, esta activacion hace que el
factor de transcripcion se una al sito AP-1 en el promotor de los genes CHOP y C/EBPf, los cuales
codifican factores de transcripcion que se unen a sitios en promotores de genes que son elementos de
respuesta de UPRmt. (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014). Por su parte la
cinasa Pkr fosforila a elf2a, lo que inhibe la traduccion de proteinas en citoplasma y por tanto induce
una reduccién en la sobrecarga de las chaperonas mitocondriales (Zhao et al., 2002; Yoshida et al.,
2000; Jovaisaite et al., 2014).

En la via de proteccion, las proteinas acumuladas en el citoplasma son detectadas y se degradan por el
proteosoma 26S, pero si alguna proteina desplegada aun ingresa al espacio intermembranal, es
eliminada por la proteasa Htra2. Cuando la proteasa Htra2 se sobrecarga por el exceso de agregados
proteicos en el espacio intermembranal, se afecta a la cadena respiratoria, lo que conduce a una
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademés, una gran parte de los ROS
producidos no pueden ser degradados debido a la reducida importacion de proteinas a la mitocondria
(Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014). La proteina cinasa Akt es sensible a las
ROS producidas en el espacio intermembranal, lo que induce su fosforilacion y esto propicia la
activacion del receptor de estrogeno a (Era) (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al.,
2014). ERa por su parte, puede aumentar la actividad del proteosoma o aumentar el control de calidad
en el espacio intermembranal al amplificar los niveles de expresion del gen HTRA2. Ademas, la
activacion de ERa aumenta la transcripcion del factor respiratorio nuclear 1 (NRF1), que protege las
mitocondrias y previene la pérdida del potencial de membrana mitocondrial mediante la activacion
transcripcional de genes nucleares necesarios para la respiracion, la transcripcion y replicacion de ADN
mitocondrial (Zhao et al., 2002; Yoshida et al., 2000; Jovaisaite et al., 2014) (Figura 2).
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e 1.5 Factores que desencadenan la UPRmt

Uno de los principales factores que desencadenan la UPRmt es la descompensacion entre las proteinas
codificadas en el ADN mitocondrial y en el ADN nuclear. Las proteinas que llevan a cabo la
fosforilacion oxidativa se componen de subunidades de origen nuclear y mitocondrial, las cuales tienen
un equilibrio estequiométrico; cuando este equilibrio se pierde, se acumulan subunidades huérfanas en
la mitocondria. Existen diversos factores que desencadenan esta descompensacién como pueden ser
mutaciones puntuales, la inhibicion de la transcripcion del ADNmt, la deficiencia de actividad de
proteosoma 26S y la alteracion de la maquinaria de traduccion mitocondrial, entre otros (Houtkooper et
al., 2013).

La doxiciclina y el cloranfenicol (chl) inhiben la sintesis de proteinas en ribosomas mitocondriales,
debido a que impiden la formacién del complejo ribosoma-ARNt, el cual afecta a la elongacion del
péptido naciente, lo que induce una disminucion en la respiracion y una activacion de la UPRmt en C.

elegans (Houtkooper et al., 2013).

En patologias como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) (Ferri et al., 2006) y como la ataxia de
Friedrich (Correia et al., 2008), se ha visto que existe dafio mitocondrial, lo que desencadena la
formacion de agregados proteicos en la matriz mitocondrial, los cuales en etapas iniciales pueden

activar la UPRmt.
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Figura 2. La sefializacion UPRmt en mamiferos esta mediada por Jkn2 y Pkr que fosforilan a c-Jun para que active la
transcripcion de CHOP y C/EBPS, que a su vez promueven la transcripcién de chaperonas y proteasas mitocondriales.
Ademas, Pkr inhibe la traduccion de proteinas citosélicas. En una via alternativa en el espacio intermembranal, Akt,
promueve la activacién del proteosoma 26S en el citosol y la activacién transcripcional del gen HTRA2 (el cual codifica una
proteasa del espacio intermembranal mitocondrial) y del gen NRF1 (el cual codifica un factor de transcripcion clave en la
replicacion y transcripcion del ADN mitocondrial) (Jovaisaite et al., 2014).
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I1.-Antecedentes

e 2.1 Comunicacion entre la mitocondria y el nacleo en estrés mitocondrial en la levadura

S. cerevisiae

En la levadura S. cerevisiae se desconoce cémo la mitocondria responde a estrés por proteinas mal
plegadas dentro de la matriz mitocondrial. Recientemente se han descrito diversas vias que responden
al estrés por la disminucion de la importacion mitocondrial, la cual atenta la traduccién citosolica
reprogramando los patrones de expresion genética (Boos et al, 2019; Avendafio-Monsalve et al., 2020).
Para compensar este desequilibrio estequiométrico en la mitocondria, entre las proteinas codificadas
del ADN mitocondrial y en el ADN nuclear y estabilizar la homeostasis proteica mitocondrial se
activan programas de adaptacion transcripcional, en los cuales se incrementa la actividad del
proteosoma, a través de la regulacion positiva y negativa de activadores transcripcionales como Hsfl,
Rpn4, HAP y Pdr3 (Wang and Chen, 2015; Wrobel et al., 2015; Boos et al., 2019; Matsumoto et al.,
2019). Sin embargo, hasta ahora este tipo de estudios no han permitido identificar una UPR
mitocondrial. Lo mé&s cercano a una UPRmt es la llamada respuesta retrégrada, ya que, en ésta, como
en la UPRmt, existe una comunicacion con el nucleo cuando hay disfuncion en el interior de la
mitocondria, generada por condiciones de estrés. Lo que se sabe hasta ahora es que la respuesta
retrégrada se activa cuando hay una disminucion en la cantidad de ADNmt o una interferencia con su

metabolismo y cuando hay una inhibicion de la fosforilacion oxidativa (Sekito et al., 2000) (Figura 3).

e 2.2 Respuesta retrograda en la levadura S. cerevisiae

La respuesta retrograda en levaduras es controlada por las proteinas Bmhlp, Bmh2p, Rtglp, Rtg2p,
Rtg3p y Aupl (Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014) (Figura

3). En condiciones normales (cuando el sistema esta silenciado), la proteina Mkslp se encuentra
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hiperfosforilada, lo que hace que su extremo amino se una al dimero Bmhlp-Bmh2p. En condiciones
de estrés mitocondrial (cuando el sistema esta activo) Mkslp estd hipofosforilada y por medio de su
extremo carboxilo terminal se une a Rtg2p, lo cual propicia la hipofosforilacion de Rtglp-Rtg3p

mediada por Aupl.

Rtg3p es una proteina con una secuencia de localizacion nuclear. Sin embargo, en condiciones
normales forma un dimero con Rtglp en el citoplasma. La localizacion citoplasmética del dimero
Rtglp-Rtg3p es dependiente de su estado de fosforilacion. En condiciones de disfuncion mitocondrial,
el dimero hipofosforilado se transporta al ndcleo y activa genes que tienen sitios de union CTCAC
conocidos como “cajas r”. Un gen que estd muy caracterizado y que se regula de esta manera es CIT2,
el cual tiene dos cajas R en su promotor. Esta via ademas es regulada negativamente por Lst8p de
manera dependiente e independiente de Torly Tor2 (Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al.,
2013; Jovaisaite et al., 2014) (Figura 3).

mt disfunction Poor
(mtDNA depletion Histidine Glutamine nitrogen
Glutamate OXPHOS inhibition) starvation starvation source Rapamycin

T N Y

P P
Bmhl/2 Mks1l
P P — Lst8p Torl/2p
Mkslp Rtg2p
P p p P
[Aup] =

Rtgl/3p ),—> (Rtgl/3p *
Lod P

P p [=]

Lst8p
\l N~

RTG target
genes

Figura 3. Respuesta retrograda. Mkslp regula positiva o negativamente a Aupl afectando el estado de fosforilacion del
dimero Rtglp-Rtg3p. En disfuncion mitocondrial Rtglp-Rtg3p esté hipofosforilado y activa genes nucleares de respuesta al
estrés mitocondrial. Liu et al., 2003; Sekito et al., 2000; Haynes et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014)
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I11.-Justificacion

Debido a que se desconoce si existe una via UPRmt en la levadura S. cerevisiae y que la via retrograda
estd poco caracterizada, en este trabajo se propone estudiar genes nucleares que codifican para
proteinas mitocondriales, algunos de los cuales en C. elegans y en mamiferos responden a la UPRmt.
Decidimos usar chl, un inductor de estrés mitocondrial, el cual inhibe la sintesis de proteinas en
ribosomas mitocondriales, debido a que impide la formacion del complejo ribosoma-ARNt, y esto
afecta a la elongacion del péptido naciente, lo que induce una disminucion en la respiracion y una
activacion de la UPRmt en C. elegans. Sin embargo, en la levadura S. cerevisiae no se sabe si hay
UPRmt y se desconoce si este tipo de estrés por chl genera una UPRmt. Por lo tanto, en este trabajo,
mas que referirnos a UPRmt en levaduras, incluimos el término "estrés mitocondrial” a los efectos del
tratamiento con cloranfenicol, suponiendo que esto genera defectos en el plegamiento y en el
procesamiento de proteinas mitocondriales. La detecciébn de genes nucleares que respondan a
condiciones de estrés mitocondrial inducido por chl nos ayudara en primer lugar a discernir si su
expresion se comporta de la misma manera que sus ortdlogos en la via UPRmt en C. elegans y en
segundo lugar a caracterizar si en esta condicidén su expresion depende de la via retrograda en la
levadura S. cerevisiae. En la Tabla 1 se enlistan los genes que se estudiaron en este trabajo y las

proteinas que codifican.

Tabla 1. Ort6logos de via UPRmt y genes relacionados funcionalmente

Gene; en S. Funcién mitocondrial de la proteina que codifica cita

cerevisiae

HUB1 Activador Transcripcional nuclear (Ortélogo de UBLS5 en C. elegans) Benedetti et al., 2006

MDL1 Z'Irj;;?;))rtador de péptidos de la matriz al citoplasma (Ort6logo de Hafl en C. Young et al., 2001

GCN2 Cinasa que fosforila a elf2a Kubota et al., 2001

NMALL Protef;lsa y chaperona del espacio intermembranal (ortdlogo de Htra2 en Padmanabhan et al., 2009
mamiferos)

HSP10 Chaperonina de matriz Hohfeld y Hartl 1994

CCP1 Oxidorreductasa que degrada hidroperdéxidos con mayor afinidad al H202 Charizanis et al., 1999

SUE1 Proteasa que degrada formas inestables de citocromo ¢ Wei y Sherman 2004

YTA12 Proteasa m-AAA (Ortélogo de SPG7 en C. elegans) Arltet al., 1996
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IV.-Pregunta de investigacion

¢La transcripcion de los genes CCP1, SUEL, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1, YTA12 y NMA111 se

regula por la via retrograda en condiciones estrés mitocondrial inducido por chl en la levadura S.

cerevisiae?

V.-Hipotesis

La expresion de los genes CCP1, SUE1, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1, YTA12 y MA111 aumentara en
condiciones de estrés mitocondrial inducido por chl y se vera afectada en mutantes de la via retrograda.

V1.-Objetivos

e 6.1 Objetivo general

Determinar la actividad transcripcional de los genes CCP1, SUE1, HSP10, GCN-2, HUB1, MDL1,

YTA12 y NMA111 en mutantes de S. cerevisiae de la via retrograda cuando exista estrés mitocondrial

inducido por chl.

20



e 6.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar el fenotipo de las mutantes de los genes de interés en presencia de estrés mitocondrial

inducido por chl.

2.- Determinar la actividad transcripcional de estos genes en condiciones de estrés mitocondrial

inducido por chl.

3.- Evaluar la expresion de estos genes en mutantes de la via retrograda en presencia y ausencia de

estrés mitocondrial inducido por chl.

VIl.- Metodologia

e 7.1 Cepasy plasmidos

Para todos los experimentos del trabajo se emplearon levaduras de la especie S. cerevisiae de la cepa

BY4742. Las mutantes utilizadas en este trabajo estan enlistadas en el anexo 1.
Todos los plasmidos utilizados en este trabajo se enlistan en el anexo 2.

Para amplificar los plasmidos se usaron bacterias de la cepa DH5a de Escherichia coli, y para clonar

los promotores se usoé el plasmido pGEM®-T Easy.
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e 7.2 Condiciones de cultivos

Las bacterias se crecieron a 37° C en medio LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura y 0.5% NaCl)
con 100 pg/ml de ampicilina para la seleccion de los plasmidos. Las levaduras se cultivaron a 30°C en

medio completo YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa).

Para la seleccion de cepas transformadas se usé medio minimo sintético SD (0.69% base nitrogenada
sin amino&cidos y con sulfato de amonio, 2% glucosa y 20 pg/ml de cada aminoacido necesario para el
crecimiento y seleccion de los plasmidos). Ademas de usar medio completo, algunas cepas se
cultivaron en medios respiratorios YPG (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glicerol) y
YPLAC (1% extracto de levadura, 1% peptona, 0.12% (NH4)2SO4, 0.1% KH2PO4, 0.0235% lactato al
85%).

El chl se estandarizo en cuanto a tiempo y concentracion a través del fenotipo (datos no mostrados) se

uso la dosis en la cual aun habia crecimiento de las células.

e 7.3 Andlisis de crecimiento

El crecimiento se determind de una manera cualitativa mediante el crecimiento de las cepas en medio
solido y de forma cuantitativa determinando la densidad Optica mediante un espectrofotometro de
placas. Para el crecimiento en medio sélido, las cepas crecieron durante toda la noche en YPD liquido
con 4mg/ml de chl en cajas de Petri con YPD y 1mg/ml de chl. La determinacion del crecimiento en el
espectrofotometro de placas se hizo a 30°C en YPD liquido con 4 mg/ml de chl y durante 24 horas,

iniciando con una densidad Optica de 0.2.
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e 7.4 Andlisis de dindmica mitocondrial

Las cepas en este analisis crecieron en YPD liquido y se utilizaron en el momento que llegaron a su
fase estacionaria, sin chl durante 10 horas y con 4mg/ml de chl durante 15 horas. Para visualizar la
dinamica mitocondrial se us6 un marcador que tifie de color verde fluorescente a las mitocondrias
Ilamado pVT100U-mtGFP, el cual tiene el promotor de la alcohol deshidrogenasal fusionado a una
secuencia que codifica el péptido sefial de importacion de la subunidad 9 de la Fo ATP sintetasa de
Neurospora crassa a la mitocondria (Westermann y Neupert 2000) y al gen de la proteina GFP. La

morfologia mitocondrial se observo por microscopia de epifluorescencia.

e 7.5 Andlisis in silico

La basqueda de genes ortdlogos se hizo utilizando la base de datos Alliance of Genome Resources

https://www.alliancegenome.org/, la cual mediante un gran nimero de algoritmos identifica genes en

diferentes organismos que tienen un ancestro comin y descienden de un gen ancestral idéntico,
descartando similitud por duplicacién genética. Los resultados de la base de datos Alliance of Genome

Resources se corroboraron con un PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST).

El andlisis de promotores se hizo mediante la base de datos Yeastract http://www.yeastract.com/, en la

cual se buscaron probables sitios de unién de factores de transcripcion en los promotores de interés.

e 7.6 Transformacién de bacterias

Las bacterias competentes se incubaron con 100 ng de plasmido durante 30 min en hielo. Después se
les dio un choque térmico a 42°C durante 45 segundos. Se les agregd 1 ml de LB y se incubaron a 37°C
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durante 1 hora con agitacion. Finalmente, las células se plaquearon en LB complementado con

100pg/ml de ampicilina.

e 7.7 Transformacion de levaduras

Las levaduras se cultivaron en YPD liquido hasta su fase estacionaria, después se tomaron alicuotas
hasta ajustar 25ml en una densidad optica de 0.3 (ODeoo) Yy Se dejo creciendo a 30°C hasta llegar a una
DOsoo de 0.6. Las células se centrifugaron y se lavaron con agua. Se les adicioné 0.1M de TEpH 7.5y
0.1M de acetato de litio (pH 7.5). De esta mezcla se tomo una alicuota a la que se le agregaron 10 ng de
plasmido (Anexo 2), 50 ug de ADN de esperma de salmon, 40% de polietilenglicol, 0.1M TE (pH 7.5),
0.1M acetato de litio (pH 7.5). La mezcla se incubd durante 30 minutos a 30°C. Posteriormente se
agreg6 40ul de DMSO vy se incub6 a 42°C por 15 minutos. Finalmente, las células se plaquearon en SD

con los aminoéacidos requeridos de acuerdo con el plasmido utilizado en cada transformacion.

e 7.8 Andlisis de expresion

Cada promotor analizado en este estudio se amplificé a partir de ADN genomico de la cepa BY4742 y
los productos de PCR se ligaron en el plasmido pGEM®-T Easy (Anexo 2). Los plasmidos
recombinantes se secuenciaron con los desoxioligonucledtidos T7 y SP6. Posteriormente a la
verificacion por secuenciacion, cada promotor se subclonod en el plasmido YEp351-GFP (Anexo 2).
Asi, la expresion de GFP representa la actividad transcripcional de cada promotor. De esta manera, se

analizo la fluorescencia de GFP por microscopia y citometria de flujo.

24



VIIl.-Resultados

e Analisis de los promotores en los genes de intereés

En este trabajo se eligieron genes que por su funcién o por su ortologia pudieran responder a estrés
mitocondrial inducido por chl, el cual como ya mencionamos inhibe la sintesis de proteinas en
ribosomas mitocondriales, debido a que impide la formacién del complejo ribosoma-ARNt y de esta

manera afecta a la elongacion del péptido naciente, lo que induce una disminucion en la respiracion y

una activacion de la UPRmt en C. elegans.

El primer acercamiento a estos genes fue a través de un analisis bioinformatico para saber qué factores

de transcripcion repercuten en algin cambio en su expresion. Para esto se hizo una busqueda de los

sitios de union a factores de transcripcion mas importantes en los promotores de cada gen (Tabla 2).

Una vez hecho el anélisis se procedié a hacer ensayos de fenotipo en condiciones de estrés

mitocondrial inducido por chl

Tabla 2. Sitios de unidn a factores de transcripcion en ortélogos de UPRmt

TF Funcién CCP1 SUE1l | HSP10 | YTA12 | HUB1 | NMA111 | MDL1 | GCN2
Rtg1-Rtg3 Respuesta retrograda 2 sitios 4 sitios 3sitios | 1sitio | 2 sitios
Skn7-Sth5 Respuesta a estrés oxidativo 15 sitios | 1sitio | 2sitios | 9sitios | 1 sitio 9 sitios

Mns2-4 Respuesta a inanicion 5sitios | 2sitios | 1sitio | 3sitios | 4 sitios 2 sitios
Haal Respuesta a estrés de membrana | 2sitios | 1sitio | 1sitio | 1sitio
Rpn4 Activacion del proteosoma 1sitio | 1 sitio
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e EIl gen YTA12 contribuye al crecimiento celular en condiciones de estrés ocasionado por

cloranfenicol (chl)

Con el objetivo de determinar si las proteinas codificadas por los genes que estan regulados por los
promotores seleccionados participan en la respuesta a estrés mitocondrial inducido por chl, medimos
los efectos de este antibiotico en el crecimiento de mutantes de cada uno de los genes. En la figura 4, se
puede observar que todas las mutantes crecen adecuadamente en condiciones sin estrés (-chl), sin
embargo, en presencia de chl, la cepa mdl14 muestra una disminucion moderada en su crecimiento,
esto concuerda cuando se usa el medio respiratorio YPLAC, mientras que en la cepa ytal24 el efecto
del chl es mas marcado y en medios respiratorios el crecimiento es nulo. El resto de las mutantes
analizadas crecen a un nivel parecido al de la cepa silvestre. Cuando se determinan los efectos del chl
en el crecimiento de las mutantes mediante un ensayo cuantitativo, se encontré que solamente la cepa
ytal2A muestra una sensibilidad moderada y ya no se aprecia el efecto en la cepa mdl14 (Figura 5). La
sensibilidad de la cepa ytal24 es méas notoria en la grafica de las regresiones lineales donde claramente
se observa que la pendiente de la curva de la cepa ytal2A es menor que el de la cepa silvestre y
también es menor al de las otras mutantes. Esto se confirma cuando se grafican los valores de las
pendientes normalizadas contra la cepa silvestre en cada condicion (Figura 5C). En este caso, la
disminucion del crecimiento de la cepa ytal2A4 en presencia de chl es de un 40% con respecto a la cepa

silvestre. Las otras mutantes no muestran diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre.
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Figura 4. El crecimiento de la cepa ytal2A4 esta disminuido en medio solido con 1mg/ml de chl. Las células crecieron
previamente en medio completo liquido YPD complementado con 4mg/ml de chl y las diluciones se hicieron en medio
completo solido YPD complementado con 1mg/ml de chl. El tratamiento con chl en cada figura se representa como chl+.
Las células crecieron previamente en medio completo liquido YPD vy las diluciones se hicieron en medio YPD, YPG y
YPLAC.
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Figura 5. El crecimiento de la cepa ytal24 estd atenuado en presencia de chl.

A. cuantificacion de crecimiento de cepas en el espectrofotometro de placas con y sin cloranfenicol. B. Ajuste de rectas a la
fase exponencial del panel a mediante el logaritmo natural de OD. C. Comparacién de las pendientes de cada recta del panel
b normalizadas en relacién con la cepa WT chl-. OD=Densidad Optica, Ln OD= logaritmo natural de densidad Optica, chl-=
tratamiento sin cloranfenicol, chl+= tratamiento con cloranfenicol, t= tiempo en horas, m=pendiente, b=interseccién del eje
XvyY.
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e Efecto del estrés causado por el cloranfenicol (chl) en la morfologia mitocondrial.

Como ya se menciono, el chl afecta la sintesis de las proteinas mitocondriales, lo que puede tener
efectos en la morfologia y dindmica mitocondrial. Estos efectos pueden ser diferentes en las diferentes
mutantes. Las mitocondrias pueden presentarse en 4 diferentes morfotipos: fragmentado, intermedio,
linear y filamentoso (Figura 6). Se marcaron las mitocondrias con GFP fusionado a la secuencia de
importacion mitocondrial de la subunidad 9 de la Fo ATP sintetasa y se determin6 la morfologia por
medio de microscopia de epifluorescencia. En el caso de la cepa silvestre, predominé la morfologia
fragmentada en condiciones normales y esta no vario en presencia de chl. Todas las mutantes, excepto
la cepa ytal2A4, mostraron una morfologia similar a la silvestre en ambas condiciones, excepto que las
cepas sueld, hublA4, y nmalllA, ocasionalmente mostraron una morfologia intermedia en presencia de
chl. EI cambio mas drastico de morfologia se presentd en la cepa ytal2A4, la cual mostré un fenotipo
filamentoso en presencia de chl. Esto coincide con la deficiencia de crecimiento de esta cepa en un

medio con glicerol, lo que indica una deficiencia respiratoria severa.
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Figura 6. El chl afecta la morfologia mitocondrial de las cepas sueld, gcn24, hubl4, nmallldy ytal2A. Las células
que crecieron en presencia de 4mg/ml de chl en cultivos liquidos. Las fotografias representan las morfologias
predominantes y la ampliacion de una sola célula. chl-= tratamiento sin cloranfenicol, chl+= tratamiento con cloranfenicol.
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e El chl afecta la expresion de los genes CCP1, HSP10y YTA12.

En experimentos preliminares se observo que los mayores efectos de un tratamiento con chl se dan en
la expresion de los genes CCP1, HSP10 y YTA12, mientras que no se detectaron efectos significativos
en la expresion de SUE1, GCN-2, HUB1 y MDL1, por lo que solo se mostrara el anélisis de la
expresion de los tres primeros. EI gen CCP1 codifica para una proteina mitocondrial encargada de la
degradacion de especies reactivas de oxigeno y juega un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo.
El gen HSP10 codifica para una co-chaperonina de la matriz mitocondrial, involucrada en el
plegamiento de las proteinas mitocondriales y el gen YTA12 codifica para un componente del complejo
de proteasas m-AAA de la membrana interna mitocondrial, el cual se encarga de degradar proteinas
mal plegadas y también se requiere para el ensamblaje correcto de los complejos enzimaticos
mitocondriales. Como puede verse, estas proteinas tienen un papel muy importante en el

mantenimiento de la homeostasis mitocondrial.

Los promotores de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 se fusionaron al gen que codifica para la GFP y se
clonaron en un plasmido multicopia, de tal manera que la transcripcion se detectdé tanto por

microscopia de epifluorescencia como por citometria de flujo.

Células silvestres transformadas con los reporteros de HSP10 y CCP1 se comportaron de manera
similar, es decir, se observd una expresion basal en condiciones normales, la cual disminuy6 en
presencia de chl (Figuras 7 y 8). En ambos casos y en condiciones normales, se observaron células
fluorescentes, la cual es apenas perceptible después de un tratamiento con chl (Figuras 7A'y 8A). La
disminucion de la transcripcién de HSP10 es de aproximadamente un 50% con chl, mientras que la de
CCP1 es de un 40% (Figuras 7C y 8C). Estas observaciones sugieren que durante un estrés
mitocondrial inducido con chl se genera una sefial aln no caracterizada, ya sea parte de un proceso
transcripcional o traduccional, que se detecta a nivel de los promotores de HSP10 y CCP1 generando

una disminucion de su expresion.
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Figura 7. La expresion de HSP10 disminuye en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas
con el gen HSP10 unida a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresion de HSP10 con y sin cloranfenicol observado
por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresion de HSP10 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometria
de flujo.
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Figura 8. La expresion de CCP1 disminuye en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas
con el gen CCP1 unido a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresion de CCP1 con y sin cloranfenicol observado
por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresion de CCP1 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometria
de flujo.
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En cambio, el gen YTA12 tiene un comportamiento diferente a los dos anteriores, un caso contrario a la
del gen HSP10; mientras que en condiciones normales su expresion estd reducida (Figura 9), el
tratamiento con chl induce una sobreexpresion significativa. Al microscopio se observa que la mayoria
de las células emiten una sefial de GFP mucho mayor en presencia de chl que en su ausencia (Figura
9a), y este aumento es de aproximadamente 2 veces con respecto a la expresion basal. Estos datos
sugieren que YTA12 es un gen que responde positivamente al estrés mitocondrial impuesto por el chl.
Esto coincide con su participacion en los procesos de protedlisis de proteinas mitocondriales mal
plegadas sugerido por (Schnall et al., 1994; Jovaisaite et al., 2014; Runkel et al., 2013; Benedetti et al.,
2006)
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Figura 9. La expresion de YTA12 aumenta en tratamiento de cloranfenicol. Células de la cepa BY4742 transformadas
con el gen YTA12 unido a GFP en tratamientos con cloranfenicol. A) Expresién de YTA12 con y sin cloranfenicol observado
por microscopia de epifluorescencia. B y C) Expresion de YTA12 con y sin cloranfenicol visualizado a través de citometria
de flujo.
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e La expresion del gen YTAL12 es dependiente de la via retrograda en condiciones de estres
mitocondrial inducido por cloranfenicol (chl), mientras que la expresion de CCP1 se regula

negativamente.

Debido a que la Unica via de comunicacion entre mitocondria y ndcleo que se conoce en levaduras es la
respuesta retrograda, nos interesd saber si la expresion de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 se ve
afectada en mutantes de la respuesta retrograda en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el
chl. Esto se hizo midiendo la fluorescencia de los reporteros de GFP tanto por microscopia de
epifluorescencia como por citometria. Los reporteros se expresaron en la cepa silvestre y en mutantes

sencillas rtgl, rtg2 y rtg3.

Como se mostro anteriormente, la expresion de CCP1 disminuye cuando la cepa silvestre se trata con
chl, lo cual sugiere un mecanismo de represion en condiciones de estrés. La eliminacion de la via
retrograda a nivel de Rtg2 y Rtg3 (pero no de Rtgl) induce un aumento en la expresién de CCP1 en
condiciones normales (Figura 10), sin embargo, en condiciones de estrés inducido con chl, la expresion
aumenta significativamente en la cepa rtgl4, pero no en las cepas rtg24 y rtg34 (Figura 10 a y b).
Estas observaciones sugieren que la expresion del gen CCP1 esta sujeta a una moderada regulacion
negativa dependiente de la via retrégrada y que en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el

chl la represion se acentda y es dependiente principalmente de Rtgl.
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Figura 10. La expresion de CCP1 aumenta en la cepa rtgld en tratamiento con cloranfenicol. A) Expresion de CCP1
con y sin cloranfenicol en las mutantes rtg14, rtg24 y rtg34 observado por citometria de flujo. B) Expresion de CCP1 cony

sin cloranfenicol en la mutante rtg1A4 visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. C) Expresion de CCP1 cony
sin cloranfenicol en la mutante rtg24 visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. D) Expresion de CCP1 con'y
sin cloranfenicol en la mutante rtg34 visualizado a través de microscopia de epifluorescencia
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La expresion de HSP10 se ve disminuida en las mutantes de la via retrograda en comparacion con la
WT, pero en la condicion de la WT chl+, se ven marginalmente aumentadas. Sin embargo, entre las
mutantes de la via retrograda no se observan diferencias significativas entre la condicion chl- y chl+
(Figura 11). Esto sugiere que la via retrograda no controla significativamente la expresion de HSP10 en

condiciones de chl+.
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Figura 11. La expresion de HSP10 disminuye en cepas mutantes de la via retrdgrada. A) Expresion de HSP10 con y
sin cloranfenicol en las mutantes rtglA, rtg2A y rtg3A observado por citometria de flujo. B) Expresion de HSP10 con y sin

cloranfenicol en la mutante rtg1A visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. C) Expresion de HSP10 con y
sin cloranfenicol en la mutante rtg2A visualizado a través de microscopia de epifluorescencia. D) Expresion de HSP10 con
y sin cloranfenicol en la mutante rtg3A visualizado a través de microscopia de epifluorescencia
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La expresion de YTA12 en cambio esta fuertemente controlada por la via retrograda en presencia de chl.
Esto puede observarse porque el efecto inductor mostrado anteriormente por el chl en la expresion de
YTAL2 (Figura 9) desaparece en las cepas rtgla4, rtg24y rtg34. Esta disminucion es significativa en las

tres mutantes, pero es mucho més severa en la cepa rtgl4 (Figura 12).

En todos los casos, los cambios en la expresion medidos por citometria se corresponden

adecuadamente con las observaciones al microscopio de epifluorescencia.
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Figura 12. La expresion de YTA12 disminuye en cepas mutantes de la via retrograda en tratamiento con
cloranfenicol. A) Expresién de YTA12 con y sin cloranfenicol en las mutantes rzgi4, rtg24 y rtg34 observado por

citometria de flujo. B) Expresion de YTA12 con y sin cloranfenicol en la mutante rtgl4 visualizado a través de microscopia
de epifluorescencia. C) Expresion de YTA12 con y sin chl en la mutante rtg24 visualizado a través de microscopia de

epifluorescencia. D) Expresion de YTA12 con y sin cloranfenicol en la mutante rtg34 visualizado a través de microscopia de
epifluorescencia
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IX.- Discusion

El chl es un antibidtico que inhibe la sintesis de proteinas en la mitocondria. Uno de los efectos
primarios de esta inhibicion es la acumulacion de subunidades huérfanas que provienen del citoplasma
y que no pueden formar complejos por la falta de las subunidades mitocondriales. Esto genera
problemas de ensamblaje y de plegamiento. En metazoarios, éste fendmeno genera una respuesta
celular conocida como UPRmt. Esta es una via muy bien caracterizada en nematodos y en mamiferos
(Zhao et al., 2002; Benedetti et al., 2006; Runkel et al., 2013) que bésicamente consiste en la
activacion de chaperonas y proteasas que degradan los péptidos acumulados en la mitocondria, y los
cuales son exportados al citoplasma donde activan una respuesta que llega al ndcleo y que incluye la
disminucion de la transcripcion de genes de proteinas de metabolismo mitocondrial y el aumento de la
transcripcion de genes requeridos para aliviar el estrés mitocondrial (Zhao et al., 2002; Benedetti et al.,
2006; Runkel et al., 2013).

En este trabajo generamos estrés mitocondrial en la levadura mediante tratamientos con chl con el
objetivo de identificar genes nucleares que respondieran a este estrés y tratar también de identificar la

ruta por la que se da la comunicacién mitocondria-ndcleo.

Con base en la estructura de los promotores y a la funcién que desempefian las proteinas codificadas
por estos genes, seleccionamos tres genes que codifican para proteinas mitocondriales como posibles

reporteros de estrés mitocondrial inducido por el chl: CCP1, HSP10y YTA12

En el caso de CCP1 y HSP10, su transcripcién disminuye en condiciones de estrés por el tratamiento
con chl. Esta observacién es un tanto sorprendente, ya que dado su importante papel en la homeostasis
mitocondrial se esperaba que se regularan positivamente en respuesta al estrés mitocondrial inducido
por el chl. Cabe recordar que CCP1 codifica para una proteina que degrada especies reactivas de
oxigeno y juega un importante papel en estrés oxidativo. Se ha demostrado que las ROS aumentan
cuando existe disfuncién mitocondrial por la acumulacién de proteinas en la mitocondria (Runkel et al.,
2013; Jovaisaite et al., 2014; Benedetti et al., 2006) por lo que era de esperarse una mayor actividad de
este enzima en respuesta al chl, el cual de manera indirecta propicia la acumulacion de subunidades
huérfanas mitocondriales. Por su parte, HSP10 codifica para una chaperona de matriz involucrada en
los procesos de plegamiento, por lo que también se requeriria una mayor actividad durante el estrés
mitocondrial inducido por el chl. El hecho de que la transcripcion de estos genes baje en respuesta al
chl no implica necesariamente una disminucion en la actividad de las proteinas, por lo que es de
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suponerse que la disminucion en su tasa transcripcional ocurra en paralelo a la disminucion de una gran
cantidad de transcritos nucleares con el objetivo de aliviar la carga en los procesos de transporte y
plegamiento mitocondriales (Boos et al.,2019). Esto se desprende también del hecho de que la
obstruccién en la importacion de proteinas mitocondriales sintetizadas en el citoplasma induce una
disminucion en su transcripcién (Boos et al, 2019). El hecho de que tanto CCP1 como HSP10 bajen su
transcripcion en condiciones de estrés mitocondrial inducido por el chl, puede implicar también que
estas proteinas no son importantes durante el estrés y que no se requieren para recuperar la homeostasis
mitocondrial, lo que se apoyaria en la observacion de que estos genes no son esenciales para el
crecimiento en medios con chl, ni en medios respiratorios, este supuesto coincide con el trabajo de

Boos y colaboradores (Boos et al.,2019).

A diferencia del comportamiento de CCP1 y HSP10, la expresion de YTA12 aumenta en condiciones de
estrés inducido con chl. Esta observacion concuerda con el hecho de que la expresion de SPG7 (el
ortdlogo de YTAL12 en C. elegans) aumenta en condiciones de estrés mitocondrial y responde a la
activacion de la UPRmt en esta especie (Benedetti, et al. 2006). El aumento de la expresion de YTA12
sugiere que éste es un gen importante durante el estrés mitocondrial inducido por el chl y esta hipotesis
se basa en dos observaciones importantes de este trabajo: una es que la cepa ytal2A4 muestra
sensibilidad al chl y la otra es que es un gen esencial para el crecimiento en medios respiratorios. Una
observacién adicional y que no es menos importante que las anteriores, es que la cepa ytal24 muestra
mitocondrias filamentosas en condiciones de estrés inducido con chl. Esto sugiere que en ausencia de
Ytal2 las mitocondrias se fusionan y forman filamentos para maximizar la formacion de los complejos
de la fosforilacion oxidativa con el objetivo de mantener una produccion minima de energia durante el
estrés (Youle y Bliek, 2012). Ytal2 es una proteasa de tipo m-AAA que se localiza en la mitocondria y
que funciona no solo como proteasa sino también como chaperona, lo cual implica que es esencial en
los procesos de recuperacion de la homeostasis mitocondrial, por lo que su sobreexpresion durante un

estrés no es sorprendente.

Hasta ahora, la respuesta retrograda es la unica via descrita en S. cerevisiae que participa en la
comunicacion mitocondria-nucleo (Sekito et al, 2000); Rtgl, Rtg2 y Rtg3 son constituyentes
importantes de esta via. Rtgl y Rtg3 forman un complejo que se une a promotores de los genes de
respuesta a estrés mitocondrial y regulan su transcripcion. En este trabajo evaluamos la dependencia de
la transcripcion de los genes CCP1, HSP10 y YTA12 de la via retrograda en condiciones de estrés

inducido con chl. De los tres genes estudiados, el que menos depende de los componentes de la via
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retrograda es HSP10. Debido a que en las mutantes rtg, no se observa ningln cambio en su expresion,
tanto en condiciones basales como en presencia de chl, de tal manera que el reflejo de la interrupcion
de la via retrograda no se da en condiciones de estrés mitocondrial. Esto sugiere que hay otro sistema
implicado en la represion de la transcripcion de HSP10 durante el estrés. En el caso de CCP1, la via
retrograda juega un papel importante en su regulacién. En condiciones basales Rtg3 parece reprimir su
expresion, ya que en la cepa rtg34, la transcripcion aumenta significativamente. En condiciones de
estrés en cambio, Rtgl reprime severamente la expresion de CCP1, ya que en la cepa rtglA, la
transcripcion aumenta significativamente. Esta observacion concuerda con los genes PUT1 y YLR346C

cuya expresion también se reprime por Rtgl (Charles et al., 2001).

Finalmente, la expresion de YTA12 en condiciones de estrés es completamente dependiente de la via
retrograda. En las mutantes carentes de Rtgl, Rtg2 o Rtg3, se observo expresion basal en condiciones
normales, pero la induccion que se produce en presencia de chl ya no ocurre y el mayor efecto se ve en
la mutante de Rtgl. Esto implica que YTA12 es un gen que responde positivamente a las condiciones de
estrés mitocondrial inducido por el chl y que es un gen de respuesta retroégrada. La fuerte dependencia
en Rtgl puede deberse a que este factor es esencial en la regulacién de genes de respuesta retrograda
esto es similar a la dependencia que tienen los genes CIT2, IDH2 y YOR135C (Charles et al., 2001),
mientras que Rtg3 puede tener un papel independiente (Rothermel et al., 1995; Rothermel et al., 1997;
Charles et al., 2001)

Xl1.-Conclusiones

Ytal2 es importante para la respuesta a estrés inducido con chl, es esencial para el crecimiento en
medios respiratorios, su expresion se induce en condiciones de estrés mitocondrial y depende

positivamente de la via retrograda.

Hspl0 y Ccpl son dispensables para la respuesta a chl, no se requieren para sostener el crecimiento en
medios respiratorios y su transcripcién se reprime en condiciones de estrés mitocondrial. La via

retrograda reprime la expresion del gen CCP1 en condiciones de estrés.
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XI1.-Perspectivas

-Determinar si existe una UPRmt en la levadura S. cerevisiae

Si existe una UPRmt en S. cerevisiae:

-Demostrar si tiene alguna relacidn con la respuesta retrograda

- Analizar los componentes de esta via

- Evaluar en qué momento se favorece la expresion del gen YTA12

- Determinar si la expresion de YTA12 es dependiente del complejo Rtgl/Rtg3 en condiciones de estrés

— Evaluar los sitios de union del complejo Rtg1/Rtg3 en el promotor de YTA12
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Anexo 1

Todas las mutantes usadas en este trabajo fueron obtenidas de la coleccion comercial de mutantes del
Laboratorio del Dr. Gabriel del Rio Guerra, quien amablemente dond a nuestro laboratorio.

Cepas usadas en este trabajo

Nombre Descripcion

BY4742 MAT«; his341; leu2A0; lys2A40; ura340 (Brachmann et al., 1998)
BYA4742 hubiA MATo; his341; leu2A0; lys240; ura340; hubiA
BY4742 ytal2A MATa; his341; leu2A0; lys2A0; ura340; ytal24
BY4742 ccpia MATo; his341; leu2A0; lys240; ura340; ccplA
BY4742 suelA MATa; his341; leu2A0; lys240; ura3A40, suelA

BY4742 nmalliA MATa; his341; leu2A0; lys240; ura340; nmalllA

BY4742 mdliA MATa; his341; leu2A0; lys2A0; ura340; mdliA
BY4742 gcn2A MATa; his341; leu2A0; lys240; ura3A0,; gcn2A
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ANexo 2

Plasmidos usados en este trabajo

Nombre

Descripcion

pPpGEM®-T Easy (\Vector vacio)

f1, Prsps, Prr7, lacZ, AMP'

PGEM®-T Easy- Prcce:

f1, Prsps, Prr7, Prcce, AMP'

PGEM®-T Easy- Pryrar2

f1, Prsps, Prr7, Pryaz2, AMP'

PGEM®-T Easy- Pruspi0

f1, Prsps, Prr7, Pruspi0, AMP'

YEp351 (Vector vacio)

2u, LEU2, lacZa, AMP', GFP

YEp351- Pruspio

21, Pruspi0, AMP', LEU2, GFP

YEp351-Prccp:

21, Prece1, AMP', LEU2, GFP

YEp351-Prytai2

21, Prytarz, AMP', LEU2, GFP

pVT100U-mtGFP

2u, Prapn, URA3, GFP
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