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INTRODUCCION

En términos bioldgicos, el estrés es todo aquel factor bidtico o abidtico que provoca una
disminucién en el crecimiento y/o la viabilidad celular. La sobrevivencia del organismo a los
cambios constantes en la disponibilidad de nutrientes, en el pH del medio, en la temperatura y
otros factores ambientales, depende de la respuesta rapida al estrés (Atkinson y Walden, 1985).
Un organismo es capaz de crecer a temperaturas elevadas o sobrevivir a una breve exposicion a
temperaturas extremas, debido a la respuesta celular al estrés por calor.

Se le denomina termotolerancia intrinseca a la habilidad del organismo para sobrevivir a la
exposicion al calor a temperaturas letales por periodos cortos de tiempo (en la levadura S.
cerevisiae 50°C durante 20 min.). Por otro lado, la exposicion a choques de calor moderados (p.
ejem., 39°C durante 30 min.) promueve el incremento transitorio de la tolerancia al calor extremo
(p. ejem., 50°C durante 20 min.), un fendmeno conocido como termotolerancia inducida (Sanchez
et al., 1992). Este pretratamiento confiere a la célula una resistencia a otros tipos de estrés y, a la
inversa, la exposicion a otros tipos de estrés conduce a un aumento en la termotolerancia (Parsell
y Lindquist, 1993).

Algunas de las mutantes en levadura que presentan una alta termotolerancia intrinseca
son la del gen hsrl (heat shock response) que codifica para la adenilato ciclasa (lida y Yahara,
1984) y la mutacién Asf-301 en el gen que codifica para el factor de transcripcion de los genes

inducibles durante el estrés por calor (Sewell ez al., 1995).

1. El estrés por calor en la levadura Saccharomyces cerevisiae

En general, el calor ocasiona dafio a diversas estructuras celulares y procesos bioldgicos y
puede incluso ocasionar la muerte celular (Nover, 1991). El calor ocasiona la fragmentacion del
aparato de Golgi, un incremento en el nimero de lisosomas y la reducciéon del nimero de
mitocondrias con la consecuente disminucion de la respiracion y la fosforilacion oxidativa
(Patriarca y Maresca, 1990). También induce un incremento en la fluidez de la bicapa lipidica y
la agregacion de las proteinas integrales de la membrana (Parsell y Lindquist, 1993), produce
dafio al citoesqueleto (Falkner er al., 1981) y al huso mitético (Debec y Marcaillou, 1997).
Ademas, promueve la desaparicion de los polisomas (Nover, 1991) y la inhibicion del
procesamiento de los ARNs inmaduros (splicing) (Yost y Lindquist. 1986). Esto quiza favorece

la sintesis de algunas proteinas de choque por calor (Hsp) [heat shock proteins] ya que sus



ARNm no contienen intrones. En Drosophila melanogaster €l procesamiento de los ARNr se ve
alterado y se aborta la transcripcion realizada por la ARN polimerasa I y II (Bell e al., 1988).

Aun cuando se ha estudiado en diversos organismos la respuesta al choque térmico, este
fendmeno no ha sido totalmente esclarecido. ;Qué mecanismos participan en la percepcion y en
la transduccion de la sefial para activar la rapida respuesta celular al estrés por calor?. ;Cual es la
sefial primaria que inicia esta respuesta?.

Desde el punto de vista cldsico, se propone que la desnaturalizacion parcial de las
proteinas podria constituir la sefial primaria para la activacion de esta respuesta, pues la
acumulacion de las proteinas anémalas durante la exposiciéon a una temperatura supradptima
correlaciona con la induccion de la expresion de las Hsp (Lazlo, 1992), mientras que se reduce la
expresion de otras proteinas (Lindquist y Craig, 1988; lida y Yahara, 1984; Parsell y Lindquist,
1993; Craig y Gross, 1991). Se podria esperar que la exposicion continua al calor daria lugar a la
desnaturalizacion permanente de las proteinas y, en consecuencia, a la activacién continua de los
genes que codifican para las Hsp. Sin embargo, esta respuesta es transitoria en todos los seres
vivos. Después de una hora de exposicion a una temperatura subletal, disminuye la expresion de
las Hsp a los niveles normales de la sintesis de estas proteinas (Miller et al., 1979; Slater y Craig,
1987; Sorger, 1990, 1991).

Si las variaciones en la temperatura son percibidas a nivel de la membrana plasmatica, se
podria suponer que cualquier modificacién en las propiedades fisicas de ésta, ocasionaria cambios
en el nivel de expresion de los genes HSP. Algunas observaciones apoyan esta hipotesis. Kamada
y cols. (1995) proponen que la activacion de la cinasa de proteina tipo C (Pkcl) inducida por
calor, responde a un debilitamiento en la pared celular debido al incremento en la fluidez de la
membrana. En las cianobacterias, después de un incremento en la temperatura, se suprime la
reaccion de instauracion de los lipidos y se acelera la sintesis de los dcidos grasos saturados,
reduciéndose asi el porcentaje de insaturacion de los lipidos de la membrana (Sato y Murata,
1980).

También se especula que la acumulacién de las especies reactivas del oxigeno (Jacquier-
Sarlin y Polla, 1996) y los cambios en la actividad de la ATPasa de protones de la membrana
plasmatica (Panaretou y Piper, 1990; Coote ez al., 1994) pueden activar la respuesta al choque
térmico. A su vez, Weitzel y cols. (1987) encontraron que la exposicién a temperaturas
subletales en S. cerevisiae correlaciona con un incremento en la acidificacion del pH intracelular y
la induccién de la expresion de las Hsp, particularmente de la Hsp70. Esta misma correlacion se

observa con otros inductores de la respuesta al choque térmico.



1.1 Las proteinas de estrés por calor

En la célula, las proteinas se encuentran expuestas a eventos que causan la pérdida de la
conformacion nativa y promueven su agregacion bajo condiciones normales y de estrés. Aunque
algunas proteinas son capaces de recuperar su estado nativo in vitro, este proceso es lento y los
intermediarios parcialmente plegados tienden a agregarse. Por lo tanto, el desarrollo de un sistema
que facilite la recuperacién de las formas nativas y la degradacion de las proteinas anormales
proporciona a los organismos ventajas adaptativas (Miernyk y Hayman, 1996). Esta es la
funcién que cumplen un grupo de proteinas denominadas, chaperonas moleculares.

Las chaperonas reconocen la superficie hidrofébica de las proteinas parcialmente
desnaturalizadas y estabilizan la conformacién inestable de éstas evitando su agregacion. A través
de un ciclo de pegado y liberacion, las chaperonas facilitan el plegamiento generalmente con
hidrolisis de ATP (Miernyk y Hayman, 1996; Hartl, 1996; Bukau y Horwich, 1998; Parsell y
Lindquist, 1993). Ademads de facilitar la degradacion de las proteinas anormales, las chaperonas
son requeridas para la oligomerizacion y localizacion subcelular de las proteinas (Nover, 1991).

Algunas de las Hsp que se inducen en la respuesta al estrés tienen funcién de chaperonas
y se expresan ademas en condiciones normales de crecimiento (Mager y Moradas Ferreira, 1993).

Aunque muchas proteinas se inducen en respuesta al estrés por calor en S. cerevisiae,
solamente la Hsp104 parece tener un papel importante en la termotolerancia inducida (Lindquist
y Craig, 1988). La interrupcion del gen que codifica para esta proteina, ocasiona una
termotolerancia inducida deficiente (Sénchez y Lindquist,1990). Esta proteina, promueve ademads
la renaturalizacion de las proteinas agregadas (Parsell er al., 1994) con la actividad de las
proteinas Hsp40 y Hsp70 (Glover y Lindquist, 1998). La proteina Hsp104 también es necesaria
para la viabilidad de las esporas y de las células en la fase de crecimiento estacionario y para la
expresion de los niveles de termotolerancia en estos tipos celulares (Sanchez et al., 1992). Los
cultivos de la levadura, crecidos en fuentes de carbono no fermentables, presentan una mayor
acumulacion de la Hsp104 y una termotolerancia elevada con respecto a los crecidos en fuentes
de carbono rapidamente fermentables (Sanchez er al., 1992).

Otros estudios han sugerido el papel de Hsp104 en el mecanismo de propagacion del
prion [PSI'). Este factor, es un producto de la expresion del gen SUP35 (que codifica para un
supresor omnipotente de la terminacion de la traduccion) (Chernoff er al., 1995). En las células
de levadura [PSI"] aumenta la frecuencia de supresion de las mutaciones sin sentido al reducir la

fidelidad traduccional. Ademas este factor presenta un cardcter dominante y la herencia ocurre de



manera citopldsmica, por lo que, las proteinas [PSI] son capaces de inducir el cambio de [PSI'] a
la conformacién anémala [PSI'] sin alterar la secuencia del ADN (Wickner, 1994). Hsp104
participa en la conversioén de [PSI] a [PSI'].

Algunas de las Hsp descritas en la levadura S. cerevisiae se enlistan en la Tabla 1.

Proteina Funcién Referencia
Hspl2 Chaperona molecular Varela er al., 1995
Hsp26 Chaperona molecular durante el choque por calor Haslbeck et al.. 1999
Hsp60 Chaperona mitocondrial Cheng e al., 1989
Hsp70 Chaperona molecular y en la regulacion de la respuesta al James et al., 1997

choque por calor
Hsp90 Chaperona, maduracién de los componentes de la via de Nathan et al.,1997;
transduccion de seiales de las feromonas Louvion ef al.. 1998

Hsp104 Chaperona, papel en la termotolerancia y propagacién dell] Schirmer y Lindquist, 1997;
prion [PSI'] Glover v Lindquist, 1998

Tabla 1. Relacién de las Hsp que tienen un mayor nivel de induccién en S. cerevisiae.

Otras Hsp son algunas enzimas de la glucolisis, como la enolasa y la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa. Ademas de la catalasa, que es una enzima antioxidante, y la ubiquitina,

que es requerida para la degradacion de proteinas (Mager y Moradas Ferreira, 1993).

1.2 El disacédrido trehalosa

El disacérido trehalosa se acumula transitoriamente en la levadura, en respuesta al estrés
por calor durante la fase de crecimiento exponencial (Hottiger et al., 1987, 1989 y 1992; De
Virgilio et al., 1991). Esta acumulacién constituye un elemento adicional de la respuesta
adaptativa de la levadura que ocurre de manera independiente a la sintesis de proteinas (Ribeiro er
al., 1997). La trehalosa también se acumula en los cultivos en la fase de crecimiento estacionario
y en las esporas, en donde parece tener un papel importante en la tolerancia al calor que
presentan estos tipos celulares (Lillie y Pringle, 1980; Wiemken, 1990).

En condiciones de calor extremo, la trehalosa incrementa la estabilidad térmica de las
proteinas y reduce la formacion de los agregados protéicos inducidos por el calor. Por otro lado.
en pruebas in vitro se observa que la adicion de este disacarido a concentraciones similares a las
fisioldgicas, protege a varias proteinas contra la inactivacion térmica (Hottiger er al., 1994).

En §. cerevisiae, la sintesis de trehalosa se lleva a cabo por el complejo trehalosa-6-
fosfato-sintasa fosfatasa, integrado por las subunidades Tre6P-sintasa (Tpsl), Tre6P-fosfatasa

(Tps2) y las subunidades regulatorias (Tps3 y Tsll) (Singer y Lindquist, 1998). Los genes 7PS/



y TPS2 codifican proteinas inducibles por calor y contienen elementos de respuesta al estrés
(STRE) en su region promotora (Bell et al., 1992; De Virgilio et al., 1993).

Los niveles de trehalosa en la levadura son regulados por la cinasa de proteinas tipo A
(Pka), a través de la activacion post-traduccional de la trehalasa neutral (responsable de la
degradacion de la trehalosa en el citosol) y por la represion transcripcional de los genes 7PS, a
través del elemento STRE (Winderickx et al., 1996).

De Virgilio y cols. (1994) demostraron que en los mutantes Atps]/ 6 Atps2 no se produce
la sintesis de la trehalosa en la fase estacionaria ni en respuesta al choque de calor. Esto
correlaciona con una reduccién significativa de la termotolerancia inducida por calor y la
termotolerancia intrinseca de las células en la fase de crecimiento estacionario. En
Schizosaccharomyces pombe, las mutantes fps/ sélo adquieren termotolerancia si se exponen a
temperaturas moderadas (en las cuales se sintetizan las Hsp), pero estos niveles de
termotolerancia se reducen drasticamente a temperaturas altas a las cuales se inhibe la sintesis de
estas proteinas. Estos resultados sugieren que la acumulacién de trehalosa es importante para la
induccion de la termotolerancia a altas temperaturas en ausencia de la sintesis de las Hsp,
mientras que, en la induccién a temperaturas moderadas, parece tener un papel secundario

(Ribeiro et al., 1997).

1.3 Otros factores que afectan la tolerancia al estrés por calor en S. cerevisiae

Los cultivos de levadura que crecen en un medio liquido con glucosa como fuente de
carbono, atraviesan varias fases de crecimiento: una fase de crecimiento exponencial, sostenida
por un metabolismo de tipo fermentativo, una fase diduxica, en la cual el metabolismo
fermentativo se sutituye por uno de tipo respiratorio, posteriormente por la fase postdiduxica en
la cual la tasa de crecimiento va disminuyendo y se mantiene el metabolismo respiratorio y
finalmente por una fase estacionaria en la cual las células dejan de replicarse y sufren cambios en
su estado de diferenciacion celular (Lillie y Pringle, 1980). En la fase de crecimiento exponencial
las células son mas sensibles al calor extremo (Schenberg-Frascino y Moustacchi 1972: Parry er
al., 1976) y son mds resistentes a una temperatura letal cuando sufren una limitacién de
nutrientes (Paris y Pringle, 1983; Plesset e al., 1987) por ejemplo, cuando se encuentran en la
fase estacionaria (Werner-Washburne er al., 1996).

Tanto la termotolerancia inducida como la termotolerancia intrinseca (tipica de las células

en la fase de crecimiento estacionario). se han correlacionado con la permanencia en la fase G, del



ciclo celular (Paris y Pringle, 1983; Plesset ef al., 1987), y también con la disminucién en el nivel
del AMPc y consecuentemente con la reduccion en la actividad de la Pka (Shin, ez al., 1987).

No obstante, algunos autores han determinado, mediante el uso de inhibidores, que el
arresto del ciclo celular mitético no esta relacionado estrictamente con la termotolerancia
intrinseca (Barnes et al., 1990). Las células detenidas en las diferentes fases del ciclo celular
presentan la misma sensibilidad a calor extremo (52°C durante 5 min.). Por otro lado, Elliot y
Futcher (1993) demostraron que los cultivos de levadura con tasas de crecimiento lento, causado
por desrepresion catabdlica, muestran una termotolerancia intrinseca muy elevada. La
termotolerancia intrinseca se puede deber a un conjunto diverso de adaptaciones fisiologicas de la
célula que no necesariamente son dependientes del ciclo celular.

Por otro lado, la inhibicion de la sintesis de proteinas con cicloheximida no elimina la
induccion de la termotolerancia (Hall, 1983; Widelitz er al., 1986). Esto sugiere que la induccion
de la termotolerancia resulta de la modificacion post-traduccional de algunos elementos pre-
existentes que son activados durante la exposicion al calor subletal.

De lo anterior se deduce que, la respuesta al estrés por calor es multigénica y compleja.
Los mecanismos para percibir y transducir la sefial de un cambio en la temperatura, estén
relacionados con la modificacion de algunas proteinas celulares, con la induccion de la expresion

de algunos genes y con la acumulacion de osmolitos compatibles como la trehalosa.

2. La regulacién de la expresion de los genes de estrés en la levadura Saccharomyces

cerevisiae a nivel transcripcional

En la levadura S. cerevisiae se han reportado tres elementos en los promotores de los
genes que son activados en respuesta a diferentes condiciones de estrés, los cuales son necesarios
para la transcripcion: el HSE (heat shock element), el STRE (stress response element) y el ARE

(AP-1 responsive element),

2.1 Los genes inducibles por calor

La inducibilidad por calor de los genes HSP se atribuye a la secuencia regulatoria UASs¢
localizada en su regién promotora (Slater y Craig, 1987). la cual es reconocida por el factor de
transcripcion Hsfl (Sorger y Pelham, 1987; Wiederrech er al., 1987; Sorger y Nelson, 1989).

En la levadura el gen que codifica para el Hsfl (HSFI) es esencial para el crecimiento

celular. La obliteracion de este gen es letal para la célula ya que este factor es responsable del
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nivel de transcripcion basal de algunas Hsp en condiciones de crecimiento 6ptimo (Sorger ef al.,
1987; Wiederrecht er al., 1987). Por el contrario, las mutantes con una elevada actividad
transcripcional de Hsfl tienen una termotolerancia basal elevada de manera permanente (Sewell ef
al., 1995).

En ausencia de estrés, durante el crecimiento exponencial de S. cerevisiae y S. pombe, el
Hsfl se encuentra inactivo aunque esta unido de manera constitutiva a la secuencia HSE. La
activacion de la transcripcion, es debida a la conversion de la forma monomérica inactiva del Hsfl
(unida al ADN) a la forma trimérica transcripcionalmente activa, que tiene una mayor afinidad
por la secuencia HSE (Mager y De Krujiff, 1995; Wu y Moye-Rowley, 1994; Jakobsen y
Pelham, 1988).

Nieto-Sotelo y cols. (1990) determinaron que el factor Hsfl contiene un dominio de
activacion de la transcripcion a cada lado del dominio de unién al ADN, que a su vez forma parte
de un represor de la transcripcion. Uno de los dominios de activacién es requerido para el
crecimiento en calor moderado y el otro para el crecimiento a temperaturas 6ptimas (Nieto-
Sotelo et al., 1990). Se han propuesto dos posibles mecanismos reguladores de la actividad del
Hsfl en respuesta al estrés por calor: la regulacion negativa de la actividad de Hsfl por
interaccion directa con la proteina Hsp70 y la fosforilacion del Hsfl después de una exposicion a
temperaturas elevadas (Nieto-Sotelo er al., 1990; Sorger, 1990).

Marchler y cols. (1993) analizaron la induccion con calor de la construccion HSE
fusionada al gen reportero /acZ y observaron que la actividad de la Pka no afecta los niveles de
expresion de este vector de manera significativa. Entonces, la via de la Pka no parece estar
involucrada en la respuesta al estrés por el elemento HSE.

Aunque algunos genes HSP en la levadura se transcriben por calor y otros tipos de estrés,
parece que esta respuesta no estda exclusivamente regulada por el HSE (Varela et al., 1995;
Seymour y Piper, 1999; Martinez-Pastor et al., 1996; Schiiller er al.. 1994). Esto sugiere la

existencia de otros elementos capaces de regular esta respuesta.

2.2 Los genes de estrés por calor también son regulados por los elementos de respuesta al
estrés (STRE)

La caracterizacion de una secuencia capaz de inducir la expresion de un gen reportero ante
condiciones diversas de estrés, sugirio la existencia de un posible elemento integrador de la
respuesta al estrés en S. cerevisiae (Ruis y Schiiller, 1995). Ademas, la induccion de genes debida

a diferentes tipos de estrés a través de este elemento sugiere que posiblemente estos genes



realizan funciones protectoras mas generales (Winderickx e al., 1996). Este elemento, definido
por las secuencias CsT 6 AGy no es regulado por el factor Hsfl y se le denominé elemento de
respuesta al estrés 6 STRE (Stress Response Element) (Wieser et al., 1991; Kobayashi y
McEntee, 1993). Una sola copia de la secuencia STRE es capaz de incrementar ligeramente la
actividad de un gen reportero después de un choque por calor; dos o mas copias producen un
efecto aditivo sobre la expresion génica inducida por estrés (Kobayashi y McEntee, 1993).

Aunque Msn2 y Msn4 son dos activadores transcripcionales que se unen
especificamente a los elementos STRE e incrementan el nivel de expresién de los genes que
contienen esta secuencia (Martinez-Pastor et al., 1996; Ruis y Schiiller, 1995), en respuesta a
estrés osmotico, la activacion de los genes GPDI, GPP2, CTT1 y HSPI2 se debe a la actividad
de los factores Hotl y Msnl. Esta activacion es independiente de Msn2 y Msn4 (Rep et al.,
1999).

La regulacion de la respuesta al estrés a través de Msn2 y Msn4 esta determinada por la
localizacién subcelular de estas proteinas y la actividad de la via de la Pka. Las cepas mutantes
ras2 (con una baja actividad de la Pka) muestran un elevado nivel, tanto en la transcripcion basal
como la inducida de los genes dependientes de la via STRE. Por el contrario, en las mutantes bcy/
(con una alta actividad de la Pka) estos niveles son severamente reducidos. La induccion de la
transcripcion durante el estrés involucra la translocacién nuclear, rapida y reversible de los
factores Msn2 y Msnd, la cual es independiente de la sintesis de proteinas (Gorner ef al., 1998).

En la region promotora del gen SSA3 se identificd un elemento similar en secuencia al
regulador STRE, capaz de competir con la secuencia STRE en geles de retardamiento, que se
denominé PDS (Post Diauxic Shift) (Marchler et al., 1993; Boorstein y Craig, 1990). El elemento
PDS se activa durante la fase de crecimiento diduxico y estacionario y es regulado negativamente
por la Pka, produce un incremento marginal en la respuesta al calor (Boorstein y Craig, 1990)
pero a diferencia de STRE, no se induce por estrés osmotico (Winderickx er al., 1996) y no es
afectado por las mutaciones en los factores de transcripcion Msn2 y Msn4 (Martinez-Pastor ef
al., 1996).

Entre los genes descritos en S. cerevisiae que presentan un patréon de respuesta
multiestrés se encuentra el gen de respuesta al dafio en el ADN, DDR2 (Kobayashi y McEntee,
1993) y el gen que codifica para la catalasa citosélica CTT/ (Wieser et al., 1991; Marchler et al.,
1993). Lo mismo ocurre con los genes GSY2 y TPS2, que codifican para la glucégeno sintasa y la
trehalosa fosfato fosfatasa respectivamente, asi como con los genes HSPI12y HSP104
(Gounalaki y Thireos, 1994).
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2.3 La regulacion transcripcional a través de los elementos Yapl

En S. cerevisiae, el factor transcripcional Yap| presenta una similitud a nivel de secuencia
con la familia c-Jun de los mamiferos y contiene un dominio de unién al ADN llamado bZip
(Moye-Rowley et al.,1989). El gen que codifica para Yapl parece tener una funcion importante
en la proteccién al estrés oxidativo y a la tolerancia a los metales pesados. En condiciones
fisioldgicas, la actividad de Yapl se induce por el peroxido de hidrégeno, mientras que en una
condicion sin induccién la transcripcion no se detecta (Fernandes er al., 1997).

La actividad de Yapl esta regulada por su localizacion intracelular. Bajo condiciones
normales, la proteina se mantiene en el citoplasma y, en respuesta al estrés oxidativo, es
translocada al nicleo (Kuge ez al., 1997). Tres residuos de cisteina en la regién carboxilo terminal
de Yapl son necesarios para mantener la proteina en el citoplasma.

Fernandes y cols. (1997) demostraron que la transcripcion de un gen reportero
dependiente de Yap! estd regulada por la via de Ras/AMPc. Una actividad alta de la Pka en las
cepas beyl inhibe la funcién y reduce los niveles de la proteina Yapl. Curiosamente la Pka y la
Yapl inhiben la transcripcién que se induce por el estrés a través del elemento STRE, aunque
Yapl no se une al elemento STRE (Gounalaki y Thireos, 1994).

Algunos genes que son regulados por Yapl en la respuesta oxidativa son: GSHI
(glutamil-cisteina sintetasa), 7RX2 (thioredoxina), YCFI (transportador con un sitio de union
para ATP) y GLRI (glutation reductasa) (Wu y Moye-Rowley, 1994; Kuge y Jones, 1994;
Wemmie et al., 1994; Grant et al., 1996). La obliteracion de YAP! ocasiona una hipersensibilidad
al peréxido de hidrégeno (Schnell y Entian, 1991), a la cicloheximida (Hertle ef al., 1991) y al
cadmio (Hirata et al., 1994). En cambio YCF] parece ser importante solo para la tolerancia al
cadmio ya que, una vez deleto de la célula, aumenta la hipersensibilidad debida a la exposicién a

este metal (Wemmie ez al., 1994).

3. La via de transduccion de seiiales Ras/AMP¢

La cinasa de proteinas tipo A, dependiente de AMPc (Pka), estd compuesta por dos
subunidades regulatorias, codificadas por BCY! y dos subunidades cataliticas, codificada por los
genes TPKI1, TPK2 y TPK3. La activacion de la Pka ocurre por la unién del AMPc a la subunidad
regulatoria Bey1 permitiendo la liberacion de la Tpk (Toda et al., 1987) (Figura 1).
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Los niveles de AMPc son regulados por dos procesos opuestos: la sintesis dependiente
de la actividad de la adenilato ciclasa, codificada por el gen CYRI/CDC35 (Matsumoto et al.,
1982) y la hidrélisis, regulada por la fosfodiesterasa de AMPc. Cyrl a su vez esta regulada por la
Raslp y la Ras2p (proteinas G-monoméricas). Ras es regulada por la actividad intercambiadora
GDP/GTP de Cdc25 (Jones et al., 1991) y las proteinas Iral e Ira2 que estimulan la actividad de
GTPasa intrinseca de Ras, convirtiendo la forma activa Ras-GTP a la forma inactiva Ras-GDP.
En la forma Ras-GDP se reduce la actividad de Cyrl y en consecuencia los niveles intracelulares
de AMPc, lo inverso ocurre cuando se activan las proteinas Ras (Tanaka et al., 1990).

Se ha propuesto que el mecanismo que inicia la sefial e induce el incremento de los niveles
de AMPc durante el crecimiento en glucosa puede ser activado por la despolarizacion de la
membrana y/o la acidificacion intracelular (Thevelein, 1991). Ademas, varias evidencias sugieren
que la Pka estd involucrada en la respuesta al estrés por calor.

En condiciones de limitacion de nutrientes se disminuyen los niveles intracelulares de
AMPc y en consecuencia se inactiva la Pka. Esto resulta en la adquisicion de la termotolerancia y
la resistencia a otros tipos de estrés, la acumulacion del glucogeno y de la trehalosa, el arresto
transitorio en la fase Gy del ciclo celular y la induccién de los genes como UBI4 y SSA3 (Shin, et
al., 1987; Werner-Washburne et al., 1996). En las cepas que contienen mutaciones en la via
Ras/AMPc de S. cerevisiae, la actividad de la Pka guarda una relacion inversa con la expresion de
las Hsp, con el nivel de la termotolerancia y con la sintesis de la trehalosa ain en ausencia de
estrés. Por ejemplo, una actividad alta de la Pka reduce la termotolerancia, la sintesis de la

trehalosa y la expresion de las Hsp, atn en condiciones que inducen la termotolerancia (Hottiger
et al., 1989; Shin et al., 1987).
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Figura 1. Via de transduccion de sefiales de la proteina cinasa dependiente de AMPc.

Las mutantes termosensibles cdc25, cde33 (factor iniciador de la traduccion, elF-4E) y
cde35 se detienen en la fase G, del ciclo celular por una exposicion prolongada a 37°C y
presentan un alto nivel de tolerancia a temperaturas extremas (Plesset ef al., 1987). Mientras que
mutantes bcyl/ expuestas a una temperatura supradptima subletal son incapaces de adquirir
termotolerancia, no obstante que expresan algunas Hsp: Hsp72a, Hsp72b y Hsp41 (Shin et al.,
1987). En contraste, mutantes hsr/ (cyrl) presentan termotolerancia constitutiva (lida y Yahara,

1984; Shin et al., 1987).

3.1 El gen CDC25

La proteina intercambiadora de GDP/GTP, Cdc25, actiia sobre la proteina Ras y es
requerida para su estimulacion y para su actividad basal (Broek er al., 1987; Robinson ef al.,
1987). La porcidn carboxilo terminal de Cdc25 contiene la actividad catalitica (Lai et al., 1993;
Van Acelst et al., 1990), y muestra un grado de identidad con el dominio catalitico de los factores
intercambiadores de guanina de Ras (Ras-GEFs) de todos los organismos (Quilliam et al.,
1995). La porcién N-terminal de Cdc25 contiene un dominio tipo SH3 mediante el cual se pega
a la adenilato ciclasa, lo cual pareciera aumentar su respuesta a la activacion por Ras (Mintzer y
Field, 1999).

En S. cerevisiae, CDC235 se requiere para el funcionamiento de RAS, sin embargo todavia

se desconoce la sefial que activa a Cdc25. Si a un cultivo de células de levadura ayunadas se les
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adiciona glucosa u otro azucar fermentable, o si se induce la acidificacion intracelular, se
incrementa la actividad de la adenilato ciclasa y se observa un aumento rapido y transitorio en los
niveles de AMPc (Broach 1991; Thevelein, de Winde, 1999). Los primeros estudios sugerian que
tanto Cdc25 como Ras se requieren para estimular la sintesis del AMPc que se observa poco
después de agregar glucosa al medio de cultivo o en respuesta a la acidificacion intracelular
(Thevelein, 1991). Sin embargo, experimentos mas recientes han demostrado que Ras no se activa
al adicionar glucosa (GTP-Ras), pero si en respuesta a la acidificacion intracelular (Colombo ez
al., 1998). La activacion de Ras en respuesta a la acidificacion intracelular no depende de la
activacion de Cdc25 (Goldberg et al., 1994; Colombo et al., 1998). El aumento en los niveles del
complejo GTP-Ras en respuesta a la acidificacion intracelular se debe a la inhibicion de la
actividad de las proteinas Iral e Ira2 (Colombo er al., 1998). No obstante, es claro que la
actividad de Cdc25 es importante para el mantenimiento de la actividad basal de la adenilato
ciclasa. La estimulacion de la adenilato ciclasa en respuesta a la adicion de glucosa a las células
ayunadas depende de la actividad de un sistema de proteina G acoplada a un receptor (sistema
GPCR, G-protein-coupled-receptor), el cual consiste del receptor Gprl y de su proteina Ga
asociada Gpa2 (Colombo et al., 1998; Thevelein and de Winde, 1999).

Las funciones fisioldgicas de Cdc25 se han inferido a partir del andlisis de distintos
mutantes. A 25°C, las mutantes sensibles a temperatura (cdc23”) tienen una tasa de crecimiento
normal, la actividad de la adenilato ciclasa en sus membranas es baja, el contenido de glucoégeno
durante la fase de crecimiento logaritmico es elevado, no muestran el incremento de los niveles de
AMPc en respuesta a la adicion de glucosa cuando se les ayuna de ella, muestran una baja
esporulacion y en fuentes de carbono como glicerol, etanol o acetato crecen lentamente o no
crecen del todo (Munder et al., 1988; Petitjean et al., 1990; Van Aelst et al., 1990). Cuando las
mutantes cde25” se cultivan de manera continua a 36°C, se detienen en la fase G, y, en contraste
con las células silvestres, permanecen termotolerantes (Hartwell 1974; Plesset ef al., 1987). Una
mutante que produce Cdc25 carente de los 532 aminodcidos de la regién amino terminal crece
normalmente en glucosa, pero no en acetato y su esporulacién es deficiente. Asi mismo, la
obliteracion de los 38 amino 4cidos carboxilo terminales de Cdc25 demostrd que son necesarios
para la esporulacién, pero no para el crecimiento en glucosa o en acetato (Munder ef al., 1988).

La activacion permanente de la enzima adenilato ciclasa a través del alelo R4S2"4!?
suprime el fenotipo producido por la deficiencia de Cdc25 (DeFeo-Jones ef al., 1985) y también
es eliminada por R4S52"¢? (Camonis y Jacquet, 1988) que tiene una afinidad por GDP reducida

e intercambia GDP por GTP a una tasa mayor que el producto silvestre (Créchet ez al., 1990).
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ANTECEDENTES

En nuestro laboratorio nos ha interesado elucidar el mecanismo que permite el desarrollo
de la termotolerancia intrinseca durante la fase del crecimiento logaritmico de S. cerevisiae por
medio del anélisis genético-molecular. Para este propésito se mutagenizo la cepa silvestre W303a
con etil metano sulfonato (EMS). Después de cinco ciclos de exposicion a 50°C durante 20
minutos, se aislaron 13 cepas mutantes (ScIBT) que presentaron una termotolerancia intrinseca
alta. Las cepas ScIBT forman colonias de diferente tamafio: muy chicas, chicas, casi silvestres y
silvestres. Se observé que las mutantes que forman colonias chicas revierten con una frecuencia
muy elevada a tamafios mayores, ¢ incluso al tamaiio de la silvestre, perdiendo en la mayoria de
los casos su nivel de termotolerancia. En casos, la reversion del tamafio de la colonia redujo sélo
parcialmente el nivel de termotolerancia (Casas, 1998; Corkidi er al., 1998). Esto permitié aislar
tres cepas que revirtieron el tamafio de la colonia de muy chico a chico o de chico a grande, pero
que permanecieron termotolerantes. En total se obtuvieron 16 mutantes termotolerantes
constitutivas [ScIBT1 a ScIBT16] (Casas, 1998). Las reversiones del tamafio de la colonia
dieron lugar a ScIBT4 a partir de ScIBT1, a ScIBT10 a partir de ScIBT2 y a ScIBT11 a partir de
ScIBT13. Se observé que el tamafio de la colonia de las mutantes cosegrega con el nivel de
termotolerancia, indicando que la misma mutacion controla ambos fenotipos. Estas mutantes
presentan diferentes grados de termotolerancia constitutiva, que varia de 10 a varios miles de
veces en comparacion con la cepa silvestre. Las mutantes con los mayores niveles de
termotolerancia constitutiva muestran un tamafio de colonia chico. Se observo una correlacion
positiva entre el tiempo de duplicacion en medio liquido y el nivel de termotolerancia. Es decir,
las mutantes mds termotolerantes presentan mayores tiempos de duplicacion. Varias de las
mutantes no crecen a 40°C (Folch y Ochoa, datos no publicados). El analisis genético de las
mutantes demostr6 que 14 de las mutaciones son recesivas y solo dos son codominantes. Se
definieron 6 grupos de complementacion (Casas, 1998), que se denominaron hsr (heat-shock-
response), de los cuales solamente hsr4 es codominante. Se denominé sgr (suppresor of growth
rate) al alelo presente en las mutantes originadas a partir de eventos de reversion del tamafo de la
colonia. El andlisis de alelismo de estas mutantes demostr6 que ScIBTS es alélica a la mutante
hsrl (cyrl), que también presenta una termotolerancia constitutiva alta (lida y Yahara, 1984).
Algunas de las mutantes no crecen en glicerol ni en acetato (fuentes no fermentables de carbono).

Este fenotipo cosegrega con una termotolerancia intrinseca alta y el tamafio chico de la colonia. El

16



andlisis de termotolerancia por el método de goteo de diluciones en caja sugiri6 que las
mutaciones podian ser nucleares y monogénicas
Para comprender cudles son los mecanismos que confieren la termotolerancia intrinseca en

las diferentes mutantes, es necesaria la caracterizacion fisioldgica, genética y molecular de estas

cepas.

OBJETIVO

El objetivo principal de este proyecto de investigacion comprendio el analisis fisiologico,
genético y molecular de los mecanismos que regulan a la termotolerancia intrinseca en las

mutantes hsr de S. cerevisiae.
Objetivos particulares

I. La clonacién molecular de los genes responsables del fenotipo de alta termotolerancia
intrinseca en las mutantes Asr, mediante complementacion con un banco genémico silvestre.

2. La elucidacion del papel de la proteina Hsp104 en el nivel de termotolerancia intrinseca a lo
largo de la curva de crecimiento en medio liquido de las cepas mutantes dobles
Ahspl04::LEU2 hsr4-1, Ahspl04::LEU2 hsr2-1, Ahspl04::LEU2 hsr3-1'y Ahspl04::LEU2
hsr2-3.

3. La estimacion de la expresion del gen reportero lacZ regulada por elementos de respuesta al
estrés en las cepas silvestre y en las mutantes en condiciones de estrés. Esto nos permitird
determinar si la actividad de los factores de transcripcion que actiian en frans sobre este tipo

de elementos se encuentra alterada con respecto a la cepa silvestre.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
La cepa silvestre W303a-LEU+ de S. cerevisiae fue obsequiada por la Dra. Susan Lindquist.

Otras cepas de levadura y los plasmidos utilizados se presentan en la Tabla A (Anexo 1).

MEDIOS DE CULTIVO
YPDA: Extracto de levadura al 1%, bacto-peptona al 2%, dextrosa al 2% y 40 mg/ de sulfato de

adenina.

Medio minimo: Base nitrogenada para levadura al 0.67% sin aminodcidos, dextrosa al 2% mas los

requerimientos de aminodcidos de acuerdo a las auxotrofias de las cepas.*

Medio para inducir la preesporulacion: Extracto de levadura al 0.8%, bacto-peptona al 0.3%.

dextrosa al 10% y agar bacteriologico al 2%.

Medio para inducir la esporulacion: Acetato de potasio al 1%, dextrosa al 0.05%, extracto de

levadura al 0.1%, agar bacteriologico al 2% y los requerimientos nutricionales al 25% de la

concentracion requerida para el medio minimo completo.*

Medio LB: Bacto-triptona al 1%, extracto de levadura al 0.5% y NaCl al 1%.

Determinacion cuantitativa de los niveles de termotolerancia intrinseca de las cepas hsr
Se inoculan cultivos liquidos en YPDA a partir de una colonia fresca y se incuban a 25°C
durante 24 horas con agitacion constante (250 r.p.m.). Con estos precultivos se inoculan 4
mililitros de medio de cultivo fresco a una D.O.g00 o de 0.05 y se incuban hasta una D.O.400 1y
entre 0.4 - 0.5. Para calcular el nimero de UFC/ml (unidades formadoras de colonia por mililitro)
antes del tratamiento, se inocula por duplicado 50 ul de una dilucion 1/1000 en una caja Petri. El
cultivo se dispersa con perlas de vidrio estériles y las cajas se incuban a 25°C hasta la aparicion
de las colonias. El resto del cultivo se expone a S0°C por 20 minutos y después se mantienen 3
minutos en hielo. Dependiendo del nivel de termotolerancia se inoculan en cada caja de Petri, 50

ul de las diluciones adecuadas y se incuban a 25°C. El porcentaje de sobrevivencia se calcula

*  Requerimientos de auxotrofia: Sulfato de adenina 40 mg/I, L-histidina-HCI 20 mg/I. L-triptofano 20 mg/It. L-
leucina 30 mg/l y Uracilo 20 mg/l.

Notas: Para los medios de cultivo solidos, se adiciond agar bacterioldgico Difco 6 Fluka al 2%. La esterilizacion de

los medios de cultivo se realiz6 a 110°C durante 20 minutos.
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multiplicando las UFC/ml presentes después del tratamiento por cien y dividiendo entre el
numero de UFC/ml a 25°C. Las UFC/ml se calculan a partir de las cajas que contienen entre 30 y
300 colonias. (Nicolet y Craig, 1991). El conteo de las colonias se hizo utilizando el sistema
COVASIAM (Corkidi et al., 1998).

Aislamiento de las cepas que revirtieron el tamaifio de la colonia de chico a grande

Se incuban a 25°C hasta saturacion, cultivos liquidos en 4 ml de YPDA a partir de
colonias pequeiias aisladas de las cepas de interés. Se hacen diluciones 1/10,000 6 1/100,000 y se
siembra 50 ul del cultivo en YPDA. Como control de tamafio se siembran en medio solido,
diluciones similares de un cultivo de la cepa silvestre. Las cajas se incuban a 25°C hasta la
aparicion de las colonias y se escoge una colonia grande. Posteriormente se corrobora el tamafio
de la misma por comparacién con la mutante original y la silvestre creciéndolas como colonias

aisladas en YPDA solido.

Determinacion del porcentaje de reversion del tamaiio de la colonia

Los cultivos se inician a partir de una colonia chica. aislada y fresca y se incuban en
YPDA liquido hasta una D.O.¢y ,m de 0.4. Se siembran en YPDA por duplicado 50 ul de
diferentes diluciones (1/10, 1/100. 1/1000) de las cepas mutante y silvestre (control para tamafo
de colonia). Las cajas se incuban a 25°C hasta la aparicion de las colonias. Para el conteo de las
colonias que revirtieron el tamaifio de la colonia. se eligen las cajas que presentan densidades
poblacionales moderadas (que nos permita observar su tamafo). El porcentaje de reversion se
obtiene al multiplicar por cien el numero de UFC/ml que revirtieron y dividiendo entre el nimero

de UFC/ml totales.

Cinéticas de crecimiento continuo a temperaturas supradptimas

Se preparan precultivos liquidos a 25°C, a partir de una colonia chica y fresca. A partir
de estos se inoculan 50 ml de medio minimo-glucosa méas aminoacidos a una D.0O.g,, de 0.05 v
se mantienen en agitacion a 38 6 40°C. Durante el tratamiento, se determina la absorbancia de
cada uno de los cultivos a una longitud de onda de 600 nm. La viabilidad de los cultivos se
cuantifica por el método de siembra en caja en YPDA. a partir de alicuotas de diluciones de las

muestras antes del tratamiento y después de ser sometidas a calor subletal durante 12, 24, 36 y
48 horas.

18



Transformacion de la levadura S. cerevisiae por el método del acetato de litio

A partir de cultivos preparados con colonias chicas, aisladas y frescas, se inoculan 50
ml de YPDA, a una D.O.go0nm de 0.05 y se dejan crecer a 25°C hasta una D.O.g,m de 0.8 con
agitacion constante. El cultivo se centrifuga a 2,000 r.p.m. en tubos falcon y se decanta el
sobrenadante. La pastilla se lava dos veces con 25 ml de solucién TELiOAc 1X preparada a
partir de TE 10X (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 0.01 M a pH 7.5) y LiOAc 10X (LiOAc 1 M a pH
7.5 ajustado con 4cido acético) y se centrifuga a 2,000 r.p.m. Las células se resuspenden en el
liquido residual y se agregan 25 pl de ADN de esperma de salmén (10 mg/ml) en TE pH 7.5, 2.5-
10 pg de ADN plasmido o banco gendémico, 5 ml de PEG 4.000 al 50% en TELIOAC 1X filtrado
y almacenado a 4°C. Se mezcla y se mantiene durante 30 minutos a 25°C. Se incuba a 40°C por
20 minutos', se centrifuga a 2,000 r.p.m., se lava dos veces y se resuspenden en medio minimo
sin aminoacidos. Se siembran alicuotas de la mezcla de transformacion en el medio de seleccion
para las transformantes y se incuba a 25°C hasta la aparicion de colonias [Modificado de Schiestl
v Gietz, (1989) y de Gietz y cols., (1992)]. Una modificacion de este protocolo consistio en
incubar durante 48 hrs a 40°C a las células transformadas previo a su siembra en medio de

seleccidon en medio solido.

Transformacion de la levadura por el método de la electroporacion

Se inician cultivos a partir de una colonia fresca a 25°C en YPDA hasta una densidad de
2 x 107 cel/ml. Se centrifuga 5 minutos a 4°C. La pastilla se resuspende en DTT (Dithiothreitol)
(=2 x 10° cel/ml) y se incuba 10 minutos a 30°C. Las células se lavan dos veces con EB (Tris-
HCI 10 mM pH 7.5, sacarosa 270 mM y MgCl; 1 mM) y se resuspenden en S0 ul de EB a una
concentracion de 2 x 10” cel/ml con 2 pl de ADN (10 - 100 pg). Se incuban 5 minutos en hielo en
una cubeta de electroporacion estéril (0.2 cm) y se aplica un pulso eléctrico de 0.54 kV y 25 uF.
Se anade 1 ml de medio de cultivo fresco precalentado a 30°C y se incuban 1 hora. Las células se
resuspenden en medio fresco y se siembran en el medio de seleccion. Las cajas se incuban a 25°C

hasta la aparicion de las colonias. (BIO-RAD, Gene Pulser Electroprotocol; Meilhoc et al., 1990)

En un ensayo alterno, antes de exponer a 40°C se adiciono al cultivo 400 ul de DMSO.
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Determinacion de las eficiencias de transformacion y complementacion

La eficiencia de transformacion se define como el cociente entre el nimero total de
células transformadas y el numero de células competentes viables. La eficiencia de
complementacion se define como el cociente entre el nimero de células complementadas y el

nimero de células trasformadas.

Determinacion de la actividad especifica de la B-galactosidasa

A. Obtencién de las muestras

De cepas transformadas con los vectores pp11 y pl8/7. Se inoculan 70 ml de medio minimo-
glucosa a una D.O.¢yonm de 0.05, a partir de precultivos crecidos a 25°C, y se incuban a 25°C con
agitacion hasta alcanzar una D.O.gp0nm de 0.4. De este cultivo se colectan 20 ml, se mantienen 5
minutos en hielo y se centrifugan a 250 rpm por 5 minutos a 4°C (muestra cero). Del resto del
cultivo, 20 ml se conservan a 25°C por 1.5 hrs (muestra uno) y 20 ml se incuban a 39°C durante
1 hora y posteriormente a 25°C por 30 min. (muestra dos). Las células son colectadas por
centrifugacién a 2,500 rpm por 5 minutos y resuspendidas en 250 pl de buffer de lisis
(Dithiothreitol | mM, Glicerol 20%, Tris-HCI 100 mM, pH 8). Se congelan a —20°C. (Rose y
Botstein, 1983)

A partir de cepas transformadas con el vector pLGABS (con y sin UAS). 1) Cinética de
crecimiento: se inoculan precultivos de las cepas a estudiar en 70 ml de medio minimo glucosa
mas requerimientos de aminodcidos a 0.05 D.O.4p0nm v S€ dejan crecer varios dias a 25°C. Las
alicuotas colectadas (15 ml), son enfriadas, centrifugadas, resuspendidas en buffer de lisis y
congeladas a —20°C. 2) En cultivos expuestos a H,O, ¢ CdSO,: se inoculan 70 ml de medio
minimo glucosa méas aminodacidos a 0.05 de D.O.450, ¥ S€ incuban con agitacion a 25°C hasta una
D.0.600nm de 0.4 Después se exponen los cultivos a CdSO, (20 uM) o a H,0, (I mM) durante

20 minutos.

B. Realizacion del en de B-galactosidasa

Las c€lulas se descongelan en hielo y se agregan perlas de vidrio (0.45 a 0.5 mm de
diametro) justo debajo del menisco formado por el liquido y 12.5 pul de PMSF (40 mM en
isopropanol al 100%). Las muestras se agitan vigorosamente seis veces, cada vez durante 20
segundos enfridndolas en hielo entre agitaciones. Se adicionan 250 pl de buffer de lisis y se separa
la parte liquida desde el fondo del tubo. El extracto se deposita en tubos ependorff limpios de 1.5

ml. Por cada condicion experimental se utilizan de 20 a 50 ul del extracto y se ajusta a 1 ml con
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buffer Z (Na,HPO,.7H,0 60 mM, NaH,PO;.H,0 40 mM, KCI 10 mM, MgS0O,.7H,O0 1 mM,
B-mercaptoetanol 50 mM, pH 7.0). Las muestras se dejan reposar 3 minutos a temperatura
ambiente. La reaccion se inicia por la adicion de 200 pul de ONPG (ortonitrofenolgalactésido) (4
mg/ml en buffer Z a pH 7.0) a cada tubo y se finaliza agregando 300 ul de Na,CO; | M. Se anota
el tiempo en que la reaccion es iniciada y concluida. Las muestras se centrifugan a 13,000 rpm
por 3 minutos para eliminar restos celulares. Se determina la absorbancia a 420 nm y la actividad
especifica se reporta como ng de ONPG oxidado por minuto por mg de proteina de acuerdo a la

siguiente formula:

D.O420nm X 1.7

0.0045 X proteina X volumen del extracto X tiempo

En donde:
D.0420 nm es la densidad 6ptica del producto o-nitrofenol a esta longitud de onda.

1.7 es el tactor de correccion del volumen de reaccion,
0.0045 es la densidad dptica de 1 nmol/ml de solucién o-nitrofenol,

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

Determinacion de la concentracion de proteina por el método de Bradford

La curva estdndar se prepara a partir de una solucién de proteina, BSA 0.1 mg/ml. Se
toman las muestras por duplicado de diluciones conteniendo 2, 4, 6, 8 y 10 pg de proteina y se
diluyen hasta 800 pl con buffer de lisis (Dithiothreitol 1 mM, Glicerol 20%, Tris-HCI 100 mM,
pH 8). El rango lineal del ensayo para BSA estéd entre 1.2 a 10 pg/ml. Se agrega a cada tubo 200
ul del reactivo concentrado Bio-Rad, se agita vigorosamente y se incuba 5 minutos a temperatura
ambiente. Se determina la absorbancia a 595 nm. Para la cuantificacién de proteina en las
muestras problema, se emplean alicuotas de entre 5 y 10 ul de cada uno de los extractos hasta

800 pl con buffer de lisis y se determina la absorbancia. (Bio-Rad™® manual Bio-Rad protein

assay).
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RESULTADOS

1. La regulacion de la expresion del gen lacZ en las mutantes Asr debida a los elementos

de respuesta al estrés en condiciones de estrés

1.1 Actividad de B-galactosidasa en cepas que tienen una construccion quimérica entre
un promotor de genes de heat shock y el gen lacZ (pBl1-lacZ)

Con la finalidad de explorar si las mutantes Asr estdn afectadas en alguna de las vias de
respuesta al estrés, se utilizé el plasmido pp11 (Susek and Lindquist, 1990). Este vector
contiene al gen lacZ regulado con un promotor quimérico formado por un fragmento de la region
promotora del gen HSP26 seguido del elemento HSE2 de SS4/ (Hsp70) y el promotor minimo
del gen CYC!. Contiene 4 elementos HSE (heat shock element) y 3 STRE (stress response
element) en la region correspondiente a HSP26 ademés de | HSE y | PDS (post diauxic shift
element) en la region de SSA41. Esta construccion es tipo transbordador levadura — E. coli, posee
un origen de replicacién multicopia (2u) y el plasmido pBR322 para su replicacion en E. coli

(Susek and Lindquist, 1990; Slater and Craig, 1987) (Figura 2).
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URA3 i—[ 21 l pBR322

Figura 2. Plasmido pB11 (Susek and Linquist, 1990). Construido a partir del plasmido pZJHSE2-26R
(Slater and Craig, 1987).

Las cepas fueron crecidas a 25°C hasta alcanzar una D.O.4 ., de 0.4. Se tomaron dos
muestras controles a 25°C: la primera (tiempo cero) al momento de alcanzar la D.O.q0 oy de 0.4
y la segunda, 90 minutos después (tiempo uno). Los cultivos inducidos con calor permanecieron
durante 1 hora a 39°C después de haber alcanzado la D.O.4y o, de 0.4 y se recuperaron a 25°C
durante otros 30 minutos antes de ser analizados.

Debido a que el andlisis de varianza para muestras dependientes. demostré que no existe

una diferencia estadisticamente significativa en la actividad para B-galactosidasa de las cepas
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analizadas, entre el “tiempo cero” y el “tiempo uno™ a 25°C (Anexo 2), se decidié comparar
inicamente la actividad de las cepas después de la induccion y a 25°C (tiempo uno).

A 25°C la cepa W303 present6 una actividad de B-galactosidasa de 127.13 nmoles de
ONPG oxidado/minuto/mg de proteina y se indujo aproximadamente doce veces después de la
exposicion a 39°C (Figura 3). En las mutantes hsr2-1 (JF099), hsr2-3 (LV0724) y hsr4-1
(LV0092) la actividad a 25°C es 13.7, 9.7 y 10.6 veces respectivamente mayor que la cepa
silvestre aunque s6lo se inducen 1.69, 2.25 y 1.5 veces respectivamente después de la exposicion
a 39°C (Figura 3). Por otro lado, las cepas mutantes hsrl (cyrl), hsr2-1 sgri-1 (ScIBT10),
hsr3-1 (JF601) y hsr6-1 (JF505) a 25°C expresaron una actividad de p-galactosidasa entre dos y
tres veces mayor que la silvestre. Después de una exposicion a 39°C se indujeron 6.3, 6.4, 7.6 y
7.6 veces respectivamente con relacion a sus niveles basales a 25°C (Figura 3).

En este trabajo no se incluy6 a la cepa progenitora del mutante hsr/ (HE61-4B) (lida y
Yahara, 1984). Tampoco se incluyo a la cepa ScIBTS (hsr/) debido a que no presenta una
segregacion 2:2 del fenotipo de termotolerancia y por otro lado, pierde el fenotipo mutante en
subsecuentes cruzas.

Observamos que todas las mutantes a 25°C presentan diferentes niveles de actividad que
son capaces de incrementarse al exponerse al calor. Sin embargo, ya que el plasmido pp11 lleva
una construccion compleja, estos resultados son unicamente preliminares. ya que no nos
permiten elucidar cudl o cudles son los elementos de respuesta al estrés que se encuentran

desregulados en nuestras mutantes.
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Figura 3. Actividad de f-galactosidasa (en nmoles de ONPG oxidado/minuto/mg de proteina) debida
al promotor quimérico del vector pf11 en varios fondos mutantes. Las muestras control (25°C)
fueron obtenidas noventa minutos después de alcanzar una D.O.gy ,n de 0.4. Las muestras a 39°C
fueron inducidas a esa temperatura durante 1 hora y posteriormente recuperadas a 25°C durante 30
min. Se grafica el promedio de tres determinaciones independientes.
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1.2 Actividad de B-galactosidasa en cepas con una construccion quimérica entre el
elemento de respuesta al estrés y el gen lacZ ( STRE - lacZ )

A fin de estudiar de manera mas precisa la contribucion de los distintos elementos de la
respuesta al estrés, se determind la actividad de B-galactosidasa debida a la secuencia STRE. Esta
construccion, con siete elementos STRE en tandem esta contenida en un vector integrativo en el
gen URA3 (p18/7) (Marchler et al., 1993).

Para este propdsito, se disectaron las tétradas de la cruza de las cepas mutantes hsr con
la silvestre que contiene la fusion STRE::lacZ (proveniente de la transformacién de W303 con el
vector p18/7) (Folch, datos no publicados). La cepa W303/STRE se seleccion6 en un ensayo tipo
“Southern™ que permiti6 analizar la integracién adecuada de la construccion en el ADN genémico.
Las cepas conteniendo la construccion se seleccionaron por prototrofia para uracilo y se
corroboré su actividad por induccion con NaCl 05 M, ya que genes que poseen STRE en su
region promotora se inducen por estrés osmético (Winderickx er al., 1996) (Datos no
presentados).

La cepa silvestre presentd una actividad basal a 25°C de 43 nmoles de ONPG
oxidado/minuto/mg de proteina que aumentd 5 veces al aumentar la temperatura a 39°C (Figura
4). A 25°C los mutantes hsr2-1 (LV0201), hsr2-1 sgri-2 (LV0202, una revertante
termotolerante espontanea de LV0201), Asr2-3 (LV0780), hsr3-1 (LV0620) y hsr4-1 (LVO143)
presentaron actividades 10.7, 9.6, 17.8, 14.5 y 5.9 veces mayores que la cepa silvestre
respectivamente.

Como se observa en la Figura 4, a 39°C los alelos hsr2-1 (LV0201), hsr2-1 sgrl-2
(LV0202), hsr2-3 (LV0780), hsr3-1 (LV0620) y hsr4-1 (LV0143) presentaron actividades varias
veces mayor que la cepa silvestre, siendo de 3.4, 2.8, 7.4, 5.5, v 2 respectivamente. No obstante
en estos mutantes la induccién por calor a 39°C fue ligera con respecto a la actividad observada a
25°C.

A partir de estos resultados se observa que en estos fondos genéticos mutantes la
actividad transcripcional dependiente de los elementos STRE se encuentra desregulada en
condiciones normales de crecimiento, fenotipo que correlaciona con la alta termotolerancia
intrinseca que presentan estas cepas. Por otro lado, a 25°C y a 39°C en los mutantes hsr/ y hsro6-
1 (LV0506) la actividad transcripcional de esta construccién no parece estar desreprimida y por

el contrario parece estar mas apagada que en la cepa silvestre (Figura 4).
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Figura 4. Actividad de f3-galactosidasa (en nmoles de ONPG oxidado/minuto/mg de proteina) debida a
la secuencia STRE en varios fondos mutantes. Control a 25°C noventa minutos después de alcanzar
una D.O.g9p nm de 0.4. Induccion a 39°C. Se grafica el promedio de tres determinaciones
independientes.
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1.3 Actividad de la B-galactosidasa en las cepas que tienen una construcciéon quimérica

entre el elemento que responde a AP-1y el gen lacZ (ARE - lacZ)

1.3.1 En diferentes estadios de la curva de crecimiento

Se analiz6 si la actividad de f3-galactosidasa determinada por el elemento ARE en las
mutantes hsr estd regulada durante las distintas fases del crecimiento. Las cepas transformadas
con el plasmido pLGABS, que contiene esta quimera, se incubaron a 25°C con agitacién constante
por varios dias. En este experimento sélo se evalud la frecuencia de reversion al principio del
cultivo. Se observd que la actividad en la cepa silvestre fué aproximadamente de 1.0 nmoles de
ONPG oxidado/minuto/mg de proteina, la cual no se incrementé de manera significativa a lo largo
de la cinética de crecimiento. Las mutantes Asr2-1 (JF099), hsr2-3 (LV0724), hsr3-1 (JF601),
hsr4-1 (LV0092) y hAsr6-1 (JF505) presentaron una fuerte actividad constitutiva: 64.25, 11.0,
27.1.29.6 y 10.9 respectivamente, mientras que la Asr/ (cyrl) alcanzd una actividad de 2.8. Esta
actividad se conservo de manera relativamente constante a lo largo de toda la curva de crecimiento

(Figura 5).

1.3.2 En respuesta a la adicion de H,0, y de CdSO;

1.3.2.1 En las cepas mutantes /isr

En la Figura 6 se observa que la cepa silvestre presenta una leve induccion después de
una exposicion durante 20 minutos a CdSO4 20 uM y a H,0, | mM, aproximadamente dos
veces con respecto a la condicion control. Este comportamiento fue similar al de la mutante hsr/
(cyrl), excepto que en la condicion con cadmio se indujo tres veces.

En general todas las mutantes hsr presentaron una importante desregulacion de la
actividad de B-galactosidasa en condiciones control y este efecto fue mas dramatico en los
mutantes hsr2-1 (JF099) y hsr4-1 (LV0092). En estos altimos, la actividad debida al elemento
ARE se encuentra muy elevada en condiciones sin estrés. sugiriendo que. ademas de la resistencia
al calor, los mutantes Asr pudieran estar confiriendo niveles de tolerancia a estrés oxidativo y/o a
metales pesados. Estos resultados (Figura 6-A), coinciden con los datos reportados en la Figura
5

Adicionalmente, se determind la actividad del gen reportero en una construccion que
carece de la secuencia consenso ARE. En condiciones sin estrés. ya hay un nivel de expresion de

la actividad del gen reportero (este trabajo, datos no presentados). Esto sugiere que posiblemente
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exista un nivel de transcripcion basal regulada por alguna secuencia diferente del elemento ARE.
Cabe sefialar que se observé que en todas las mutantes estudiadas, a excepcion de la cepa hsr/
(cyrl), la actividad de B-galactosidasa regulada por el elemento ARE es mayor de una manera

estadisticamente significativa a la observada en ausencia de ARE (Figura 6).
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Figura 5. A) Actividad de f3-galactosidasa (en nmoles de ONPG oxidado/minuto/mg de proteina) y
B) cinética de crecimiento (D.O.g00 nm) en diferentes estadios del crecimiento de las cepas silvestre

W303 y mutantes Asr reguladas por el elemento ARE.
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Figura 6. A) Actividad de p-galactosidasa (en nmoles de ONPG oxidado/minuto/mg de proteina)
debida a la secuencia ARE en la cepa silvestre W303-Leu" y en varios fondos mutantes. Control a
25°C sin adici6n de peréxido o de CdSO,.
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Figura 6 (continuacion). Actividad de B-galactosidasa (en nmoles de ONPG oxidado/minuto/mg de proteina)

en mutantes hsr reguladas por el elemento ARE en condiciones de estrés. B) Induccién con H,O, 1 mM
durante 20 minutos (panel superior). C) Induccién con CdSO, 20 uM durante 20 minutos (panel inferior).
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1.3.2.2 En la doble mutante hsr2-1 Ayap-1

Con el propésito de estudiar, si la expresion del gen quimérico ARE-lacZ es
dependiente de yAP1 o de otros factores de transcripcion, se decidi6 deletar el gen YAP! en las
cepas mutantes hsr2-1 (JF099). Para deletar YAP/ se utilizd la construccion pSM27 que
contiene a la secuencia de YAPI interrumpida por el gen HIS3. Las mutantes fueron
seleccionadas por su habilidad para crecer en ausencia de este aminoacido.

Para medir la expresion de -galactosidasa bajo el control de ARE, las cepas mutantes
Avapl y hsr2-1 Ayapl, habian sido transformadas previamente con el vector integrativo pTEP9
que contiene a la construccion ARE::lacZ y cuya recombinacion es dirigida al locus LEU2
(Moye y Zalkin, 1985). A partir de estas cepas se prepararon cultivos para inducir con peroxido
de hidrégeno y sulfato de cadmio, como en el experimento anterior.

En la mutante sencilla Ayap! no hay induccién de la actividad de (3-galactosidasa ni por
H>0; ni por CdSO4. Mientras que en la cepa silvestre la adicion de CdSO;, indujo al menos dos
veces esta actividad (Figura 7).

Por otro lado, en la doble mutante hsr2-1 Ayapl se observé una ligera reduccion de la
actividad de -galactosidasa por la delecion del gen YAPI con respecto a la que presenta hsr2-1
(JF099) en condiciones control (Figura 7). Adicionalmente la actividad del doble mutante hsr2-

I Ayapl no se indujo por la adicion de H,O, 6 CdSOs.
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1.3.2.3 En diferentes cepas mutantes termosensibles cdc25®

Folch y cols. (datos no publicados) complementaron la cepa hsr2-1 (JF099)
demostrando que esta mutacion corresponde al gen CDC25. Este alelo es diferente a los
descritos en la literatura que presentan un fenotipo sélo a la temperatura restrictiva (Petitjean ez
al., 1990).

Se determiné la actividad de B-galactosidasa regulada por el elemento ARE en los
alelos mutantes cdc25" previamente reportados: cdc25-1, cdc25-5 y cdec25-10 (Petitjean et al.,
1990), con o sin el elemento ARE fusionado a lacZ.

A partir de la actividad basal de B-galactosidasa de las mutantes cdc25” se observé una
correlacion positiva entre el nivel de actividad de [-galactosidasa y el porcentaje de
sobrevivencia a un choque térmico letal (Folch, datos no publicados). La cepa silvestre (LRA88)
con un porcentaje de sobrevivencia del 0.0002% present6 un 1.09 de actividad especifica de f3-
galactosidasa y las mutantes cdc25-10 (LRA24) y cde25-5 (LRA26) con una actividad de 2.19 y
3.26 mostraron una termotolerancia intrinseca de 0.0036 y 0.065% respectivamente. La mutante
cdc25-1 (LRA2S5) presentd el mayor porcentaje de sobrevivencia en calor extremo (1.87%) y los
mayores niveles de actividad (5.3). Este comportamiento también se observo en la actividad
especifica de las mutantes después del estrés con cadmio 6 con peroxido y la induccion ascendid
hasta al doble del valor obtenido en la condicion control. En la cepa silvestre (LRA88) no se
observé induccion de la actividad (Figura 8).

En ausencia de ARE, solo se encuentra una diferencia significativa en el nivel de
actividad de B-galactosidasa en condiciones control en la cepa cdc25-5 (LRA26) (datos no
presentados). Estos resultados sugieren que la expresion constitutiva de 3-galactosidasa, en las

mutantes cdc25”, es dependiente de secuencias diferentes de ARE.
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2. La termotolerancia intrinseca en las cepas mutantes dobles /isr Alhsp104 a lo largo de la

curva de crecimiento

Se ha demostrado que la proteina Hsp104 es necesaria para mantener un nivel alto de
termotolerancia en la fase de crecimiento estacionario. Las cepas mutantes Ahspl(04 no alcanzan
los niveles de termotolerancia que tiene la cepa silvestre en la fase estacionaria (Sdnchez et al.,
1992).

Para determinar el efecto de la proteina Hsp104 en la termotolerancia intrinseca en las
diferentes etapas del crecimiento de las mutantes Asr, se obtuvieron las cepas LV0208 (hsr2-1
Ahspl04), LNO771 (hsr2-3 Ahspl04), LN 0606 (hsr3-1 Ahspl04) y LNVOI123 (hsr4-1 Ahspl04)
que tienen una segunda mutacion en HSP104. Para este propdsito, se disectaron tétradas de los
diploides Asr/HSR Ahspl04::LEU2/HSP104. Las mutantes en Ahspl04 se seleccionaron por
prototrofia para el aminoacido leucina. Se iniciaron cultivos en 80 ml de YPDA a una D.O.¢00 nm
de 0.05 y se mantuvieron en crecimiento a 25°C hasta la fase de crecimiento estacionario (202
horas).

A lo largo de los diferentes estadios del crecimiento, el nivel de termotolerancia vario de
manera dréstica. Tanto la cepa silvestre W303 como la mutante Ahspl04 presentaron una
sobrevivencia del 0.01% al iniciarse el cultivo (0.05 de D.O.gp0nm). Durante la fase de crecimiento
logaritmico, ambas cepas presentaron una alta sensibilidad al choque térmico letal (0.01-0.4% y
0.01-0.1% de sobrevivencia respectivamente). Conforme se acercaban al cambio diduxico, los
cultivos incrementaron su termotolerancia de manera paulatina (Figura 9). La cepa silvestre
W303 Leu” alcanz6 una termotolerancia de 1 al 6% durante el cambio diduxico (entre las 24 y 36
horas después de iniciado el cultivo) y el porcentaje de sobrevivencia se elevd al 11% en el
tercero y cuarto dias. En la fase del crecimiento estacionario (entre el dia 6 y 8), alcanzé el 100%
de sobrevivencia (Figura 9). La mutante Ahspl04 present6 una sobrevivencia del 0.2-0.7% (= 10
veces menor que la W303 Leu") durante el cambio diduxico (entre las 24 y 36 horas de
crecimiento) (Figura 9). Entre el tercer y el cuarto dias elevo su termotolerancia al 8%. Al entrar
en la fase de crecimiento estacionario, la sobrevivencia disminuyé y se mantuvo entre un 5y 7%
(Figura 9). En un segundo experimento ambas cepas presentaron una respuesta similar en
cuanto a las tendencias, mas no en sus valores absolutos (Figura 10). La cepa silvestre alcanzo el
100% de termotolerancia durate la fase estacionaria mientras que la Ahspl04 no pasé del 1%.

Al inicio de la fase de crecimiento logaritmico, las mutantes hsr3-1 (LV0605), hsr2-3

(LVO0772), hsr2-1 (LV0210) y hsr4-1 (LV01235) presentaron un nivel de termotolerancia que
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incrementd répidamente a partir del inicio del cultivo y alcanzé un 40% de sobrevivencia entre
las primeras 10 y 20 horas de crecimiento (Figuras 9 y 10). Este resultado confirma el fenotipo
de termotolerancia intrinseca durante la fase de crecimiento exponencial de las mutantes
originales. En esta fase, los mutantes hsr3-1, hsr2-3 son cientos de veces mas tolerantes que la
cepa silvestre y los mutantes hsr2-1 y hsr4-1 son miles de veces mas termotolerantes.

En la Figura 9 se observa la cinética de sobrevivencia a un choque térmico letal para la
cepa hsr3-1 (LV0605). Este cultivo presentd una sobrevivencia del 8% (a una D.O.500 nm de
0.05) que se incrementd hasta un 47% entre las 12 y las 22 horas. A las 35 horas de iniciado el
cultivo, el porcentaje de sobrevivencia se redujo ligeramente a 30% y posteriormente continud
incrementandose hasta alcanzar entre un 60 y un 70% durante la fase postdidauxica. Conforme el
cultivo entra a un crecimiento estacionario se observa un aumento paulatino de la sobreviviencia
hasta alcanzar niveles cercanos al 100%.

El alelo mutante hsr2-3 (cepa LV0772) presentd un 50% de sobrevivencia a una D.O.g0
am de 0.05, que se increment6 de manera rapida. A las 24 horas alcanzo un 96% de tolerancia al
choque térmico letal, manteniendo un nivel de sobreviveincia proximos al 100% durante todo su
crecimiento posterior (Figura 9). En las mutantes dobles hsr3-1 Ahspl04 (LV0606) y hsr2-3
Ahspl104 (LVO771), el nivel de termolerancia intrinseca fué mucho menor que el presentado por
las mutantes sencillas hsr3-7 y hsr2-3. Sin embargo ambas cepas, LV0606 y LV0771, alcanzaron
niveles de tolerancia mayor durante la fase de crecimiento exponencial y el cambio diduxico (las
primeras 36 hrs) en comparacion con la mutante sencilla Ahspl04. Estos resultados sugieren que
la ausencia de Hsp104 ocasiond la disminucion de la termotolerancia intrinseca en la doble
mutante hsr3-1 Ahspl04 (LV0606). Esto es notorio en todas las fases, incluso en la fase
estacionaria (del dia quinto al noveno) en donde alcanzo un maximo de 12% de sobrevivencia
(Figura 9).

En el doble mutante hsr2-3 Ahspl04 (LV0771) también se redujo la termotolerancia
intrinseca en la fase exponencial por la disrupcion de HSP104. Al inicio del crecimiento
logaritmico, presentd niveles de sobreviviencia entre el 3 y el 8% vy al sexto dia alcanzé una
sobreviviencia maxima de 37%, el cual ya no se incrementé mas (Figura 9).

Las mutantes sencillas hsr2-1 y hsr4-1 mostraron una elevada termotolerancia desde la
fase de crecimiento exponencial, alcanzando cerca del 100% de sobreviviencia durante las
primeras 24 hrs. de cultivo. Este nivel se mantuvo al maximo en ambas mutantes, tanto en la fase

postdiauxica como en la estacionaria (Figura 10).
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La cepa mutante doble hsr2-1 Ahspl04 (LV0208) presentd una ligera disminucion en el
porcentaje de sobrevivencia al choque a 50°C. Durante la fase logaritmica del crecimiento esta
disminucion fue aproximadamente del 50% de la presentada por la mutante sencilla hsr2-1 y
alcanzo el 100% de sobrevivencia después de tres dias de iniciado el cultivo (Figura 10).

Finalmente la cepa hsr4-1 Ahspl104 (LV0123) no parecié afectada significativamente
por la ausencia de la proteina Hspl104, ya que en este mutante se observo una cinética de
termotolerancia similar al de la mutante sencilla Asr4-1 (LV0125) En ambas mutantes se observo

un incremento en la termotolerancia durante el crecimiento logaritmico (Figura 10).
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3. Caracterizacion fisiolégica y molecular de la reversion del tamaiio de la colonia en las

mutantes fisr

Algunos estudios previos indicaron que en algunos mutantes hsr (Anexo 1, Tabla A.1)
ocurria una frecuencia de reversion del tamaio de la colonia del orden de 8 x 10 a7 x 107 en la
fase de crecimiento logaritmico a 25°C y que ésta correlacionaba con la pérdida de los niveles de
la termotolerancia (Casas, 1998). Decidimos analizar la frecuencia de reversion espontanea para
tratar de comprender este fendomeno ya que en los experimentos de transformacion se encontrd
un alto porcentaje de reversion. ;Esta elevada frecuencia de reversion se debe a un mecanismo de
supresion extragénica o es debida a un factor epigenético de tipo prién?, ;depende de un factor

protéico que se desnaturaliza con calor?, ;es posible curar las cepas de este fenotipo?.

3.1 Efecto del crecimiento continuo a temperatura subletal en las mutantes hsr2-2 y hsr3-
1

Los estudios realizados por Folch y Ochoa (datos no publicados) utilizando cultivos de
los mutantes Asr indican que la incubacion continua a 40°C reduce significativamente o
imposibilita el crecimiento. De acuerdo a su crecimiento a 40°C, las mutantes se clasificaron en
tres grupos: a) hsr3-1 (ScIBT6) y hs6-1 (ScIBT14), que presentaron un crecimiento continuo
durante 24 horas, aunque siempre menor al silvestre; b) hAsr2-1 (ScIBT2), hsr2-2 (ScIBT3) y
hsr2-3 (ScIBT7), que no crecen en estas condiciones; ¢) todas las demas mutantes, que sélo
crecen un poco durante las primeras horas de incubacién.

Decidimos analizar si el crecimiento a temperaturas subletales en los cultivos de los
alelos hsr2-2 (ScIBT3) y hsr3-1 (ScIBT6) en medio minimo glucosa, se podria utilizar para
seleccionar las células que hubieran sido complementadas con la transformacion. reduciendo al
mismo tiempo la frecuencia de reversion y la tasa de crecimiento.

A 38°C las mutantes hsr2-2 y las células que revirtieron presentaron un periodo de
adaptacion a las condiciones del cultivo, que fue mas largo que para las cepas silvestre y el
diploide heterdcigo (hsr2-2/HSR?2) ya que comenzaron su crecimiento después de 12 horas de
iniciado el tratamiento, sin que hubiera pérdida de la viabilidad después de 35 horas (este trabajo.
datos no presentados). Por esta razon decidimos repetir el estudio. incrementando la temperatura
a 40°C en medio minimo-glucosa. A 40°C, la cepa silvestre. el diploide heterocigoto hsr2-2/HSR2

(LV0786) y el control de transformacion (W303 6BUL) presentaron una fase de duplicacion
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rapida y se mantuvieron viables aiun después de 40 horas de iniciado el tratamiento. Por el
contrario, las mutantes derivadas de hsr2-2 (ScIBT3) y la cepa revertante hsr2-2 sgr4 (LV0790)
no proliferaron y presentaron una pérdida rapida de la viabilidad entre las 12 y las 20 horas. Las
colonias revertantes que se encontraban en el indculo inicial redujeron su nimero de manera
paulatina durante el tratamiento (Figura 11). A partir de estos resultados, dedujimos que el
crecimiento continuo a 40°C en medio minimo con glucosa se podria utilizar como criterio de
seleccion de las células que han sido complementadas en hsr2-2.

Hemos observado que las células que revirtieron presentan tiempos de duplicacion mas
cortos que las mutantes. Esto podria explicar el alto nimero de colonias revertantes en los
cultivos (Folch y cols., datos no publicados; éste trabajo, datos no presentados).

Del mismo modo analizamos el crecimiento a 40°C en las cepas derivadas de la mutante
hsr3-1 (ScIBT6). Las mutantes Asr3-1 presentan un tamaiio de colonia casi silvestre, por lo que
las células que se complementen con el banco silvestre no pueden ser seleccionadas por el criterio
del tamaiio de la colonia.

Observamos que las cepas silvestre y el heterocigoto hsr3-1/HSR3 (LV0622)
presentaron una velocidad rdpida de crecimiento durante las primeras 12 hrs. de crecimiento,
alcanzando valores cercanos a las 10’ UFC/ml a las 24 horas. Las cepas mutantes hsr3-1
(ScIBT6. JF601 y JF612) presentaron un crecimiento mas lento, alcanzando a las 36 horas 2 x
10° UFC/ml. En este caso, a diferencia de los resultados obtenidos con las mutantes Asr2-2, no se
produjo pérdida de la viabilidad a 40°C en el alelo Asr3-1 y los cultivos presentaron tasas de
crecimiento similares a las observadas durante el crecimiento a 25°C, por lo que este criterio no
es adecuado para la seleccion de las cepas complementadas con el banco genomico silvestre.

(Figura 12).
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Figura 11. A) Cinética de crecimiento continuo en medio minimo con glucosa de las cepas
haploides hsr2-2, silvestre y heterocigotas hsr2-2/HSR2 (LV0786) a 40°C. Las cepas SC0074, JF416
y JF431 son hsr2-2. LV0790 es una cepa revertante para el tamafio de la colonia de la mutante
JF416. B) Cuentas viables a lo largo de la curva de crecimiento a 40°C. C) Numero total de colonias
revertantes en los cultivos.
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Figura 12. A) Cinética de crecimiento continuo en medio minimo glucosa de cepas haploides hsr3-
1, silvestre y diploide heterocigoto hsr3-1/HSR3 (LV0622) a 40°C. Las cepas ScIBT6, JF601 y
JF612 son hsr3-1. B) Cuentas viables a lo largo de la curva de crecimiento a 40°C.
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4. Complementaciéon molecular mediante la transformacion con un banco de ADN

gendmico silvestre

Uno de los objetivos del presente trabajo fué intentar la complementacién molecular de
las mutantes Asr con un banco de genes de la cepa silvestre clonados en el vector YCp50. Para
saber si el banco gendmico de la levadura S. cerevisiae, en el vector YCp50, nos sirve para los
experimentos de complementacion génica de las mutantes, determinamos la eficiencia de
transformacion en la cepa W303 6B y se cuantifico la abundancia relativa de tres marcadores que
se utilizaran para la complementacion (LEU2, HIS3 y ADE?2). Utilizando el método de Gietz y
cols. (1992), se determiné que la eficiencia de transformacién en un cultivo de 6 x 10 células
competentes viables fué de 8.23 x 10%/ug de ADN del banco. Del nimero de colonias que
present6 complementacion de una auxotrofia se obtuvo la abundancia relativa para cada uno de
los genes que complementaron se encontrd dentro del margen de 1:3000 a 1:30,000 clonas del
banco gendmico utilizado (Anexo 4, Tabla F). Estos valores nos dan una idea del nimero de
transformantes que debiéramos obtener para tener una buena probabilidad de complementar a las
mutantes Asr con este banco gendmico.

Se decidié complementar las cepas mutantes Asr2-3 (LV0047) y hsr2-2 (JF431) con el
banco genémico. Debido a que la mutacion en los alelos seleccionados es recesiva, se espera que
las células que se complementen, presenten el fenotipo silvestre para el tamano de la colonia y la

tolerancia al choque térmico (Anexo 1, Tabla A.1).

4.1 Transformacion de las mutantes hsr2

Ya que la mutante hsr2-2 no crece a 40°C, después de la transformacion, el cultivo se
incub6 a esta temperatura con el propdsito de enriquecer las cepas complementadas (Ver
Resultados, Seccién 3.1). En las colonias que presentaron tamaiio de colonia grande, al analizar si
este fenotipo era dependiente del plasmido transformante, seleccionando las cepas con el dcido 5-
fluoro-orético para “curarlas™ del plasmido (solo las células que pierden el plasmido crecen), se
observo que todas eran “positivas-falsas™ ya que no revirtieron al tamafio de colonia de la
mutante original. Ademas, este mutante presenté una baja eficiencia de transformacion en
comparacion con la cepa silvestre (Anexo 4, Tablas F, G y H). Tampoco se obtuvieron
complementantes al transformar el mutante Asr2-3.

Por esta razén, se instrumentaron dos protocolos de transformacion alternativos: uno

mediante la adicion de DMSO utilizando el método del acetato de litio de Gietz y cols. (1992) y
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otro por electroporacion. Con el primer método se obtuvo un numero elevado de transformantes
de la cepa LV0047 (hsr2-3) (Anexo 4, Tabla H), sin embargo se encontrd un alto niimero de
revertantes. Ademas se observé un fuerte efecto negativo sobre el porcentaje de sobrevivencia en
las cepas hsr2-2 (JF431) y hsr2-3 (LV0047) asi como en la cepa silvestre (18%) expuestas al
DMSO; esta excesiva sensibilidad podria estar reduciendo la sobrevivencia de las candidatas
complementadas.

Considerando que en una de cada 3,000 a 30,000 clonas se encuentra un determinado
gen de la levadura en el banco gendmico utilizado, es muy importante transformar las mutantes
con una alta eficiencia. La reducida eficiencia de transformacion observada en las mutantes hsr.
ain utilizando metodologias para incrementar la eficiencia de transformacion (Meilhoc er al.,
1990), quiza se pueda deber a un engrosamiento de la pared celular de las mutantes ya que se ha
observado también una disminucién a la digestion de la pared celular utilizando la enzima
zimoliasa (Folch y cols., datos no publicados).

Recientemente, Folch y cols. (datos no publicados) lograron la clonacion génica del
mutante Asr2-1 mediante una modificacion del protocolo en el cual se expuso el cultivo a un
choque térmico letal (50°C, 20 minutos) previo a la transformacion. De esta manera logrd reducir
el numero de revertantes y en consecuencia el nimero de posibles candidatas positivas-falsas.
Estos resultados indican la importancia que tiene eliminar o disminuir la reversion espontanea del
tamafo de la colonia en los experimentos de complementacién. Por otro lado, el analisis
exhaustivo de la segregacion del fenotipo mutante en algunos de los alelos Ahsr reveld la presencia
de mas de una mutacion. El andlisis de tétradas de la cruza entre la cepa silvestre y las derivadas
hsr2-3 y hsr4-1 dié una segregacion 3:1 para el tamaiio de la colonia y para la termotolerancia.
Por esta razon, decidimos obtener mutantes monogénicas derivadas de hsr2-3 y hsr4-1. Lo cual

se logré mediante varias retrocruzas con la cepas silvestres W303a- LEU" y a W303-6B.
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DISCUSION

La expresion debida a los elementos de respuesta al estrés en las mutantes hsr se

encuentra alterada

Un punto de regulacion génica importante, es el inicio de la transcripcién. Este control
esta determinado en parte por los factores protéicos que actuan en frans y las secuencias del
ADN a las que se unen y demads elementos regulatorios de la transcripcion que actuan en cis. En
la levadura S. cerevisiae, en respuesta a distintas condiciones estrés se activan los factores que
actian sobre los siguientes tres elementos cis de control transcripcional : los HSE, los STRE 'y
los ARE.

Durante este estudio, en la determinacion de la actividad de /acZ regulada bajo las
distintas secuencias de respuesta al estrés, observamos que en casi todos los mutantes hsr
estudiados, la actividad de B-galactosidasa se encuentra desreprimida en mayor o menor grado a
25°C en comparacion con la cepa silvestre.

Utilizando la construccion pp11, observamos que la actividad de p-galactosidasa
correlaciona directamente con la alta termotolerancia intrinseca que presentan las cepas. Los
mutantes hsr2-1, hsr2-3 'y hsr4-1, que presentan los mayores niveles de termotolerancia
intrinseca, mostraron los mayores niveles de actividad de f-galactosidasa a 25°C (Figura 3). En
esta condicién, se observo en todas las mutantes una actividad de B-galactosidasa que es
significativamente diferente a la de la cepa silvestre (P 0.05) aunque en la condicion inducida,
anicamente hsr2-1, hsr2-3, hsr3-1'y hsr4-1, son significativamente diferentes a la silvestre
expuesta a 39°C (P 0.05) (Anexo 2, Tabla C), por lo que esto nos podria sugerir que en estos
mutantes se encuentran desregulados elementos adicionales que permiten un mayor nivel de
actividad que el de la cepa silvestre. Unicamente hsr2-1 sgrl-1. hsrd-1, hsr6-1 se comportan
como la cepa parental. Adicionalmente observamos que nuestros resultados coinciden con las
observaciones realizadas por Casas (1998) para la cepa hsr2-1 (ScIBT2) y las cepas wt y hsrl
(eyrl).

Para validar estos resultados, seria conveniente realizar un mayor nimero de
valoraciones, ya que en el caso de las mutantes hsr4-1 y hsr2-1 y de acuerdo a los valores
observados en la grifica, es mayor la dispersién (Anexo 2, Tabla By C. Figura 3).

Debido a que el promotor de p11 es muy complejo, es imposible deducir cémo se lleva

a cabo la regulacion a través de cada uno de los elementos de respuesta al estrés que lo
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componen y si la contribucion de cada uno de ellos es aditiva. Se sugiere que la expresion de los
genes de estrés, en su contexto cromosdmico natural podria ocurrir de manera similar, por lo que
uno o varios activadores serfan los responsables de esta respuesta.

En hsr2-1 sgrl-2 (mutante tipo ScIBT10), tanto a 25°C como a 39°C, la actividad
especifica de B-galactosidasa bajo el control de pB11, es menor a la que se observa en hsr2-1 en
ambas condiciones (Fig. 3). No obstante, bajo el control del elemento STRE, la actividad es
mucho mayor a la de la cepa silvestre y comparable a hsr2-1 a 25°C o después de choque a 39°C,
lo cual explica que hsr2-1 sgri-2 tenga niveles de termotolerancia mayores que la cepa silvestre
aunque menores que la mutante original (Figura 4). De igual manera, los niveles de actividad bajo
el elemento ARE coinciden en sugerir que hsr2-1 sgrl-2 presenta tolerancia al calor ligeramente
mayor que la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que la reversion que presenta hsr2-1 sgri-
2 no es a un fenotipo totalmente silvestre, al menos en cuanto a los niveles de termotolerancia y
la actividad regulada por la secuencias de respuesta al estrés, aun cuando presentan un fenotipo
silvestre para el tamafio de la colonia y el crecimiento en fuentes no fermentables de carbono.
Estas evidencias proponen ademas, que la termotolerancia de hsr2-1 sgrl-2 esta fuertemente
influida por el elemento STRE, aunque no podemos descartar un papel del elemento HSE que no
se ha estudiado. Adicionalmente, faltaria por determinar si esto también es cierto para las
mutantes hsrd-1 sgr2 'y hsr3-4 sgr3.

Auxilidandonos del anilisis estadistico observamos que las diferencias tanto a 25°C como a
39°C entre las cepas, fueron estadisticamente significativas (P 0.05), excepto en el caso del
mutante Asr2-/ (Anexo 3, Tabla D). En el laboratorio (datos no publicados), Ruying Yang
demostro que la expresion dependiente de HSE es constitutiva en el caso del mutante hsr2-1. Es
posible que en este mutante los factores requeridos para la induccion de la transcripcion via
STRE y HSE en respuesta al calor estén permanentemente activados, por lo que la exposicion al
calor no es capaz de inducir una mayor actividad.

Por otro lado las diferencias en la actividad de p-galactosidasa debida al promotor STRE
entre la cepa silvestre y mutante hsr/ no son significativas en las dos condiciones estudiadas y
en hsr6-1 a 25°C. En ambas cepas mutantes, la actividad via STRE no esta desreprimida sino que
por el contrario, parece mas apagada que la actividad de la cepa silvestre atun después de
exposicion al calor. Esto nos sugiere que la actividad observada con el promotor quimérico pp1 |
y los niveles de termotolerancia que presentan hsr/ y en hsr6-1 se encuentran activados por
elementos diferentes a STRE, aunque se podria sugerir un papel para los elemento HSE y PDS

que contiene la construccion pp11. Al menos en el caso del mutante hsr6-1 se observo una
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elevada actividad basal a través del elemento ARE, inducible por péroxido de hidrogeno y sulfato
de cadmio (CdSO,).

El analisis de la actividad regulada por el elemento ARE en la cepa silvestre W303 y en los
fondos mutantes Asr mostré que la regulacién de este elemento no muestra cambios a lo largo de
la curva de crecimiento (Figura 5). En la fase logaritmica a 25°C la mayoria de las mutantes
muestran una elevada expresion, y algunas muestran la misma actividad en condiciones de no
estrés (Figura 6). La cepa silvestre fue capaz de elevar los niveles de actividad de B-
galactosidasa a través del elemento ARE después de una induccion con sulfato de cadmio, al igual
que las mutantes Asr/ y hsr6-1 (JF505). Sin embargo, en respuesta a la induccion con peroxido
de hidrogeno, las diferencias en actividad no fueron estadisticamente significativas en
comparacién con la condicién control.

El resto de los mutantes mostré un comportamiento diferente cuando se compar6 con la
condicién control. Las cepas hsr2-1y hsr2-1 sgrl-1 presentan una diferencia significativa
después de la induccion con perdxido de hidrogeno pero no con CdSO, los mutantes hsr2-3 y
hsr4-1 presentan esta caracteristica en ambos tratamientos. Por ultimo, la cepa hsr3-/ que
mostrd niveles de actividad basal a través del elemento ARE pero que no es inducible por
exposicion a estrés oxidativo o por metales pesados. En la condicion control, los alelos hsr2-1 'y
hsr4-1 mostraron los niveles mds altos de desrepresion con relacion a la cepa silvestre (Figura
6). por lo que estos resultados sugieren que esta elevada actividad pudiese conferir a estas
mutantes una mayor tolerancia al estrés oxidativo y a la exposicion a metales pesados. Esto ya ha
sido parcialmente corroborado en el laboratorio (Folch, datos no publicados) al menos para el
mutante hsr2-1 que muestra una elevada tolerancia a peroxido de hidrogeno.

El mutante hsr/ (lida y Yahara, 1984) presentd en condiciones sin estrés. reducidos
niveles de actividad de B-galactosidasa mediadas por los elementos STRE y ARE y esta actividad
se indujo ligeramente en condiciones de estrés; este fenotipo resulta curioso dado que en este
mutante se esperaria una alta actividad constitutiva del elemento STRE (Figuras 4 y 6). Por el
contrario, con el promotor quimérico pp11 el mutante Asrl presentd una alta actividad de f-
galactosidasa en condiciones no estresantes que fue inducible por exposicion al calor; esto podria
deberse a la contribucion de los elementos HSE 6 PDS presentes en esta construccion (Figura 2
y 3). Es importante mencionar que en estos experimentos no se incluyo a la cepa progenitora de
hsrl, por lo que no es conveniente comparar estrictamente a las cepas wr y hsr/ ya que

provienen de diferentes fondos genéticos. Los niveles de expresion de p-galactosidasa en hsr/,

mediadas por las tres diferentes construcciones (Figuras 3, 4, 5y 6). pudieran estar sugiriendo
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que la elevada expresion del gen reportero en condiciones no estresantes en los mutantes hsr
(hsr2-1, hsr2-3, hsr3-1, hsr4-1y hsr2-1 sgrl), no es dependiente de los bajos niveles de AMPc.
L.a mutante Asrl (cyrl), produce bajos niveles de AMPc y este regula negativamente la expresion
de genes dependientes de la secuencia STRE (Boy-Marcotte et al., 1998). Por otro lado, STRE
también es regulado a través de la via MAPK HOG que es independiente de AMPc.
Posiblemente este mismo control ocurre en el mutante hsr6-/. Alternativamente la elevada
termotolerancia y la alta expresion del reportero /acZ contenido en pp11 en los mutantes hsr
caracterizados en este trabajo se deba a que sus niveles d¢ AMPc son mucho menores que los de
la cepa hsrl, con lo cual la termotolerancia y el crecimiento estarian mas desregulados.

El andlisis de las actividades de B-galactosidasa mediada por el elemento ARE en el fondo
mutante hsr2-1, reveld que la actividad se encuentra desregulada en condiciones no estresantes y
que esta elevada expresion es parcialmente afectada por la ausencia de la proteina Yapl soélo en
condiciones de estrés (Figura 7).

Por otro lado, al analizar la actividad de p-galactosidasa en otros alelos de cdc25
(termosensibles), esta parece estar ligeramente desregulada y presenta una leve induciblidad que
es dependiente de ARE en cdc25-5 (Figura 8). Estos niveles de actividad elevados correlacionan
positivamente con el porcentaje de sobrevivencia al choque térmico (50°C) determinado por
Folch y cols. (datos no publicados). Estos resultados sugieren un papel del producto génico
CDC25 en la via de regulacién de los factores de union a ARE durante exposicion a estrés,
fenotipo que es mas evidente en el mutante hsr2-1.

Se sabe que otros tipos diferentes de estrés ademas del calor, como el estrés osmotico,
perdxido de hidrégeno y el etanol son capaces de inducir la expresion del gen STRE-LEU2-lacZ
(Marchler et al., 1997); por lo que diferentes factores transcripcionales pudieran estar
involucrados en la expresion via STRE. Por ejemplo, Yap!, Msn2, Msn4, Msnl, Hogl.

El andlisis directo de la expresion del genoma de las mutantes hsr, ya sea mediante
experimentos tipo northern o con el uso de microarreglos, permitird hacer una correlacion mas
precisa entre estos elementos de respuesta a estrés y las posibles vias de activacion

transcripcional que se encuentran desreguladas en ellas.
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Efecto de Hsp104 en el incremento de la termotolerancia intrinseca durante las distintas

fases del crecimiento en medio liquido

A través del ciclo bioldgico del individuo y en las distintas especies de organismos, la
termotolerancia intrinseca muestra considerables variaciones. Asi, se ha visto que la
termotolerancia depende de los nutrientes del medio de cultivo, ia tension del oxigeno, el estadio
de desarrollo, etc. (Nover, 1991).

Diversos estudios realizados en la levadura S. cerevisiae han demostrado que durante el
estadio de crecimiento logaritmico, el cultivo presenta una alta sensibilidad a calor extremo,
mientras que en la fase de crecimiento estacionario alcanza los niveles maximos de
termotolerancia (Schenberg-Frascino y Moustacchi, 1972; Kurtz e al., 1986; Werner-
Washburne, et al., 1996). Ademas, estos cambios correlacionan con variaciones en los niveles de
expresion de varias proteinas de choque térmico.

En este trabajo, los resultados obtenidos en la sobrevivencia al choque térmico en las
cepas silvestre y mutante Ahspl04 en diferentes etapas del crecimiento, concuerdan con lo
reportado en la literatura. Las mutantes de levadura deletas en HSP104 no alcanzan los altos
niveles de termotolerancia en la fase estacionaria como la cepa silvestre (Sanchez et. al., 1992).

Sin embargo, nuestros resultados aparentemente se contraponen a lo reportado en la
literatura. Se sabe que la proteina Hsp104 es inducida durante la transicion a la fase estacionaria
y es importante para conservar los elevados niveles de tolerancia al calor en esta etapa del
cultivo, y que no se expresa durante el crecimiento en fase logaritmica ya que no es requerida
para el crecimiento a temperatura 6ptima (25°C), aunque su expresion es importante para la
termotolerancia inducida (Séanchez y Lindquist 1990).

En los mutantes hsr3-1 y hsr2-3, parece que la expresion de la proteina Hsp104 tiene un
papel importante en contribuir a la sobrevivencia a un tratamiento con calor extremo, desde la
fase exponencial del crecimiento y hasta la fase estacionaria del cultivo. Ya que la delecion de
HSP104 en los mutantes hsr3-1 y hsr2-3, redujo los niveles de termotolerancia durante el
crecimiento logaritmico en los dobles mutantes, ademas de que no se alcanzé una mayor
tolerancia en la fase estacionaria. Ademas, la elevada expresion constituiva a 25°C de los genes
dependientes de la secuencia STRE, sugiere que la proteina Hspl04 se sobreexpresa en estos
mutantes.

Adicionalmente se podria especular que una condicion que reduce la termotolerancia en

hsr3-1 Ahspl04'y en hrs2-3 Ahspl04 es la elevada frecuencia de reversion para el tamaiio de la
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colonia. Sin embargo, la frecuencia de reversion encontrada no es suficiente para explicar la
disminucion de la tolerancia al calor en los mutantes Asr3-1 y hsr2-3. Sobre todo al inicio del
cultivo donde el nimero de células que han revertido es bajo, no contribuirian de manera
significativa a la termosensibilidad de estas cepas mutantes.

Por otro lado, los resultados obtenidos con el mutante hsr2-1 Ahspl04 (LV0208)
sugieren que Hsp104 se expresa en el mutante hsr2-/ durante la fase de crecimiento logaritmico
ya que se observé una disminucion en los niveles de tolerancia al calor extremo en esta etapa del
crecimiento. Esto se ha confirmado en el laboratorio a través de un andlisis tipo Northern en el
cual se detectd la sobreexpresion de Hsp104 atn a la temperatura 6ptima de crecimiento en los
mutantes hsr2-1y hsr2-2 (Folch y col., datos no publicados). No obstante, en las fases tardias
de la curva de crecimiento posiblemente la desregulacion de otros factores permite la
sobrevivencia al calor extremo en hsr2-1. Por el contrario, el mutante hsr4-1 Ahspl04 (LV0123)
no parecio verse afectado por la ausencia de Hsp104.

Se ha observado que en ausencia de la proteina Hsp104, la proteina Hsp70 juega un papel
importante en la termotolerancia en las etapas tempranas del incremento de temperatura. Por
otro lado, en cepas mutantes Hsp70, la proteina Hspl04 tiene un papel importante en el
crecimiento vegetativo (Sanchez er al., 1993).

A 50°C, donde la viabilidad se pierde rdpidamente, la proteina Hsp104 incrementa la
sobrevivencia al promover la resolubilizacion de las proteinas denaturadas. En ausencia de
Hsp104, la proteina Ssa permite la sobrevivencia a calor extremo al evitar la formacion de
agregados proteicos ya que mantienen a las proteinas en una conformacion relativamente
extendida. También se podria sugerir un incremento en la actividad de la chaperona Hsp60 que
interviene en el plegamiento de proteinas a su estado nativo (Parsell y Lindquist. 1993). Por otro
lado, la trehalosa podria incrementar la termotolerancia al incrementar la estabilidad de las
proteinas y proteger su actividad (Hottiger er al., 1994). Estas caracteristcas pueden ser debidas
al fenotipo de células en fase estacionaria que presentan las mutantes Asr. que presentan
acumulacion del disacérido trehalosa, fuerte expresion de genes via el elemento STRE y alta
resistencia al estrés entre otras.

En los mutantes Asr2-1'y hsr4-1, la elevada expresion constitutiva a 25°C de genes de
respuesta a estrés dependiente de los elementos STRE y ARE, sugiere que diversas proteinas de
respuesta al estrés mantienen la tolerancia a calor extremo posiblemente reduciendo la formacion
de agregados protéicos, facilitando el recambio de proteinas desnaturalizadas. e inclusive el

control del balance redox al permitir la movilizacion de especies reactivas oxidantes.
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Para validar estos resultados y corroborar la presencia de la proteina Hsp104, Hsp70 u
otros factores que pudieran estar contribuyendo a la elevada termotolerancia durante el
crecimiento logaritmico en estas mutantes, seria necesario realizar un analisis tipo Northen para

determinar su nivel de expresion o un analisis tipo Western.

;La termotolerancia y la velocidad de crecimiento son funciones que se regulan de

manera independiente?

En los cultivos que se encuentran en la fase del crecimiento exponencial las células
gemantes (fases S, G,y M) presentan una alta sensibilidad a una temperatura extrema (50-52°C)
y las células que no estan gemando (fase G,) presentan termotolerancia (Schenberg-Frascino y
Moustacchi, 1972). Estos resultados sugieren que las células que se encuentran en un estadio
proliferativo son sensibles al estrés por calor a diferencia de las células arrestadas, que son
termotolerantes.

Durante la entrada a la fase de crecimiento estacionario se detiene la division celular y las
células se arrestan en la fase G,/ G;. Cuando las mutantes cdc23, cdc33 y cdc33 se exponen a
una condicion que induce el arresto del ciclo celular, éstas presentan una termotolerancia
constitutiva. Se detienen en G, cuando se exponen a 37°C por periodos de tiempo largos y se
mantienen resistentes a un tratamiento con calor letal (50°C) (Plesset et al., 1987). Si las cepas
mutantes hsr presentan tiempos de duplicacion mas largos en comparacion con la cepa silvestre
y esto correlaciona con los niveles de termotolerancia, entonces esta caracteristica podria estar
asociada a los mecanismos que regulan el ciclo celular.

Folch y cols. (manuscrito en preparacion) demostraron que hsr2-1 es un alelo del gen
CDC25, que codifica para el factor intercambiador de nucleétidos de guanina de las proteinas
Ras. Este es un alelo diferente a los reportados anteriormente (Petitjean er al., 1990) y presenta
caracteristicas similares a las células en fase estacionaria: elevada resistencia al choque térmico
(50°C), paredes celulares engrosadas e hiperacumulacion del glucégeno.

Por otro lado, A. Hernandez (datos no publicados) ha observado que durante la fase de
crecimiento exponencial, un 80% de las células del mutante 4sr2-1 no estan gemando; mientras

que en la cepa silvestre la relacion de células que geman y células que no lo hacen es 50:50. Estos
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datos son consistentes con la idea de que la velocidad del ciclo celular guarda una relacion inversa

con el nivel de termotolerancia basal.

La elevada frecuencia de reversién espontinea no se elimina por un tratamiento

desnaturalizante

La elevada frecuencia de reversion del tamaiio de colonia que presentan nuestras mutantes
durante el crecimiento en 25°C (Casas. 1998) (Anexo 1, Tabla A.1) es superior a la tasa de
mutacion espontanea reportada por Marini y cols. (1999) en las cepas de levadura auxétrofas
his™ y trp” durante el crecimiento exponencial, 2.2 x 107 y 1.7 x 107 respectivamente.

En el laboratorio se realizaron estudios en cepas no-hermanas que provenian de distintos
eventos de reversion del tamaiio de la colonia en el mutante hsr2-1 (ScIBT2) (Casas, 1998) y del
alelo hsr4-1 (este trabajo). En estas cepas se determiné la sobrevivencia a estrés térmico letal y
los resultados indicaron la existencia de dos formas diferentes de reversion: uno en el cual el
fenotipo de reversion del tamaiio de colonia chico correlaciona con la pérdida del nivel de
termotolerancia y otro en el que la reversion de tamaifio de la colonia ocurre sin pérdida de la
termotolerancias Por ejemplo, de 10 colonias revertantes obtenidas de la cepa Asr4-1, se encontro
que todas redujeron dramaticamente los niveles de termotolerancia y aunque algunas fueron hasta
I'l veces mas tolerantes al tratamiento con relacion a la cepa W303, presentaron una tolerancia
entre 1000 a 100 veces menor al de la cepa parental mutante.

La literatura reporta que la sobreexpresion de la proteina Hsp104 en las cepas [PSI']
provoca reversion del fenotipo [PSI'] a [psi], mientras que la delecion del gen HSP104, ocasiona
un fenotipo PSNM ([PST }- no more), aun sobreexpresando la proteina Sup35. Estas evidencias
sugieren que la persistencia del fenotipo [PSI"] depende de la chaperona Hsp104 (Chernoff er al.,
1995) cuya funcién parece ser necesaria para que [PS/'] adopte y mantenga su conformacion
infectiva (Tuite y Lindquist, 1996).

Si la frecuencia de reversion en nuestras mutantes depende de un fenémeno epigenético
mediado por Hsp104, ésta se deberia de reducir en los mutantes dobles hsr Ahspl04 6 se deberia
eliminar en los mutantes sencillos Asr por la expresion elevada de Hsp104 debido a la induccion

por calor.
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En este trabajo observamos que el tratamiento a 40°C era capaz de reducir la viabilidad en
el mutante hsr2-2 y en las revertantes espontaneas del indculo inicial. Sin embargo cuando se
regresa a 25°C esta mutante recupera el fenotipo de reversion. Estos resultados sugieren que el
factor que promueve esta elevada reversion no depende de un factor desnaturalizable por calor
dependiente de la actividad de Hsp104 ya que no es curable por induccion de la expresion de
Hsp104 durante el crecimiento a temperaturas subletales ni por delesion de HSP104.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en el laboratorio sugieren que la alta frecuencia
de reversion del tamafio de la colonia del mutante Asr2-7 (ScIBT2) y del mutante Asr4-1, no esta
asociada a un factor epigenético dependiente de Hsp104 ya que su ausencia, no “cura™ a las
células del fenotipo (Casas, 1998; este trabajo, datos no presentados).

Si la naturaleza de este fenotipo no es de tipo proteico, ;jes determinado por un
mecanismo a nivel génico?

Para elucidar si esta caracteristica es de tipo nuclear, analizamos la segregacion de el
tamafio de la colonia en tétradas provenientes de hsr2-1 sgri-1/HSR2 (diploide de la cruza de las
cepas ScIBT10 y la silvestre) (Anexo 3, Tabla E). Observamos que el fenotipo en el mutante
ScIBTI0 es debido a un mecanismo de supresién extragénica que se encuentra en un locus
distinto y no se encuentra ligado al de la termotolerancia ya que son separables.

Otras evidencias sugieren que la supresion en el alelo Asr2-/ se trata de un mecanismo de
supresion extragénica. Cuando el mutante hsr2-/ (ScIBT2) fue cruzado con el mutante hsr2-/
sgrl (ScIBTI10, una revertante de ScIBT2), el diploide manifesté un fenotipo silvestre para el
tamafio de la colonia y mutante para el nivel de termotolerancia. Las esporas de este diploide,
segregan en una proporcion 2:2 para tamafio de colonia, sugiriendo que la frecuencia de supresion
se debe a un mecanismo mendeliano dominante (Folch, datos no publicados). Es relevante hacer
hincapié¢ en que los resultados obtenidos en el laboratorio sugieren que el mecanismo de reversion
mas frecuente es el evento que resulta en células con tamaiio de colonia grande que son sensibles
al calor extremo. Casas (1998) aislé 20 cepas provenientes de eventos independientes de
reversion en el tamaiio de la colonia de hsr2-1 (ScIBT2) y obtuvo 19 cepas sensibles y sélo una
termotolerante (tipo hsr2-1 sgri-1), mientras que en este trabajo se obtuvieron 10 cepas
revertantes de Asr4-1 (1(19b)) sensibles a calor.

Por otro lado, se sugiere que los elementos genéticos méviles (como el transposon Ty)
son capaces de conferir una elevada frecuencia de mutacion en el genoma, ya que su frecuencia de
transposicion varia entre 1 x 107 a 1 x 10 y ésta se incrementa durante la exposicion a estrés.

Un mecanismo similar se observa en el cambio del factor de apareamiento en cultivos de levadura
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que tiene un mismo factor. Los cambios producidos por este tipo de mecanismos generan
rearreglos en las secuencias de algunos genes que destruyen un gen o alteran la regulacion de los
genes cercanos al lugar de la transposicion, lo que pudiera explicar el fenotipo de alta reversion
(Lewin, 1994).

Otros estudios sugieren que algunos agentes quimicos como el dimetilsulfoxido (DMSO), el
oxido de N-trimetilamina (TMAO) y el glicerol interfieren con la formacién de las estructuras
proteicas andmalas posiblemente estabilizando la conformacion nativa (Tatzelt e/ al., 1996).
Seria conveniente realizar estudios en nuestras mutantes para determinar si estos agentes
quimicos protegen nuestras cepas de la reversion del fenotipo para tamaiio de colonia.

Los resultados obtenidos en la Figura 11 indican que, aunque la mutacion en el alelo
hsr2-2 confiere una alta termotolerancia intrinseca por una exposicion breve a temperatura
extrema, estas cepas presentan una disminucion dramatica de la viabilidad durante la incubacion
continua a 40°C, tanto de las colonias mutantes como de las revertantes presentes en el cultivo,
no asi a 38°C. Esto sugiere que en este mutante existe un antagonismo entre ambos fenotipos. Por
el contrario, en el alelo Asr3-1 no disminuyé la viabilidad por el tratamiento a 40°C y no fue
posible determinar la presencia de revertantes dado que este alelo presenta un tamafio de colonia
similar al de la cepa silvestre (Figura 12).

Esto nos indica que los factores que contribuyen a conferir una alta termotolerancia
intrinseca al mutante hsr2-1 dependen de la pérdida de alguna funcion de HSR2, la cual es
requerida para el crecimiento continuo a 40°C. Esto sugiere que el producto de HSR2 regula
ambas funciones. Sin embargo el fenotipo de la mutante hsr3-1 sugiere que la regulacion de ambas
respuestas, el crecimiento continuo a 40°C y la tolerancia a un choque breve a 50°C, esta

bifurcada y, por lo tanto, el producto de HSR3 s6lo regula la termotolerancia basal.
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CONCLUSIONES.

. En los casos estudiados, la frecuencia de reversion espontanea para el tamafio de la colonia en

los mutantes Asr parece ser independiente de un prion. Para el mutante hsr2-1 se observan
dos fenotipos diferentes de reversion espontanea. Hasta el momento se ha determinado
mediante el analisis genético que la cepa ScIBT10 (hsr2-1 sgrl-1) proviene de un mecanismo

de supresion extragénica.

. La correlacién observada entre la sobrevivencia al calor extremo y el tiempo de duplicacién de

los mutantes hsr sugiere que posiblemente se encuentren afectados en estos mutantes algunos
factores involucrados tanto en el control de la via de regulacion y/o sefializacion para la

progresion del ciclo celular como en la termotolerancia.

. El fenotipo que tiene la mutantes Asr2-2, sugiere que los factores involucrados en la proteccion

de las células en respuesta a una exposicion breve a una temperatura extrema (50°C) son
diferentes a los involucrados en la tolerancia a una incubacion a temperatura moderadamente

alta (40°C) durante periodos de tiempo largos.

. En la mutante hsr4-1, la termotolerancia es independiente de la presencia o ausencia de la

proteina Hsp104 en todos los estadios de la curva de crecimiento, mientras que en las
mutantes hrs3-1, hsr2-1 'y hr2-3 su ausencia reduce la sobrevivencia a exposicion a choque
térmico letal durante la fase logaritmica. La contribucion de otros factores en las fases tardias

podria suplir la ausencia de Hsp104 en el mutante hsr2-1.

. La actividad de B-galactosidasa regulada por diferentes elementos promotores de respuesta a

estrés es constitutiva en la mayoria de los mutantes hsr a temperatura ambiente y este
fenotipo correlaciona con su alta termotolerancia intrinseca. Podemos suponer que en las
cepas hsr, durante la fase de crecimiento logaritmico la actividad de los distintos factores que
regulan en trans a los genes de estrés se desreprime. Entre estos podemos mencionar a la

familia Yapl, a los Msn2, Msn4 a Hsfy a Skn7.

6. El analisis de la actividad del gen reportero regulado por el elemento STRE en hsr2-1 sgril-1.

sugiere que Cdc25 tiene un papel importante en la regulacion de la termotolerancia a través de
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una via independiente a Ras/PKA o que los umbrales de actividad de la PKA para mantener
un control negativo de la actividad de los factores que actiian en frans a través de STRE, HSE

y ARE son diferentes.

PERSPECTIVAS

. En el futuro, la determinacion de la actividad de p-galactosidasa regulada por el elemento HSE
en los diferentes fondos genéticos mutantes permitird elucidar si en estas cepas existe una

desregulacion en esta via de respuesta a estrés.

. El andlisis de la actividad de la B-galactosidasa regulada con diferentes elementos de respuesta

al estrés en las cepas que contienen mutaciones en el gen CDC235 revelara detalles mas

precisos de los efectos y la regulacion de este gen.

. La clonaciéon molecular de los genes que confieren termotolerancia en los mutantes hsr

permitird un andlisis mas detallado de los mecanismos que intervienen en conferir este

fenotipo.

+. El estudio sistemdtico del fenomeno de reversion permitira elucidar los mecanismos que

promueven este fenotipo en las mutantes Asr.
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ANEXO 2

Cuando se requieren diferenciar tres 0 mas medias se emplea un método de analisis que se
conoce con el nombre de Andlisis de Varianza (ANOVA). ANOVA es una prueba semejante a la
prueba de T student, pero la comparacion entre grupos es a través de la varianza de la variable
numérica “y”, en cada grupo de la variable categérica “x™ (Pagano et al., 2001). El andlisis de
varianza solamente indica si existe una diferencia significativa o no entre las muestras, sin sefialar
cudles son las muestras que difieren. En cambio en la prueba de Tukey HSD se puede
determinar si existe una diferencia entre cada par de muestras comparadas, mostrando cudles son

las muestras que difieren entre si.

Actividad de f-galactosidasa a través del plismido pp11.

Se planteé como Hipdtesis Nula que no existen diferencias en la actividad de f3-
galactosidasa de la cepa en la condicion control y después de la induccion por calor. Como
Hipotesis Alterna: se determina si un grupo es diferente del otro. [.a comparacion de medias post
- hoc, denominada prueba de Tukey HSD, se determiné con un intervalo de confianza de 0.05,
para conocer cudles eran las muestras que diferian entre si.

Para determinar si existe una diferencia significativa en la actividad del gen reportero en un
diferente estadio del desarrollo a 25°C ¢ después de induccién, comparamos los resultados
obtenidos para las muestras en las tres etapas del estudio y observamos que en todas las cepas
analizadas no existe diferencia entre ambas condiciones control. Por esta razén comparamos la

actividad en las cepas que fueron expuestas a cada tratamiento durante el mismo lapso de tiempo.

La prueba T' de variables independientes, es un método de andlisis estadistico, que nos
permitié comparar las medias de las diferentes cepas en la misma condicién o tratamiento y

determinar si existe una diferencia significativa entre ellas con un intervalo de confianza de 0.05
(Pagano et al., 2001).
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W303-pp11

MEDIA MIN MAX SD SE
Controll 100.73 | 77.92 [137.02| 21.43 | 6.18 ]
25°C 127.13 | 83.61 | 267.48 | 53.86 |15.55] |
39°C | 1541.17 [1247.42]1952.24| 200.30 |57.82

hsr1-pB11

MEDIA MIN MAX SD SE
25°C 259.75 | 245.29]1273.61| 14.17 | 8.18
Controll 281.75 | 207.69 | 397.16 | 96.52 | 55.73
39°C | 1648.87 |1298.21/1948.33] 328.07 |189.41

JF099-pB11 (hsr2-1)

MEDIA MIN MAX SD SE
25°C | 1752.15 [1687.14]|1836.83| 63.704 |31.852
Controlf 2052.74 {1940.93|2194.13| 110.63 {55.320
39°C | 2977.11 [2077.29|4626.78| 1134.1 |567.06

ScIBT10- pB11 (hsr2-1 sgri-1)

MEDIA MIN MAX SD SE
Controlf 179.42 | 162.30 | 188.84 | 14.85 | 8.58
25°C 204.11 | 178.30 [ 243.55 | 34.53 | 19.94
39°C 1567.7 |1366.04]1674.84| 174.81 |100.93

LV0724- pB11 (hsr2-3)

MEDIA MIN MAX SD SE
Controll 1236.979 979.614 1404.764 226.284 130.64 |
25°C |1242.377 1073.59 1477.311 209.831 121.14|
39°C | 2801.587 2377.40 3042.16d 368.45¢ 212.73

JF601- pp11 (hsr3-1)

MEDIA MIN MAX SD SE
25°C | 317.28 | 298.55 | 349.32 | 27.88 |16.09]]
Control | 377.70 | 338.25]420.69 | 41.33 |23.86]|
39°C | 2061.53 [1983.20)121985.25{ 116.37 |67.18] |

LV0092- pp11 (hsrd-1)

MEDIA MIN MAX SD SE
Control | 1187.03 | 773.53 [1469.81| 366.08 |211.36]|
25°C | 1297.50 |1212.21[1457.82| 138.94 | 80.21 ||
39°C. | 2043.95 [1549.35[2781.91| 651.32 [376.04||

JF505- pB11 (hsr6-1)

MEDIA MIN MAX SD | Error
Control | 224.52 | 209.96 | 244.48 | 17.88 |10.32]|
25°C | 234.20 ] 200.78 | 252.49 | 28.98 |16.73]]|
39°C 1793.8 |1728.03|1857.43| 64.73 |37.37| |

Tabla B. Anilisis de Varianza para muestras dependientes*. Los resultados se ordenan de menor a mayor

de acuerdo al promedio y las lineas a la derecha de la tabla indican los casos en que no existe diferencia

significativa entre las muestras con un 0.05 de confianza.

Control a 25°C* | Induccién a 39°C

Cepa Alelo sV p sV p
hsr1 hsr1 13| 1.21E-03 | 13| 4.71E-01
JF099 hsr2-1 14 | 3.34E-17 | 14| 5.11E-04
SCIBT10 | hsr2-1 sgr1-1| 13| 3.71E-02 | 13| 8.37E-01
LV0724 hsr2-3 13| 1.44E-10 | 13 | 1.42E-06
JF601 hsr3-1 13| 6.12E-05 | 13| 9.53E-04
LV0092 hsr4-1 13| 2.72E-12 | 13| 2.80E-02
JF505 hsré-1 13| 6.18E-03 | 13 | 5.54E-02

Tabla C. Prueba de T para variables independientes*.

* Programa STATISTICA version 5.1, Ed 1993,

Cuando:

p < 0.05 existe una diferencia significativa y los
valores son marcados en negritas.
p > 0.05 no existe una diferencia significativa
entre las muestras que se estan comparando.

SV se refiere a los grados de libertad.

*1.5 horas después de alcanzar una D.O. de

0.4

Para determinar si existe diferencia entre la

actividad de las mutantes con relacion a la actividad de la cepa silvestre, se compararon los niveles de -

galactosidasa de la cepa silvestre con las mutantes regulada por pf11. *Programa STATISTICA version 5.1, Ed

1998.
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ANEXO 3

Al efectuar el analisis de Varianza de la actividad de las cepas reguladas por el promotor

STRE, observamos que en casi todas las cepas analizadas no existe diferencia entre ambas

condiciones control (datos no presentados). Se presentan algunos resultados representativos.

LV0201- STRE (hsr2-1)

MEDIA MIN MAX SD E

462.205 | 411.18 | 505.47 | 47.625 | 27.49

632.393 | 624.32 |1 639.42 | 7.606 {4.391

I
776.895 | 656.65|929.29 | 139.13 180.32| |

LV0506- STRE (hsr6-1)

MEDIA MIN MAX SD SE

35.1414 27.744 41.004 5.6674 2.833|

W303- STRE
MEDIA MIN MAX SD SE
Controll 36.071 | 20.130 | 565.784 [ 13.512 [4.074]| 25°C.
26°C. | 43.007 | 22.957 | 67.070 | 13.331 {4.020] | Contro
39°C. | 225.820 | 154.39 | 434.15 | 78.578 |23.69] | 38°C.
hsr 1-STRE
MEDIA MIN MAX SD S
Controll 212984 20.614 21.981 0.9664 0.683 | Controlf
25°C. 28.6254 21.224 36.024 10.464 7.401| 25°C.
39°C. 103.907 93409 114.40 14.844 1049 | 39°C.

38.2684 30.647 41.573 5.1131 2.554 |

88.6699 82.824 93.07Q 4.9474 2.473 |

Tabla D. Anélisis de Varianza para muestras dependientes*. Los resultados se ordenan de menor a mayor

de acuerdo al promedio y las lineas a la derecha de la tabla

significativa entre las muestras con un 0.05 de confianza.

Control a 25°C* | Induccién a 39°C

Cepa Alelo sV p sV p

hsr1 hsr1 111 0.1809088 | 11 | 0.0582654
LV0201 hsr2-1 12| 2.6E-12 12 | 8.289E-07
LV0202 | hsr2-1 sgr1-1| 12 | 1.416E-11 | 12 | 6.01E-06
LV0780 hsr2-3 12 | 2.754E-17 | 12 | 4.824E-11
LV0620 hsr3-1 12 | 1.156E-13 | 12 | 1.839E-10
LV0143 hsr4-1 12 | 4.742E-10 | 12| 0.000262
LV0506 hsr6-1 13 1 0.5088393 | 13 | 0.0046845

indican los casos en que no existe diferencia

* Programa STATISTICA version 5.1, Ed 1998.

Cuando:

p < 0.05 existe una diferencia significativa y los
valores son marcados en negritas.

p > 0.05 no existe una diferencia significativa
entre las muestras que se estan comparando.
SV se refiere a los grados de libertad.

*1.5 horas después de alcanzar una D.O. &
0.4

Tabla E. Prueba de T para variables independientes*. Para determinar si existe diferencia entre la

actividad de las mutantes con relacion a la actividad de la cepa silvestre, se compararon los niveles de -

galactosidasa de la cepa silvestre con las mutantes regulada por STRE. *Programa STATISTICA versién 5.1, Ed

1998.
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ANEXO 4

Eficiencia de transformacion/ug de ADN Eficiencia de complementacion Prototrofia
3.69 x 107 Leucina

8.23x 107 1.35x 107 Histidina

3.53 x 107 Adenina

Tabla F. Transformacion de la cepa W303-6B con 20 pg de ADN genomico de levadura en

YCp50 mediante el protocolo de acetato de litio de Gietz y cols. (1992).

Muestra DNA (pg) Transformantes Eficiencia de Colonias
totales transformacion/ug de DNA grandes

1 15 pg banco 250 2.95 x 10° 109

2 2.5 ug vector 18 2.77 x 10* 10

Tabla G. Transformacion de hAsr2-2 (JF431) por el método de acetato de litio (Gietz ef al.,
1992) y tratamiento para el enriquecimiento de las complementantes a 40°C por 48 horas.

Mutante Total de células Eficiencia de ADN A
transformadas transformacion/ug de ADN
W303 8.72 x 10° 6.84 x 10° 2.5 ug del banco genémico
hsr2-2 164 1.52 x 10° 2.5 ug del banco genémico
hsr2-3 1.116 x 10° 7.144 x 10" 2.5 pg del banco genomico
w303 8 880 1.5x 107 | g vector B
hsr2-2 22 1.2 x 10° | ug vector
hsr2-3 6 840 32x10° | g vector

Tabla H. Transformacion de las cepas W303, (hsr2-2) JF431 y LV0047 (hsr2-3). A) Con el
método de acetato de litio (Gietz er al., 1992) y adicion de DMSO. B) Electroporacion.

ANEXO 5
Numero de » Tipo de segregantes | Niveles de termotolerancia por tipo Fenotipo en la
Segregacion )
tétradas por tamafio de colonia de colonia termotolerancia
9 145 c:G Chica: Alta termotolerancia Similar a ScIBT2
I 2:2 c:G Grande: Termotolerancia reducida | Similar a ScIBT10
Similar a la
2 4:0 G Grande: sensible )
silvestre

Tabla L. Analisis de la segregacion para el tamafio de colonia y nivel de termotolerancia a 50°C
durante 20 minutos del diploide Asr2-1 sgri-1/HSR2 (proveniente de la cruza entre las cepas

ScIBT10 y la silvestre)
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