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RESUMEN

La biogénesis de proteinas con centros Fe-S es uno de los procesos metabolicos mas
conservados entre los organismos. En lo que respecta a las levaduras, este proceso se lleva a
cabo por un grupo de proteinas codificadas en un conjunto de genes denominados /sc (iron-
sulphur-cluster), entre los que se encuentran los genes SSQ7, JAC7 e /SUT. Las proteinas con
centros Fe-S estan implicadas en gran numero de procesos celulares como: fosforilacion
oxidativa, ciclo de Krebs, replicacion y reparacion del ADN, biosintesis de aminoacidos, entre
otros. Es debido al gran numero de procesos metabdlicos esenciales dependientes, que la
biogénesis de centros Fe-S resulta ser una ruta metabdlica mitocondrial esencial para la

viabilidad celular, por lo menos en levaduras.

El objetivo de éste trabajo fue evaluar la participacion de las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isulp,

sobre la tolerancia a etanol en Saccharomyces cerevisiae.

Se realizo la transformacion de la cepa mutante de S. cerevisiae UMARN3.3 (Ura’). Esta cepa
se transform6 con los plasmidos pYES2-SSQ1 (HIS) WT, pYES2-JAC1 (HIS) WT, pYES2-
ISU1T (HIS) WT y pYES2. La transformacion con estos plasmidos gener6 las cepas UMARNS3.3-
SSQ1, UMARN3.3-JAC1, UMARN3.3-ISU1 y UMARNS3.3-pYES2. La identificacion de las
proteinas codificadas por lo genes clonados (Ssq1p, Jac1p e Isu1p) se realizé por Western
blot.

Con la certeza de tener las cepas transformantes con la correcta expresion de sus proteinas
recombinantes, se hicieron los analisis de tolerancia a etanol mediante pruebas con
concentraciones crecientes de etanol. Los resultados mostraron que las cepas UMARNS.3-
ISU1 y UMARN3.3-JAC1 presentaron un mejor crecimiento ante el estrés por etanol, esto en
comparacion con la cepa UMARN3.3-SSQ1 y el control con el vector. En presencia de una
concentracion de 10 % de etanol se encontrd una pwax 2.5 veces incrementada y un tiempo de
duplicacion 2 veces menor en las cepas UMARN3.3-1ISU1 y UMARN3.3-JAC1, comparadas con

la cepa control.

Con lo anterior se obtuvo evidencia que indica que las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isulp estan
implicadas en la tolerancia a etanol en S. cerevisiae, sugiriendo que el ciclo funcional de la
chaperona Ssqlp es favorecido por la sobre-expresion de las proteinas Jacip e Isulp,

permitiendo hacer mas eficiente la produccion de proteinas con centros Fe-S.






L.INTRODUCCION

1. GENERALIDADES

1.1 Fermentacion

La fermentacion es un proceso metabolico presente en los organismos vivos
que generalmente se lleva a cabo en ausencia de oxigeno. Bioquimicamente, se
puede definir a la fermentacion como un conjunto de reacciones catabolicas que
conducen a la generacion de ATP y NADH, donde los compuestos organicos sirven
tanto de donadores primarios como de aceptores finales de electrones en este
proceso. La produccién de ATP es mediante la fosforilacion a nivel sustrato, en la
cual adicionalmente existe acumulacion de diversos compuestos organicos (etanol,
acido acético, acido lactico, etc.) llamados productos de fermentacion (Lopez-
Alvarez, 2007).

1.2 Fermentacion alcoholica

La via por la cual se lleva a cabo la fermentacion alcohdlica que comienza
con el catabolismo de la glucosa se denomina ruta de Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) y puede ser dividida en dos fases (Fig. 1). La primera es una serie de
reacciones preparatorias que no implican oxido-reducciéon y que conducen a la
produccion del intermediario clave, el gliceraldehido-3-fosfato. En la segunda parte
tienen lugar reacciones de oxido-reduccion, se produce energia en forma de ATP y
son liberados los productos de fermentacion; en el caso de la fermentacion
alcohdlica se producen principalmente etanol y CO,. Por esta ruta metabdlica se
producen dos moléculas de ATP por molécula de glucosa, mientras en el ciclo de
Krebs se producen 38 moléculas de ATP; energeticamente la fermentacion
alcohdlica no es la opcidn mas favorable para las células, sin embargo, el etanol
producido es un potente inhibidor del crecimiento para la mayoria de los organismos,
lo que ayuda a evitar la competitividad por los nutrientes. La fermentacion alcohdlica
la pueden llevar a cabo bacterias y levaduras, siendo éstas ultimas las mas

utilizadas para este proceso (Lépez-Alvarez, 2007).



TRANSPORTADOR
GLUCOSA. ——* DE HEXOSAS

|

GLICERALDEHIDD I -FOSFATD

ETANOL

PIRLIWVATO

ACETALDEHIDD

co,

FIGURA 1. Fermentacion alcohdlica por la ruta metabdlica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP).

Los detalles se describen en el texto.

1.3 El etanol

El alcohol etilico o etanol se clasifica como un alcohol primario monohidrico.
Es un liquido incoloro, volatil, inflamable y con cierto grado de toxicidad, de sabor
quemante y un olor agradable que le es caracteristico. Es soluble en agua, tiene
punto de fusién de -115 °C, un punto de ebullicion de 78.3 °C y una densidad relativa
de 0.789 g/L a 20 °C (Morrison y Boyd, 1996).

El etanol se obtiene generalmente por fermentacion de azucares y es el

alcohol mayoritario en las bebidas alcohdlicas. La sintesis de etanol en forma de



vino, mediante la fermentacion de los azlcares de los jugos de fruta, fue
probablemente el primer logro del hombre en el campo de la sintesis organica
(Solomons, 2000).

2. MICROOGANISMOS FERMENTADORES

Tradicionalmente el etanol ha sido producido en fermentaciones con
especies de levaduras como Saccharomyces cerevisiae, S. Carlsbergensis
(variedad wvarum), Candida sp., Kluyveromyces sp. y en el caso de las bacterias
podemos mencionar a Zymomonas mobilis, Clostridium sp., Thermoanaerobium
brockii,(Glazer y Hiroshi, 1993).

3. FERMENTACION ALCOHOLICA CON LEVADURAS

Las levaduras son hongos unicelulares ubicuos de formas muy variadas,
desde los esféricos, ovoides y elipsoidales. Hasta el momento se conocen mas de
1500 especies de levaduras, divididas en 141 géneros (Kurtzman y col., 2007).
Viven como saprdéfitas en plantas, materia animal, donde catabolizan
preferencialmente azucares, aunque también polioles, alcoholes, acidos organicos y
aminoacidos como fuentes de carbdon y energia. Para descomponer de mejor
manera sus sustratos, muchas levaduras toman un papel activo en la formacion de
filamentos o pseudohifas y produciendo enzimas hidroliticas, propiedades que hacen
a estas especies potencialmente patogénicas para plantas y animales, incluyendo

humanos.

Las levaduras al igual que una larga serie de otros microorganismos viven
libres e independientes en la naturaleza, se encuentran en las frutas, los granos y
otras materias nutritivas que contienen azucares y en el suelo (especialmente en los
viiledos y en los huertos), en el aire, en la piel y en el intestino de los animales.

Son organismos generalmente aerobios, algunas especies son
fermentadoras siendo anaerobias facultativas, teniendo la capacidad de intercalar la

respiracion con la fermentacion, incluso pueden llevar ambos metabolismos al



mismo tiempo; por ejemplo, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces y unos

poCcos géneros mas.

Son fermentadores enérgicos de los azucares, aunque detienen su
crecimiento y multiplicacién por intolerancia a los mismos productos de la
fermentacion. Dekkera su anamorfo Brettanomyces, Zygosaccharomyces bailii y
algunas otras, fermentan glucosa mas rapidamente bajo condiciones aerobias que
anaerobias, lo que se conoce como el efecto Custer. Solo unos pocos glucidos,
principalmente hexosas y oligosacaridos pueden ser fermentados por las levaduras,
pero el rango de compuestos que pueden asimilar es mucho mas amplio incluyendo
ademas, pentosas, alcoholes, acidos organicos, aminoacidos y glucosidos. Solo
Schwanniomyces, Lypomyces y Saccharomyces diastaticus (una variedad de S.
cerevisiae) pueden hidrolizar el almiddn, otras poseen actividad pectolitica (Jacques
y col., 2003). Las levaduras se dividen en tres tipos en base al metabolismo de la
glucosa y su regulacion: las levaduras Crabtree-positivas, como S. cerevisiae, que
son sensibles a las concentraciones de glucosa y producen alcohol bajo condiciones
aerodbicas en presencia de la cantidad adecuada de glucosa; las levaduras Crabtree-
negativas, en las cuales el metabolismo oxidativo no es inhibido en presencia de
glucosa y las levaduras aerobias obligadas, como Rho. glutinis, que degradan

glucosa exclusivamente por respiracion (Tibor, 2008).

3.1 Saccharomyces cerevisiae

El termino levadura es muy comunmente asociado como sinénimo de S.
cerevisiae, esta especie es el modelo de estudio por excelencia de organismos
eucarioticos. Fue de los primeros organismos a los cuales se les dilucidd su
informacion genética y es por mucho el microorganismo con mayor presencia
industrial, gracias a sus caracteristicas fermentadoras. Estrictamente hablando,
Saccharomyces no puede ser considerada un anaerobio facultativo, esto desde que
el efecto Crabtree ha tomado precedencia, por ejemplo, arriba del 1% de azucares
fermentables en el medio de crecimiento (el porcentaje exacto varia dependiendo de
la cepa). Las levaduras fermentan el azucar por metabolismo anaerobio, a pesar de

que el medio de cultivo esté bien aireado (Jacques y col., 2003).



Por sus cualidades fermentadoras, el interés industrial y siendo un modelo de
estudio, los trabajos sobre fermentacion alcohdlica en S. cerevisiae son muy
extensos, ya no solamente enfocandose en el conocimiento del proceso metabdlico,
sino ampliando la investigacion sobre efectos adversos de los productos, para de
estda manera aumentar la produccion de etanol, que se ve mermada por el efecto
toxico que éste causa sobre las células que lo producen (Walker-Capriglio y col.,
1990).

4. ESTRES POR ETANOL

En general el estrés es cualquier cambio en el genoma, el proteoma o el
medio circundante que causa una disminucion en la velocidad de crecimiento o en la

sobrevivencia de un organismo (Vorob eva, 2004).

Durante la fermentacion, las levaduras se ven expuestas a diferentes tipos de
estrés, entre los que se incluyen, el causado por las altas concentraciones de
alcoholes, presion osmotica, fluctuaciones de temperatura, pH, etc. Es esencial que
las células de levadura sean capaces de responder y adaptarse rapidamente a cada
condicion de estrés para poder sobrevivir. Entre estos mecanismos esta la rapida
activacion y sintesis de moléculas protectoras y la activacion de la via de

transduccién de seiales Ras-cAMP (Yamaji y col., 2003; Aueskaree y col., 2009).

El etanol es uno de los factores de estrés para las levaduras durante la
fermentacion. Este compuesto ejerce efectos inhibitorios sobre los organismos, entre
los que se encuentran la inhibicién de la multiplicacién celular, afectando también
sistemas de transporte como el de glucosa y algunos aminoacidos,
desnaturalizacion de proteinas, también ha sido considerado el responsable de
promover la mutagénesis del ADN mitocondrial, aumento de las especies reactivas
de oxigeno, teniendo un efecto letal generalizado para las células (Stryer, 1993;
Costa y col., 1997; Aueskaree y col., 2009). Es por esto que la produccion de etanol
por levaduras es limitada por el efecto téxico del mismo en el organismo (Walker-

Capriglio y col., 1990).

Las concentraciones altas de etanol inducen la sintesis de gran variedad de

proteinas (Farewell y col., 1998). Algunos estudios sugieren la participacion de



proteinas de respuesta a estrés como un mecanismo de tolerancia a etanol (Smeds
y col., 1998). Al conjunto de éstos cambios se les conoce como la respuesta al

estrés por etanol.

4.1 Tolerancia al etanol

Algunos microorganismos, como S. cerevisiae, sobreviven a concentraciones
de etanol que son letales para la mayoria de los microorganismos, del 5 al 10% v/v
(la concentracion varia dependiendo de la cepa). Es importante para la levadura
sobrevivir en altas concentraciones de etanol, ya que una de las rutas principales de
produccion de energia es la fermentacion alcoholica. Para poder contener el daio
causado por el etanol éstas células han adquirido una variedad de sistemas de
defensa como son los cambios en la membrana plasmatica, el sistema de respuesta
a estrés oxidativo, un aumento de la actividad ATPasa de la membrana plasmatica y
las proteinas de respuesta a estrés. Todos estos mecanismos le permiten a las

células sobrevivir en ambientes con altas concentraciones de etanol.

a) Cambios en la membrana plasmatica

El etanol es una molécula anfipatica, pero es mas hidrofilica que hidrofobica,
sin embargo, puede llegar a concentrarse en el interior de las membranas bioldgicas
y por lo tanto su concentracién es mayor en las regiones mas acuosas de la
membrana, ocasionando un incremento en la polaridad y en consecuencia
alterando las propiedades fisico-quimicas de las membranas. La intercalacion de la
molécula de etanol en el interior hidrofébico altera las interacciones entre las
cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos y puede alterar las propiedades de las
fases acuosa y no acuosa y asi destruir la organizacion de la membrana en la
interfase agua-fosfolipidos, debilitando la barrera de la misma en el intercambio libre
de moléculas polares (Fried y Novick, 1973; Aueskaree y col., 2009). Como efecto
final ocurre la pérdida de la integridad de la membrana afectando la capacidad de
las células para mantener un gradiente de concentracion regulado por la membrana
plasmatica y afectando ademas los sistemas involucrados en el transporte de

solutos (Rodriguez, 1992).



La membrana plasmatica es el sitio principal de impedimento y de interaccion
con el etanol. Asi, un cambio en la composicion de lipidos en la presencia de etanol
es de esperarse. Esta composicion de lipidos alterada combate el efecto deletéreo
del etanol (Mishra y Kaur, 1991). Cambios en la longitud de las cadenas e
instauraciones de acidos grasos de fosfolipidos estan entre las alteraciones mas
comunes inducidas por el etanol. Los esteroles, otro de los componentes de la
membrana de levaduras, estan involucrados en la integridad celular y han sido

implicados también en la tolerancia a etanol (Walker-Caprioglio y col., 1990).

b) Sistema de respuesta a estrés oxidativo

El anion superéxido (Oy), perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH") son de las especies reactivas de oxigeno (EROs) mas importantes producidas
por las células. Estas especies son formadas via reacciones catalizadas por
metales, resultado de un metabolismo celular normal, como la respiracién y la p-
oxidacion de acidos grasos, en procesos inflamatorios y estrés por calor, etanol y
quimico (Costa y col., 1997; Pereira y col., 2001). Las EROs causan dano oxidativo
a los acidos nucleicos, lipidos, proteinas, carbohidratos y otros componentes
celulares. En respuesta a la destructiva naturaleza de las EROs, los organismos han
evolucionado hacia la adquisicion de multiples mecanismos de defensa para
proteger y prevenir el daio a sus componentes celulares. La defensa bioldgica
primaria contra el dafo oxidativo incluye proteinas protectoras que remueven EROs
0 secuestran iones metalicos, mientras que las defensas secundarias consisten en
enzimas que remueven y reparan los productos de los componentes danados por

oxidacion (Costa y col., 1997).

La toxicidad del etanol ha sido relacionada con la produccion de EROs,
desde que se sabe que la superdxido dismutasa de Mn (MnSOD) y la catalasa T
(enzimas protectoras contra las EROs) son inducidas durante el estrés por etanol,
produciendo una mayor tolerancia a este compuesto. Células con niveles
incrementados de MnSOD y catalasa T son capaces de disminuir el dafio causado
por EROs (Pereira y col., 2001).



c) Aumento de la actividad ATPasa de la membrana plasmatica

La actividad de la bomba de protones ATPasa en la membrana plasmatica
de hongos genera un gradiente de protones que se acopla a la hidrélisis de ATP
para la expulsion de protones a través de la membrana, resultando en el
establecimiento de un gradiente electroquimico, el cual permite transportes
secundarios. Considerando la gran cantidad de energia que resulta de mantener la
bomba de protones trabajando, sélo se ha observado que se encuentra funcionando
a su maxima capacidad bajo circunstancias especiales, usualmente la actividad
ATPasa se mantiene en niveles bajos. Un ejemplo de esto es la activacion de la
bomba de protones ATPasa por pH &acido, representando un mecanismo para

regular el pH interno (Rosa y Correia., 1991).

El etanol interactia con las membranas por insercion dentro del interior
hidrofébico, incrementando la polaridad en esta region y debilitando la barrera
hidrofébica, permitiendo de esta manera el libre intercambio con moléculas polares e
interacciones hidrofébicas, afectando el posicionamiento de proteinas en las
membranas. Por lo tanto una alteracion en la membrana plasmatica puede dejar
como blanco de ataque a la ATPasa de la membrana plasmatica. El flujo de
protones transmembranal es sensible a concentraciones crecientes de etanol y se
ve significativamente reducido por la velocidad de fermentacion (Rosa y Correia.,
1991). La disipacion del gradiente de protones inducido por etanol tal vez se debe a
la inhibicidn de la actividad ATPasa como proponen Cartwright y col., en 1987, o por
un incremento en la permeabilidad de la membrana; puede también ser un efecto de

ambos mecanismos juntos.

Sin embargo, se ha propuesto que el aumento de la actividad ATPasa de la
membrana se debe a un cambio en el pH citoplasmatico de las células durante el
estrés por etanol, debido a que el etanol puede actuar como un acido débil, por lo

tanto la actividad de ésta proteina podria estar regulando el pH interno de la célula.

d) Proteinas de respuesta a condiciones de estrés

En eucariotes se ha observado la participacion de algunas de las enzimas
glicoliticas como la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, enolasa y fosfoglicerato
cinasa como proteinas que responden a condiciones de estrés. En Z mobilis, la

exposicion a altas concentraciones de etanol representa una forma de estrés natural
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(Barbosa y col., 1994). En este microorganismo se encontré la participacion de
algunas enzimas en la ruta glicolitica y fermentativa, las cuales incrementan en
cantidad en respuesta a algun tipo de estrés, aunque su papel fisiologico con
respecto al estrés es desconocido. También en Z mobilis, se encontraron tres
proteinas que responden al estrés por calor y por etanol (SP70, SPS58 y SP18), las
cuales corresponden a las proteinas homologas DnaK, GroEL y GroES identificadas
en E. coli (Haejung y col., 1991). Las proteinas de estrés GroES y GroEL son
expresadas en Z mobifis cuando este microorganismo es expuesto a

concentraciones altas de etanol (alrededor del 10%) (Barbosa y col., 1994).

La desnaturalizacion de proteinas es uno de los mayores efectos asociados
con el estrés por calor, etanol y pH, este efecto induce respuestas de estrés celular
que involucran varios mecanismos celulares. El incremento de las proteinas de
choque térmico (Hsps), también denominadas chaperonas moleculares,
biomoléculas responsables del correcto plegamiento de polipéptidos recién
sintetizados y del plegamiento de proteinas desnaturalizadas o con mal plegamiento,
es uno de los mecanismos relacionados. Solamente polipéptidos correctamente
plegados pueden adoptar su conformacion nativa y ser funcionales. La acumulacién
de proteinas parcialmente desnaturalizadas expone sus regiones hidrofobicas, en la
cuales se unen las chaperonas. El agotamiento de las reservas de chaperonas sirve
como senal para la activacion de su sintesis (Vorob’eva, 2003). Las Hsp asociadas
a la membrana actuan de manera similar a su contraparte soluble evitando la
desnaturalizacion de enzimas localizadas en la membrana (Vigh y col., 1998). Las
chaperonas previenen interacciones indeseables entre superficies de proteinas
potencialmente complementarias. Las chaperonas son un grupo de proteinas muy
conservadas encontrandose en todas las bacterias, archeae y eucariotes
(Vorob’eva, 2003).

Las chaperonas moleculares son parte importante de la respuesta contra
diversos procesos de estrés, ayudan al correcto plegamiento de proteinas dafadas,
ademas de apoyar con las respuesta contra el estrés oxidativo. En el Cuadro 1, se
muestran chaperonas moleculares involucradas en sistemas de respuesta al estrés

entre los que se menciona al causado por etanol.



CUADRO 1. Chaperonas moleculares relacionadas en sistemas de respuesta a estrés

T

Tl
TN

Hsp78p
Hspd2p

Hsp30p

Hsp26p
Sselp
Sse2p
Ecm10p
Ydjip

GroES

GroEL

5. cerevisiae

S. cerevisiae

S. cerevisige

5. cerevisiae

S. cerevisiae
S. cerevisiae
5. cerevisiae
5. cerevisiae

5. cerevisiae

Z. mobilis

Z. mobilis

Plegamiento y activacion de proteinas
desnaturalizadas

Solubilizacién de agregados proteicos

Solubilizacion de agregados proteicos en el
citoesqueleto

Proteina que regula la actividad H{+) ATPasa de

Pmalp

Solubilizacion de agregados proteicos
Plegamiento de proteinas

Plegamiento de proteinas

Translocacion de proteinas en mitocondria

Translocacion de proteinas y regulacion de la
funcion de las chaperonas Hsp90p y Hsp70p

Plegamiento y activacion de proteinas
desnaturalizadas y de novo

Plegamiento y activacion de proteinas
desnaturalizadas y de novo

Alesandery col., 2001,

Alexander y col , 2001
ycol., 2008,

: Marks

Alexander y col., 2001

Alexander y col., 2001
y col., 2008,

arks

Mexander y col., 2001,

Alesander ycol., 2001

Marks y col., 2008.

Alexander v col, 2001,

Alexander y col., 2001,

Barbosa, 1984,

Barbosa, 1.

Hscb6
Ssqlp

P. aeruginosa
K. marxianus

Biogénesis de centros Fe-S
Biogénesis de centros Fe-S

Carnpos- Garcla y col., 2000,

Lopéz-Alvarez y col., 2007.

5. CHAPERONAS MOLECULARES

El término chaperona fue usado por primera vez para describir una actividad

asociada con nucleoplasmina en huevos de Xenopus. El término se ha expandido

para incluir las actividades bioquimicas desplegadas por una gran coleccion de

proteinas que ayudan al plegamiento de polipéptidos nacientes, transito a través de
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membrana celular y membranas de organelos, desensamblamiento de complejos

macromoleculares o agregados y blanco de protedlisis (Genevaux y col., 2007).

La maquinaria celular de chaperonas consiste en varias familias de proteinas
que facilitan el plegamiento de polipéptidos /n vivoy previene un mal plegamiento y
la agregacion. Las chaperonas son esenciales en dos etapas de la vida de una
proteina: durante el plegamiento de novo seguida de la traduccion y sobre la
desnaturalizacion en condiciones de estrés ambiental Muchas chaperonas son
altamente inducidas por estrés, de ahi que algunas veces sean llamadas “proteinas

de choque térmico”.

Las chaperonas moleculares se unen transitoriamente y no covalentemente a
polipéptidos nacientes y a proteinas mal plegadas o sin ensamblar, ayudan en la
biogénesis de proteinas de dos maneras generalmente: bloquean las interacciones
proteina-proteina no productivas y median el plegamiento de proteinas que han sido
secuestradas por plegamientos intermedios, a su estado nativo, permitiendo un
plegamiento concertado por dominios y el ensamblaje de oligobmeros. La familia de
proteinas con peso de 70 kDa mejor conocida como Hsp70 y la familia de 60 kDa
conocida como Hsp60 o chaperonina (Cpn60s), son los dos mayores grupos de

chaperonas moleculares estudiados (Craig y col., 1993).

5.1 Familia Hsp70

Hsp70 es la familia de proteinas conocida mas conservada, la podemos
encontrar en toda la biota. Las Hsp70 actuan como chaperonas moleculares bajo
condiciones normales y de estrés, estabilizando plegamientos de proteinas y su
papel principal es en la termotolerancia. En los organismo eucaridticos se ha
encontrado que contienen multiples miembros de la familia de proteinas Hsp70

(Campos-Garcia y col., 2000).

Las proteinas Hsp70 funcionan en un diverso conjunto de procesos,
incluyendo el plegamiento de proteinas, asociacion y disociacion de multimeros,
translocacion de proteinas a través de membranas y regulacion de respuesta a
choque térmico. Todas las células eucaridticas usan multiples Hsp70s para

mantener sus funciones primordiales; en S. cerevisiae se han descrito 14 Hsp70s
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que estan divididas en al menos 5 familias funcionalmente distintas. Las Hsp70s de
diferentes familias estan altamente conservadas pero no pueden intercambiar

funciones; la base de esta especificidad funcional no esta bien establecida.

Cada Hsp70 consiste de un dominio altamente conservado de adenosina
trifosfatasa de 44-kDa (ATPasa) en el NH»- terminal, un dominio menos conservado
de union a péptido de 18-kDa y un dominio variable de 10-kDa en el COOH- terminal
de funcién desconocida. Debido a que se han encontrado diferencias en la
especificidad del dominio de union al péptido entre la Hsp70s, se ha hipotetizado
que la unién del péptido forma un papel central en determinar la funcidon especifica
de cada Hsp70 (James y col., 1997). Existe una particularidad que hace muy
caracteristica a las Hsp70s, cuando se encuentran unidas a una molécula de ATP
exhiben una baja afinidad y una tasa rapida de intercambio de sus sustratos y
cuando estan unidas a ADP se caracterizan por una alta afinidad y bajas tasas de
intercambio. Las Hsp70s regulan esta unién al ATP o al ADP, con la ayuda de sus
cochaperonas. El proposito de las cochaperonas es ayudar a estimular la hidrolisis
de ATP vy la liberacién del sustrato de la Hsp70, ambos eventos permiten una union

ADP-Hsp70 en complejo con su sustrato (Fig. 2) (Genevaux y col., 2007).

Actualmente a las Hsp70s se les considera el componente central de la red
de chaperonas en la célula. Asociada con el ribosoma, Hsp70 fomenta el apropiado
plegamiento de la proteinas de novo. En el citoplasma, Hsp70 media la
desoligomerizacion y reciclamiento de complejos de proteinas nativas y controla
funciones clave en la morfogénesis celular y apoptosis, frecuentemente en
asociacion con Hsp90. Hsp70 también sirve como motor de translocacion central en
el importe postraduccional de proteinas citoplasmaticas a la mitocondria,
cloroplastos y el reticulo endoplasmatico. Adicionalmente, Hsp70s activamente
puede desplegar, solubilizar y reactivar, estabilizar agregados de proteinas y tal vez
participar en senalizacion de proteinas para la ruta de degradacion (De Los Rios y
col., 2006).
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FIGURA 2: Ciclo funcional de las chaperonas Hsp70. Hsp70 se muestra en color gris con su
sustrato en color negro, NXF, es el factor intercambiador de nucleétidos, JDP, es la proteina

con dominio J, también denominda co-chaperona (Tomada de Erbse y col., 2004).

5.2 Cochaperonas (proteinas J)

La tasa de actividad en estado estacionario de una ATPasa de Hsp70 no
estimulada es muy lento (entre 0.02 y 0.2 min-'), para estimular la actividad de una
chaperona Hsp70 ayuda la presencia de su sustrato, el cual tipicamente estimula la
actividad ATPasa de 2 a 10 veces. Es esencial que existan mecanismos de
regulacion que incrementen la actividad de la ATPasa y por lo tanto la funcién de la
chaperona. La hidrélisis de ATP es el primer objetivo de la regulacion hecha
mayoritariamente por miembros de la familia de Dnad, que se encuentran en todos
lo compartimientos que contienen Hsp70s de células procariontes, eucariontes y
también en varios virus tumorales. Las proteinas DnaJ son un grupo heterogéneo de
proteinas multidominio definidas por un altamente conservado dominio de cerca de
80 aminoacidos, el dominio J, frecuentemente localizado cerca del NH»- terminal, el
cual es esencial para estimular la actividad ATPasa de las Hsp70s. Estructuras
solucionadas del dominio J provenientes de dos miembros de la familia muestran
que este comprende cuatro hélices con una asa entre las hélices 2 y 3 conteniendo
un motivo con secuencia conservada (HPD) implicado en la interaccion del dominio
J con Hsp70 (Bakau y Horwich, 1998).
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De esta manera se tienen identificadas varias parejas de chaperona Hsp70
con su respectiva cochaperona, como por ejemplo, DnaK y DnaJd, SufC y SufD de E.
coli, Ssc1p y Mdj1p, Ssq1p y Jac1p en S. cerevisiae, HscA 'y HscB en P. aeruginosa,
entre otras, colocandose asi entre los sistemas mas conservados en los tres reinos

existentes.

6. SISTEMA HscA /HscB

La presencia del gen AscA se ha reportado en varias bacterias, por ejemplo,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Azofobacter vinelandii, Buchnera aphidicola,
E. coli, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, N. meningitidis, P.
aeruginosa, Salmonella enterica, S. typhimurium, Yersinia pestis, Vibiro cholerae,
Ralsfonia solanecearum, Pasteurella multocida, Ricketssia conorii, R. prowazekii y
Bordetella pertussis (Campos-Garcia y col., 2000).

En P. aeruginosa se identificd que el gen hscA forma parte del operén /sc por
sus siglas en inglés (/iron sulphur cluster), constituido rio arriba por el gen AscBy rio
abajo por el gen fdx (Fig. 3) (Campos-Garcia y col., 2000).
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FIGURA 3: Organizacion de los genes pertenecientes al grupo /sc. Se representan los

genes del operon /sc de P.aeruginosa denominados iscR, iscS, iscU, iscA ,hscB ,hscAy a

fdx y sus homologos encontrados en S. cerevisiae denominados: NFST, ISUT, ISA1, JACT,

SSQ17y YAH1T, los cuales no se encuentran en forma de operén.

(Modificado Skovran y Downs 2000; Schilke y col., 2003).

Las proteinas codificadas por el operéon /sc forman parte de un proceso

metabolico muy conservado entre los organismos, denominado biogénesis de

centros Fe-S. Donde la proteina HscA perteneciente a la familia de chaperonas

Hsp70 y codificada por el gen AscA de P. aeruginosa, forma parte central de la ruta

metabdlica, regulando mediante su actividad ATPasa la eficiencia del proceso y

como proteina reguladora de la actividad ATPasa de HscA, se encuentra una

cochaperona denominada HscB codificada por el gen AscB de P. aeruginosa.
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6.1. Sistema Ssq1p/ Jac1p en S. cerevisiae

En S. cerevisiae, Schilke y col. en el afo 1999 encontraron un sistema
homologo a HscA/ HscB de P. aeruginosa, correspondiente a la chaperona
molecular Ssq1p y su cochaperona Jac1p, las cuales forman parte de la ruta de
ensamblaje de proteinas con centros Fe-S, al igual que las proteinas bacterianas;
sin embargo, estas proteinas no se encuentran codificadas en un operén como su
contraparte bacteriana, los genes se encuentran distribuidos en los diferentes

cromosomas de S. cerevisiae (Fig.3) (Muhlenhoff y col., 2003).

7. GENES Y PROTEINAS INVOLUCRADOS EN EL ENSAMBLAJE DE
GRUPOS Fe-S EN S. cerevisiae

Los genes SSQ7 y JACT forman parte de un grupo de seis genes: NFS7,
ISUT, ISA1, JACT, SSQ1y YAH1, conservados en varios organismos y forman el
grupo de genes denominado /sc (Dutkiewicz y col., 2003). De acuerdo a lo reportado
por Lill y Muhlenhoff en 2008, se ha propuesto un modelo en S. cerevisiae para la
biogénesis de proteinas con centros Fe-S, donde el fierro (Fe2*) es transportado del
citoplasma a la matriz mitocondrial con la ayuda de las proteinas Mrs3p/ Mrs4p. Este
transporte es favorecido por el potencial de membrana (PMF). De estas ultimas
proteinas el fierro es donado a la frataxina (Yfh1p), la cual se encarga de la
formacion del centro Fe-S con la ayuda de la L-cistein desulfurasa (Nfs1p) que
remueve el azufre de la cisteina para formar alanina, quedando el azufre unido a la
enzima. Después el azufre es reducido a S° con la accion de la ferrodoxina (Yah1p)
y la frataxina (Yfh1p) produce el grupo Fe-S (aunque este paso aun no esta muy
claro), que es transferido a la proteina Isu1p. Finalmente, Isu1p con el centro Fe-S
adquiere una conformacion que permite que Jaclp la “etiquete” para que
interaccione con la chaperona Ssq1p. Una vez unidas las tres proteinas, la actividad
ATPasa de Ssq1p se ve favorecida por la union de la cochaperona y de su sustrato.
Posteriormente, con ayuda del factor intercambiador de nucleotidos (Mge1p), Ssq1p

hidroliza el ATP permitiendo la liberacion del grupo Fe-S de Isu1p a la apoproteina
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correspondiente, formandose de esta manera la proteina con centro o centros Fe-S
(Fig. 4).

En la mayoria de las proteinas Fe-S, los centros de Fe son tetraédricos y los
ligandos son azufres de grupos tiolato de los residuos de cisteina. Los grupos
sulfuro poseen dos o tres enlaces de coordinacién. Son comunes tres tipos de
centros Fe-S con estas caracteristicas (2Fe-2S, 4fe-4S y 3Fe-4s). Aunque se

pueden encontrar centros 8Fe y 7Fe en ciertas nitrogenasas.

Entre las proteinas Fe-S que se conocen estan: NADH deshidrogenasa |,
aconitasa B, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, fumarasa A, proteina de reduccion
de fumarato-nitrato, glutamato sintasa, lipoato sintasa, ferrodoxina, biotina sintasa,
sulfito reductasa, isopropilmalato isomerasa, primasas y succinato deshidrogenasa
(Tukumoto y Takahashi, 2001; Lill y Mihlenhoff, 2008). Muchas de estas proteinas
son esenciales para las células y forman parte de rutas metabdlicas muy
importantes, como la fosforilacion oxidativa, via de Krebs, reparacion del ADN,
modificaciones a tRNA, biosintesis de aminoacidos, ciclo de las pentosas,
replicacion del ADN, entre otras (Fig. 5). De aqui la importancia de la biogénesis de
centros Fe-S, siendo una ruta metabdlica de la mitocondria que es esencial para la

viabilidad en levaduras.
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FIGURA 4. Modelo para la biogénesis de proteinas con centros Fe-S en S.

cerevisiae (Modificado de Lill y Muhlenhoff, 2008). Los detalles se describen en el texto.
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Sintesis de amincacidos (Leulp, Ecm17p)

Metabolizmo de nuclectidos (GPAT, XOR)

Inicio de la traduccion (Ri1p}

Modificaciones de tRNA (Elp3p, Tywip)
Sintesis del ADN (Pri2p)

Reparacion del ADM (Nig2p,
Rad3p)

Ensamblaje del
Ribosoma (Rlifp)

Cicla de Krebs (Acoi1p)
Sintesis de amincacidos (Gltlp, Lys4p)

Biogeneésis de Biosintesis de cofactores {LipSp. BioZp,
centros Fe-S MOCS1A)

Cadenarespiratoria (Complejos 1,

1l y proteina Rieske)
Mitocondria ;

Medio
extracelular

FIGURA 5. Funcion y localizacion de proteinas Fe-S en eucariotes. (Modificado de Lill y
Muhlenhoff, 2008). Los detalles se describen en el texto
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I1. ANTECEDENTES

En el afo 2000, Campos-Garcia y col. observaron que al transformar con un
plasmido conteniendo el operdn AscBAfdx a una mutante de P. aeruginosa W51M22
afectada en el gen AscA, que es incapaz de asimilar y tolerar etanol, recuper6 su
fenotipo, sugiriendo que estos genes estan involucrados en el mecanismo de

tolerancia a etanol.

En el 2002, Villagdbmez-Zavala cloné el operon AscBAfdx de P. aeruginosa'y
transformo la cepa etanologénica de £. coliKO11 reportando un notable aumento en
el nivel de tolerancia a etanol en esta cepa, sugiriendo que el operon AscBAfdx se
encuentra involucrado en el mecanismo de tolerancia a etanol en un organismo

etanologénico.

En el 2004, Nufiez-Pastrana probo el efecto de la mutacion del gen AscA en
las cepas etanologénicas de E£. coli (KO11 y LY01) observando una disminucion en

la produccion de etanol.

En el 2007, Resendiz-Tamayo, describe que la mutacién del AscA en la cepa
etanologénica de LY01 disminuyd el nivel de tolerancia a etanol. Con respecto a la
produccion de etanol, encontré que disminuyd (15%) en la cepa mutante y aumento
(75%) al ser transformada con un plasmido que contenia los genes AscA/hscB.
Adicionalmente, encontré6 que la mutacion del gen AscA disminuyé la actividad
enzimatica asi como la estabilidad de la alcohol deshidrogenasa (ADHII) en la cepa
LYO1, sugiriendo que la participacion del sistema de chaperonas moleculares HscA/
HscB esta relacionada con la tolerancia y produccion de etanol, probablemente
mediante el plegamiento y estabilizacion de enzimas relacionadas con la sintesis del

etanol.

En el 2007, Lépez, encontr6 que al transformar la cepa levadura
Kluyveromyces marxianus (UMPe1) con el plasmido pYES2-SSQ1 (His) WT, el cual
expresa la chaperona molecular Ssq1p homodloga a la proteina HscA de P.
aeruginosa, toler6 concentraciones de etanol del 12% (v/v), sugiriendo que la
chaperona molecular Ssq1p esta involucrada en la tolerancia de etanol en K

marxianus.
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Por otro lado, en 2008, Marks y col. encontraron que al medir la respuesta
del transcriptoma de un cepa de S. cerevisiae durante el estrés por fermentacion,

que el gen /SU7 mostré un aumento en su transcripcion de hasta 5 veces.

I11. JUSTIFICACION

Los estudios hasta ahora realizados muestran efectos de las chaperonas
moleculares Ssq1 y HscA sobre el nivel de tolerancia y produccion de etanol en E.
coli, P. aeruginosay K. marxianus. La finalidad del presente trabajo es conocer el
efecto en la tolerancia a etanol al transformar S. cerevisiae, con plasmidos que
contienen los genes SSQ7, JACT7 e ISUT.

IV. HIPOTESIS

Las proteinas Ssqlp, Jaclp e lIsulp, participan en el mecanismo de

tolerancia a etanol en Saccharomyces cerevisiae.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de las proteinas Ssqlp, Jacl1p e Isulp, sobre la

tolerancia a etanol en Saccharomyces cerevisiae.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Expresar individualmente las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isulp en una cepa de

Saccharomyces cerevisiae.

2.- Evaluar la tolerancia a etanol en las cepas recombinantes de Saccharomyces

cerevisiae.

3.- Proponer un modelo de la participacion de las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isu1p en

la tolerancia a etanol de Saccharomyces cerevisiae.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. PLASMIDOS Y CEPAS

CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA
TOP10 Cepa estandar de laboratorio Casadaban y Cohen, 1980.
UMARN3 Cepa aislada de un fermento de agave |Loépez- Alvarez, 2007.

UMARNS3.3 (Ura)

Cepa con auxotrofia a uracilo

Este trabajo

CUADRO 2. Cepas y plasmidos empleados en el trabajo.

PLASMIDOS CARACTERISTICAS REFERENCIA
pYES2-SSQ1 Plasmido que expresa la chaperona Craig y col., 2003.
(His) WT molecular Ssq1 con una etiqueta de

histidinas
pYES2-ISU1 Plasmido que expresa la proteina Isu1 | Craig y col., 2003.
(His) WT con una etiqueta de histidinas
pYES2-JACA Plasmido que expresa la cochaperona |Craigy col., 2003.
(His) WT Jac1 con una etiqueta de histidinas
pYES2™ Vector para la expresion de proteinas | Sirkosk y Hieter, 1989.
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SnaB |

FIGURA 6. Mapa de plasmido pYES2, empleado para clonar los genes SSQ7, JAC1
e |ISU7de S. cerevisiae.

2. MEDIOS DE CULTIVO

2.1 Medio Luria- Bertani (LB)

Composicion por litro de agua destilada (para el caso de caldo Luria CL no se

le agrega agar):

Peptona de caseina 10 g
Extracto de levadura 5 g

NaCl 5 g

Agar bacterioldgico 15 g

El medio fue esterilizado 15 minutos a 121 °C, posteriormente se dejo enfriar

para la adicion del antibiético ampicilina (100 ug/ ml) en caso que asi lo requiriese.
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2.2 Medio YPD

Composiciéon por litro de agua destilada (para el caso del caldo no se le

agrega agar):

Extracto de levadura 10 g
Peptona de caseina 20 g
Agar bacteriolégico 15 g
Glucosa 20 g

El medio se esterilizd6 15 minutos a 121 °C, posteriormente se dejo enfriar

para la adicion de la glucosa esterilizada 5 min a 121 °C o del etanol absoluto.

2. 3 Medio de selecciéon de mutantes auxétrofas a uracilo (SC+5- FOA)

Composicion por litro de agua destilada (para el caso del caldo no se agregé

agar):

Base de nitrégeno sin aminoacidos (YNB) 6.7 g (Sigma- Aldrich)
Mezcla de aminoacidos sin uracilo (Drop out mix) 2 g (Sigma- Aldrich)
Glucosa 2g

Uracilo (50 ug/ ml) 50 mg (Sigma)

Acido fluorordtico (5-FOA) 1 g (Zymo Research)

Agua destilada c. b. p. 1000 ml

Agar bacteriologico 20 g

Se disuelven todos los componentes y se esterilizan a 15 libras de presion a

121 °C durante 15 min. Por separado se esteriliza el agar (Amberg y col., 2005).
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2. 4 Medio minimo para la seleccion de prototrofas (SC-U)

Composicion por litro de agua destilada (para el caso del caldo no se agregd

agar):

Base de nitrogeno sin aminoacidos (YNB) 6.7 g (Sigma- Aldrich)
Mezcla de aminoacidos sin uracil (Drop out mix) 2 g (Sigma- Aldrich)
Glucosa o galactosa 2 g

Agua destilada c. b. p. 1000 ml

Agar bacteriologico 20 g

Se disuelven todos los componentes y se esterilizan a 15 libras de presion a

121 °C durante 15 min. Por separado se esteriliza el agar (Amberg y col., 2005).

Se utilizd el mismo medio de cultivo para el crecimiento de las levaduras

auxotrofas afadiendo solamente: Uracil (50 pyg/ ml) 50 mg (Sigma) (SC).

2.5 Medios de almacenamiento

A) Las cepas de E. coli que cuentan con los plasmidos pYES2-SSQ1 (His)
WT, pYES2-JAC1 (His) WT y pYES2-ISU1 (His) WT, fueron almacenadas en viales
de 1.5 ml en medio liquido LB vy glicerol al 50% a -80 °C.

B) La cepas mutantes auxotrofas seleccionadas fueron almacenadas en
viales de 1.5 ml en medio liquido SC+5-FOA, y glicerol al 50% a -80 °C.

C) Las cepas transformadas con los plasmidos pYES2-SSQ1 (His) WT,
pYES2-JAC1 (His) WT y pYES2-ISU1 (His) WT, fueron almacenadas en viales de
1.5 ml en medio liquido SC-U 2% glucosa y glicerol al 50% a -80 °C.
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3. METODOS

3. 1 Manipulacién y analisis de acidos nucleicos

El aislamiento del ADN plasmidico se realizé por el método de lisis alcalina

de acuerdo con el siguiente protocolo adaptado de Sambrook y col., 1989.

3.1.1 Aislamiento plasmidos por lisis alcalina

1.- El cultivo de E. coli conteniendo el plasmido fue crecido en caldo Luria toda la
noche a 30 °C con agitacion constante, 3 ml fueron centrifugados a 13 000 rpm en

una microcentrifuga por 3 min, para sedimentar las células.

2.- El sobrenadante fue desechado y la pastilla resuspendida en 100 yl de STE se
agregaron 20 pl de lisozima de 20 mg/ ml se agit6 con vortex manual y se incubd por

5 min.

3.- Se agregaron 200 ul de una solucidon recién preparada de NaOH 0.2 N, SDS

(dodecil-sulfato de sodio) 1% mezclando suavemente y se incub6 5 min en hielo.

4.- Fueron adicionados 150 pl de una solucion de 3 M de acetato de sodio pH 4.8, se

incubo 10 min en hielo y posteriormente centrifugado a 13 000 rpm por 2 min.

5.- Fueron adicionados 150 pl de la mezcla fenol/ cloroformo (1:1), fue mezclado en

vortex moderadamente y centrifugado por 7 min a 13 000 rpm.

6.- El sobrenadante se transfirid a otro tubo y se agregaron 500 pl de la mezcla de
etanol/ isopropanol (60%/ 40%), y este se incubo en hielo por 10 min, para que

precipitara el ADN y centrifugar por 2 min a 13 000 rpm.

7.- Se desechd el sobrenadante y la pastilla se lavé con 500 pl de etanol al 70%, y

se centrifugd por 5 min a 13 000 rpm, repitiendo este paso 3 veces.

8.- La pastilla fue secada y resuspendida en 50 pl de agua estéril, con 3 ul de
RNAasa.
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9.- Las muestras fueron almacenadas a -20 °C o sometidas a corrimientos

electroforéticos en geles de agarosa.

STE
Sacarosa 50 mM
Tris 25 mM

EDTA10 mM apH 8

3.1.2 Extraccion del ADN total de levaduras

1.- Se crecieron levaduras en 3 ml de medio YPD 2% de glucosa toda la noche.
2.- El cultivo crecido se cosech6 en tubos Eppendorff de 1.5 ml.

3.- Se centrifugd a 13 000 rpm, 1 min, y se descarto el sobrenadante.

4.- La pastilla se resuspendié en 200 ul de buffer de lisis.

5.- Se adicionaron 0.3 g de perlas de vidrio estériles (5 perlas) y 200 ul de la mezcla

fenol- cloroformo 1:1 y se vortexeo a alta velocidad por 3 min.

6.- Fueron adicionados 20 ul de buffer TE y fue agitado en un vortex a alta velocidad

por 40 s.

7.- Se centrifugd en microcentrifuga a 13 000 rpm, 5 min y la fase acuosa fue

transferida a un tubo limpio.

8.- Se adiciond 500 pl de la mezcla etanol- isopropanol (60%/40%), fue mezclado

muy bien por inversién e incubar en hielo a 15 min.

9.- Fue centrifugado a 13 000 rpm, 5 min, se decantd y lavo con 500 ul de etanol al
70%.

10.- Se centrifugd a 13 000 rpm, 3 min, se decanto y seco la pastilla.
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11.- La pastilla fue resuspendida en 50 yl de agua desionizada y estéril y se le
adiciono6 3 yl de RNAasa, fue incubada 30 min a 37 °C.

Buffer de lisis

Triton X- 100 (2%)
SDS (1%)

NaCl (100 mM)

Tris HCI pH 8 (10 mM)

EDTA pH 8 (1 mM)

Buffer TE
Tris HCI pH 8 (10 mM)

EDTA pH 8 (1 mM)

3.1.3 Electroforesis en gel de agarosa

Una vez aislado el ADN tanto de levaduras como de bacterias, se realizaron
corrimientos electroforéticos en geles de agarosa 1% disuelta en amortiguador TAE.
Los geles se colocaron en una camara de electroforesis horizontal y se sumergieron
en amortiguador TAE. Las muestras del ADN se mezclaron con azul de bromofenol
en solucién de glicerol al 30%, colocandose en los orificios del gel. Se permitié que
el corrimiento electroforético procediera aplicando 130 voltios durante 30 min.
Posteriormente el gel se tifid con bromuro de etidio al 0.01% durante 5 min y las
bandas se observaron por medio de un transiluminador de luz ultravioleta de onda
corta (fotodocumentador Vilbert Loumart). Como marcador de tamafio molecular del
ADN lineal se utilizé el ADN del fago lambda digerido con las endonucleasas EcoRl
y/ 6 Hindlll.
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TAE
Tris- acetato 0.04 M

EDTA 0.001 M pH 8

3.1.4 Tratamiento enzimatico de moléculas del ADN (restriccion con

endonucleasas)

El ADN purificado se digirié utilizando una unidad de endonucleasas de
restriccion por pyg de ADN, incubando a 37 °C por un minimo de 4 horas.
Posteriormente se realizé un corrimiento electroforético de la mezcla de restriccion

en gel de agarosa al 1% para verificar los fragmentos obtenidos.

4. SELECCION DE MUTANTES AUXOTROFAS A URACILO

Para la seleccion de cepas auxotrofas a uracilo denominadas Ura-, se utilizo
el medio minimo de seleccion YNB con aminoacidos, agregando acido fluororotico
(5-FOA) (Boeke y col., 1984). A partir de preindculos se espatularon de 100 ul a
1000 pl en cajas con medio solido (SC+5-FOA), aminoacidos, uracilo y 5-FOA, se
incubaron a 30 °C de 24 a 48 h hasta observar la aparicion de colonias. Con el fin de
confirmar que realmente se seleccionaron levaduras Ura-, éstas se resembraron en

el mismo medio de seleccion (SC+5-FOA).
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5. TRANSFORMACION

5.1 Preparacion de células competentes de Escherichia coli

1.- Para obtener células competentes, se crecio la cepa TOP10 de E. coli durante

toda la noche a 37 °C con agitacion constante en 4 ml de medio de cultivo CL.

2.- Se transfirieron 2.5 ml del cultivo a matraces de 1000 ml, los cuales contenian
250 ml del medio CL (dilucion 1:100). Se incubd a la misma temperatura con
agitacion constante por 3-4 h hasta alcanzar una densidad optica de 0.6-0.8 a 600

nm.

3.- El cultivo fue colocado en hielo por 10 min y se centrifugd a 5000 rpm por 10 min

a 4 °C en una centrifuga Eppendorf 5810 R

4.- Las células obtenidas se lavaron dos veces con agua destilada fria y fueron
resuspendidas en 50 ml de solucién de glicerol al 10% en agua destilada, estéril y

fria, centrifugandose 15 min, 5000 rpm a 4 °C.

5.- Finalmente se resuspendieron en 200 pl de glicerol al 10%.

5.2 Transformacion de células competentes de E. coli

1.- A 100 pl de células competentes se les adicion6 de 1-5 ul del ADN plasmidico
(aproximadamente de 10 a 20 ng), la mezcla se coloco entre los electrodos de una
celda en la camara del electroporador (Bio Rad MicroPulser) y se les dio un pulso de
2.4 kV, 4kQ durante 6 ms.

2.- Posteriormente las células electroporadas fueron adicionadas a 2 ml de CL e

incubadas de 1-2 horas con agitacion constante a 37 °C.

3.- Después se distribuyeron 100 ul de las células electroporadas en placas de agar

con medio selectivo.
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5.3 Preparacién de células electrocompetentes de levadura

1.- Se crecio la cepa de levadura UMARN3.3 (Ura’) en 25 ml de medio liquido SC
2% glucosa, incubando 6 h., a 30 °C con agitacion constante hasta alcanzar una

densidad optica de 0.8-1.0 a 600 nm (1x108 células por ml).
2.- El cultivo se enfrié a 4 °C por 15 min.
3.- Se cosecho a 5 000 rpm por 5 min. a 4 °C y se descart6 el sobrenadante.

4.- El paquete celular se lavo con 30 ml. de agua desionizada estéril y se centrifugd

a 5 000 rpm por 5 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante.
5.- Se repiti6 el paso anterior.

6.- Se resuspendio el paquete celular en 12.5 ml de una solucion fria de DTT 0.025
M incubandose 10 min, posteriormente se centrifugé a 5 000 rpm por 5 mina 4 °Cy

se descart6 el sobrenadante.

7.- Se resuspendi6 el paquete celular en 12.5 ml de una solucion fria de Tris 5mM-
EDTA 0.5 mM (TE) se centrifugé a 5 000 rpm por 5 min a 4 °C y se descarto el

sobrenadante.

8.- Se resuspendio el paquete celular en 2.5 ml., de soluciéon TE.

* Las células son de uso inmediato para su transformacion.

5.4 Transformacién de las células electrocompetentes de la levadura
UMARNS3.3 (Ura’)

1.- A las células electrocompetentes de levadura (400 ul) se le adicionaron 200 ng

de ADN plasmidico, se mezclaron y se incubaron 5 min en hielo.
2.- Se les adicion6 400 pl de una solucion 1 M de sorbitol, mezclando perfectamente.

3.- La mezcla se transfirié a una celda para electroporacion estéril de 0.2 cm.
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4.- Se utilizo el electroporador Bio Rad micro pulser y se aplicd un pulso de 1.3 KV.

5.- Inmediatamente se procedié a sembrar las células electroporadas en el medio de
seleccion (SC-U), el cual contiene 1 M de sorbitol con el fin de eliminar lo mas

posible el choque salino para las células electroporadas.

5.5 Seleccion de células transformantes

Después de transformar las células competentes con los plasmidos, se
espatularon los 800 ul de muestra en cajas de petri con 25 ml de medio sélido SC-U,
sorbitol 1 M, glucosa al 2%,. Los cultivos se incubaron a 30 °C por un lapso de 48 a
72 h hasta la aparicién de colonias, las cuales se resembraron en el mismo medio

de seleccion.

Utilizando la metodologia descrita por Fink y col., en 2003, se extrajo ADN
total de las levaduras trasformadas, se transformaron células electrocompetentes
de E. coli (TOP10) con 100 ng del ADN, las cuales fueron seleccionadas por la
resistencia a ampicilina conferida por los plasmidos. De las transformantes de £. coli
se realizo el aislamiento de los plasmidos por lisis alcalina. A los cuales se les

realizd un analisis de restriccion.

6. ANALISIS DE TOLERANCIA A ETANOL

6.1 Curvas de crecimiento

Las pruebas de tolerancia etanol fueron realizadas en medio liquido SC-U
con glucosa y galactosa al 2%, con concentraciones crecientes de etanol, (0, 4, 8
,10, 12%). Posteriormente de un precultivo se agregoé el volumen adecuado para
inocular una bateria de tubos que contenian 3 ml de medio SC-U 2% glucosa ¢
galactosa con las concentraciones de etanol mencionadas a una D. O. g de 0.1. La
serie de tubos se incubd por 18 h a 30 °C con agitacion constante en un rotador de
tubos. La tolerancia se determind mediante la D. O. s0 en el espectrofotometro
JENWAY 6406 UV/ VIS.
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6.2 Cinéticas de crecimiento

Las pruebas de velocidad de crecimiento fueron realizadas en medio liquido
SC-U, galactosa al 2% con concentraciones de etanol de 0, 5y 10%. Se inocularon
los matraces partiendo de un precultivo, tomando el volumen adecuado para partir
de una D. O. gy de 0.1, y tomando muestras de 1 ml cada 2 h partiendo de las 0 h,
donde se graficé la D. O.e00 vs. Tiempo. A partir de los datos graficados se

calcularon los valores cinéticos.

6.3 Analisis de viabilidad

La curva de viabilidad a etanol fue realizada en medio liquido SC-U con
galactosa al 2% con concentraciones crecientes de etanol (0, 5, 10, 12, 14, 15%).
De precultivos preparados con anterioridad se anadieron 200 pl para inocular
matraces que contenia 10 ml de medio YPD 2% glucosa, se incubaron a 30°C por
12 h con agitaciéon constante y se verificd su crecimiento por cuantificacion de la D.
O. 600 en el espectrofotémetro. Después de verificar su crecimiento se adicioné el
etanol hasta lograr la concentracion de etanol deseada en el medio. Los matraces se
incubaron a 30 °C con agitacién constante (150 rpm). Posteriormente se realizaron
muestreos de 1 ml a los cuales se les determind la viabilidad con el colorante azul
de tripano. Al finalizar, el conteo se realizé un grafico entre el porcentaje de células

viables contra el tiempo y una con concentracidnes crecientes de etanol.

6.4 Diluciones en caja

1.- Se crecieron las cepas de levadura transformante toda la noche en 3 ml de

medio liquido SC-U al 2 % de glucosa 6 galactosa.

2.- Se midi6 D. O.s00 Yy se tomd el volumen necesario para que en un tubo
Eppendorff con 1 ml de agua destilada se obtuviera una D. O.so de

aproximadamente 0.1.

3.- Posteriormente partiendo de la primera solucion se hicieron diluciones en 1 ml de
volumen final de 1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000.
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4.- De las diluciones preparadas se tomaron 10 pl y se vertieron sobre un caja de
petri que contuviera el agar con medio SC-U con glucosa 6 galactosa, y con 10 % de
EtOH o sin EtOH, formando con cada gota depositada una fila conteniendo las

diluciones de la misma cepa.
5.- Se repitio el ultimo paso con todas las cepas transformantes.
6.- Se dejaron secar las gotas en la camara de flujo laminar estéril.

7.- Se incubaron las cajas a 30 °C por un lapso de 72 h.

7. PROCEDIMIENTOS RELACIONADOS CON LA MANIPULACION DE
PROTEINAS

7.1 Extraccion de proteinas totales por lisis alcalina

1.- Se crecieron las cepas de levadura transformantes toda la noche en 3 ml de

medio liquido SC-U al 2% de glucosa 6 galactosa.
2.- Se cosecho el cultivo a 13, 000 rcf por 3 min y se desecho el sobrenadante.

3.- El paquete celular se resuspendié en 500 ul de agua destilada, y se le anadio el
mismo volumen de una solucidén 0.7 N de hidroxido de sodio, se incubd a

temperatura ambiente durante 5 min.
4 .- Se centrifugd a 5, 000 rcf por 1 min, se descarto el sobrenadante.

5.- Al paquete celular se le afiadié 100 pl de buffer reductor de carga SDS-PAGE vy

se mezclo.
6.- Se calentd de 95 a 100 °C, por 5 min.

7.- Se centrifugo a 3, 500 rcf por 1 min y se recupero el sobrenadante como el total

de proteinas.

* Las muestras obtenidas quedan listas para cargarse en un gel SDS- PAGE.
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Amortiguador reductor de carga SDS- PAGE
Tris HCI 0.5 M pH 6.8

Glicerol al 25 % (v/v)

SDS al 10% (v/v)

Azul de bromofenol al 0.5 % (w/v)

2- mercaptoetanol al 0.005 % (v/v)

7.2 Determinacion de la concentracion de proteina por el método de Bradford

Se realizd una curva estandar de determinacion de proteina usando
albumina sérica bovina (BSA) preparada de un stock de 1 mg/ml. Para llevar a cabo
la determinacioén de la proteina purificada. Se realiz6é una diluciéon de 1: 10 con NaCl
0.15 M.

1.- En tubos Eppendorff se realizé la adicidon de alicuotas de 0, 5, 10, 15y 20 ul de
BSA (Sigma) y 10 ul de la proteina purificada, las cuales se llevaron a un volumen
final de 100 pl con NaCl.

2.- Se les adiciono 1 ml de azul brillante de Coomassie, se agitd y se incubd durante

2 min a temperatura ambiente.

3.- Se determind la absorbencia a 595 nm. La lectura se realizd en el

espectrofotémetro.

4.- Se empled la curva estandar para la determinacion de la concentracion de

proteina.

Azul brillante de Coomassie

1.- Se disolvieron 100 mg de azul brillante de Coomassie G250 en 50 ml de EtOH al
95%.
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2.- Se adicionaron 100 ml de acido fosférico (H3PO4) al 85%.
3.- Posteriormente se filtré a través de un papel filiro Whatman No. 1.

4 .- La solucién se almacend a 4 °C.

7.3 Electroforesis en geles de poliacriiamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Para elaborar un gel desnaturalizante al 10 % se ensamblaron las placas de

vidrio, seguido de eso, se preparé el gel.

7.3.1 Gel separador al 10%

Se prepard una disolucién mezclando las siguiente soluciones: 2.2 ml de
agua destilada, 1.66 ml de la mezcla de acrilamida- bisacrilamida al 30%, 1.26 ml de
1.5 M Tris-HCI pH 8.8, 50.4 ul de SDS al 10 %, 25.6 pl de persulfato de amonio
(PSA) al 10 % y 4.5 yl de N, N, N, N-Tetrametil-Etilendiamina (TEMED). Se mezclé
vigorosamente cada vez que se agregd cada disolucién, se vacio en las placas de
vidrio y se agregd una capa de agua con la finalidad de obtener un gel plano en su

superficie, dejandolo polimerizar por aproximadamente 30 min.

7.3.2 Gel concentrador al 4%

Se prepard una disolucion mezclando las siguientes soluciones: 1.22 ml de
agua destilada, 0.27 ml de mezcla de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 0.5 ml 1 M
Tris- HCI pH 6.8, 19.8 pl SDS al 10 %, 10.8 pyl de PSA al 10 % y 2.7 pyl de TEMED.
Se mezcl6 cada vez que se agrego cada reactivo, se vacio en los vidrios, se coloco

el peine de teflon y se dejo polimerizar aproximadamente 20 min.

Después de que polimerizo el gel, se armoé y llend la camara de electroforesis
con el buffer de corrida (Tris-Glicina), se cargd el gel con las muestras en cada carril,
se conectd la camara a la fuente de poder y se corrié a un amperaje constante de 30

mA por gel, se dejé correr durante 2 h. Después de que se corrid el gel por el tiempo
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indicado se apago la fuente de poder, se desensambld la camara, se removio el gel

y éste fue tenido con el azul brillante de Coomassie.

7.3.3 Preparacioén de la muestra y de los marcadores de peso molecular

Se mezcld en una relacion de 1:4 el amortiguador de carga para geles
desnaturalizantes con la muestra a analizar (2-10 ug), asi como los marcadores de

peso molecular (Fermentas) y se calentaron en bafio maria a 95 °C durante 10 min.

7.3.4 Tincion de azul de Coomassie

1.- Se agregaron 20 ml (o el volumen necesario para cubrir el gel) de la solucion de

azul de Coomassie y se agité constantemente durante 30 min.
2.- Se recupero¢ el colorante y se lavé con agua destilada.

3.- Se adiciono la solucion de destenido y se dejo actuar durante aproximadamente
3 h.

Amortiguador de corrida (Tris-Glicina)
Tris base 25 mM
Glicina 192 mM

SDS 3.46 mM

Solucién de desteiido
Metanol 40% (v/v)
Agua destilada 50% (v/v)

Acido acético glacial 10% (v/v)
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7.4 Western blot

1.- Se transfirio el gel SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa (Fig. 7).

TAPA CON LO ELECTRODQOS

3 PAPEL FILTROQ

GEL DE
POLIACRILAMIDA

A/mmamm DE
MITROCELULOSA
3 PAFEL FILTRO /

CAMA DE LA CAMARA DE
TRANSFERENCIA

FIGURA 7. Esquema representativo de orden para la transferencia en camara de

transferencia semi- himeda. La transferencia se llevd a cabo durante 45 min. a 15V,

2.- La membrana se bloqued por 1 h en buffer TBS-T al 5% de leche.
3.- Se lavo 3 veces la membrana con TBS-T, cada lavado por 5 min.

4.- Se adiciono el anticuerpo ANTI-HIS (Bio Rad) en una dilucién 1:2000, en 10 ml,

de solucion de TBS-T, al 0.1 % de leche, incubando por 1 h a temperatura ambiente.

5.- Se elimind la solucion y se lavé 3 veces la membrana con TBS-T, cada lavado

por 5 min.

6.- Se adiciond el anticuerpo Anti-mouse HRP (Santa Cruz Biotechnology), en una
dilucion 1:2000, en 10 ml, de solucion de TBS-T, al 0.1 % de leche incubando por 1

h a temperatura ambiente.

7.- Se elimino la solucion y se lavo 2 veces la membrana con TBS-T, cada lavado

por 5 min, se di6 un ultimo lavado con TBS por 2 min.
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8.- Se revel6 la membrana por el método (HRP- color develoment soluc.) de la

siguiente manera:

e Se preparo la solucion A, disolviendo 40 mg de 4-CN en 20 ml de metanol.

e La solucion B, se preparo adicionando 500 ul de H.O, en 50 ml de TBS.

Se colocd la membrana en la solucion B y se le adiciond la solucién A, dejandose

incubar hasta la aparicion de bandas en la membrana, se pard la reaccion con agua.

Buffer de transferencia
Tris base 20mM
Glicina 190 mM

Metanol 20 % (v/v)

TBS

Tris HCI 10 mM

NaCl 0.9 % (w/v)

TBS-T

TBS+0.1 % (v/v) de Tween 20
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VII. RESULTADOS

1. OBTENCION DE LA MUTANTE DE Saccharomyces cerevisiae
AUXOTROFA A URACILO

Para la obtencién de las cepas recombinantes se obtuvieron lineas
celulares mutantes en el gen URA3 de S. cerevisiae utilizando el compuesto
5-FOA, como se describe en material y métodos. Este gen codifica para la
enzima oritidin-monofosfato descarboxilasa (OMP-descarboxilasa), enzima
clave en la biosintesis de pirimidinas (Fig. 8), siendo las cepas mutantes en

éste gen auxotrofas a uracilo (Ura-) (Santoso y Thornburg, 1998).

UMP sintasa
Acido 5-fluoro—orbtico
(5- FOA) Fosfarribosil
transferasa (URAS)
+ »  Monofosfato S-fluoro-
Fasforribosil ordtidina {5-FOMP)
pirofosfato (PRPP)
Pirofosfato OMP descarboxilasa
<o, (URA3)

Monofosfata 5-fluoro-
uridina [5-FUMP)
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FIGURA 8. Accion de la Uridin-monofosfato sintasa (UMPSasa) en presencia del analogo al

acido oroético, el 5- FOA (Tomado de Santoso y Thornburg, 1998).

Las cepas con el fenotipo Ura-, fueron capaces de crecer en placas
con medio SC+5-FOA, mientras que en un medio minimo sin uracilo (SC-U), fueron
incapaces de crecer (Fig. 9). Estos resultados comprueban en primera instancia una
mutacion en la ruta biosintética del uracilo por la capacidad de las cepas de crecer
en un medio con el compuesto 5-FOA; ademas se corroboré la auxotrofia a uracilo,

por la incapacidad de las cepas de crecer en un medio sin uracilo.

FIGURA 9. Crecimiento en placa de cepas auxotrofas a uracilo. A, cepa de Saccharomyces
cerevisiae UMARN3.3 (Ura) crecida en el medio SC+5-FOA. B, en el No. 1 la cepa parental
UMARNS3 (WT) y del No. 2- 6, cepas Ura- crecidas en medio SC-U. En ambas pruebas se
incub6 a 30 °C durante 72 h.
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2.- OBTENCION DE RECOMBINANTES CON LOS DERIVADOS DE pYES2

Teniendo la cepa auxoétrofa a uracilo, se procedid a obtener células
recombinantes partiendo del plasmidos pYES2-SSQ1, pYES2-JAC1 y pYES2-ISU1
(Fig. 6) que tiene clonados individualmente los genes SSQ7, JACT e |SU7
procedentes de S. cerevisiae. Todos los genes estan clonados en sentido del
promotor Pcac1, €l cual es inducible por galactosa y en el carboxilo terminal de cada

gen se adiciona una etiqueta de 6 histidinas (6XHIS).

Las clonas transformantes fueron seleccionadas por su capacidad de
biosintetizar uracilo, siendo las cepas transformantes prototrofas a uracilo (Ura*).Por

lo tanto las cepas transformadas tuvieron la capacidad de crecer en el medio SC-U.

2.1 ldentificacién de cepas transformantes por aislamiento del ADN

Se obtuvieron cultivos de cepas UMARN3.3 con fenotipo Ura*, de los cuales
se hizo la extraccion del ADN total, para observar la existencia de bandas

correspondientes al ADN plasmidico (Fig. 10).
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FIGURA 10. Corrimiento electroforético en un gel de agarosa del aislamiento del ADN total
de la cepa transformante UMARN3.3-SSQ1 (Ura*). Carril |, marcador de tamafno molecular,
ADN del fago A (Hirdlll). Carril 1l, asilamiento del ADN total de la cepa UMARN3.3 (Ura*).

Se logro observar en los geles de agarosa la existencia de dos bandas, la de
menor tamafo molecular que corresponde al ADN plasmidico y una banda de mayor
tamano molecular correspondiente al ADN cromosomal (Fig. 10). Sin embargo la
concentracion del ADN plasmidico no fue suficiente para su digestiéon con
endonucleasas, por lo que se procedio a transformar la cepa de £. co/i TOP10 con el
ADN extraido de las levaduras como se describe en material y métodos. De esta
manera debido a que el sitio de replicacion de bacterias del plasmido pYES2 es de
alto niumero de copias (60 copias por célula en bacterias comparado con 10 copias
por célula en levadura). Esto permite tener una mayor cantidad del ADN, lograndose

digerir el ADN plasmidico y asi detectar el plasmido transformado (Fig. 11).
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FIGURA 11.Corrimiento electroforético en un gel de agarosa del aislamiento del ADN total de

una cepa transformante de £. co/i TOP10 con el plasmido pYES2-SSQ1. Carril |, marcador
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de tamafo molecular, ADN del fago A (Hirdlll). Carril 1, aislamiento del ADN total de la cepa
E. coliTOP10.

Para caracterizar el ADN aislado de las cepas de E. co/i TOP10 con
los plasmidos pYES2-SSQ1, pYES2-JAC1 y pYES2-ISU1 se hizo un analisis
de restriccion (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Analisis de restriccion del ADN extraido de cepas transformantes de E. coli
TOP10 por corrimiento electroforético en gel de agarosa. A, marcador de tamafio molecular
ADN del fago A (Hirdlll/ EcoRl) (carril 1), restriccion con las endonucleasas Xhol y Kpnl del
ADN extraido de cepas transformantes de £. co/i TOP10 con el plasmido pYES2-
SSQ1(carril Il). B, marcador de tamarno molecular ADN del fago A (Himdlll/ EcoRl) (carril 1),
restriccion con las endonucleasas Xbal y EcoRI del ADN extraido de cepas transformantes
de E. coli TOP10 con el plasmido pYES2-JAC1 (carril Il). C, marcador de tamafo molecular
ADN del fago A (Hirdlll) (carril I), restriccion con las endonucleasas Xfol y Kpnl del ADN
extraido de cepas transformantes de £. co/i TOP10 con el plasmido pYES2-ISU1 (carril II).

Se observa en la Figura 12A una banda aproximadamente de 1.9 kb que
corresponde al tamafio tedrico del gen SSQ7 (1 936 pb) clonado en el vector pYES2

(SDG www.yeastgenome.org). En la Figura 12B se observaa una banda de
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aproximadamente 570 pb, correspondiente al tamafo del gen JACT (573 pb)

clonado en el vector pYES2 (SDG www.yeastgenome.org) y en la Figura 12C una

banda de aproximadamente 550 pb, correspondiente al tamafio del gen /SU7 (554
pb) clonado en el vector pYES2 (SDG www.yeastgenome.org). Se nombré a las
cepas UMARNS3.3-SSQ1, UMARNS3.3-ISU1 y UMARNS3.3-JAC1, respectivamente.
Adicionalmente se transformdé una cepa control, con el plasmido pYESZ2,
denominandose UMARNS3.3-pYES2.

3. DETECCION DE LAS PROTEINAS Ssq1p, Jac1p e Isu1p

3.1 Analisis por SDS-PAGE

Para determinar si en las cepas transformante se expresan las proteinas
Ssq1p, Jac1p e Isulp, se procedié a separar las proteinas por electroforesis bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), en el cual todos los aislamientos de
proteinas se hicieron empleando como inductor a la galactosa. Se esperaba
observar bandas que muestren una expresion diferencial en los pesos moleculares
tedricos reportados para las proteinas, 73 kDa para Ssq1p, 21 kDa para Jac1p y 17

kDa para Isu1p (SDG www.yeastgenome.org).
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FIGURA 13. Analisis de la expresion de las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isu1p. Corrimiento
electroforético en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS- PAGE).
Carriles 1-4, extractos celulares de las cepas UMARN3.3-pYES2, UMARN3.3-SSQ1,
UMARNS3.3-JAC1 y UMARN3.3-ISU1, respectivamente. La induccion se llevé a cabo por 18 h
con galactosa al 2 % en medio SC-U. Carriles 5-8, extractos celulares de las cepas
UMARN3.3-pYES2, UMARN3.3-SSQ1, UMARN3.3-JAC1 y UMARN3.3-ISU1,

respectivamente.

Los resultados mostrados en el gel indicaron que en ninguno de los extractos
celulares se observd la sobre-expresion de bandas proteicas de interés (Fig. 13).
Por lo que se procedio a identificar la presencia de las proteinas por un analisis de

Western blot.
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3.2 Analisis por Western blot

Para éste experimento se probaron nuevamente extractos celulares en
condiciones de induccion y represion. La inmunodeteccion se llevo a cabo con dos
anticuerpos, el primario ANTI-HIS (Bio Rad), que permitio detectar la etiqueta de 6
histidinas localizada en el carboxilo terminal de las proteinas recombinantes (Ssq1p,
Jacip e Isulp) y el anticuerpo secundario Anti-mouse HRP (Santa Cruz
Biotechnology) que detectd al anticuerpo primario y permitié la deteccion visual de

las proteinas por medio de una reaccién colorimétrica (Fig. 14).
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FIGURA 14. Analisis por Western blot de las proteinas Ssq1p, Jac1p e Isu1p. Membrana de
nitrocelulosa con la inmunodeteccion. MPM, marcador de peso molecular. A,
inmunodeteccion en los extractos celulares de la cepa UMARN3.3-SSQ1. B,

inmunodeteccion en los extractos celulares de la cepa UMARNS3.3-JAC1. C,
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inmunodeteccion en los extractos celulares de la cepa UMARN3.3-1ISU1. Panel D,
inmunodeteccion en los extractos celulares de la cepa UMARNS.3-pYES2. Extractos
celulares obtenidos 18 h bajo induccién con galactosa 6 18 h de crecimiento en medio SC-U

con glucosa.

Se observo en la Figura 14A una banda en el extracto celular inducido de
aproximadamente 73 kDa, correspondiente al peso molecular teérico de la proteina

Ssqlp de S. cerevisiae (SDG www.yeastgenome.org). En B, también detectamos

una banda aproximadamente de 21 kDa en condiciones de induccion,
correspondiente al peso molecular tedrico de la proteina Jac1p de S. cerevisiae

(SDG www.yeastgenome.org). En C, la banda detectada aproximadamente de 17

kDa, fue correspondiente al peso molecular tedrico de la proteina Isulp de S.

cerevisiae (SDG www.yeastgenome.org). Finalmente, en D, con extractos celulares

de la cepa control so6lo con el vector pYES2, no se observo ninguna banda. Por lo
que se logr¢ identificar las proteinas de interés, ademas las proteinas solamente se
visualizaron en los extractos celulares que se encontraron en condiciones de
induccion, esto nos indica una expresion regulada bajo el promotor Pgac1 del
plasmido pYES2.

4. TOLERANCIA A ETANOL EN LAS CEPAS RECOMBINANTES DE
UMARNS.3

4.1 Curvas de tolerancia a etanol

Para determinar el efecto de la expresion de los genes SSQ7, JAC7 e /ISUT
de las cepas transformantes se sometieron a condiciones de estrés por etanol,
mediante crecimiento en diluciones en caja y curvas de crecimiento con

concentraciones crecientes de etanol, como se describe en material y métodos.

En los ensayos mediante diluciones en caja, se observé un mayor
crecimiento de las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARNS3.3-ISU1 en comparacion de la
cepa control y la UMARNS3.3-SSQ1 (Fig. 15). Con este resultado se sugiere la
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probable participacion de las proteinas Jac1p e Isulp como mecanismo de
respuesta al estrés por etanol (Fig. 15).
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FIGURA 15. Efecto del etanol en el crecimiento de las cepas UMARN3.3-SSQ1, UMARN3.3-
JAC1, UMARNS3.3-ISU1 y UMARNS.3-pYES2 mediante diluciones en caja de las cepas
recombinantes, ademas de la cepa UMARNS3.3 (Ura) y su cepa parental UMARNS3. Cultivos
crecidos en medio SC-U, al 2 % de galactosa 6 glucosa, durante 72 h, a 30 °C con y sin
EtOH al 10% (v/v).

Para determinar de manera cuantitativa la diferencia de crecimiento entre las
cepas recombinantes, se procedié a realizar curvas de crecimiento en condiciones
de estrés por etanol (Fig. 16). Este experimento nos permite calcular la Dosis

inhibitoria media (Diso), que es la concentracion necesaria de una sustancia, en este
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caso etanol, para disminuir el crecimiento en un 50%, comparado con el crecimiento

en ausencia del agente quimico (Fig. 16).
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FIGURA 16. Efecto del etanol en el crecimiento de las cepas UMARN3.3-SSQ1, UMARN3.3-
JAC1, UMARNS3.3-ISU1 y UMARNS3.3-pYES2. datos tomados a 18 h de crecimiento en
medio SC-U al 2 % de galactosa, n= 3, con barras de error estandar. Los datos se
normalizaron tomando como el 0% de crecimiento, 0.1 de D. O. 600, y €l 100% de
crecimiento fue definido con el mayor valor de D. O. s00 €n cada grupo de datos de las cepas

analizadas. La dosis inhibitoria media es indicada en la tabla adjunta.

Se observé mayor crecimiento de las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARN3.3-
ISU1 en condiciones de induccién con galactosa comparando con la cepa control
UMARNS3.3-pYES2 y la cepa UMARNS3.3-SSQ1. Ademas, el calculo grafico de la
Dosis inhibitoria media (Diso), nos indicé un aumento del 41% en el nivel de
tolerancia a etanol de las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARN3.3-ISU1, comparadas
con el control. Sugiriendo que las proteinas Jac1p e Isulp, participan en el
mecanismo de respuesta al estrés por etanol y de esta manera favoreciendo el

crecimiento de las cepas recombinantes en estas condiciones.

Para determinar el efecto del etanol en el crecimiento en las cepas,
graficamos el (%) de crecimiento comparando cada una de las concentraciones
probadas (Fig. 17).
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FIGURA 17. Efecto del etanol sobre el crecimiento de las cepas UMARN3.3-JACH1,
UMARNS3.3-ISU1 y UMARNS3.3-pYES2. Analisis estadistico fde student. n=3. Las barras

representan el error estandar.

En las cepas UMARNS3.3-JAC1 y UMARNS.3-ISU1 se encontraron
diferencias significativas en el crecimiento, bajo condiciones de induccion,
comparado con la condicion de represion usando glucosa. La cepa control
UMARNS3.3-pYES2 no present6 variacion en el crecimiento bajo ambas condiciones
(Fig. 17). Con este resultado destacamos que en el tratamiento inductivo, es donde
se presenta el mayor crecimiento, reforzando la hipotesis de que las proteinas Isu1p

y Jac1p participan en el mecanismo de respuesta al estrés por etanol.
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4 2 Cinéticas de crecimiento

Con el antecedente de la diferencia en fenotipo de las cepas transformantes,
se hicieron cinéticas de crecimiento para abordar este comportamiento en funcion
del tiempo de incubacion, ya que en los analisis mostrados anteriormente soélo nos

puede brindar datos cuantitativos de un tiempo determinado (Fig. 18).
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FIGURA 18. Cinéticas de crecimiento en condiciones de estrés por etanol de las cepas
UMARNS3.3-JAC1, UMARN3.3-ISU1 y UMARNS3.3-pYESZ2. A, cinética de crecimiento al 0 %
de etanol (v/v). B, cinética de crecimiento al 5 % de etanol (v/v). C, cinética de crecimiento al
10 % de etanol (v/v). Crecimiento en medio SC-U al 2 % de galactosa en agitacion constante

a 30 °C. n= 3. Las barras representan el error estandar.
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Se observé que las cepas UMARNS3.3-JAC1 y UMARNS3.3-ISU1 presentaron
una mayor velocidad de crecimiento y una fase de adaptacion (Lag) menor
comparadas con el control. Su fase exponencial se inicia a un tiempo menor. El
crecimiento antes marcado se observdo a lo largo del tiempo en todos los
tratamientos probados al 0, 5 y 10 % de etanol (v/v); sin embargo, la biomasa
obtenida al final no mostré diferencias. Una vez mas obtuvimos evidencia de la
participacion de las proteinas Jac1p e Isu1p en un mecanismo de tolerancia a etanol

independientemente del tiempo.

Para analizar matematicamente los datos graficados en la Figura 18, se
procedié a realizar el calculo de la velocidad de crecimiento maxima (uuax) vy del
tiempo de duplicacién (75). Estos datos nos arrojan de manera mas detallada las
diferencias y efectos de los tratamientos sobre las distintas cepas recombinantes
(Cuadro 3).

CUADRO 3. Datos cinéticos de crecimiento en condiciones de estrés por etanol.

CEPA 0 % EtOH 5 % EtOH 10 % EtOH

Umax Tp R? Hmax Tp R? Umax Tp R?

UMARN3.3- | 0.1026 | 6.75 | 0.95 | 0.1015 | 6.82 | 0.99 | 0.0428 | 16.20 | 0.90
JAC1

UMARN3.3- | 0.1040 | 6.66 | 0.96 | 0.0933 | 7.42 | 0.99 | 0.0470 | 14.74 | 0.93
ISU1

UMARN3.3- | 0.1031 | 6.72 | 0.97 | 0.0602 | 11.51 | 0.98 | 0.0202 | 34.30 | 0.75
pYES2

Los datos cinéticos se tomaron en la fase exponencial y con la formula de crecimiento
exponencial (Y= YokX), se hicieron los calculos de los parametros cinéticos, donde K= tiax
y el tiempo de duplicaciéon 7o = in(2)/ tmax tomando un minimo de 8 datos por triplicado, para

los calculos. pmax=h-1, Tp=h. Todas las cinéticas se hicieron en medio SC-U al 2 % de

galactosa en agitacion constante, a 30 ° C.
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De los datos anteriores la mayor diferencia se observo al 10 % de EtOH,
encontrandose que umax es hasta 2.1 veces mayor en las cepas UMARN3.3-JAC1 y
UMARNS3.3-ISU1 comparadas con el control. Sin embargo, el factor de correlacion
(R?) no es bueno para la cepa UMARNS3.3-pYES2 esto debido a que en ésta
concentracion la cepa tiene un crecimiento minimo, por lo que el modelo matematico
utilizado para analizar los datos no se ajust6 adecuadamente, sin embargo, las
cepas UMARNS3.3-JAC1 y UMARNS3.3-ISU1 se ajustan al modelo matematico
utilizado (Fig 18C). Lo anterior podria significar que la diferencia observada podria
ampliarse bajo un modelo mas preciso. Los datos arrojados por este analisis nos
mostraron que la expresion de las proteinas Jac1p e Isu1p modifica de manera
favorable los parametros de crecimiento, indicando una participacion benéfica de

estas proteinas sin etanol y durante el estrés por etanol.

4.3 Analisis de la viabilidad celular de estrés por etanol

Para determinar la viabilidad de las cepas UMARN3.3-JAC1, UMARN3.3-
ISU1 y UMARNS.3-pYES2, se procedid6 a someter las cepas a diferentes
concentraciones de etanol 3 h. Posteriormente a las suspensiones celulares se les

sometio a tincion con azul de tripano para determinar la viabilidad celular (Fig. 19).
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FIGURA 19. Efecto de la concentracion de etanol en la viabilidad de las cepas
transformantes. Viabilidad tomada a las 3 h, de haber retado los cultivos con etanol. n= 2,

observado las barras de error estandar.

Se observé que durante la exposicion a etanol en las concentraciones hasta
el 10% de etanol (v/v), no hubo un efecto significativo diferencial entre las cepas.
Posteriormente, se observd que la viabilidad de las cepas UMARN3.3-JAC1 y
UMARNS3.3-ISU1 fue mayor que la cepa control a concentraciones del 12% de
etanol y mayores. Esto nos indica que la participacion de las proteinas Jacip e
Isu1p durante el estrés por etanol favorece que las células se mantengan viables.
De esta manera se sugiere que el mayor crecimiento antes observado se debe a un

efecto favorable en la viabilidad de las células.

Las cinéticas de muerte de las células sometida a estrés de etanol nos
arrojaron parametros matematicos sobre el comportamiento de las cepas

recombinantes (Cuadro 4).

CUADRO 4. Datos cinéticos de viabilidad en condiciones de estrés por etanol.

CEPA 0 % EtOH 10 % EtOH 15 % EtOH

-k D R2 -k D R2 -k D R2

UMARN3.3- | 0.4200 | 2.381 | 0.94 | 1.128 | 0.886 | 0.98 | 7.383 | 0.135 | 0.90
JAC1

UMARN3.3- | 0.3528 | 2.384 | 0.90 | 1.039 | 0.962 | 0.90 | 7.471 | 0.134 | 0.92
ISU1

UMARN3.3- | 0.4093 | 2.443 | 0.90 | 1.599 | 0.652 | 0.90 | 12.03 | 0.083 | 0.90
pYES2

Los datos cinéticos fueron calculados con regresion lineal, donde la pendiente es el inverso
de la velocidad de muerte-1/ky el tiempo de reducciéon decimal es Dy se calcula con la
siguiente formula, D=2.3/4, los datos fueron calculados con una n=2. -1/k=h, D=h. Todas

las cinéticas se hicieron en medio SC-U al 2 % de galactosa en agitacion constante, a 30 ° C.

58




Encontramos que la velocidad letal (-A) en el tratamiento al 15% de etanol
(v/v), es alrededor de 1.6 veces menor en las cepas UMARN3.3-JAC1 y
UMARNS.3-ISU1 comparados con el control, lo que nos indicé una menor mortalidad
de estas cepas en condiciones de estrés por etanol, ademas un tiempo de reduccion
decimal (D) hasta 1.6 veces mayor en las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARN3.3-
ISU1 comparadas con el control, indicando que es necesario un tiempo mayor para

la reduccion de la poblacién celular.

Teniendo resultados consistentes con datos recabados anteriormente por las
curvas de tolerancia a etanol, los datos de viabilidad celular confirman un fenotipo
mas tolerante de las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARNS.3-ISU1, sugiriendo la
participacion de éstas proteinas como un mecanismo de respuesta al estrés por

etanol, para el mantenimiento de la viabilidad celular.
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VIII. DISCUSION

Las modificaciones genéticas, como la inactivacion o la sobre-
expresion controlada de genes desde vectores episomales ¢ integrativos
requieren el uso de genes de seleccion para la eficiente deteccion de células
transformantes. Después de las modificaciones genéticas, los genes de
seleccion deben de mantener una buena seleccion para evitar células
revertantes, especialmente durante la expresion de genes a partir de
vectores episomales. Muchos de los genes de seleccion usados en levadura
confieren resistencia contra antibidticos u otros compuestos toxicos, la
seleccion de las cepas que tienen dichos sistemas de seleccion, requiere la
adicion de estos compuestos toxicos al medio de crecimiento.
Complementario a su toxicidad, el precio de muchos de esos compuestos
hace que su uso en grandes cantidades no sea posible. Una alternativa para
esto es usar genes de seleccion que complementen algun requerimiento
nutricional, los mas cominmente usados son alelos de genes que codifican

enzimas clave en procesos metabdlicos esenciales (Pronk, 2002).

El objetivo de éste trabajo fue evaluar la participacion de las proteinas
Ssqlp, Jaclp e Isulp, sobre la tolerancia a etanol en Saccharomyces

cerevisiae.

Para esto se utiliz6 un esquema de seleccidén negativo basado en el
metabolismo de las pirimidinas para producir lineas celulares que tengan
alteraciones estables en la expresion de genes. En esta seleccion se uso el
compuesto 5-FOA para generar un metabolito toxico, el monofosfato 5-fluoro-
uridina (5-FUMP), el cual provee la base de la seleccion, debido a que la
uracil monofosfato sintasa (UMPSasa) cataliza un paso limitante en la
biosintesis de pirimidinas. De esta manera solo las células que tengan una
mutacion en el gen URAS3, que codifica la oritidin-monofosfato descarboxilasa
(OMP descarboxilasa), tendran la capacidad de crecer en un medio de
crecimiento al cual se le afiade 5-FOA. Complementario a esto, éstas células

son incapaces de biosintetizar uracilo (Fig. 8) (Santoso y Thornburg, 1998).
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Con la obtencion de la cepa de S. cerevisiae auxétrofa a uracilo se
procedio a realizar la transformacion con el vector de expresion pYES2, un
vector binario con sitio de replicacion para £. coliy otro para S. cerevisiae.
Este plasmido contiene marcadores de seleccion para ambos organismos y
ademas contiene un promotor para levaduras inducible por galactosa, el
PeaLt (Fig. 6). Este vector ha sido utilizado para establecer el efecto de la
sobre-expresion de algunas proteinas (Sethuraman y col., 2001; Sterner y
col., 2002; Fahrenkrog y col., 2004). En pYES2 se clonaron los genes de
interés para el estudio, SSQ7, JACT7 e ISUTde S. cerevisiae, todos clonados
individualmente bajo el promotor inducible, ademas en el carboxilo terminal
de las proteinas se afadié una etiqueta de 6 histidinas (6XHIS) (Dutkiewicz y
col., 2003).

Para establecer que las cepas obtenidas eran transformantes y no
cepas revertantes de la mutacion en el gen URAS3, se procedid a realizar un
aislamiento del ADN total de levaduras. Este método indico la presencia del
ADN plasmidico, sin embargo, la cantidad del ADN cromosoémico es por lo
menos 10 veces mayor que la del plasmidico (Fig. 10), lo que causa que
después de la digestion con endonucleasas, el ADN cromosomal impide
observar bandas especificas en el corrimiento electroforético en gel de
agarosa, dificultando de esta manera la posible caracterizacion del ADN
plasmidico. Por lo que con el ADN total de las posibles transformantes se
procedié a transformar una cepa de £. coli (TOP10), un método muy comun
para identificar vectores episomales en levaduras. La cantidad de ADN
cromosomal no es un problema en este organismo, ya que la cantidad de
plasmido que se obtiene es equiparable en concentracion a la del ADN
cromosomal (Fig. 11). Adicionalmente, la concentracion obtenida del ADN
plasmidico es por lo menos 3 veces mayor que en levaduras permitiendo de
esta manera que la visibilidad de las bandas en el corrimiento electroforético
de agarosa después de la digestion con endonucleasas sea mas claro. Es
por estos métodos que se logré confirmar a las cepas transformantes (Fig.
12).

Sin embargo, los protocolos anteriores sélo nos indican la
transformacion de las cepas, por lo que para asegurar la expresion de los
genes clonados, se analizaron los extractos celulares mediante geles de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Lo que se
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esperaba obtener en estos geles es la existencia de bandas enriquecidas
que indiquen la presencia de una proteina en grandes cantidades sélo en los
tratamientos bajo induccion (galactosa), y en las cepas que tienen los
plasmidos con los genes clonados (UMARN3.3-SSQ1, UMARN3.3-JAC1 vy
UMARN3.3-ISU1), no observando ésto en la cepa control (UMARNS3.3-
pYES2) (Fig. 13). En ninguno de los tratamientos ni cepas se logré observar
las bandas proteicas esperadas, lo que abrio dos vertientes: que la cepas no
estuvieran expresando las proteinas o que la cantidad de proteina expresada

no sea la suficiente para observar bandas diferenciales.

Por lo que se llevé a cabo su identificacion por Western blot, para
determinar la expresion de las proteinas en estos ensayos se detectaron las
proteinas utilizando anticuerpos contra la etiqueta de histidinas (Fig. 14). Con
este resultado no solamente aseguramos que las proteinas se estan
expresando, sino que logramos observar que bajo las condiciones probadas
y tiempos de incubacion la expresion sélo se da en los tratamientos bajo

induccién con galactosa.

Teniendo asegurado no solamente la obtencion de las cepas
transformantes, sino la correcta expresion de las proteinas clonadas en los
plasmidos, se hicieron los ensayos de respuesta al estrés por etanol
denominados también de tolerancia a etanol. En estos experimentos se
crecieron las cepas transformantes en varias concentraciones de etanol,
incluyendo un rango del 0 % al 12 % de etanol (v/v), los rangos en los que se
considera un estrés por etanol varian de acuerdo a la cepa de S. cerevisiae
en estudio. Algunos autores manejan desde un 5 % hasta un 10 % de etanol
(v/v) (Rosa y Correia 1991; You y col., 2003; Voorst y col., 2006), por lo que

con el rango utilizado aseguramos que se establezca el estrés por etanol.

El primer ensayo que se realizd para observar el fenotipo de las
cepas transformantes bajo estrés por etanol, fue una curva de crecimiento
con las concentraciones de etanol antes descritas. La finalidad de este
experimento fue encontrar un crecimiento diferencial entre las cepas
transformantes bajo tratamientos de induccion y represion de los genes en
estadios y periodos de incubacién especificos. De esta manera encontramos
que las cepas UMARNS3.3-JAC1 y UMARNS.3-ISU1 mostraron un mayor

crecimiento en presencia de etanol en el tratamiento bajo induccion
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(galactosa), en comparacion con las cepas UMARN3.3-pYES2 y UMARN3.3-
SSQ1 (Fig. 16). Esto nos indica que la expresion de las proteinas Jaci1p e
Isu1p tienen un efecto benéfico en la tolerancia a etanol, mientras que en la
expresion de la proteina Ssql1p no se observd un efecto positivo en la

tolerancia a etanol.

En la curva de crecimiento con el tratamiento represivo (glucosa), no
encontramos variacion en el crecimiento de las cepas transformantes en la
mayoria de los tratamientos mostrando todas el mismo patron de crecimiento
del control. Esto es de esperarse, ya que no deberian de estar sobre-
expresando las proteinas debido a que el promotor PgaL1 bajo el cual estan
clonados los genes es reprimible con glucosa. Sin embargo, en el ensayo
con 4 % de etanol se logra observar que las cepas UMARNS3.3-JAC1 vy
UMARNS3.3-ISU1 tienen mayor crecimiento (Datos no mostrados). Esto se
puede explicar con el hecho de que el promotor Pgai1 no se reprime
totalmente por glucosa como lo reporta en 1985 Giniger y col., teniendo esta
actividad “por goteo” que permite la expresion de proteinas. Esto podria dar
como resultado el fenotipo observado en las cepas UMARN3.3-JAC1 y
UMARNS3.3-ISU1, en condiciones de represion. Para corroborar los
resultados anteriores se hizo el ensayo de crecimiento de las cepas
transformantes mediante diluciones en caja. En este experimento de
crecimiento se probaron dos concentraciones de etanol 0 % y la del 10 %
(v/v). Se decidid probar el 10 %, ya que es el tratamiento en el cual
observamos una mayor variacion entre los tratamiento de induccién y
represion en las cepas transformantes. De esta manera encontramos que se
mantuvo el fenotipo de mayor crecimiento de las cepas UMARN3.3-JAC1 y
UMARNS3.3-ISU1 en ambas condiciones (Fig. 15). Este ensayo confirmo el
dato de que la expresion de las proteinas Jac1p e Isulp tiene un efecto

benéfico en el crecimiento en condiciones de estrés por etanol.

Adicionalmente, se decidid hacer una comparacion de crecimiento en
condiciones de induccién y represion entre las mismas cepas recombinantes,
para determinar las concentraciones de etanol en las cuales existieran
diferencias de crecimiento. Se observo de esta manera que solamente las
cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARNS3.3-ISU1 tuvieron mejor crecimiento en
condiciones inductoras. UMARNS3.3-ISU1 mostré diferencias de crecimiento

en tratamientos desde el 8 % de etanol (v/v), mientras que UMARN3.3-JAC1,
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mostré diferencias a partir del 10 % de etanol (v/v). Como se esperaba, la
cepa control UMARN3.3-pYES2 no mostré diferencias. Sin embargo, la cepa
UMARNS3.3-SSQ1, mostréo un comportamiento interesante al 10 % de etanol
(v/v), se observo que el crecimiento fue menor en condiciones de induccion,
teniendo claramente la expresion de la proteina Ssq1p un efecto contrario al
esperado sobre el crecimiento (Fig. 17). No se tienen antecedentes de un
comportamiento similar, lo que nos permite abundar que se pudiera tratar de
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento en presencia de etanol influenciado

por la expresion de la proteina.

Posteriormente se hicieron pruebas de viabilidad para determinar la
toxicidad del etanol sobre las cepas transformantes UMARN3.3-JAC1,
UMARNS3.3-ISU1, UMARNS3.3-SSQ1. Cabe senalar que las células inviables
no necesariamente estan muertas, ya que bioquimicamente inviable se
refiere a las células que no tienen la capacidad de dividirse, en el caso de las
levaduras la capacidad de gemar, aunque convencionalmente se senala a
las células tefiidas como muertas y las células sin tefir vivas. El mayor
porcentaje de células viables fue de las cepas UMARN3.3-JAC1 vy
UMARNS.3-ISU1(Fig. 19), consistente con Ilos datos obtenidos
anteriormente. Adicionalmente se calcularon los datos cinéticos de muerte,
donde encontramos que las cepas UMARN3.3-JAC1 y UMARN3.3-ISU1 al
10 y al 15 % de etanol (v/v), tienen una velocidad de muerte (-1/k) menor y
un tiempo de reduccién (D) mayor, es decir, sus datos cinéticos nos
mostraron una mayor capacidad de mantenerse viables en condiciones de
estrés por etanol, comparadas con la cepa control y la cepa UMARN3.3-
SSQ1, que mantienen un comportamiento similar. Lo que nos indica que el
aumento de la tolerancia a etanol observado en los analisis anteriores es

debido a un aumento de la viabilidad celular de las cepas.

El dltimo de los analisis de tolerancia a etanol que se realizé fue
determinar los datos cinéticos de crecimiento, este analisis nos indica con
datos mas robustos la existencia de una diferencia en el crecimiento de las
cepas recombinantes. Lo que encontramos fue que en los tratamientos al 0 y
al 5 % de etanol (v/v) se mantuvo un comportamiento similar a las cepas
probadas en 10 % de etanol (v/v). La diferencia en las velocidades de
crecimiento maxima (umax) fue muy marcada, teniendo las cepas UMARN3.3-
JAC1 y UMARNS3.3-ISU1 una velocidad hasta 2.1 veces mayor que la cepa

64



control y la cepa UMARN3.3-SSQ1, en la prueba al 10% de etanol (v/v) (Fig.
18). Una mayor velocidad de crecimiento nos indica que en un tiempo
determinado se tendra un mayor numero de células. La diferencia de
crecimiento existente en las cepas transformantes es consistente con los
ensayos anteriores, siendo que las cepas que expresan las proteinas Isulp y
Jac1p, tienen la capacidad de crecer mejor ante el estrés por etanol, en
comparacion con la cepa control y la cepa que sobre-expresa la proteina

Ssqip.

¢, Como es que la sobre-expresion de las proteinas Jac1p e Isuip,
puedan estar favoreciendo la tolerancia a etanol?. Se sabe que estas dos
proteinas participan en la ruta metabodlica de biosintesis de centros Fe-S en
S. cerevisiae. Dentro de la ruta, la chaperona de 73 kDa denominada Ssq1p
perteneciente a una familia muy conservada de chaperonas, la familia
Hsp70. Los miembros de esta familia tienen caracteristicas conservadas,
todas poseen un dominio ATPasa y un dominio de unién a un sustrato,
ademas de que generalmente se ven acompafadas por una proteina J
conocida como cochaperona. El sustrato de Ssq1p es la proteina Isu1p y su
cochaperona la proteina Jac1p. La funcidén de Isu1p en la biosintesis de
centros Fe-S, se relaciona con el transporte y liberacion del centro Fe-S en la
apoproteina correspondiente; sin embargo, se ha encontrado que tiene una
fuerte influencia sobre la actividad ATPasa de Ssq1 (Dutkiewicz y col., 2003).
Por otro lado, Jac1p como caracteristica de su familia (Proteinas J) tiene, al
igual que Isulp, la capacidad de activar el dominio ATPasa de Ssq1
(Dutkiewicz y col., 2003). También se ha encontrado que Jaclip es
fundamental para que Isu1p encuentre el dominio de unioén al sustrato de la
proteina Ssq1p (Andrew y col., 2006; Lill y Muahlenhoff, 2008); de esta
manera se ha establecido que la actividad ATPasa de Ssq1p depende de
Isulp y Jaclp. Ademas se ha encontrado que si se modifica la
estequiometria de cualquiera de éstas dos ultimas proteinas la actividad

ATPasa de Ssq1p se ve aumentada hasta 12 veces (Dutkiewicz y col., 2003).

Todas la proteinas Hsp70 mantienen un ciclo funcional (Fig. 2), cuya
estd marcada por la actividad ATPasa que mantienen, de manera que
nosotros proponemos que al sobre-expresar las proteinas Jac1p e Isulp,
aumenta la actividad ATPasa de Ssqi1p. Al presentarse este aumento, la

velocidad de su ciclo funcional se veria favorecida, de manera que al ser
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Ssq1p el punto central para la biosintesis de centros Fe-S y al favorecer su

ciclo, estamos haciendo mas eficiente la ruta metabdlica (Fig. 20).

Al someterse las células al estrés por etanol, se puede ver
favorecida la recuperacion de proteinas desnaturalizadas con centros Fe-S
debido a la eficiencia de la biosintesis de centros Fe-S. También puede que
al estar “reciclando” el hierro libre (Fe*?), se vea disminuido el ataque por
estrés oxidativo, ya que el Fe*2 es un catalizador de la produccion de
especies reactivas de oxigeno, sin embargo, no se tiene evidencia que lo
pruebe (Fig. 20).

Por otro lado, es probable que simplemente las proteinas Isulp y
Jac1p al estar favoreciendo la eficiencia de la ruta metabdlica de biosintesis
de centros Fe-S, estén ayudando a mantener funcionales algunos sistemas
celulares, ya que se sabe que proteinas derivadas de esta ruta participan en

un gran numero de procesos metabolicos esenciales para la célula (Fig. 5).
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IX. CONCLUSIONES

La sobre-expresion de las proteinas Isu1p y Jac1p aumentaron

la tolerancia a etanol de la cepa UMARN3 de S. cerevisiae.

X. PERSPECTIVAS

Determinar si la tolerancia al etanol es debida a un aumento en
la eficiencia de la ruta metabdlica de biosintesis de centros Fe-
S.

Determinar si la tolerancia a etanol esta relacionado con la

disminucién de ERO.
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