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1. Introduccicn

¢ los suelos como problema agricola.

La izacién de los suelos cultivables es uno de los princ en la
agricultura a nivel mundial. Las regiones 4ridas tienen en muchog €ascs un
luz v temperatura muy adecuadas para el crecimiento de plantas,
precipitaciones se debe compensar con riego. A diferencia dsl agua
12 proveniente de rfos y embalses lleva disuelta: sales en

proporeifn, que se van acumulendo sobre el suelo cuando se =vapora ¢l agua.

e fundamentaimente CaZ*, MgZt y Net. A medida que =l agua se ¢

meros tlenden a precipitar como carbonatos, dejando al Nat como catié

uelo se deteriors, haciendose in ncompatible con un
0, 1996). Segtin la FAQC, la salinizacidn y» ha daftado 30 millones de
miliones de hectéreas de terrencs irrigados «n el mundo. En China, por
i6n ha frenado la cosecha en casi un cuarto ¢o los terrenocs de cultive del

&

(Revista “Time’, 23-3-98). Una solucidn al problema egriccla ocasionade por ia

-

acidn del suelo es el use de agua de mejor calidad para el riego, importéndola de otros

lugares o por desalinizacidn del agua disponible, regenerando los suelos sali

1a comarca de Lebrija {Sevilla), se ha instalado un mecanismo de desalinizacién

7

- cubre un drea de 12.5 hectéreas. Consiste en un sistema de drenaje construide con

£

s de cerdmica de 30 cm, formando tubos de 250 m de longitud enterrad

didad de =1 m y espaciados a intervalos de 10 m. Estos tabos descargan

colector perpendicular & ellos. El riego continuado con agua ¢ baja mineralizacion

una canalizacidn v el drenaje posterior sirve para el ‘avado paulatino del suelo.
ntenido de sal después de 10 afios de irrigacidér demostraron una reduccidn
a capa superticial (0-30 cm). De esta manerza 3se ha conseguido disminuir

el contenido de Na™ a niveles que permiten el cultivo de plantas moderadamente tolerantes a

como el algoddn ¢ la remolacha (Moreno er af., 1994

1 -;

ira aproximacion al problema de la salinidad es la obtencién de variedades de plantas de

— 2 - s 7

¢ és resistentes a condiciones salinas. BEn relacidn 2 1a sal, el nival de tolerancia de las

plentas puede ser muy variable. Las plantas halofitas pueden tolorar hasta 500 mM Na(l, 2

concentracifn en el agua marina, mientras gue el nivel de tolorancia de las g“f‘smas es

nte menor, de 50-100 mM (Downton, 1984). La mayor parte de les plantas de interss

leccidn de plantas cultivables ha sido una mayor produccidn, ‘ameafio de frutos o semillas,

[zl

stc. Se les ha proporcionads proteccidn y unas condiciones Gptimas de crecimiento. Tras



tolerar condiciones adversas (Sefrazt v Gaxiola, 1994).

icande téenicas de seleccidn basadas en genét:!ca

variedades més tolerantes. Se tratarfa de cruzar plantas de cultivo con sus parientes silvestres

ar varios retrocruzamientos hasta conseguir una variedad gue combine

o
s
2]
P
o

erfsticas de interés agrondmico con una mayor tolerancia a sal. Sin embargo

aproximacién puede ser bastante complicada, ya gque detsrminados caracteres son

g

Forde
Ld gv; ik

cos, resultande de un efecto combinado de varios genes (Dvorak ef al., ’5‘988), ?j,ga
P

1

ontrolar con métodos tradicionales. Por otro lado 0, No 1§ odas

('D
€2
)
[ @]
a.
4]
o
gm
<
s
(2]

[ €]

a sal con el que se puedan cruzar. Iistos problemas se p@ﬁi‘f{w

n técnicas actualmente disponibles en biologfa molecular, gue permiten una

¥
I}
.
¢
o

répida transferencia de genes de un organismo a otro sin que exician barreras interespecificas

{Serranc y Gaxiola 1954).

-

T 5 I E
LIRS
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to del exceso de sal sobre las plantas.

erenciza de los animales, las plantas son organismos sésile
cuando las condiciones del medio se vuelven adversas. Deben sdaptar

e planta gue crece sobre suel

i

szl se ve afectads por la comséﬁaczfm de dos componentes adversos, osmbtic

hidrico del suein,

sultado es un estrés hidrizo similar al producide en

lado, la captacién de clertas sales a elevadas

concentraciones tiene efectos téxicos para la planta.

Hl agua es indispensable para el funcionamiento normal ¢z una planta al igual que
organismo vive. A nivel celular, el agua funcicna como solvente ¢ embebe

hidroffiicas. También determina la estructura de membranas, orientando moléculas

‘4smicas en polos hidrofflicos ¢ hidrofébicos. Debido a sus propiedades como

disclvente, es el medio donde tiene lugar reacciones biogufmicas, actlal
reactivo en procesos como la fotosintesis. A nivel de tejide, ¢l agua es el nexo d
e de una célula 2 ofra a fravés de las par@ées, constituyendo ¢l
{luye de la ralz 2 las hoias v se tran

planta completa, el agua
’*T

flajo es el que sirve de conductor de rutrientes v b

ABA. Por otro lado, el agua contenida en las células determing la turgencia, v con eliz la

formea v tamafio de la célula v 1a planta en su totalidad (Hohmann, 1897).



rocaridticas {a excepcéén de bacterias halcTitas), basan su actividad en

especificas en el citoplasma, en las cuale:n el potasic jueg

r T
2 L
b ~ o EE

1 preferente. La mayor parte de los erzimas infracelulares estdn

% T+ = A
ICULTC ¥ alia Conceniracior

ar en condiciones de bajo N

yr':

ae por €1 61"’1‘3 o la siy

¢ carbohidrates como piruvato kinasz o fosiolructokinasa se

=
tética del COo (Wyn Jones and Pollard, 1983)

ceso de las plantas no esté clare cuél de los dos comporentes adversos, osmdtico ¢

r un exceso de sal en el suelo tiene un efecto pradominante. SI parece ¢

ién en el crecimiento se debe en primer lugar a estrés hidrico y esté regulado por

orias desde Ia rafz 2 las h@j , mientras qﬂe la acumulacién paulatina de iones

893). Las cdlulas de péantas sometidas a esirés osmdtico no sien

z menos gue las condiciones sean muy drésticas. Las plantas traten de mantener el contenido

de ague mediante mecanismos gue reducen la franspiracidn, como cierrs de esiomas,

o

cidn del crecimiento de las hojas o senescencia; o bien aurnentando el aporte de agua,

mplo manteniendo el crecimiento de las rafces o un auments en la prDOi‘Ciéi de rafces

£

respecto de tallos (Tardieu, 1996). A nivel ar, las plantas, al igual que ofros

b

gue incluyen bacterias, levaduras, algas marinas, plantas superiorss y aﬁimaéﬁs;

e solutos compatibles. El papel de estos solutos es

fﬁ

W

'y osmoproteccién. Por un lado actian como osmolitos, faciltando la :

: el citoplasma, permitiende que el Na™ se acumule en la vacuela ¢ apoplasto.

como pm%:ecmms de estructuras celularss por la irveraccidn con

icos o enzimas {Bohnert ef al., 1995). Pueden ser iones, azdcares (frehalosa,

1

nolialcoholes {glicerol, sorbitol, manitol) v aminoécidos o derivados {(prol
(Serrrano, 1596).

e

El efecto especifico de la sal, o efecto iénico, se manifiesta en forma de dafics en las hojas

viejas. La sal entra por la rafz perc se acumula en las hojas debido 2 la comiente de

gvapotranspiracién. Esta acumulacidn se produce tanto en el apop asto (Flowers er al., 1991

come en el interior de la célula. La acumulacion de sales en el apoplasto de las hojas provoca

o

serte estrés osmdtico (Certli, 1968). La concentracidn méxiraa permisible de Na¥ en el

citovlasma v orgénulos como el cloroplasto es de alrededor de 100-150 mM,

el exceso en la vacuola. Cuando Iz entrada de Nat en la célila supera la ¢

ncentracidn en el citoplasma aurenta a unos ni



1. Inrroduccion

. L
nara =l funcionamientc normal de los

envenenamiento idnico, dependiendo de s

el las de las hojas m
supervivencia de la planta

ay
cesarrcllen una f"espms’t& coordinada de los distintos ’cejidos ante si’t“raciones de estrés. Sin

T Aa? S omta s da on
21 € 128 Dielnat vy d GC SuUs

aerar plantas més (clerantes

sal, siendo aste carfcter transmisible a

H by

ucesivas generaciones de giantas El problema es que las plartas asi obtenidas presentan

ofras caracterfsticas no deseables, que Eas hace inviables para vso agrondmico, como una

3 3 A T 23 o o oy T s “a 73 13
recuccinen la exp“hsmn ceium;, qw se traduce en ung menor produccién. Es posible que €l

nivel celular v que se traducen en ’i@’iezancz?a en la j_saf‘ complete. Por tanto, la obtencién de

loniac e oA eT T 2y W SIS in ] < te £l i At
?fc.l"_-&b tolerante LSC}uie coun meer gniendimienic de 108 mMecanismos {I810I0EICOS,

cos a nivel molecular que estdn implicados en ﬁd"ptacmn y crecimienio

en condiciones de estrés. Hasta el momento el progreso en la obtencidn de cultives tolerantes

hz sido bastante mitado, ya que la relaciOn enftre mecanismos de tolerancia a2 sal y

[
2
2
o
=
N
Ry
€D
(2]
o
joviN
O
ﬁ;ﬂ«
o]
o
[
a
E\D\
4
[e3]
o2
@]
oo
o
&N

ento son aln poco conocides. En cualguie

mecanismos celulares gue pueden considerarse objstivos potenciales de manipulacién

= o~ -

genética para la obtencién de plantas tolerantes. Serfan mecanismos relacionades con

ce iones y compartimentacidn, sintesis de solutos compatibles, proteccidn oxidativa

y procesos metabdlicos que son especialmente sensibles (Yeo, 1998).

Le levadura Saccharomyces cerevisioe como sistema motielo.

¢ide, permitiende ané.ﬁ,is gene*{ices. Afics de invesﬁgacé"; han generado

»]
(&N
)

genclipss y numercsos marcadorss auxotroficos. Ademds Iz posibilida

I

con los elevados niveles de conversién génica en levadu

. "

imente genes silvestres por alelos

rados {CGuthrie ¥

N



1. Introduccion

2

os del genoma completo de la levaduma

ge'ﬁes y el estudic de su sxpresidn en determinadas

z.ﬂu Liiid

3 ¥ -

condiciones mediante los anélisis de ‘microarrays’. Por todo ello, la levadura S. cerevisiae ha

i

eneralmente el organismo de eleccidén para el aislamyento y caracterizacidn de

cnentes gue pueden tener sus equivalentes funcionales en eucariotas superiores.

g levadurs S. cerevisiae 2l estrés osmotico. Ruta HOG.

la levadura he side ampliamente estudizdo, aungue enfocado

ente en el componente osmético. Para mantener la turgencia v la forma, le célula de

requiere una osmolaridad interna mayor a la del medio. iZn general, las células de S.

cerevisiae son bastante més tolerantes a altas concentracionss de sal gue ias T} lantas. Las

W303 ¢ YPH, de uso muy comiin en los laboratcric:, son capaces de crecer a

concentraciones de hasta 10% (1.7 M) de NaCl. S¢ necesitan concentraciones de sal g

encima de 0.3 M para someter 2 las células de levadura a estes csmdtico (B

Hn estas condiciones, lo primero que ocurre es una répida pérdide de agn

3 1

se compensa por salida de agus de la vacuola. Més tards der:

¢ L)
;,...‘
C
g
£

olicerol en el citoplasma a concentraciones molares (Varela er 4, 1996).

o trehalosa, pero el mecanismo més estudiado es el de

n de glicercl. 8. cerevisiae acumula glicercl a concentraciones intracelulares de I-

como respuesta a estrés osmdtico. Puede tomarle directamsante del medio por difusién

2siva o sintetizarlo. Ambos procesos estén regulados a través de una cascada de sefiales que

por un estimulc externo y cuyc resultado més siznificativo es la activacidn

>
transcripcional de GPDI, gue codifica el enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. A esta

cascada de seflales se le denomina ruta HOG (por High Osmolarity ﬁﬁyc&&} y en ella

I

e proteinas kinasas de tipo MAP {V fitogen Activated Protein). Cuando

levadura 8. cerevisiae se expone a condiciones de alta osmelaridad externa, se desencadena

da de sefiales gue se iniciz con Ia percepcidn del esirés a nivel de membrana y

T

12 expresidn de GDPI. Los elementos que componen la cascada se muestran €n

Ty 7 Coalat fgarym B
Hsg7s. El gripo fosfato se transfier

C D
i)

1 2l dominio receptor y posteriormente 2 la protefna dnasa Sski, que permanece

inactivo en estado fosforilado. En estas condiciones, se reprime e produccidn de gl:?ceml En

Sod am % : T ] oy in 1o £ o
tz osmolaridad, se inactiva SInl y se acumuza la forma active de Sskl

-l

activando a su wvez 2l par de serina-treonina Kinasas SskZ v SskZ22

-

K, que a su vez estimulan la fosforilacién de la tirosine de Hogl (MAPK) 2 través

de PhsZ ( ‘Am{K Probablemente Hogl regula un factor de transcripcidn que confrola la
expresidn de GPD1, correspondiente al enzima glicerol-3-fosfato deshidmgmasa, Hste

G



>

1. Introduccicn

iy

Osmosensores

MAPKKK

MAPKE

)

o de Iz rute HOG de 8. cerevisioe, Dos osmosensorss estim
s y por distintos mecanismos upa cascada de MAP kinasas. Los
tos indican estado activo; los punteados, estasdo inactive. P

7

{Posas et al. 1996).




! Introduccitn

Las dos vigs de activacion podrian estar difererciadas en la en ia

| grado de osmiaridad a 1a que responden (Maeda ef al., 1994, 1995, Posas ef
$S7, 1998). En la levadura 8. cerevisiae se conocen otras cualro rutas de MAP
egulan de forma mdepcz‘ iiente la respuesta a femmonass creciriento en

orulacidn e integridad celular. Es posible queun 1

54

uta sin gue haya interferencias enfre ellas como

’x

= ¢l caso de

MiSmo componernte 1}21"”"‘ ipe

y 5te50

+ 1
Stell

Hn plantas parecen existir varias rutas que responden a2 esirés osmético causado por
e sal. En a’igu‘ias ge ellas interviene la hormona de
estrés dcido abscisico {ABA). Otras rutas son independientes de ABA v podrian ser cascadas

es a1a ruta HOG de levaduras.

En Ambidap sis thalia

Fied COT ﬁMu;BiO 85

ha descrito el gen ATHK] que codifica una histidina kinasz de tipo hforido. Hsta protefna
nes transmembrana en la mitad amino terminal v dene similitud estructural al

1

vadura Sinl.

Athkl ccmp’ﬁemenié al &

ensores AslnlAshol, suprimiendo la letalidad en medio con 2lte salinidad vy
olaruta BOG (Urao et as’a,, 1899,
stasis de lones en 8. cerevisice.
Ademés del efecto inhibitorio debido al estrés osmtico, altas concentraciones de Nallen
el medic reducen el crecimiento de la levadura debido & efecto
Concentracionss equivalentes de KCl no tienen un efecto tan g.sijudici“i i

altas concentraciones de Na™, y ne de C- ¢ de 12 hipertonicidad del

medio. La texicidad cel sodio parece ser debida a que interfiere con sitics de unidn para
otros cationss fisiold g cos como K+, CaZt o Mg2+. El K* es el cetién preferido por la céluls,
e unién de Mg2+ v actlia tarrbién como osmolito para ¢

a turgencia celular (Serrano, 1996, 1999}-. For tanto las células deben

5 -

T, evitando la entrads excesiva de Nat

- . "

Los iones, al estar hidratados, no p" eden

H

1ok

la dobl

-

@)

.

ser camias, f;ransp@ﬁaé&es s

res primarios. El paso de solutos a fravés de la

or
O

directa o indirectamente, por la HT-ATPasa, que 1ot

con gasto de energfa, dejando el interdor de la célula cargada n
exterior. De esta manera se forma un gradiente termodindmico

cap
e lugar mediante

ecundarios (

Hipfdica hidrofdbica de las

2]

fanyen

transportadores

a8 ¢

‘carriers’y v b o

membrana plasmética est

ra protones
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3
)
o
&
o
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o
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1

eléctrico (potencial de membrana) y el gradiente quimico. El pasc de
gL

2 otro de lz membrana depende de este

e
nsporte pasivo a favor del gradiente electrequimico del ion permeads.

1

Los transportedores secundarios acoplan el pasc en contra de gradiente de un soluto con el

5

pase a favor ce gradiente de otro va sea en el mismo sentido (“zm sorie) o

(antivorte). Las bombas utilizan energla metabllica para el ransporte en confra de gradients

(Niu er al, 3995) En condiciones fisiolégica tlpicas, la corcentracién de iomss en &
mM K+, 1-10 mM Na* v Cl, 1 mM Mg?*, 10-200 nM de Ca2¥ y |

W protonies (pH neutm) (Niu e al, 1995, Serranc 1999). En condiciones normales de

crecimisnto, tanto el Cl- como el KT estén préximos 2 su potencia de eguilibrio, misniras que

los fones Nat v Cas™ tienen una fuerte tendencia a entrar al interior s

El K7 es un elemento indispensable, que la célula debe acumular 2 veces en contra de
grediente. Bn la levadura se han identificado las proteinas Trkl v TrkZ come los principales

medisdores de toma de K*. El gen TRKY codifica un fransportacor de K+ adaptado 2 tomar
e cetidn en diferentes condiciones nulricionales, adaptando su afinidad por X7 a2 las

concentraciones extracelulares existentes. Pars ello debe cambinr su Xy de valorss en el
m

rangor

o 3 I gt TRAOT A < T A e e
asta afinidades de 20-30 pM. La Viggy también varfa, dependiendo del pH

contenido de K+ de la célula. El gen TRKZ codifica un segundo transportador de K+
relacionado estructuralmente con Trkl, aungue el valor de su Km es mayor que el de Trkl v

- 5 - e Y'_q-v\ K o T o 3 ot
Su Vg 08 menor. En ausencia de Trkl v TrkZ2, Iz célula de levedurs aln es capaz de tomar

s s A +3 . oy
85T ecit oa, 4 Taves o2 distintos fransportadores.
fx

< 4 < - - < -

Heia toma de KF es de baja afinidad y podm’a estar asociada ¢ la hiperpelarizacidn de la

by

el

morana chservada en el mutante AwklAwk2 (Madrid er al., 1998). Ademés de Trkl v

han descrito otros transportadores de K¥ en 8. cerevisice. Uno de ellos es un canal
or de salida de K™ gue se activa por despolarizacidn de |2 membrana, codificado por

E/YKCI/YORK. La expresidn constitutiva de este ger aumenta la

en un mutante Atrk/ Afrk2, por lo que en determinadas condi
terior al interior de la célula (Fairman ef @l., 1999). Tambi
an’iizf@‘t ador K*/H+ codificado por el gen KHAIL,
ma v una mayor acumulacién de K¥ intra

ad metabdlica (Ramfrez ef al., 1998).

ustitwir al K¥ en ciertos casos. Asf se ha comprobado gue en S
cuando ¢l K™ no es limitan'e, pero puede recuperar €l

aric
\ @ﬂ celular v el crecimiento cuando el K7 es Himitante. Quizé sea ésta




1. Introduccion

Ngt citoplasmético se hacen demasiade elevados en relacién al K, 1a célula imita su entrada
finidad del transportador de entrada de K¥, y pons en marcha un mecanismeo
de Nat (Rodrfguez-Navarro, 2000). En S. cerovisige la expulsién de Na®

ran medida del gen ENAL

El gen ENAT codifica una ATPasa (tipo P) de la membrana plasmética cuya funcidn es la
expuisidn de Ne™. Es el primero de un tdndem de 4 6 5 genes, dependiendo de [a

a
ENAZ, 3 y 4 son constitutivos y con un bajo rivel de expresién, ENAI se

v -

, Li* y pH alcalino. Bn ausencia de ENAT 1a levadira se hace sensible a Nat y

! fenotipo més acusado si se eliminan ademés Ins ofros genes del tindem

s et al., 1993). La mutacién en ¢l gen ENAT tambiér produc

T - 7

1 de K*. Esto sugiere que ¢l o

;\'J
[ay]
£
(@]
hy
(D\

iendo incrementada por la

T x I

mién interviene en la expulsién de K+ {“am et gl., 1991). Gtro mecanismo de expulsién

—

de Ng™ presente en S, ce;*evisfae es Nhal, un antiportador Na*/r*, descrito por primers vez

en Sc,s%zz{;g charom jCéS pombe v el que se denomind SodZ (Jia er al, 1992). En S

S’\
(b

se identificé el gen NHAI, cuya disrupcidn produce ur aumento en la sensibili

a Net y Lit de células silvestres (Prior ef al., 1996). NHAI codifica un antiportados

ana plasmética, que media no sblo el transporte de Na™ sino también de Z.i

-

cambiando estos cationes por protones. El antiportador Nhal tiene una dob

s z

ide externo Nhal pmﬁcépa en la regulacién de la concertracidn interna de cationes

prmoms a2 fravés de la membrana plasméfica como Iz

L, .
Frriprra ot '«Z
& ESULVAN-UY

eliminar, en casQ necesario, iones MNat o KT exnedentes en el citosol de Ias

nta, posiblements cuardo el pH externo estd en &l

B

. cerevisize, Nhal contribuye en el tamponamiento del
Na* pera tomar protones. En relacidn a tolerancia 2 Nav,
ementaria 2 la de Enal. Cuando el oH exterior

e

8
ad y la expulsién de Na* depende de Nhal. 811 embargo cuande el pH es

ividad de Nhal y aumenta la expresién de Eral, por lo que la salida de

fiuelos ef al., 199R8). Se ha identificado ¢tro antiportador Na™/HT en
codificado por el gen NHXI y parece estar localizado en la membrana
PV

o L b mi A e Dot In 1 il Tormby b
2 compartimentacién de Na n el interior de la célula. También

L

0

parece contribuir al mantenimiento del pH citosélico porque la acidificacién del citoplasma

desencadena la acumulacidn del mRNA de NAX 7 (Nass ez al., 1697, 1998,

En resumen, para mantener un contenido intracelular de Na™ que permitz la supervivencia

en medio salino, Ia levadura 8. cerevisiae debe por un lado, limitar 12 entrada de Na™ mediante
iz regulacidn de Trkl y Trk2, v cuando la concentracién de Ma* en el inlerior sobrepasa

iveles, debe aumentar la salida al exterior celular mediante las Nat-ATPasas
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Enal-4 & el antiportador Nhal, o bien acumular Na™ en compartimentos intracelulares gracias

wiador vacuolar Nhx 1.

93

£ B -
= a través de la membran

crn e v
2 H-ATPass, codificada

por una familia multigénica, cuya expresion estd regm”?a por inductores gquimicos

Lt

uyendo NaCl. En la membrana vacuolar el gradiente de protones es creado

1a] . : i+
la pirofesfatasa cel tonopissto. En condiciones salinas

Fa

en regular el contenido de iones en ¢l citoplasma, en particular CI- y Nat. Bl

i6n Nat tene tendencia a entrar en la célula de forma pasiva, a favor de su gradients

. No ocurre lo misme con el T, que debe entrar en contra de gradiente. Hl

transporte de estos iones debe ser considerada en dos contextos celulares: después del

y tras el reestablecimiento de la homeostasis i6nica. Inmediatament

[
(o}
D
W
rch
TN
&)

n de un estrés saling, ol gradiente electroquimics de IIT se ve alterado. La

2 ¢l potencial de membrana, facilitando [a entrada de T g favor

de gradiente. Se ha f*‘t‘:}izcado un canal de aniones en este flujo pasivo. Sin embargo, cuando

equilibrio y el potencial de membrana vuelve a ser de -120 2 -200 mV, Ia

entrads de (1~ tiene lugar probablemente mediante un simporte CI/HY (Hasegawa et al.,

I Tatata N

200C). Bn o gue se refiere 2l Na*, su entrada ccurre a través de los transportadores de K+

£

Hn plantes se han identificads varios (transportadores de K- por complementacién de
mutantes trk de 8. cerevisiae con librerfas de ¢cDNA de plantas. Se pueden di
tipos: (1) Hktl, con homolegfa con el transportador Trk de leveduras; (2

5

portador de K* de alta afinidad (High-Affinity-K= transporter) v (3)

Y

{Rodriguez-Navarro, 2@@6‘} Parece que la entrada de Na¥ tiene lugar a través de Hktl vy los

™

de X7, Rubio er ¢, (1995) demostraron que Hktl es ua cotransportador K*-Na*

Baias concentraciones de Na™ estimulan el transporte de K* por HKT! expresado en
sistemas heterdlogos. La enfrada de INa* a su vez se estimula por K*. Sin embargo, altas

[
(3

cncentraciones de Nat inhiben la entrada de K en oocitos, 1o gue sugiere que HKT1 podifa

ser una via de entrada de Nat en células de plantas en condiciones de alto contenido de Wa™

2.

en el exterior. Los canales de K* pueden ser rectificadores de corriente, que transportan K+

nterior (inward-rectifying channels) o al exterior de Ia célula (cutward rectifying channels); o

bien canales independientss de voltaje. Hay canales como AXNTL de A. thaliana (canal

r de entrada de K¥) que tienen un alto grado de selectividad por X+ en condiciones
, §in embargo podrian mediar 2 entrada de Nat cuanro aumenta la concentracion

en el exterior (Blumwald er al., 2000).

S
)
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5l exceso de Nav en el citoplasma de Ia célula se debe expulsar mediante un proceso
activo, en contra de su potencial electroquimico. En varias especies de plantas se han
encontrado antiportadores Na*/H™ de membrana plasmética que median la salida de Na* &
exterior. Otra posibilidad es aprovechar el Na*t como osmolito, acamuléndelo en el interior de
compartimentos intracelulares, fundamentalmente Ja vacuola. A3, se ha visto que plantas
acumulan grandes cantidades de Na™ en la vacuola. Se han identificadc

iantas Capaces de com ?ﬁ mentar a un mutante en el anti

(WNhx de levadura {Q nterc et al., 2000). La sobreexpresién de una de estas protefnas
tolerancia de ﬁmhaopszs confirmande a funcién del trapsportador en la
entacién de Nav (Blumweld er ¢f., 2000).

1 e 33T
1.8, REUTing.

Calcinsurina se purificé por primera vez de tejido cerebral bovino y se describid como una

. que une calmodulina y cuatro Ca?* por mol de iis‘mra con gran afinidad. Su

nombre refisia 12 propiedad de unir dtomos de calcio v su abundancia en el tegjido nervicse

{(Kleg er al., 1979). Cafécmemin&, o protefnz fosfatasa 2B (PP2B), es una de las cuatro clases

&

fatasas especificas para fosfoserina/fosfotrecnina que se

sibilidad a inhibidores v el requeriniento de cationes divalentes

T

zicineurina es la Unica protefna ‘osfatasa conocida que esté

reguiada especificamente por Caz y calmodulina. Hsto sugiere Cue calcineurina podria tener

cl importante en la mediacién de los cambios en el estado <e fosforilacién de protefnas

PN e e T 3 - o o ot iIn g P wile
on *bgvﬁbua 2 fluctuaciones en la concentracidn de La2+ infraceluiar.

3 1202

Celcineurina es un heterodimers formado por una subunidad catalftice, calcineuring A, y

una subunidad reguladora, calcinewrina B. La subunidad A (Cn/y) une calmoduling con alia

en presencia de Ca2+, v 1a subunidad B une cuatro dtomos de Ca?+ de forma directa

. La subunidad B (CnB) es similar a calmodulinag en su secuencia pr

estas protefnas no son funcionalmente eguivalentes. CnB permanece fuertemente asociada a
nA tanto en presencia como en ausencia de Ca2+. Bn ausencia ce CaZt, el comp
parcialmente activo si se afiade Ca?+. La adicién de Ca?" y calmodulina

ar al enzima totalmente active (Klee ef al., 1988). La unidn de Ca2+ a CnB
actividad s@sfa’casa de calcineurina, pero esta actividasd es baja comparada con la

€ ¢n presencia de Ca2+/Cal. La unidn de CaM incrementa 18 Vi.... mieniras

FELEAS

gue iz suounidad CnB disminuye la K, por el sustrato, con un menor efecto sobre la Vi

del enzima (Perrino ef af., 1993).



1. Introduccion

Unidén Unién
Catalitico CnB CaM Al

Figura 2. (A) Complejo activo calcineurina. Cna representa la subunidad catalitica,
Cnb la subunidad reguladora y CaM es calmodulina. Ls circulos oscuros representan

atomos de Ca?* unidos a CaM y CnB (B). Dominios funcionales identificados en la
subunidad catalitica (CnA) de calcineurina. La regién amino terminal contiente el
dominio catalitico con actividad proteina fosfatasa. Las cajas representan el dominio
de unién a CnB, a calmodulina y el dominio autoinhibidor (Al).

12



1. Imitroduccion

Celci una protefna bastante conservada y ampliarnente distribuida entre los
eucariotss, aungue su existencia en vegetales no ha sido demostrada de manera concluyente.
Genes que codifican para las subunidades A y B se han identifcado en levaduras, hongos

tosos, protozoos, insectos y mamiferos (Rusnak y Meriz, 2000). En plantas, una

na fosfatasa con caracteristicas biogufmicas similares a las de calcineurina

T 1

ue regula la entrada de K+ (Luan er al., 1993) y Ci2* (Allen, 1

estomas deVicia faba . Bn mamiferos calcineurina “iene un papel esencial en la

linfocitos T, siendo el blanco de agenies inmunosuprescres como

FK506 que se utilizan en el tatamientc del rechazo de Srganos

Para que los linfocitos T se activen y proliferen e: necesaric que se expresen
genes de respuesta inmune como el de interleukina 2, a cuyo promotor se unen los factores

Liveral, 1991b; Clipston ¢ 892). En presencia de un

T
°
=

una cascada de sefiales en los linfocitos
o) se unen a calmodulina, dando lugar & la
fosforila la subunidad citopl

ita en la Hberacion de WEA
omo activedor transcripcions

uestra un modelo del funcionasr

s

activacién de protefnas NFAT. Los inmunosupresores ciclosporis
pr £
o con la actividad calcineurina. Pare ello forman complejos con
y bastante conservadas, llamadas ciclofilinas e inmunofilinas.

ilina A v FK506 a la inmunofilinn FKBP12. Cérdenas et al,

el de las ciclefilinas e inrnunofilinas en condiciones

idad calcineurina.

pecifica para arginina, Hubbard er «l, (1989) identificaron cuatro dominics bien

ferenciados en la subunidad catalftica CnA de la calcineurina bovina: (1) una regidn
Zona amine terminal, us;gy similar a protefna {osfatasas tipo 24, (Z) un sitic de

~ k

} un sitio de unidn de ceimodulina y (4} un dominio

ibidor en el extremo ca /boxik} {P}'g”@fa 2). Este dominio zutoinhibidor funciona como

idor competitivo que se une al sitio activo del enzima. Aparentements, la unién de

] E ¢ 1

M a CnA activa calcineurina al éespiazar al dommnic autcinhibidor. Asf

ie los dominios autoinhibidor y de unién a calmodulina produce una calcineurina

constitativamente activa iz vitro, en ausencia de Ca“*/calmodilina. Es posible gue este

o autoinhibidor regule no solamente la actividad catalitice sino también Iz asociacidn

dependiente de Ca?™ de calcineurina con el complejo FK506-FK 3P12 (Parsons ef ¢l., 1594).

13
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Estimulaciéon
Células en reposo  g— >  (Células activadas

Fin de estimulacion/inhibicién

kinasa(s)

) kinasa(s)
citoplasma

nicleo 4 kinasa(s)

Unién a DNA, interaccion con AP-1

Figura 3. Modelo de activacion de proteinas NFAT por calcineurina. (1)
NFAT interacciona con calcineurina (CnA y CnB, naranja) y es retenido en el
citoplasma por un complejo de otras proteinas (amarillo) en células T en reposo.

En ausencia de un estimulo por Ca2t, el dominio autoinhibidor de CnA bloquea el
sitio de actividad catalitica de CnA y calcineurina permanece inactiva. Las
regiones funcionales identificadas en NFAT (verde) se denominan TADn por
dominio de transactivacién N-terminal (N-terminal TrAnsactivation Domain),
NLS por secuencia de localizacién nuclear (Nuclear Localization Sequence), DBD
por dominio de unién a DNA (DNA Binding Domain), y TADc por dominio de
transactivacién C-terminal (C-terminal TransActivation Domain). En estado de
reposo, la fosforilacién de las proteinas NFAT enmascara NLS y los residuos en
DBD que contactan con el DNA. (2) La unién de calmodulina (CaM, rosa)

estimulada por el incremento en calcio intracelular ([Ca2* i) produce un cambio
conformacional en calcineurina que desplaza el dominio autoinhibidor del sitio
activo. La calcineurina activada desfosforila NFAT. (3) La desfosforilacion
produce un cambio conformacional en las proteinas NFAT que expone NLS y los
residuos que contactarin con el DNA, resultando en su importacion al niicleo e

incremento en la actividad de unién a DNA. (4) La retirada de Ca>* o la inhibicién
de calcineurina da lugar a refosforilacién de las proteinas NFAT por kinasas no
identificadas. La refosforilacién de proteinas NFAT las devuelve a su estado
original en el citoplasma (Adaptado de Rao, LLuo & Hogan, 1997)

14



1. Introduccion

En S cerevisiae se han encontrado homdlogos a la calcineurira de mamffercs. Los genes
CHNAI v CNAZ codifican para dos isoformas de la subunidad A (Liu ef al, 1991) v CNE]

su
12 sintesis de la subunidad B (Kuno ef gl, 1991). Bl tamafis de 1
B i

a
kD2, Cna? tiene 64 kDa y Cnbl, 16 kDa. Cyert ef al, {1991, 1992) obtuvieron mutantes

—

carentes de una calcineurina funcional. Estos mutantes eran viables, pero incapaces de

v el crecimiento si eran expuestos de forma continuads a la feroroona factor o

en G1 concluyéndose por tanto gue calcirsurinag era necesaria en &l

csensibilizacién de las células a la feromona (Cyert ef af, 1991, 1992). En

atorio y en otros (Nakamura ef al., 1993} se han erncontrado evidencias de que

-

2 Iz tolerancia a Nat en la levadurs 8. cerevisige.

a

ipcién de tipo bZip.

hd

Las sefizles generadas por la célula cuando recibe determinad

una respuesia adecuada a cada caso, por ejemplo mediante cambics en la expresién de ciertos

J

genes mediados por factores de framscripcién. Un grupo mportante de factores de
transcripeidn regulados por sefial son las proteinas denominadas bZip, llamadas as{ por los

+

onservados bésicos de unidn a DNA (B) y de cremallera de leucinas (Zip) para la

),_»4
“}

dimerizacién. Estos factores GSOMCE ficos de secuencia tienen una sstructura modular

consiste en dominios claramente diferenciados de (1) unidn a DNA, (2) dimerizacién v (3)

activecién de la transcripcidn. Los miembros més estudiado de esta superfamilia son las

protelnas AP-1 (Jun/Fos) y CREB/ATFE. Las primeras controlan 12 expresién génica mediante
¢ J

=

.

| elemento de respuesta a TPA (12-0-tetradecancylphorbol-13-acetate), denominada
7

mas se unen zl elemento de respuesta al AMP cclico (CRE) (Karin er dl,

AP-1 se definid originalmente como actividad de unidn 2 DIN A gue reconoce el elemento

de respuesta TRE vy es responsable de [a induccibn tr anscﬁpci@ﬁas de un nimerc de genes en

lz activacién por la protefna kinasa C (PKC). Posteriormente se reveld gue AP-1

1

te en una coleccién de factores de framscripcidn estructiraimente relacionados gue

rterecen 2 las familias Jun v Fos, gue se asocian para formar unag variedad de homo
9

e
hes

heterodimeros, todas capaces de reconocer TRE. Como todos fos miembros de la familia

bZip, los componentes de AP-1 deben dimerizarse antes de la unidn a DNA. Las protefnas

unen DNA tanto como homodimeros Jun-Jun como heterodfmeros, mientras gue ias

protefnas Fos deben heterodimerizarse con una de las protefnas Jun, ya que no pueden formar
Cimeros Fos-Fos estables. Debido 2 su mayor estabilidad, los dimeros Jun-Fos exhiben més
actividad de unidén a DNA y capacidad de transactivacién que lcs espondientes dimeros

ce
n. Diferentes combinaciones entre rotefnas Jun vy Fos dan lugar 2 dfmeros con

tas actividades, aunque la especificid d por la secuencia parece ser muy similar. Todos

ek
(%4
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a
M

fmeros supuestamente contribuyen a la actividad AP-1 y participan en diferente grado

cién por estimulos extracelulares. Debe considerarse a ks como
eros nucleares gue median la accidn de rutas de transduccion de sefia timuladas

factores de crecimiento, hormonas, citokinas y neurotransmisores (K rin et al., 1992).

ranscripcional por estrés.

. cerevisiae el factor AP-1 mejor caracterizade es Gen4, que activa de

\ansczipcéén de al menos 40 genes e1 respuestza 2 hambre de

unstancias ambientales (Fernandes ef ai, 1997). Otros factores de

e
-1 son Yapi y Yap2, que estdn involucrados en rnecanismos de resistencia a

P
o im e g o f e
LELECTDCI0N AT

2
3z

oga y metales. La sobreexpresién de cualquisra de las dos protefnas da

drogas como cicloheximida y tolerancia a niveles normalmente tdxicos de

como Cd y Zn (Wu er al, 1993). Mw:acisﬁes en YAPI o YAFZ producen

dad 2 agentes oxidantes como HpOp (Stephen er al, 1995). Los factores de

tremscripcidn tipo AP-1 reconocen y se unen a las secuencias TCACTCA (en algunos casos

TTACTAA) en el promotor de los genes que regulan (Fernandes ef af., 1987). Sin embarge,
s e‘i \ 5 7 5

Yapl parece estar también implicade en mecanismos de respueste general do
lz transcripcidn a través de la secuencia de reconocimiento STRE (CCCCT), aungue de

16



2. Maoteriales y Métodos

LES Y METODOS.

2.1. MATERIALES.

oductes guimicos y bigguimices.

T Ac . b S AR, S - In loe 5 e T at £yt
Frn este trabajo se han utilizado reactivos procedentes de las frmas Difco Laboralories

UL, Merck (Darmstad,

=T
[
A

A
berg, Alemenia) y Sigma Chemical ce. (St. Louis, 2

ade Sigma. LaTag [ DN A p@ﬁmerasa se obtuvo de

1

boratoric (Pluthero, 1993
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e
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marcaje radiactivo de DNA proced{a de Boehringer Mannheim GmbH. El ld

T

de secuenciacién de United States Biochemical Corp. y Promega 3iotech.

2.1.72 terial biclégice.

as es‘iirpes DH3o y XL1 - Blue (Tabla 3) de 12 bacteria Escherichia coli

n
narciaimente congénicos 2 GRF167 vy de talo opuesto. Para ello se cruzd GRF167-b con Ea
estirpe BWG1-Te (MATa, adel-100, ura3-52, lew2-3,112, his4-519 GAL™), y luego se

n retrocruzamientos, seleccionando siempre segregante:r con las caracterfsticas de
, alguno de sus mutantes. En la Tabla 3 se describe alrunas estirpes utilizadas en

et
-3



2. Materiales ¥ Métodos

: 1. Relacién de cepas de 8. cerevisige utilizadas en esta Tesls.

GENOTIPO REFERENCIA
BWGI-Ta MATa, adel-100, ura3-52, leu2-3,112, his4d- Becker & Guarants
S5I9 GALx (1991)
DRY745 I n rsn "o R
L5 X730 MATo, ura3-52, his3-Al, leu2-3, feu2-112, %

fﬁﬁf—489
MATa, his3-11, leu2-112, trpi-1, adeZ-I, Matheos er al. (1997
ura3-1, [Al(tenl ) :G4I8]

MATa, thrd &)
MATe, thrd, arg3 )
Ci9 MATo, Bis3-11, leu2-3, leu2-112, trpi-1, Quinteroeral (1996)
ade2-1, ura3-I, [Alenal-4)::HIS3]
MATa ura3, kis3, GAL~ {c)
MATa@, wra3, his3, GAL* Esta Tesis
Mata, aa’&2 I, canl-100, his3-11, 5, leu2- Huetal (1994)

3,112, trpl f ura3-1, g&(pcz?ffj LIEUH
MICYS-22 MATea, ura3-52, lys2-801, adeZ-101, trpl- Cyertet ai. {1991)
A6, his3-A2Z00, Eef/rZ ﬁZ
[Alenal ) URAZ his(G]
MCY-400: MATa, ura3-52, lysZ2-801, adeZ-101, trpl- Cyerteral (1591}
AG3, his3-A200, leu2-Al, [Alcnal)::HIS3].
MOYI00-14A:  MATa, ura3-52, Iys2-801, ade2-101, trpl- Cyert ef af. (1991)
AG3, his3-4A200, feuZ-AT,
[Alenal ) ) URAZ BisG, AlcnaZ)::HIS3 f
MATq, ura3-52, his3-Al, leu2-3, leyz-112, Dezoeral (1991)
irpI-289, [AMenal-4)::LEUZ]
MATO, ura3-52, his3-Al, leu2-3, len2-112, aroeral (1593
110 1-289, [Aliri] ) LEU2]
MAT, ura3, leul, trpl, his3, ade2-1, canl- (&
00, {A{e;wf—ﬁj"'LEJZJ
MATa, ura3, leu2 , trpl, his3, ade2-1, cani- (&)
00, [Aenal-2): LEUZ]

TE1Z 173 2 7 3 ooy Haro er gl S0

hla MAToural, trpl, his3, ade2, [Alena i-4) Tarceral (1893)
SLEUZ Akl j LEUZ)

WEOE-1A MATa, his3-11, len2-112, trpl-I, adeZ-1, Weallis et al (198%)
ura3-1

37203.10 . e m S Wallis of o] (1080

W303-13 MATa, his3-11, leu2-112, trpi-1, ade2-1, Wellis et al (1989)

urn3-1
MATa, ura3-52, Iys2-801, adeZ-101, trpl- Sikorski (1989)
AB3, Bis3-A200, leu2-AT

tein D, Department of Biology, Massachusetts Institute «f Technology, Cambridge,
138,

z Calderén L, Dpto de Genética, Facultad de Biclogla, Universidad de Sevilla.

G., Whitchead Institute for Biomedical Research, Massachusetts Institute of
m@gy? Nine Cambﬁdge Center, Cambridge, MA 02142-1479.

guez Navarro A., E.T.S. Ingenieros Agrénomaos, Universidad Politécnic

de
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2. Materiales v Métodas

irpes obtenidas en el laboraterio.

i

ESTIRPE GENCTIPO

MATg, adel, leuZ, ura3, GAL*
MATa, adel, ural3, GAL®
MATa/MAT e, adel, leuZ, GALY
MATa, lew?, vral, GALY, cnbl
MATe, leuZ, ural, GAL*T

MATe, leu?, ural, GAL*

MATa, his3, EeuZ, ural, GALY
MATa, fen?, ura3, GAL" nlsZ
MATa, adel, leuZ, ura3, CAL*, nis2
MATe, leuZ, ural3, GAL+, SS§Z27
MATa, adel, leuZ, ural3, GAL+, 58521
MATa/TAAT, ural, GALT, cnbl, nls2

JP8 MATa/MATq, his3,ura3, GAL*, cnbl,
[Alenbi ) HIS3
iP9 MATa, ura3-52, 1ys2-801, ade2-101, trpl-£63  YPH4A9S
kis3-A200, leu2-Al, [Afenbl)::HIS3] -
MATa/MATo, his3, ura3, GAL®, nls2, S810x JPLI
[Aenbl)::HIS3]
MATa, his3, ura3, GAL*, [Alyap4)::HIS3] GRF1672
MATe, his3ura3, GAL*, [Aced3): URAZ] GRF1676
MATe, his3, ura3, [ Alyapd): HIS3], P11 x IP12
[Afcad3 ) lUURAZ]
MATa, his3, ura3, [Alyapd)::HIS3], JP1Ex IP12
[Alcad3 ) URA3] ‘
IPi4 MATo, ura3-52, his3-Al, lenZ-3, leu2-112, DBY746
) frp1-289, [Alcnbl)::HIS3]
JPLS MAT e, ura3-52, his3-Al, leu2-3, leu2-112, DBY740
trpl-289, [Alhogl)::TRPI1]
TBiE PR p - . et T
LG MATe wra3, his3, leud, trpl, [Alenbl)::HIS3;, P15
i [Alhogl)::TRPI]
ey MATo ura3-52, his3-Al, len2-3, leuZ-1 DBYT46
h trpi-289, [A(bcy): i HIS3]
Ip18 MAT, #7a3-52, his3-Al leu2-3, len2-112, ~ RHIS
trpl-289, [A(cnbl ) HISS], [Alenal-4)::LEU2]
AR MATw, ura3-52, his3-Al, leu2-3, leu2-112, REZ
trpl-289, [Alcnbl)::HIS3], [A(trki): J]UZ
MAT, his3, ura3, GAL®, [Alcnbl ;i HISS GRF167o
S22l MAT, ura3, tvpl, kis3, adeZ, [Alenal - IElZ
. 4)LEU], [Atrkl J:LEUZ), (Menbl)=BIS3]
P2 MAT e his3, ura3, [Alyapd)::HIS3] GRF167b
IPZ3 MATa, his3, leu2, ural, GAL", IP5-1b
[Afcnbl ) HIS3)
JF24 ’fAT@, his3-£1, len2-112, trpl-i, ade2-1, uraZ- W303-1A
I [Afenbl ) HIS3]
JEes MATQ, kis3-11, leu2-112, trpl-1, ade2-1, ural- W303-LE

1, [Alcnbl)::HIS3]

D
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2. Muateriales vy Métodos

P8 MATG his3-11, leu2-112, trpl-1, aded-1, urai- 30318
I, [Alyap4)::HIS3]
P27 MATa, his3-11, leu2-112, trpl-1, adeZ-I, uraZ- W303-1A
i, [Mhogl):TRPI]
1PaE f/"/ﬁ) o, his3-11, len2-112, rpli-I, adeZ-1, ural- W303-18
I, [AMhogl):TRPI]
JPZ8 MATx, his3-11, leu2-11Z, trpi-1, aﬂeZNE, pras- W03-1B
I, [A(cnb1): HIS3], [Alhogl)::TRPI
P30 MATa, his3-11, leu2-112, trpi-1, ﬁﬁeZ—f, uras- W303-1A
I, [A(fks2): - HIS3
P31 MATa, his3-11, leu2-112, trpl-1, adeZ-I, yras- W303-1A
_ I, [Alyap4)::HIS3], [A(enbl): HIS3] o
232 MAT o kis3-11, leu2-112, trpl-1, adeZ-1, uraZ- W303-13
1, fAlyap4)::HIS3], [A(cnbl):.:HIS3]
JP33 MATa, his3-11, leu -112, trpl-1, ade2-1, ura3- W303-1A
1, [Alyap4)::HIS3], [Alhogl )::TRPI]
P34 MATq, his3-11, leu2-112, trpl-1, aded-1, uras- 7303-15
I, [Alyap4):: HIS3], {Alhogl):: TRPI]
JP35 MATe, his3-11, leu2-112, trpl-1, ade2-1, uraZ- DMY14
I [Mtenl)::G4I8], [Afyapd): HESE’F
MATa, his3, ura3, [Alpmrl)::HIS3] GRF1672

MATa/MATo, his3-11, leu2-112, trpl-1, ade? W303
I, ura3-1, {Alcnbl)::HIS3]

& MATq, Ris3, ura3, GAL*, nis?, 5510
[Afcnbl)::HIS3]

3. Relacién de cepas de E. coli utilizadas en esta Tesis.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA

DSy supE44 Alae U168 (80 LacZAMIS) hsdR17 Hanahan (1583)
recAl endAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Xii-Biue supE44 hsdRI7 recAl endAl gyrA46: hi Bullock ef ol {1987

rela ! lac
F' [proAB+ lacli lacZAMIS TnlO(ter )]
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2. Materiales vy Métodos

A or
wedds o

os y condiciones de crecimiento.

Is) Vi *
2.2. 1. I.Bacterias

Tas bacterias se crecieron en medic LB (1% Bacto-Trrptona, 0.5% extracio de

r.\
[N
jos
w
[¢]
)
&
3
o

levadura v 1% NaCl). Para solidificar el medio se afiadié 15 g/l . La esterilizac

)
D

lzvands 20 min a 120°C v 1 atmédsfera de scbrepresi¢m. Para preparar células

cCOT m“*c.‘ﬂ i3

L et

s se crecieron las bacterias en medio W (2% Bacto-1ryptona, 0.5% extracto de
). 15 mM MgSO, v 10 mM KCL

Parz seleccionar pldsmidos en las células bacterianas se afiedié 50 mg/L. de ampicilina

18]

nger Mannheim) al medio esterilizado y enfriado & =50°C.

conteniendo pldsmidos d= interés se afiadié 15% de

glicero! estéril g cultivos bacteriancs ¥ se guardaron a -70°C.

icas de manipulacidén y crecimiento de levaduras descritas en los
ink (1991} v Ausubel ef al. (1996}

Las ievaduras se crecieron a 30°C salvo excepciones, qus se indican en cada caso.
ecimiento rutinaric se usé medio rico YPD (1% extracts de levadura, 2% peptona

ificar el medio se afiadié 2% de agar. Cuando fue necesario el
smidos se usd medio minimo YNEBE (0.17% Yeast nitrogen base w/o

(NH4)2S0, , 2% dextrosa) al qme se afl

ra cada cepa a las concentraciones indicadas en Ausubel ef al. {1996). Para

sterilizado por filtracidn y afiadido al medio autoclavado y enfriado. El pH

. NaOH. Para preparar medic tamponado se utilizd

b
concentracién de 100 mM 73& afladiendo MES de una solucidn 1M hasta pH 8.0; o bien se

L.as sales, osmolitos y otros inhibidores del crecimiento utilizades en los experimentos

pu

de toierancis se afladieron ol medio de cultivo antes de 1z esterilizasidn en el autoclave cuando

™
ot



2. Materiales v Métodos

tacién o inactivacidr: por calor, el compuesto a

i T
ecimienic ag e

U

SLAD [0.17% YNB-AAS, 50uM (NH4),SO4, 2% glucosa] (Gimeno e

medic s0lide se afladi6 2% de agar previamente lavado en agua.

Pare el crecimiento de levaduras en condiciones de bajo niirdégeno se utiliz
I

zra inducir la esporulacién se usé medio SPO (0.1% extracto de levadura, 1% acetato

4

quido o solidificado con 2% agar. La temperatura de incubacién

fue de 30°C para cultivos Hquidos y =25°C para medic sélido. Antes de 1z esporulacién las
céluias se cultivaron en medic medio sélide YPD o medio de preesporulacién PSP (0.8%
extracto de levadura, 0.3% peptona, 10% glucosa), cuando se trataba de cepas gue

uthrie y Fink, 1991).

e glicerc! estéril a

2.2.%2. Técnicas de andiisis genético.
2.2.2.1. Construccidn de diploides.

b T

L.os diploides se construyeron por conjugacidn de haplo

e
yot
)
e
0
4
wn
0.
¢
o
E}‘J
o
[€a)
@]

V‘t ):
ot
e
il
e
o
A
o
3

placas con medio sdlide YPD. Se mezclaron en la superficie del medio células procedentes

la haploide parental, haciendo un cfrculo de =0.5 cm con

;,

incubd la placa a 30°C durante al menocs 4 horas para permitir la

2z

e
loides se seleccionaron por complemensacidn de auxetrofias. Se

¢lulas de la mezcla conjugante v se sembraron en pleca selectiva YNB més los

amincacidos necesarios que permitieran sélo el crecimiento del disloide.
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Z. Materiales v Métodos

T Tra Trriie don i e
L, 211 108 JOCUS Genonades

copies to the Lelt and Right of MAT). La estabil

ses de laboratorio (heterotdiicas) se debe a un gen HO delectuoseo; ia ;“iayaf:ia lievan

MLo y HMRa , por lo gue la introduccién de un gen HO funcional permite la

rconversidn de talos (Guthrie y Fink, 199:1},, Se tene asf la posibilidad de cambiar el talo
de levaduras de lzboratorio, obteniendo estirpes 1sogénicas qus se pueden cruzar con el

parental o un mutante, lo que permite estudios comparativos més orecisos.

nbiar el talo de una estirpe se transformaron célules con

ntiene el gen HO en un vector centromérico, con marcador uracilo. Los

sembraron en medio sélido YNB sin uracilo, y dieron lugar 2 colonias en
ue “32:@32;” mezcladas células a, o v diploides. Cruces con las cepas testigo F4 y F5
ntificar las que correspondfan al talo buscade. Fara permitir la pérdida del

Ty

O, los transformantes se sembraron en medio YPD y luego en placas con

rar 1g estabilidad del talo.

2.2.3. Técnicas generales de manipulacién de Acidos nucleicos.
Z2.2.3.1. Aislamiento de plismides.

z

La preparacién de pldsmidos amplificados en E. ¢oli se Hizo por el método
3132& 2l como se describe en Sambrook er al. (1989). Células de E. coli ¢

medic LB a 37°C se recogieron por centrifugacidén v resusrendieron en un

adecuado de 1z Solucién I [25 mM Tris/HCI (pH 8.0}, 50 mM gucosa, 16 mM ED
8031 Se afiadi6 2 volimenes de la Sclucién I (0.1 N NaOH, 1% SDS) recién preparada vy

adié 1.5 voldmene: de 12 Sclucién 11 (aceia?;o

utos. Mediante centrifugacidn se separd e

. %

NA ce los restos celulares. Se concentrd el DINA por precipitacidn con 2 voldmenes de
(\

n TE [10 mM Tris/HC,

1 Bl DNA se ?‘emsmﬁdm en un volumen adecuado de solust

o <>\
o
th
™
e

W EDTA (ot 8.0)] con una concentracién de 20 pgiml de RV

Para extraer plédsmidos de células de levadura pars st *ecupf racién en E. coli se empled
el método de rotura de las células con perlas de vidrio de 425-600 pm (G 8772, Sigma),

3 b de cultive saturade. Se
resgspendcieron en 200 pL de tampdn de rotura (2% Tritdn X-100, 1% SBSi 100 mM NaCl,

£,

fenol/cloroformo y se repitid agitacién

afo s IATANTE]
sfadieron 200 ull

WJLE

sgpararon las fases

z

e
ugacién y se pasé el sobrenadante acucso a tubo limpio. 8
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o

Bio 101} y se resuspendid en un volumen final de 30 ul. Se usaron 2 ul de

transformar células competentes def. coli

4

Los plédsmides utilizados en este trabzajo se describenen la

2.2.3.2. Preparecion de DNA cromosomico de levaduras.

preparacidn de DNA total de levaduras para amplificacisn por PCR ¢ parz anflisis

-

dacidn Southern se hizo del mismoe modo que ¢l z:slamiento de plésmidos,

men del cultivo de partida 2 10 mL. El resto dr: las soluciones se saumentd

3\;
™0
Cay
£
o
®
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4
&
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=
&,
[
2
S
£,
©
oy
®
<l
2
£
&
]
&

T

RNA de levadura se pfepme por un procedimiente basato en el protocolo descrito

ie levadura crecidas en las condiciones adecuadas se

recogieron por centrifugacidn en frio {z2x‘i@8 células p@f muestra). Se resuspendieron en 1

il &

fuertements en el Vértex en presencia de p ﬁas de Wﬁdﬁs y I volumen de fenol/cloroforme.
ases por centrifugacién y se pasd el sobrenadente acuoso a otro tubo. Se

precipitaron los dcidos nucleicos con 3 volimenes de efanol, se recogieron por
7 el fondo del tubo v resuspendieron en 150 Jy,_, 17-'.'20' tratada con 0.1% dietil

c,a
%?
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o
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e
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freeeed
Zﬁ%
>
L@]
!
ﬁ
(W
n<:
721
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z2.2.3.4, Trotamienios enzimdétices del DNA.

Las digestiones con endonucleasas de restriccion se hicieron usando los tampones v las

conciciones recomendadeas por los fabricantes. Se prepararon sclucicnes de DNA g una

concentracién < G.1 pg/ul en un volumen de 20-500 pl., afiadiendo al menos 1 U de
o

enzima por y:g de DNA. La incubacidn se hizo en bafio de ague 2 la temperatura indicada

2.2.3.5. Clongje de fragmentos de DNA.

El vector v el fragmento que se usé como inserto se G',Igi on cor: 1os enzimas adecuados

sy <
pdara perima

r el ligado. Cuande fue necesario para eviter :fehg& icnto del vector, sus

xitremos 5 se desfoforilaron mediante tratamiento con fosfatasa sicaling de intesting de

ﬂ}

ternera {CIP), afladida al DNA en el mismo tampén de la digestiéa e incubando a 37°C, 30
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elacién de plédsmidos.

CARACTERISTICAS RELEVANTES REFERENCIA
pCADZ-Z Fragmento de =2.4 Kb sintetizado por PCR esta Tesis

que contiene el gen CAD3 en vector {m_Sé»ZC
nCAD3-6 Fragmento de =24 Kb sintetizado por P
gue contiene el gen CAD3 en vector pRS413
CNAZ en vector piB6l

CR estg Tesis

esia Tesis

CNAZ truncado en T45% en vector plB61 esta Tesis

CNAZ truncado en M406 en vector pIB61 esta Tesis

C NA2 truncado en 1455 y CNEI en vector estz Tesis

Pmmomr y regiones reguladoras de ENAT (- Garcladeblas er gl., 1982
1384 a +40) en vector YIp356R

Gen ENAT en YCpS0 Garciadeblas er af., 1992
Plésmido con el promotor y terminador del {a)

gen PMAT en el pldsmido YEp351.

Disrupcidn [f{}gi TRPI en pRS316 {b)

~ Désmpcién mm H /S3enp L;BQEZE {c)

S4Z3 V@Ct@i Am zm, Hﬁ 53 Sikorski (198%)
RS425 Vector Ampt, 2u, LEU2 Christianson (1992)
RS8426 Vector Ampt, 2u, URA3 Christianson (1992)

S K Vector Ampf Stratagen

S Fragmento de DNA gendmico de §. EstaTesis
cerevisicge. en YEpZ24, Complementa al
mutante 852
Vector Amp?, ARSI, CEN4, Tet!, URA3 Rose et al., 1987
Gen HO en YCF 50 (&)
YAP4 en vector en RS426. esta Tesis
Fr agmem@ Hind/Xho que incluye YAP4, de esta Tesis

=1.3 kb en pSK.

Disrupcién Ayap4, sustituyendo
la zona codificante de E”A 4 por
vector pSK.

=600 pb de
HIS3, en

YAP4 en vector pRS423. esta Tesis

YAP4 completo en vector en RS425R. Ssta Tesis

2, Ampt, Tet', URA3 Botstein er ., 1978
2u, Ampt, LEUZ HIL (1993)

2U, Ampﬁg I/RA3 HilT (1993)

" eganmert of Biacnemlsf"v a'qci CM
ston TX 77251 USA.
1 KLW., Department of Biology, John

Hopkins University, Baltimore

I SepaﬁmPnL of Bioch
cisco, CA 94143-0448.

remistry and Biophysice, University of Celifomia,

26
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ar la reaccidn de desfosforilacién se afiadieron 508 y EDTA (pH 8.0} 2 las

conceniraciones finales de 0.5% v 5 mM respectivamente v se incubé a 75°C/30 m

como se describe en Sambrock er ¢f (1989). Cu“ﬁd fue necesaris hacer romos los extremos

protoberantes se usd el enzima T4 DNA polimerasa, usando el tarapdn proporcionade porel
fabricante, e incubando a 37°C, 20 minutos. Para hacer el Egac,s entre vector ¢ inserto se

n =100 ng de cada DNA junto con la ligasa en un volurten de 10 ul en o] tampdn

ado por el [abricante, incubando a temperatura ambieate durante 4 horas © més.

C)
el
i

-3 plL de la solucidn ceon el ligade para transformar E.
2.2.3.6. Eleciroforesis en geles de agarosa.
g
Los fragmentos de restriccidn procedentes de digestionss de DNA se anslizaron en

geles horizontales de agarosa preparados con tampdn TBE 0.5x 45 mM Trig/borate, I mM
EDTA) o TAE 1x (40 mM Trisfacetato, I mM EDTAY, con 6.05 pg/mL de bromure de etidio

i!)

r visualizar las bandas a la luz UV. Se utilizé agarosa ¢ una concentracidn de 0.4-

L

1.2%, dependiendo del tamafic del DINA que se pretendfa separer. La electroforesis s hizo

:

sumergiendc el gel en el mismo tampdn que se usé en su prepzracidn. Se afiadié 10% de

'f’n(."’j“?

Cn de carga (30% glicerol, 0.25% azul de bromofencl, 10 m i EDTA) a las muestras de

e

DA antes de cargaren el gel, y se {ij¢ el voltzgje a 1-10 Viem. El amafio y cantidac de DNA

de los fragmentos de interds se estimd por comparacidn con loc fragmentos obtenidos por
stidn con el enzima de restriccidén Hindlll, de cantidades conocidas de DNA del
hacteritfago lambda.

e

ficacién de DNA de geles de agaresa.

recuperacidén de fragmentos de DNA del gel agarosa se usaron varias

rategias. Una de ellas se basa en la capacidad de unidn del DNA 2 una membrana de papel

DEAE-celulosa. El p pa‘? se activé previamente sumergiéndose en 10 mM EDTA, pH 8.0

H otros 5 minutos y finalmente lavando con agua.
rana se colocd en una ranura en el gel justo delante del
nia lugar Ia electroforesis. La membrana con el DNA

0 mM ’\aCﬂ 50 mM Tris/HCIl pH 8.6, 10 mM EDTA v luego

se sumergié en tampdn 1 M NaCl, 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 10 ™M EDTA para recuperar el

purificar. Este poczﬁo se ller

16 con 200-450 ul de una solucidn
0.5 ug/mL bromuro de etidio. Se continud la elect

cilio. Entonces se recogld con una piseta v se fratd con métodos
i =

e
&y
i
@]
oot -
o
0
<
¢
=3
f‘:

urificacién: extraccidn con fenol/cloroforme y pr n aceiato
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ncentracién de 0.3 M, y 2 volimenes de stano! (Zhen er af., 1993). Otr
n recortar la banda de interés v purificar el DNA con el kit Geneclean {de

<it Agarose Gel DNA extraction (Boehzimger Mannheim), siguiendo

4+

iones suministradas por los fabricantes.

8., Hibridocidn de dcides mucleicos.

(]

Para hibridacicnes DNA/DNA (Southern), 1-5 ug de DN/, gendmico de levadura se

con los enzimas adecuados y se resolvid en un gel de agarosa. Se tratd primero el gel

solucidon HCI 0.2 M durantel0 minutos para fragmentar el DIVA de alto peso molecular
I durante 20 minutos 2
(pH 7.4), 1.5 M NaC

transferencia del DNA del gel a membrana e nylon Hy%}oﬁd—i\ se hizo

solucidn de desnaturalizacidn 1.5 NaCl, 0.5 M Na

z

con la solucitn de neutralizacidn

ridad usando como tampdn SSCx 10 (NaCl 1.5 M, (.15 M citrato sddico) tal como
se describe en Sambrook et al. (1989). La fijacidn del DNA & la membrana s hizo por
La membrana se prehibridd en solucién SSTxS5,

[ 7.4y y 50 % formamida durante 2 horas. Luego

ndo la sonda durante 24 horas 2 42°C. Selavd ia
1%SDS v 2 veces en SSCx0.2, 3.1%SDS. Cada lavado se

-
R

2
membrana 2 veces en S8Cx7Z,

5 atos. Finalmente la membrana se expuso en pelicula
oras & -70°C usando pantallas intensificaderas. La sondz
1 0.25-1 g de fragmento de DNA. Para hacer el marcaje se

kit Random Primed DNA Labeling Kit (Bochringer Mannheim) o Read

&
€
&

%

do las instrucciones suministrades por los fabricantes. Los

orados se separaron mediante cromatograiia en una columna de

lesnaturalizé por calentamiento ¢ 100°C durante 5 minutos

bridaciones RINA/DNA (northern) se realizaron con RNA total (5-15 ug) de

ievagura resuelto en gel de agarosa en tampdn MOPS (20 mM MOPS, 8 mM acetato sédico,

(=4

z

1 ZDTA, pH 7.0) v en presencia de 1.1% formaldehido. E1 gel se lavd tres veces en

S8CxZ. La transferencia del RNA del gel a membrana de nylon se hizo por capilaridad en

SSCx10. Besp%:;és de la transferencia la membrana se lave brevemente en S5CxS. Las

condiciones de fijacion del RNA a la membrana, hibridacidn, lavados, fueron simdilares 2 los

i
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2.2.3.9. Amplificacién por PCR de fragmentos de DNA.

Parz cada reaccién se utilizaron =100 ng de DNA, 0.25 uM de cada cligo, 0.2 M
(CATP+ICTP+dGTP+dTTP, de Boehringer Mannheim), 1.5-2.5 mM MgCl, y 8.5-1
ag 1 DNA polimerasa en un volumen de 50 & 100 @@L En general se usaron las

condiciones de reaccidn: 4 minutos a 98°C para desnaturalizar el DNA, aftadiendo

enzima Tag I DNA polimerasa, 25 ¢ 30 ciclos con la secuencia: I minuto 2 94°C, 1

3 minutos + 5 segfciclo 2 72°C, para la sintesic de DNA, v finalmente 10

tos 2 72°C para la extensién final

-

ormacién de células.

I e | %
Z.2.4,

Z2.2. 4.7, Transformacicon de FE. coli

frn

Lo transformacidn de E. coli se hizo segln el protocclo cescrito por Hanahan ef al.

(4]

usaron células competentes de la estirpe DHSo ¢ XL1-Blue. Las ¢élulas s
s medio LB o medio v hasta DOssp=0.5. Se recogieron las células en frio v se
n la solucidn TFB1 (10 mM RBC, 50 mM MnCl,, 30 mM KOAc, 10 mM
Call,, 15% Glicerol). Se incubarcn en hielo 15 minutos y &3 volvieron 2

r
gacién en frio. Finalmente se resuspendieron en soluciér THEB2 (10 mM MOPS, 10

M RBCI, 75 mM CalCly, 15% glicerol) frfo. Se usaron alfcuoctas de 100-200 yl. de células

para rensformar con 10-100 ng de DNA (pldsmidos con el gen <2 resistencia a ampicilina).

con el DNA se incubaron primerc en hielo por 20 minutos, v luege se

@]

sometieren 2 un chogue térmico de 42°C durante 90 segundos. &2 les afladid medic LB o w
v se incubaron 30-60 minutes a 37°C. Las células se recogieror por cenirifugacién a baja

velocicad v se exiendieron en placas LB con 50 mg/l. de ampiciiina para la seleccionar los

v
pers
s
o
)
i
<<
o
a
O
]

transformantes. Cuando era posible identificar plésmidos recombinantes pe

enzima B-galactosidass, se extendieron 4 ul. de IPTG (200 me/ml) v 40 ul X-Gal (20

bre la superficie de Ia placa previamente a la siembra €2 bacterias.

2.2.4.2. Transformacion de S. cerevisiae.

Se usaron dos métodos para transformar S. cerevisiaz : electroporacién o por

1 i - A B S o P Nar s T ryTIiG
a electroporacion .as coiilas se someten a un DULSO

eléctrico de 1.500 voltios que permite la entrada de DNA. Se utilizé el protocolo
suministrado por el fabricante del electroporador Bio-Rad. L scé.uéase crecieron en 80 mi

yuide hasta DCOgpn=0.8-1. Se recogieron por centriftgacidn, se

fa—

lavaron en agusa

fria dos veces v se resuspendieron en 5 mL de sorbitol 1 k. Se afiadieron =180 ng de

DINA en un volumen <5 ul. a alicuotas de 50 pl. de células que se pasaron z una cubeta de
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Céluias de levadura transi

I, LiCl 6 pH B8.0. Las células se recogieron por cqumgac 6n v se
Tampén Z (60 mM NazETPQ43 40 mM NaH»POy, 10 mM KCL, 1 mM
f B-mercaptoetanocl, pH fl ]

~ PE PEE L

[
e
Q

fluorure de teniimetiisuifon

o
Neer”
e}
[¢]
o
]
o
0.
o
[
o

7.
unz concentracién final de 10 mM para estabilizar ias protefnas. Para el

alfcuotas de 1 mL con 1-3 x10° células a 1as que se afiadid =15 pl de

para permesbilizar la membrana. Las células se incubaron 2 30°C y se les afiadi

£

O-nitrofenil-8-D-galactosa (ONPG) 4 mg/ml.. Cuando se desarrolls suficiente
io se pard la reaccién con 500 ul de NapyCOs, se centrifugaron las muestras para

Ve 1

o las células v se midié la absorcidn del snbrenadante a 420 nm. Se

: itma mem a1
COPOoRIAr en & 101
¥

d
116 1z actividad [3- ga}aﬁ‘éomda@a mediante la férmula de Miller 71872):

(1000} x (IT040)

FZag-. TN 3
0 x ) x (D0g00)
donde DOypp 8 la absorbancia debida a ONPG; DOy, la dersidad de células antes del

o

ensayc; t es el tiempo de reaccidn en minutos y v el volumen de cultivo usade en el ensayo.

Alternativamente, las células se resuspendieron en 100-200 uL de tampdn de rotura
HCL(pH 8.0}, I mM DTT] v se rompieron con perias de vidrio (425-600 pm,

Cfﬁ

igma) mediante agitacién en el Virtex a velocidad méxima. El 2xtracto proteico se separd
tlas de vidrio por centrifugacidn. La concentracidn de protefnas se
escrito por Bradford (1976) usando reactivo de BioRad. Para el
' ug de protefna en 1 ml de Tampén Z v 200 ul. de CNPG {4

°C hasta que ap-arscéé el color amariilc. Se par6 la reaccidn con
S ;

Siendo DUyyq la absorbancia debida a ONPG; ¢, el tiempe de reaccién en minutos; y

7

| de protefna en mg.
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2. Materiales vy Métodos

2.2.8. Uinética de gscumulacidén de cationes en células de 8. cerevisiae

Las velocidades inicizles de transporte v la acumulaciér ¢ la pérdida de cationes

respecto al tiempo se determinaron mediante el anélisis del contenido de cationes en la célula.

Este ensayo se utilizé pars medir contenido de LiT y Cd+, siguiendo el procedimiento
descrito sor Camacho ef al (1981). Las células se inocularon en los medi i

0.3 cisetrataba d

>
-

se
adecuados en cada caso, ¥ se dejaron crecer hasta DOggg 0.

1

[ catisn se recogieron células

to T30 ] P Thn g | B s A 3
hasta UOﬁG{} > 1.0 en medic rico YPD. Tras Iz adictdn de

se incubaron en tubos con 5 mi de una solucidn 0.2 M HCL 10 mM M gC i durante 6-12

horas. Posteriormente los tubos se centrifugaron y se analizarcn los cationes en un
especirofotdmetro de absorcidn atdmica
2.2.9. Métodos de Fluorescencia micrescépica.

s

2.2.8.1. Tincién de la quiting de la pared celular.

Para visualizar las deposiciones de quitina en la pared celuler de S. cerevisiae se utilizd
el colorante blanco calcofliior M2R (Fluorescent Brightener 23, Ségma}a Las células de
levadura se fijaron afladiendo formaldehido a una concentracidn final de 3.7-5% e incubando

o~ - s %

5-30 manutos a temperatura ambiente. Se tomaron alfcuotas de 100-500 pl. de células,

@
72
[}

1o

lavaron una vez con | ml de agua y se resuspendieron en 50-100 ul

mcubarm a temperatura ambiente 5-20 minutos. Se volvieron 2

de observar al microscopic usando iluminacién UV con los filtors

e excitacién de 340-365 nm v de emisidn ce 440 nm (Pringle ef al,
2.2.9.2. Tincién del miicleo.
bservar el ntcleo se fijaron las células en 70% etano’. Despies de =30 minutos,
lavaron una vez con agua y se resuspendieron en una schacidn 8.1-0.8 ug/mlL
47, 6-Dizmidino-2-phenylindole - 2 HCL (DAPD) en agua. Las céiulas se lavaron antes de su

£y 1 ] o

observacidn al microscopio usando iluminacién UV con los £ liros adecuades: filtro de

excitacién de 340-365 nm y de emisidn de 450-488 nm (Pringle e? gl., 1989).

[¥8]
[¥8]



3. Resultodos

amente a la busqueda de mutantes se selecciond 1a estipe GRFI67 por su mayor

aa NaCl.

3.1. Aislamiento de mutantes de levadura sensibles a HaCL

el ey

Con ¢l objeto de identificar genes vy proteinas necesarios para |

cerevisige a condiciones de alte salinidad, se aislaron y

hipersensibles a NaCl. Células de la estirpe GRF167-b (MAT

aron con etil-metanc-sulfonato (EMS) como se describ
braron en medic sélido YPD para obtener colonias

ivencia al tratamiento con EMS fue de 80%. Se anali

naron 22 mutantes hipersensibles a NeC
n medio sélido YPD (pH 7.0) supiems

7 Loy fa

una conceniracién salina que retards pero no impide el crecimisnio de células silvesires. Sin

embarge, una mayor sensibilidad a NaCl no es evidencia guficiente d

producido una mutacidn en un gen involucra specﬁzcdmmw en la adapt
una alta concentracidn salina. En S. cerevisiae, 2l igual que en otros orgar

solapamiento entre las respuestas fisiol égicas a varios tipos de sstrés. Diferentes factores

fectan al crecimiento normal de la célula pusden provocar respuestas

molecularss comunes que posibilitan la adquisicion de resistencia general a estrds. Asf por

io, el pretratamiento de células con un chogue osmdético mederado confiere resistencia

c*oc,,e térmico subsiguiente. Igualmente, la exposicidn de levaduras a altas

raciones de etanol ¢ de 4cidos débiles da lugar a termotolerancia (Mager v De Kruijff,

7 Mager, 1997, Considerando gue el grado de termotolerancia es una
I ; J )

notipica frecuentemente asociada con la respuesta general a esirés, los

. e YT

nados en un primer escrutinio se transfirieron « medio YPD con y sin 0.7
MNalll, v se incubaron 2 37°C, una temperatura que supeﬁﬁ un estrés térmico para S.
~

cerevisice , vy a 23°C como control (Figura 4). De los 22 mutantes sensibles 2 NaCl, 7 eran
ademss termosensibles (categorfa TS) que no crecieron a 37°C =n ausencia de sal. Cuatro
mutantes presentaron un fenotipo condicional, sensibles a Nall a 23°C perc toleranies a

37°C (8C). Los otros 11 mutantes mostraron unaz sensibilidad a NaCl especifica e

Para cuentificar el grado de sensibilidad a NaCl, se compard el crecimiento de los mutantes

58 v 1z estirpe parental GRF167 en medio lfguido YPD suplementado con concentraciones

-

crecientes czi%e Nalll. Se estimd la concentracidn de NaCl gu

1 “J

[¢]
[}
¢
o
o
Q
[ —
joy]
ot
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ot
(@)
2
[N
jav]
.
b

‘o en un 50% en relacidn al medio sin sal. En adelante a =sta concentracidn
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3. Residltados

3Tl

oria se le denominaré ICsn. El efecto inhibitorio del NaCl tiene al menos dos ef

diferenciados sobre [a célula: por un lado, la altz tonicidad del medio supone un
ndiico, v por otre, se produce una toxicidad idnica debida « la excesiva acumi

iz iones. Pars esclarecer cudl de estos componentes liraitaba ef crecimiento de los

ntes S8 s midié también la concentracidn inhibitoria ICsg para 1as sales LiCl y KCL El

¢ un andlogo toxico del Na* que utiliza los mismos mecanismos de transporte de
salida de la célula. Bn Schyzosaccharomyce pombe el ion LiT es aproximadamente

que el Na’ a una misma concentracidn molar (Jia ef al., 19

{15 veces més t0xico) se ha encontrado para § cerevisige (Figura 5). Por
I N J

el Amntrorin T 1A
< aric, €1

6n K* es menos téxico gque el Na* y s6lc inhibe el crecimiento a

o

2 weRSLLRL

168 mayores que someten a ia célula a un elevado sstrés camdtico (Figura 5).

También se utilizé etilenglicol a una concentracidn final de ZM como agente osmoactivo no
iénico {Singh v Sherman, 1978}, En la Figura 5 se muestra el cfecto inhibitorio de Na(l,

Fa!

K1y LiCl sobre el crecimiento de los mutantes SSZ y 8510 comparados con ol silvestre
GRF1¢67. El valor de ICso para NaCl fue de 0.1 M pa

gproximademente 5 veces menor que el valor de ICsg para 1a cepa silvestre (0.47 M NaCl).
Arnbos mutantes eran también bastante més sensibles a Lill (IC50=7.7 mM para S82 v 15
mbd pare S510) gue el parental GRF167 (IC54=2% mM LiCl}, misntras que la sensibilidad 2
KLCE era similar para las tres estirpes (ICsp=1.3 M KCI). Estos resultados indican que SS82 v

5510 son especificamente sensibles al efecto tOxico de Nat y Li perc no son hipersensibles

osmbtico. Se realizaron experimentos similares con los ofros mutanies 85. Bn la

es
' se indican los valores de ICsg oblenidos para NaCl y LiC, asi como Iz capacidad de
ZM

crecimiento en medio suplementado con 1S M KCI 6 gtilengicel.

sis genético de los mutantes §S.

sbar el cardcter dominante 0 recesivo de las mutacicnes causanies de

3

a2 sal en los mutantes SS, se obtuvieron diploides heterocigotos por

s p

cruzamiento con ia estirpe parental. También se cruzaron los mutentes entre s{ para establecer

ripos de complementacidn v determinar si las mutaciones afectaban a genes distintos. Bl

3*33 de tolerancia a NaCl demostrade por los diploidss obtenidos, excepto en

Estudieo del mutante S82.

utante SS52Z mostrd la méxima sensibilidad a sodio y litic de entre todos los mutantes

fue seleccionado para un exfmen detallado. Para comprobar el carécter

(%]
o



2. Resuitados

mienio relativo

E

e

g 10 20 30 40 50
Lm C ”ti )

ra 8. Inhibicién del erecimiento de los mutantes 582, 58510 y silve &
&7 por NaCl, KCl y LICL Célules de los mutante 887, 8510 y silve
;67 se crecieron en medio Efquido YPD suplementado con distintas
concentraciones de Nall, KCl y Li(] \abﬂc;sas) Se h'za un seguimiento del
‘ento de los cultivos mediante medicionss de Ia densidlad éptica (DOgp) 2
intervalos regulares. En ordenadas se indica la relacitn entre la velocidad de
viento en los medios con NaCl, KCl y LiCl y el crecimiento en medio sin
ncentracion inhibitoria ECSO es la concentracidn de sal necesaria para

velocidad de crecimiento de las células a un 58% »n relacidn con el

i
~§
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3. Resultados

blecimiente de grupos de complementacion.

wt  S82 8810 SS13 S819 S820 S$821 SS1 S84 881§

+ + + + + + + + + + + +
wi
Sl N - * * * * * * * = H *
53100 * o - * * + - * * * * *
§813 * - + - * * * N * * * *
sg1g 7 - N - - N - - * ” + *
58200 7 - * * * - * - * - * H
8821 ° H * H * * - * - * * *
ss1 7 * * * B ® * - N * N *

+ + + 4+ + + + + - + + +
SSB -+ 4 + + + + + 4 e - o 3
SSA - - -+ RS + -+ 4+ -+ £ - - 4
8850 7 N - g H * + - + * * -

- representan crecimiento o no en medio sélide YPD suplementado con 0.7
ultante de cruzar todos los mutantes entre 57 o con el silvestre.

3
\D



3. Resultados

wgénico de 12 mutacidn presente en la estirpe SS2, se cruzarca células de dicho mutante

fi)

con ¢élulas ia estirpe silvestre JP1. El diploide resultante (JP3) produjo pocas ascas en los
medios de espornlacién ensayados. Ademés, las esporas diseccicna
gs individualmente resultaron peco viables. De € fetradas

' ceporas, de las cuales 10 eran sensibles 2 NaCl v S er

I amrnmton

tolerantes. Esta segregacéé-; 1:1 indicé que la mutacidn presentc en la estirpe sensibl

("D

0
[T
]

afecta 2 un sdlo gen, que se denomind rnis/ (de sensibilidad a Na® y Li™).

Un mutante nls/ es especificamente sensible a Na™ y Li%, sero no osmosensible. La

resistencia de 8. cerevisiae a losiones Nat y Li* depende en gran medida de Iz acti

por los genes ENA. De elics, el gen ENA T es el gue més co

i

a la tolerancia celular. Los mutantes ena/ son sensibles a2 Nat y Lit, v tambi

(Garcfadeblas et al., 1993). Para ver si la mutacién nis/ producie sensibilida.

se hicieron mediciones del crecimiento de este mutante en madio Equid@ tamponado a

-
I

res de pH (5.5, 7.0 y 8.0). Como puede verse en la I'igura 6, el crecimiento de

I a pH 8.0 se redujo 2,6 veces comparado con el erscimmiento del silvestre. El

e sensibilidad a Na*t y Li* de un mutante ena/ se dese a que en ausencia de [z

ATPasz ENAIT el fluio de salida de estos iones al exterior se ve muy disminufde (Haro ef af,,

1991). Para comprobar si ta sensibilidad a Nat v Lit del mutante 882 se debia asf mismo a

J Y

defectos en la sglda de esos i@nes? se hicieron medidas de acurauiacidn de Lit en células
Is! y células silvestres. Como puede verse en la Figurs 7, después de 30 minutos,

1 1.3 H = T

las células mis] claramente acumularon més Lit que las células control.

La coincidencia de fenotipos de los mutantes nlsl y enal sugerfa que el gen mutado en

e

fuera ENAI. Para comprobar esta posibilidad se cruzd la estirpe JP3-5b (MATq, nisi)
on iz estirpe RHW2la (MATo, Alenal-4)::LEUZ). La toleranciz a sal {medio sélide YPD

2 -

con Nall 1M) del diploide era similar a la del silvestre, indicandc que ambas mutaciones no
. Ademés el gen ENAT clonado en un pza;'mido monocopia (pGB34,

ecuperd el crecimiento de SS2 en medio sélido YPD con 8.7 M Nall,

-y

nuevo que la mutacidn nlsl no csz‘:espond{a . gen ENAT a pesar de la

Para identificar el gen mutado en SSZ (nis!) se transformaron rélulas de este mutante con
unz genoteca de fragmentos de DNA de S. cerevisiae construfda en el vector multicopia

YEpzZ4. De los 7870 transformantes URA™T obtenidos, sélo uno mostré ur crecimiento

1 silvestre GRF167 en medio sdlide YINB con 1 M MaCl. Se aisié el plésmido

(o&T1) que contenfa este transformante tolerante y se amplifics er E. coli. Se transformd la



3. Resultados

- . vy
o pH55 pH70 pHS8)
582 029 028 006
GRF 037 036  G.I9
SS2/GRF 079 036 033
GREIGRF 1.0 1.0 1.0
= o882
@& GRF
4 5
o — (
.
o -
=
o
ol T B @
S
|
2
=
@
E g5 -
= 08
PE
o
3 H j 7
5 § 7 8

T

ribicibn por pH alcalino del crechuiento de 882, Se Drepararon.
: hutantes Sb4§ ¢l silvestre GRF167 en medio lquido YPD con
tres valores: 5.5, 7.0 y 8.0 {ﬁm Se estimé la velocidad de crecimiento

» de Loz medios, v se normalizé para Iz velocidad d@ cr aaimimﬁ@ del
F167. (B) Representacin grifica de |

T
<

ks

O

2

los crecimientos relativos.
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3. Resultados

: & La mutacidn nisl no es alélica o enul. Le estirpe P3-5b
n el gilvestre GRF167, RHW21a (Aenal-4), SS10 (:isZ)
oides resultantes v sus parentales se sembraron en medio Y
entado con 1 M NaCl. La placa se incubd durante 6 dius 2 30°C. EI
‘o en medio Y PD sin sal era similar en todas las musstras.




3. Resultados

ensayar su capacidad para recuperar la tolerancia 2 NaCl 0,7 M (Figura 9). De este modo se

acotd una regidn BamHI-Bglll de 2.5 kb, capaz de complementar la mutacién nlsl. Un
5k

e

-

ragmenio BamHI de 3,25 kb conteniendo la regidn anterior, 2 infroducido en el vector

FOIMSTICS "%’Cpﬁu develvia a SS2 la tolerancia a NalCl g niveles semejantes al silvestre,

¢ el gen contenido te fragmento no era un supresor de la mutacidn nisl.

Lz secuencia obtenida de ambas cadenas del {ragmente BamBET-Bglll de 2,5 kb coincidid
con 4 genes inscritos en los bancos de datos GenBank y EMBL: DPFHZ (necesario para la
biosintesis de diftamida), CNET (que codifica para la subunidad reguladora de calcineuring,

una protefna-fosfatasa dependiente de Ca?%), HYMI y PAX2 Puesto gue el fragmento

la regidn codificante de DPHZ, era

omplementacidn, y sugeria gue CNBJ

ar que CNBI era el gen afectado en 2l mutante

(¢
(N
%3]
j\}
w
1§
[@]
]
o
wr
-
o
S
(@
£
]
s
N
o)

f::HIS3) sustituyendo el :ragmenm interno BstXI ce 544 pb por el gen HIS3
e se utilizd para 1nactivar et gen CNBI en la cepa silvestre GRFI67. La

2 e

el gen CNBI con el fragmento cnbl::HIS3 se comprobd mediante anélisis de

ern con DNA de los transformantes HIST obtenidos (Figure 11). La disrupcidn del gen

ugar a sensibilidad a NaCl, aungue el dﬁsr‘ptaniﬁ ficnbl era algo més tolerante

= 0.17 M) gue el mutante 882 (IC5¢ = 0.1 M). De ignal manera, se obtuvieron

ntantes Acnbl en las cepas JP5-1b, DBY746, W303 v YPHAS9 (Tabla 2). En todos los

lad smpcz@L Acnbl produjo mayor sensibilidad a NaCl. Por gl
diploide mediante cruce de SS2 (MAT«, nis]) con la estirpe JP25 (MATa, enbl::HIS3), que

T

¢ a sal. Se analizaron siete tetradas procedentes de la esporulacidn de este

7%

diploide y todos los segregantes hapioid@s fueron sensibles a WaCl. Estos resul

dernuestran que la mutacién nis! corresponde al gen CNB/, v guae la subunidad reguladora

h

leingurina es necesaria para la tolerancia a NaCl.

e

3.2.7. La proteina [osfalasa caleinewrina es esencial para la tolerancia a

[

Celcineurina es un heterod{merc formado por una subunidad roguladora v una subunidad

i

44
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3. Resultados

474 B 1018 BetiX |

&
/" CNBET

HIS3

rupeion del gen CHNBI. El pldsmido p8T1-1
mento Bgs?.@‘?sw de ."75 k‘b‘% sedigiridcon B
bases de la zona codificante del gen CNBI. Se ?‘z‘{ f_
rasa para rellenar los extremos 3' protuberantes v &
te con fosfatasa alcalina para eviter su s “*mgam ?@v di
con las endonucleasas Bam HI v Zbol se obtuvo un
res de bases conteniendo el gen HIS3. Los exiremos de este fragmer

on con el enzima de modificacidén Klenow para facilitar su i i
i SIto p ~—i?f@s§§£ obteniéndose p?‘ﬂl 13. La digestiSn del
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3. Resultados

<

einzs Tosforiladas en resfduos de seving © tregning. Bn S

o744

cerevisice eXisten d@s subunidades catalfticas, Cnal vy Cn=2Z, v unz scla subunidad
reguladors, Cnbl {qze ef af., i%l; E%Z}.Lﬁ subunidad reguladora Cnb es esencial para

ulas animales (Klee ef al., 1988). Ea S.

E 14 L

, la inactivacidn del gen CNBJ o la mutacién simultéaea de las dos subunidades

Cnal v Cna2, produce incapacidad de adaptacién a2 feromona, impidiendo &l

1 -

de desensibilizacidn (Cyert er al., 1991 y 3992). Por tante, se compard la

2]
@]
[

mutantes simples Acnal y Acna?2 deficientes en una de las dos
de calcineurina, un doble mutante Acnal AcnaZ2, y un mutante Acnbl
eguladora. Todos los mutantes se gencraron en ¢l fondo genético

Tabla 1). La sensibilidad a Na(l de! doble mutante Acnal AcnaZ fue similara la

presentaron un grado intemedio de sensibilidad. El mutante ZcngZ era ligeramente més

sensible que Acnal, sugiriendo gue Cna2 tiene una mayor contribucidén que Cnal en el

crecimiento en NaCl, en ceincidencia con resultados en otros laboraterios (Cyert ef 4.,

Foor ef al., 1992, Nekamura erf al., 1993). Estos resultados indican que la mutacién

a completa inactivacidn de calcineurina.

e ] PN

3.,2.2. Caleineurina regula la homeostasis de Nat y K

3.2.2.1. Regulacion del gem ENAI por caicineurina.

en los fenotipos de los mutantes nisl/cnbl v enal (sensibilidad 2 Nat, Lit y pH

mayor acumulacidn de Lit) sugerfa que las proteinas calcineurina y Enal podrian

estar involucradas en los mismos procesos de homeostasis iénica. Haro ef ¢l. (1951) habfan
demostrado que la salida de Li* (andlogo del Na™) en un mutanis ena/-4 era pricticamente

nar la posible regulacién de la actividad dr. Enal por caleineurina se
cién del gen CNBI en la estirpe RHI1S6, carente de genes ENA.. Ambas

estirpes se (ran si@*’mam”t con el L”iéswﬂa@ pGB34 gue contiene ¢l gen ENAJ completo en el
vector centromérico YCp50 (Tabla 4), de manera que 1z activided Enal es ia (nica present

en dichas células. Como era de esperar, las células RE16{denz) v IP14 (Aenalcnbl] sin

transformar con el plasmido pGB34 carecian de la capacidad de cxpulsar Lit tras un perfodo
de carga con LiCl v transferencia a un medio sin sal (Figura 12} La medicién del flujo neto

T 2

ia 1i* en el disruptante cnbl conteniendo el plédsmudo pGB34 demostré una

ative reduccién en la velocidad de salida ( 53 nmol mg* min) respecto a su control

irina funcional {0.97 nmol mg! min-') (Figura 12).

Fa

La reduccidn del 50% de 1a velocidad de salida neta de LiT en el dasruptante Acnb’ sugerfa

guse calcineurina podria ser necesaria para la regulacidn de la Na*-ATPasa Enal. Puesto



3. Resultados

a NaCl de mutantes derivados de 'a estirpe YPH499.
Cepas iCsq
YPH499 1.14
tenal 0.84
Lenaz 0.71
tenal fcnal 0.58
Lenbl 0.58

eren a concentraciones molares de Na(Cl.

45



3. Resultados

@ 6
oo |

L ﬂm ]
N NNl ,

o @

)

£y

]
€5

(] 3
s e

s

8]

alores

w7

fas. Los




Resultades

3.

,m,w 42 w
Vo € o Co@
@ 8w g g @ o gow o
W@ m oy A ey ¥ DT - v
=0 OoE 8 2o 80
£ o 9 o LB o w0 oMo§8 o oo o @
& e @ BER I S o2 A o 5 W A - pE IR S . B
§ b0 B do=oa SO Ho = T ¢ I S0 ¢ I v I
3 A IS oo oy =Y G Qe g wv\ EENG e 5 " @ 1
v T e = T ¥ ] S ol S
S St IE i gEy 29 e 9 R RN 5 sa
4 g [T PR o GL = %) w Vu S BRI 3 kD) [ 4y
G S B & T3 Wy W e o (ST I B R IS 2] * L o L @ =T
WE G e v 8 g SR U B ¢ & 8 H 08 8a s @ o9 g8
o R €Y 8 S .g g o & 8 F 20" T o @ B o2 SR e 8 8y =R
& o b RN B I g 089 Lo g e om0 P H g = b 40
2 I = @ 9N 86 o oo 9 @ IR A [ - 00 = b =
4 08 2.9 2 9§ 205 98 S O o 4 < o, 9006 Wow 95 9 & ZI w8
ﬁwmaswea@me%mwa S D R o o 2 4 5
L i 4 o el - £ '+ s ol o} i A2 2yt » ] ysed e
« § 5N a3 d & 8B £ L 8 RS Hp 890 g 9 g pog o 9
AV B SRS SR SENCE N O g e BT e Y8 = G JoH B SR
' UL S B Qo “mu < v W“ o tn vy e B I o3 e o IS —
: o3 o [P & 3 T R S ' A O o Lo m NN st “ A Q SIS
>~ 6 & 8 S 5w <8 b8 How W 5 59 £ 5 0o “ 5
M- P A T y e ia . W G = — o
w..a o «ﬁm & E b [75) b ) | BN (o) © rm . Mﬁ w;wu_ mm % Pt [y VM Lo m.u r«m Pm e o
g 98 8 g oo B8 g g = &g CI SRR I oS < o ow > 0
SRTRE s B B ! o @ o« 2 & N0y oo w0 v, Sl e & v I o o S w
o i m w Ao mb . m =) &y Uac ﬂﬁ = o} o wwi .;@i .mw /qm 3 _WW N»w <t F ] o zﬁj . A O 8
SRR EEERRE gd  Fgsagyfen § s8e 2
Aog o H I o0 U g oo RoRNS = e N B & M 28« 3 o d g Lo
5 5 B 8 & B o n = 8 8 o8 9 @ & 8 S 2 g v .3 &8 5.8 8 64 £ © B
[ W f(P R—- ..znm FL o T & n/:u et & o 3] St nH.u .nﬁ | by dood - ] o3 L (%] o @w Mm vt ]
o o «m Lol L g e & , w93 5O e & oW = p g a
o g 8 S g Y oo @ d & £ s e RS Rt o0 Qv 2 H £ @ ey B 8 o @
PSR e T & 5 63 8 o B I =T I I o D5 o8 Y SRR P D S S
5 0 2 CIE R o 0 5 oo @ & o g H T NERENS o 85 g e 8 HoE
= E e 0 5 E & g O 5 o g = 58 2 H 59 SR g Ly e
oy W 22} RS 5 T oW 6 L o@ —_— [ B LW .Y - B 3 w -
3 8 6 85 8 8w od 8 &5 8 B g PSR o @8 g =os g g O . ¢
B0 S oa g N oA BT B B B 2o oW % o oS o« 15} PN = = Mm o <t
o -} g oo %c % AV 0 = a3 mw = = o 8 oy O v S § & o @
09 o9 o o~ g 7P g 0 o g f o 9 8§ 5 oA H o < O \E 8o g S
23 8 8 8 = s © < f 8 o S - R = Ao 9 8 = g% 2 % o
d 8 5 4 H o e = BOg 8 & e g5 S % — iy B oo ¢ o =
N o m < oW g Wﬁ o e mw ht 50 Tﬁ% Q0 B O = w I o O e [ ] vyt mmc
5 o8 9 « & d m w8 R SRR S = = e § o © 8 e
B . = - o« i 1L ; PR : @ o . RS
o 8 0H o o o 8 o B I I S« - Bl L, (&%) a © 52 o =R
= Ral g o o« G} 2 ! < O =G
[ 5] &} Py b B - M PG o 5 m TA“ s 3. g 3 ;@ q 05 =
feld] &) ol I~ od — 4 [o0y] oy yo ; na @ - - - mmm mw v.\« " m/m u P ] & o
rd Q . e 3 () gl - [S I ol ﬂ:ui WB -t Y @ o o Tm\,l A
wow s R & 88 & E IS £ 09 o O 4 B o8 @ e 5 8
B o o« N Qg + 2 oy S w L g H W @ = f S
8 g m.dwm,p,mymic SEENG 5 O 8 =g 85 0By A o h
oo o8 o2 5 8 o © 3 Q o 9oy g m o oo & SI Gk
=B L o9 Qo m = IR IR o3 mw - 8 £ 5 o 8o ﬁw e% g 9 mm
, 3 ¢ 65 H by € i g S R B ooy R B R
8 9 IS S Q _ By © @ . o 3 SER=E= g I = S 7] S o gy
R o © = @9 o L e = m ‘_% v@; O S & 80 & B o4 < 09 o ©
5o W 0 H B0 o« B = 59 < g O 0 D 5 iSRS SR 7 @ o
@ R B e S 8w e 2 W & ot O e ﬂ RS a0
L I P} R R vo8 K cd j 5 H « . £ v o @ a &
o o e A R T B = R , S G © g e ﬁm g 3 -
8 & e T « §a o W b m o2 w e~ @ Lo S B ¢ @«
[ o (] £ = o O WA G T b e} jy D o yaed 43 o=
ST ) M2 ,m¢ ;8 e By 3 = NCTI B v = 5
i 8, ¢ A et M..m Qo - ’ Z O b e ,m ,WM =3 o
4 o =T &) o4 ) w3 1 SE S o9 e e 0o
B e e o « e - SN [T [ £ . 3 by
54 EU sk ES SR VRINE R S YU 8 og o
3 NS o S PR | M«W 19 zuw WB_ m@ ) 3 g NA ma P O . nmw
Y i & fe 9§ o o - = o o
C S < o & T T 3 “ o
s & &3] I R 43 & T
¢ o3 w & o 9
d W Qo pe = £
Ol w6 = ’
o3 L)

r ENAL

cada por

.

ifi

1% por la Nat-ATPasa co

il



3. Resultados

la expresi e ENAI::LacZ en células Acnbli.

Cepa Medio B-galactosidasa
GRFERFRT0) YPDpH7.0 8.9:0.7
YPD + 0.4 M NaCl 11242
YPD pHR&.S 15.5227
SS20pFRT01) YPDpH 7.0 0.5£0.2
YPD + 0.4 M NaCi 4.3+1.0
YPD pH &S5 9.120.7
AP G mMKY) 20,624 4
AP+ 50 mM Lit 212452
JPIB(oFRTOH AP (3 mM K*) 56122
AP+ 50 mM LT 8.4%11.2

1

tividad 3-galactosidasa de células sﬁrpes GRF167, 882 (enbl), RHIG
18 (denbldena), que lievan inte rad ¢l plésmido nFR701, tras 30 minutos de
/s ks kv

1

en los medios indicados en la segunda columna. Los valores de acti v:d ad B-
l2sa se obtuvieron segin se indica en la seccidn 2.2.7. Se muestra la media
ntos. Los datos se presentan como la media = S.E.

2y

d
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1itados
CNET crbyf
70 85 7.0 5

T&ﬁe&m de Eﬁfﬁu 37 &“‘%ﬁf em & E‘&E&

} C}ﬁm se ?zaz,wi ?:ze a mwmmha Ee ﬁyi- ‘
s ENAT v CNBILEL %amma delos ARNm fue de 3.8 ¢
para C ’Vﬁ Se hizo un experimento similar pero incubs:

1 Q 4 MZ, pero 1o gs ‘observaron ﬁﬁ@“mc&as en 1z
trol sin sal.
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3. Resultados

AY

3.2.2.2. Cdlcineurina es necesarig pars el transporie de K+ de alta afinidad

encic de NaCl

jue cabria esperar teniendo en cuenta que la reduccién de la expresidn de ENAT y

N

Li* ocurre a través de sistermnas de transport

ie LiT en un mutante cnbli era de tan s6'o un 50%. En levaduras, la
e

nectivos gradientes electroquimicos (Borst-Pauwels, 1981). lLos valores de Ky, parala
58 m L

a de estos iones varia, dependiendo de las condiciones de crecimiento. Baio estrés por

o

i L‘i“}.; el sistema Trki/Trk2 de transporte de K* cambiz a un estado de alta

, permitiendo una mayor discriminacion entre K+ v Nat, reduciendo

)

da de Na* (Haro ef ¢l., 1993). Junto con la expulsidn dependiente de las Na™-ATPasas
de seleccionar K7 frente 2 otros cationes es un factor importante en la

tolerancia a Na(Cl (Haro er @l., 1993). Para determinar si calcinerina regulaba la actividad
Ik, se midid la tolerancia a Na* de un doble mutante AcnblAenal (estirpe JP18)

5

s CNBI/iena (estirpe RHI16) en condiciones de bajo potasio {medic AP con 0,5

mi KCI}. Como se indica en la Tabla &, el doble mu nbl ¢na era més sensible 2 Nat

T C7
(1Csp =21 mM) que un mutante enal con una calcineuring funcicnal JCsg =54 mM). Como

-,

anismos de expulsion de Na’: ~ste resultado sugerfa uns

mayor enfrada de Nat en el mutante cnbi.

2

Parz ver el efecto de la disrupcidn de CNBI sobre la selectivicad para laentrada de K y

DBY746 v JP14 (4enbl) en medio AP suplementado con 0.5

Z,
o
i
el
¢
o
Py
(D
e]
N
[
s
3
i
J—
0
tn
@]
Rt
3
SAD

mM de K7 y diferentes concentraciones de Na™. Puesto g

gue una célula silvestre, se seﬁeccimamn, por pares, varias

raciones de Na¥ que producian inhibiciones en el crecimiento y carga:

as
s en ambas estirpes. Las células DBY746 v JP14 (Acnb ) crecidas en 150 m?

Nat v 50 mM Ne*, respectivamente, contenfan aproximédamenie 250 namol/fmg de Na™y

g

‘g de K*. Los contenidos fueron de 325 Na¥/250 K* nmol/mg cuando las cél

(Acnbl) se crecieron en 300 mM Nat y 65 mM Na™, respectivamente. En
a8 que la proporcidn intracelular de Na™/K* erz préxim
para la toma de K¥ (med

ulas Acnbl meantuvieron su sistema de bala
tres fue de 80 & 10 uM

N
()
,*:?
[
]
)

Rb* de baia afinidad sirailer a la ﬁ‘si silvestre




3. Resulrados

]

. Tolerancia del doble mutante AcnblAens?.

Cepas Medio ~ IC59 NaCl

IP14 {fcnb YPD 0

RHIG (Lenal) YPD 0.17M
REHIG {denal} AP+ 0.5 mM K 54 ML
JP1E (ficnbi Aenal) AP +0.5 mM KF 21 mM

3

ntracién inhibitoria (ICsq) de Nall en medio rico VPD v medio sintético AP

Lh
U
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3. Resultados

s

ie 6 mM y Ki por K* de 3 mM). Por tanto, la actividad calcineurina es necesaria para

istema de transporte de K+ de baja a alta afinicad en respuesta a esirés por

o e

ita afinidad gﬁafa Ia toma de K* en levadura resulta de la exp@sécﬁéz de

L

1984) v caicineuring podria ser un factor comin en esta transicidn. Sin embargo
; Bl

calcineurina no estaba xmpL;cac;a en la transicién ¢1

mediado por hambre de K* (resultados no most-ados).

vudieran contribuir 2 la tolerancia celular 2 NaCl, diferentes de los sistemas ENA v TRX, se
investigd el efecto de la dismpcién enbl enla estirpe TELZ (Aencsrk]). Las células TEIZ v
P21 (fenbidenaltrkl) eran indistinguibles en lo que se refiere a sensibilidad a Nat y LiT,

ya fuera en medio YPD o AP. Por tanto, no parecfs haber ninglin otro mecanismgo por el cual

7 pudiera contribuir a una mayor sensibilidad a Na*.

dge calcineurina in vive.

>

3.3.1. Obtencidn de una calcineuring con azctividad constitutiva

1o
&3
!
©alg
o
d
&
B

3.3.1.1. Sobreexpresion de le suburnidad catalitica.

Calcineurina es un heterodimero formado por una subunidzad reguladora (Cnb) y una

subunidad catalitica (Cna). En ausencia de Ca<t el enzima es inastivo. Para su activacidn es
necesaria la unién de Ca?* 2 Iz subunidad reguladora y a calmoduling, que a su vez se unen a
litica dando lugar un complejo heterotrimérico active. En 8. cerevisiae se
han encontradc dos subunidades catalfticas (Cnal y CnaZ), y una subunidad reguladora

). En este trabaio y en ofros (Cyert er al., 1992; Nakamura er gl., 1993) se ha

demostrado que la subunidad regula la
inactivacidn del gen CNBI produce el mismo efecto que la falta de las dos
alfticas: sensibilidad & Nall v LiCl (Tabla 7; Nakamurz er gl., 1993 &

X 7

incapacidad de adaptacidn a feromonas (Cyert ez al., 1991 y 1992).

fez

atalftica Cna contiene cuatro dominios funcicnales: (1) regidn ¢

o terminal muy similar a fosfatasas de tipo PP2A, (2) sitio de unidn a la subunidad

ora Cnb, (3) sitic de unidn de calmodulina v (4) un deminico auteinhibidor en el

carboxile (Kincaid, 993} Experimentos in vivo en célu as de mamffercs indicaban
gue la truncacién de la subunidad cataiftica, eliminando el sitio de unidn de calmodulina y el



3. Resultados

a2 lugar & un enzima con actividad {osfatasa constitutive, que no requiers

v es independiente de 1

obieto de determinar Ias consecuencias de 1a activacidn constitutiva de calcineurinaen ia
A

meostasis de cationes aécaiim& se procedil a la generaciSn de formas truncadas de Ia

rina. Se
Aenal era E:?ger amente més sensible a2 Nall que un mutante Acnal, sugierendo gue CnaZ

a
tiene unza mayor contribucién que Cnal 2 la activid

correspondiente a la regidn codificante del gen CIVAZ truncado ciespuds de la treoninaen la

- s

sicién 459, con lo que se eliminaban los dominios de unién ¢ calmodulina y el dominio

H 3

inhibidor (Figura 135 y 16). A esta truncacidn se la denomind CnaZirl. Ademds, se generd

<

2 forma truncada adicional (b a2tr2) en la que se deleciond e! extremo carboxilo hast

’l

2
a2 en le posicién 407, eliminando también el dominic de unién a Cnbl (Figura 15y

control también se sintetizd por PCR 1a zona codificente de CNAZ completa, de

y CINAZ se clonaron en el vector p@@‘i, para obtener los plésmidos pCAZIrl, pCAZx2 v

pCAZ {Wez ura 17). El pldsmido pIB6T es un derivado del vector episémico YEp351 que

el

contiene el promotor y sefial de terminacién del gen PMAT de la FTF-ATPasa de la membrana

plasmatica de 5. cerevisiae. El prometor de PMAT da lugar 2 una fuerte expresidn del gen,
do el alto ndmero de copias por la presencia del replicén del DNA de 2y, garantiza

unos elevados niveles de expresidn de las protefnas CnaZ recombinantes. Los pidsmidos

pCAZirl, pCAZ2 v pCAZ se usaron para transiormar la cepe YPH499 vy sus derivados
mutante Acnal AcnaZ, con objeto de comprobar 1a funcionalidad de los alelos

o

de CNAZ sintetizados por PCR. Se seleccionaron los transformantes en medio sélidc YNB

Ly s comprobd su tolerancia en medio conteniendo NaCl v LiCl. Como se indica

o of

mido pCAZtrl, al igual que pCAZ, fue capar de complementar 21 doble

wtante AcnalAcnaZ. Por tanto, la delecidn de los dominics de uni

é
unidad catalftica funcional. Hin embargo, pCAZI] no

mutante Acnbl. Ademis, pCAZtr2, que contiene ina subunicad catalitica en

iminado también el dominio de unidn a Cabl, fue incapaz de complementar al

coble mutants AcenalAcnaZ. Estos resultados demuestran que la unidn de la subunidad

3

regulacdora Cnbl es absclutamente necesaria parza la actividad de CnaZ in vive, incluso si se

3.3.1.2. Seobreexpresicon de la subunidad catalitica y reguladora.

Yaquela sebxeexpfe 16n de la subunidad catalitica, nativa ¢ truncada, erg insuficiente

neurina constitutiva, independiente de la subunida
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3. Resultados

Unién Unién
. . a a
Dominio catalitico CnB CaM Inhib.
N C

Cnatr2(Myg7) Cnatri(T459)

Figura 15. Dominios en Cna2. LLa zona codificante completa de CNA2 se sintetizé
por PCR usando un par de oligonucleétidos especificos que se unen al codén de
inicio de la traduccidn en la cadena con sentido
(CCCTCGAGGCAATGTCTTCAGACGCT) y el codén de parada en la cadena
antisentido (CTCGAGCTATTTGCTATCATTCTT). Los alelos de CNA2 que
producen proteinas truncadas en el extremo carboxilo terminal se produjeron
combinando el primer cebador con los oligonucleétidos antisentido
AACTCGAGTTAGGTGTCGTTTTCCAGCTC 6
CTCGAGTTACATAACATTATTTTC para introducir codones de parada después
de los residuos de aminodcidos T4s9 6 M7 respectivamente. Todos los cebadores

contenian sitios de restricciéon Xhol (subrayados) para facilitar clonaje. La caja
naranja y verde representa el dominio catalitico en el extremo amino terminal de la
proteina Cna2. Los sitios de unién de la subunidad reguladora Cnbl y de
calmodulina se representan por la caja violeta y rosada respectivamente. El
dominio autoinhibidor en el extremo carboxilo terminal se representa en gris.
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2 :
NDTPVIEELVGTDKRLPQAGKSEATPQPATSASPKHAS TLDDEH
SEEDGFDGATAAA~== === === s e e e e

F HNS -
T LTPT
F BT, K

550 KGEDER--——————mm——— e E A i I

442 QTHDS ATIEADEATKGFSPQHK FE I I SRR DA M P
581 NENK----- Y YEKVWQKVHEHDAKNDSK .

492 SDANLNSIN| ETNGTDSNGSNSSNIQ

Figura 16. Alineamiento de la secuencia de aminoécidos de la subunidad
catalitica Cna2 de S. cerevisiae (primera fila) y rata (segunda fila). Las cajas
negras indican los aminoacidos idénticos. Las zonas de colores representan el
extremo amino terminal (verde), dominio catalitico (naranja), dominio de unién a
Cnb1 (azul), dominio de unién a CaM (rosa) y dominio autoinhibidor (gris). Los
asteriscos indican las truncaciones Cna2trl (T4s0) y Cna2tr2 (Myq7).
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ENAD N T C

/
£
N - 3
/ T
/
/
Xhol N
Smal / P
/7
7 _~ Xhol

Hindlll

EcoRI

Figura 17. Construccién de los plasmidos para sobreexpresar los alelos de
CNAZ2. Los fragmentos sintetizados por PCR (representados por lineas gruesas)
que contienen el gen CNA2 completo (1815 pb) y las versiones truncadasCNA2tr1
(1375 pb) y CNA2tr2 (1221 pb) se insertaron en el vector pIB61 entre el
promotor y terminador del gen PMAI. A la derecha se muestran las distintas
proteinas producidas (ver Figura 15)
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‘2 coexpresion de la protefna Cnbl. Para coexpresar las dos

[a—

I

ie calcineurina se insertS el ge CINBI en los pii’zsmid@s pCAZirl v pCAZ,

2 anera se enia en un mismoe
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entre el promotor v terminador de PﬁfAﬁ Como conizol, p”éésméd@ ?CA‘*{B se

digirié con KiOE v se autoligd, escindiendo el gen CNAZtrl, El pidsmido resuliante, pCNEI
la subunidad reguladora Cnbl. Al igual que antes, ios plésmidos resultantes
B, se usaron para transformar la cepa YPHASY v sus derivados Acnaldonal v

comprobé tolerancia a NaCl y LiClL Como se e:’;peraba, ambos plésmidos
Elj

taron sendos mutantes. El pldsmido pCINBI sélo complements al mutante Acnbli.
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ificar un posible aumento en la tolerancia idnica er células transformadas con

midos generados, excepto el gue inclu
aparente mac?ivida& se midieren Eas valores de ICsq para LiCl. Parz estos experimentos no

estirpe YPH499 al ser esta cepa muy tolerante a Lit. Para inhibir el crecimiento de

95 era necesario afiadir LiCl a concentraciones elevadas (mmés de 300 mM), con lo cual

ementc en la tolerancia especificamente idnica podrfa verse enmascarado por
el efecto osmdético debido 2 [a alta concentracidn salina. Por este ractivo se midieron las ICsg
] , congénica con GRF167 y més sensible al componente idnico del estrés
salino gue YPH499. La expr esidn simulténea de la subunidad catzlitica truncada Cnalul y la
: I aumentd la tolerancia a LiCI de JP4-""2 en casi § veces, mieniras

1 T

de CnaZtrl tuve un efecto modesto en la tolerancia. La

sobrecxpresidn de Cnbl no tuvo ningln efecto. La expresidn de Is protefna CnaZ de longitud

subunidad reguladora Cnbl, no aumenté de forma sustancial la

tolerancia a LiCl de células silvestres, lo que sugiere la existencia de otros factores que
z actividad de la calcineurina nativa gue son dispeusables para el compiejc
CreZorl/Cnbl (Tabla 10). En la Figura 19 se muestrz ¢l increriento de tolerancia a LiCl

en g estirpe JP4-7a. La

procucido por la expresidn de Cnaltrl/Cnbl (plés

1

sobreactivacidn de calcineuring aumenta lg tolerancia en 1

mbargo, el crecimisnto en

- b

el medic sin sal se reduce un 50% anmmmaﬁamw especto al cracimiento del contro

. A diferencia de lo descrito en fas célul

ca truncada carente del dominio inhibidor no es suficiente para activar de forma
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3. Resultados

. Sensibilidad & Na®™ y Li* de mutantes calcinzuring.

Contenido denalAcnal Lenbl ICag
piB&l vector - - 47.0z0.7
pCAZ CNAZ compieto + - n.c.
pCAZE CNAZ truncado en Tysg + - 68.5£3.5
pCAZeZ CNAZ truncado en Myog - - n.d.
sCBL CNB1 < 515230
oCAB CNAZ y CNBI + + 51.516.5
oCAZE CNAZiren Tysoy CNBI + + 217.5x1.8

s Aenaldena2 y AcenblI de la cepa YPHASY (esﬁq&e% MCVI00-14A v IPS) se
transformaren con plésmidos que contienen el gen CNAZ comp“%@ o truncace), el gen

CNEI, o ambos. Los szg'ﬂes + - J:dlcan cr@cy’"}_mt@ omnode las c€lulas transformadas en
medic s6lido YPD suplementado con 1.2 M de NaCl 6 150 mM LiCl. Los valores de ICsg se

: 2 concentraciones milimolares d@ LiCle ir‘a;car tolerancie de células de la estirpe
nsformadas con cada uno de los plédsmidos indicados. Los valores mostrados
tan la media de al menos dos experimentos.
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Figura 26. Distribucién de frecuencias de categorias morfométricas. En un
microscopio 6ptico se tomaron fotografias al azar de preparaciones de células de
la estirpe DBY 746 transformadas con un vector vacio (A), con el pldsmido pCAB
para la sobreexpresién de calcineurina nativa (B), o con el plasmido pCAtrB para
la expresién de calcineurina activada (C). Se midi6 la longitud (L) y anchura (A)
de todas las células que aparecian en dichas fotografias, computdndose la relacion
axial (I/A), que se clasific6 en categorias discretas. Se representan las frecuencias
de células observadas pertenecientes a las distintas categorias de relaciones
axiales. Los nimeros de células medidas fueron: A, 123 células; B, 210 células;
C, 335 células.
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3. Resultados

ie la protefna Paml, de funcién desconocics, suprime el defecto en el

 por la pérdida de actividad de la subunidad catalitica de la protefna-

osfatasa PP2ZA, que en §. cerevisiae estd codificada por los genss PPHZI, PPH2Z2 y PPH3
Ta

i1, 1994). La protefna-fosfatasa PP2A es un enzima esencial, presente en todas las

H

s eucaridticas e implicada en la regulacidn de varios procesos metabdlicos asf como en

a progresién del ciclo celular. Ademés de su capacidad de suprimir la letalidad

eficiencia de ?’QA, ia sobreexpresién de Paml induce un fenotipo filamentoso

semejante al observado al schreactivar calcineurina. Hsto sugeria que ambos fe:mme@os

semn ,
podrian estar relacionados y que una de las consecuencias de Lo activacidn de calcineurina
podria ser un incremento en los niveles de Paml. Para comprobar esta hipétesis se expresd
Iz calcineurina recombinante CnaZtr/Cnbl en un mutante pam/! (estirpe H405). Se observd
gue atn en ausencia de Paml la expresidn de calcineurina recombinante producia las mismas

P

aciones morfolégicas (resultados no *nos%“*ad@s) Por tento, no par

[

ece existir un

de regulacién de PAMI por calcineurina que pudiera explicar los cambios

‘olégicos inducidos por la sobreactivacidn de caleineurina. Por ofro lado, 1z expresién de

/Cnbl también aumentd la tolerancia a LiCl en un mutante paml (resultados no

N,
e al i Tl
LEEOS LIRS

ite 2 las células de levadura buscar nutrientes con mavor

mple difusidn de &stos. Una pseudohifa se define como

ura v una hifa de %@pgos tilamentosos (Gimento 2f al., 1992). La levadura S

cerevisine se divide mitéticamente por gemacidn. La yeme smerge de un Eaga:f en la

superficie de la célula v crece mientras que la célula madre permanece con un tamafio

p

a se separan Gespués de que una copia de los

nosomas pase a la yema. Una cicatriz de q&iﬁi_ﬁa se deposita 2o el lugar de separacidn

A

os lugares de gemacione

('I)

anteriores. Una sola célula puede gemar

s pu:m@s de gemacién no se distribuyen al azar en la superficie

celular sino gue siguen un patrén especifico. La polaridad de la divisidn celular se define con
respectc a la posicién de gemaeéom@s previas. Existen tres pzfrones de divisidn celular

(Figurs 29). En el patrén axial, caracterisiico de células haploides MATz & MATC{ las
células forman nuevas yemas en un sitio adyacente al de gema

aci
. .. o 1s 5 N pra . a1 - -
su propic nacimiento. BEn el patrén bipolar de células diploides MAL afVA, o la primera

yema aparece en el polo opuesto al de nacimiento de la célula macre, y las yemas
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3. Resultados

1 7 I Tl L

los. Bl crecimiznto en peSUCony

IR A An s ate

un patrdn unipolar, en el que la gemacién se produce siemprs en el polo @pueg’se al de

nacimiento (Gimeno ef al.,, 1992).

7T o Pt Y I R 2Tl e B o 7 + ma e T s
Lz capacidad de las células que ex; resan la protelna recombinante CnaZtr/Cnbl par

o

crecimisnic en pseﬁdomfa. P ara establecer el pairén d

4 - - £ T

cistinios niveles de actividad calcineuring, se usé el colorante calcofldor blanco para tefiir los

ares y las cicatrices dejades por divisiones anteriores.

woploides de la estirpe silvestre DBY 746 mostraban in patrén axial en el 92.2%

i
rvadas. Sin embargo, una mayoria de las células alargadas que expresan la
C

alcineurina habfan cambiado a un patrén uripolar (Figura 30). Asf, de

e
gadas observadas, la gemacién era unipolar en el 77.9%, 18% tenfan

£

5
A ratel rmg mn
CIOdTICEs £

mantenian la forma redondeada seguian dividiéndose seglin un satrdn axial, indicando que

mamente Hgados, Ademsis,

ias haploides silvestres de la cepa DBY 746 presentaban

nte isogénico cnbf mostraban ur patrén indefinide. De 219

e la célula madre. La gemacidn era axialen el 2.7% v

¢

polar en el 17.8% restante. Estas alteracionss en el patrén do gemasién se observaren

n ) 5

ternbién en diploides. Células diploides de Iz estirpe W303 silvesize presentaron un patrdn de

3

ue cuando expresaban la forma zctivada de calcineurina la

g
gemacidn se hacia unipolar (Figura 30). Por tanto, parece exist;
L i) ‘\ by

5

célula y el patrdn de gemacion.

£

&
€Dy
]
i

de actividad calcineurina de

Ia m@rf@i@gfq y patrén de gemacidn de las células que expresan

ng sobreactivada con las pseudohifas descritas por Girenc et al., {1992) sugerian

e FN f ol
prYovVoCarg 18 transicion

o en pseudchifa sdlo ccurre normalmente en células diploides en condiciones de

fégenoe Blacketer e ‘ ) también observaror: formacidn de pseudohifas

En
haploides de Iz estirpe W303, indicando que

s genes pueden inducir un crecimiento en pseudohifas

células hap'i@ides, La expresidn de calcineurina activada en células

(MATa} creciendo en medio YNB (muy ico en nitrégene) también

paricidn de células al argaaas n un 74,1% ce l=s células presentando una
! superior af valor 1 =301). Una frecuencia semajante se observs en células

heploides W303-1B (MATo) y en diploides isogénicos obtenido por cruce de ambas

81



3. Resultndos

atrén de gemacion en estirpes con distintos nivelss
rina. Microfolografias de fluorescencia mostrando céluia
vento exponencial en medio sintético YNB y tefiidos cor
es de yemas v anillos de
n axial en la estirpe haploide Dl
nica JP14 (cnbi::HISZ). (C) Ge
rpe silvestre DBY 746 transformada con p

en la estirpe diploide W303 silvestre ¢ (E)

¢

3

)
4

Ngner
5
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3. Resultados

Fipememr oo e o H a1 itinri Aol T B! 3 it
egtirpes. Para comprobar si existfa aditividad entre el hambre de nits

C)\
4]
€]
o)
o
s
o
o

schreactivacidn de calcineurina, células haploides y diplcides de la 6S§§T?-ﬁ W303
transformadas con el pldsmido pCAIrB se crecieron en medio SLAD, muy pobre en
. Sin erﬁfgargo? no se observaron diferencias significativas en la morfol og’ celular

zlelos en medic SLAD e YNB. El crecimiento on medio SLAD de céiulas

< -

W303 control no indujo per se la formacién de pseué@hifas? ni potencié el lenotipe propic

de las céluias con calcineurina activada.

U(\‘ :

2 es
mecio sélico (Gimeno ef al., 199%; Blacketer ef al., 1993). Tampoco se observd invasidn del

agar por las células haploides ni dzpi@*aes W303 que expressban caicinsuring a
n periodo de hasta 4 semanas en medio sélido SLAD.

o = Pl

Las pseudchifas de 8. cerevisiae tienen un ciclo celular distintivo, caracterizade por una
fzse 1 acoriada v una poblacién dominada por célules en a fase CGZ porgue, tras la
cirasa hasta que la c€lula hija crece hasta el misme tamafic

-

tifieron con DAPI los nticisos de las células alargadas

nalizft la divisién nuclear ocurrfa antes de que lags células hijas

F Fm
(VAR WL

ismo tamafic gue las madres, Ademdés, el anélisis con citomelrfa de flujo de
picides de la estirpe W303 en crecimiento exponencia demostré gue, al contrario

~

con las pseudohifas candnicas, las células exprasando Cnalir/Cnbl ten

&\
=]

G1 més larga gue las células control transformadas con un vector vacio,
en lugar ae una fase GI acortada. Este alargamiento de 1a fase C1 probablemente se debe 2l
or temafio de las células gue expresan calcineuring activada (igura 31).

esumen, estos resultados indican que la activacidn constituiva de calcineurina altera la

celular y el patrdn de divisidn, haciéndclos semeiantes a {os encontrados er

= .~

ormando pseudchilas. Sin embargo, otras caracter{sticas especificas de la transicién

-

al crecimiento en pseudohifa, como son la capaciéa

lacidn de células en la fase G2 del ciclo celular, nosc &

() ja
2.
[q)]
o
[
<
©
' £,
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o
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Figura 31. Contenido relativo de DNA.
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del mutante 5810.

ade e o P o T
Sg-;”_”jé wtante SS10. B

lcalino sugerfa un defecto en ia expresion del gen ENAI. Finalmente,

~

litio indicaron una mayor acu wlacién de este catidn en com ipa aracidn

N

7 =7 T . Y Z S, IA e P ey ey ¥ vy 2t o 7
con ¢4ivlas silvesires (Pzgu:a 32}, précticamente idéntica a la mcstrada por un mutante cnb/

. - - =

(:zi:;i*:a 7. Alcabode 1 horaen présemia de 30 mM LiCL y ImM &CL el contenidoen 12

ntrol acumularon sélo 30-40 nmol Li" / mg de peso seco (Figuras 7

Q
.
£,
o
"

esultante de cruzar las estirpes 8§82 {endbl) y S81G era

ugiriendo que la mutacidn presente en la estirpe S510 no era

g
£ 3 o e BT 3 ~ I. 3 : bh S

alélica a la mutacidn cnbl de 882 a pesar de las similitudes fenotiicas.

3.4.1. Andlisis de segregacion de la mutacién nlsZ.

sloide resultante de cruzer SS10 con la ce

i
jos]
%\_‘
<
o
o
o
]
o
ot
[92]
[

oy
Q\
=3
O
o
0

T
-
C’)\
;,>
.
=
b
O
@
£F
C
ft
[

nivel de tolerancia a NaCl similar al del parental silvestre (Tabla 6), indicandc que la

ke 7

Sn presente en SS10 era recesiva. Mediante esporulacisn del diploide se aislaron

regantes haploides para los que se determind su sensibilidad o resistencia a NaCl. De 39

segregantes analizados, 20 resultaron sensibles a 0.7 M de WNaCl y 19 eran tolerantes. Hsta

proporcidn sensible/tolerante de 1:1 indicaba que la mutacién cue producia sensibilidad a

Nallen 8510 afectaba a un s6lo gen, al gue se denomind NLSZ

La tolerancia del diploide resultante de cruzar SS10 v SS2 fue similar 2 1z de la ce
silvestre {Tas"a 6 v Figura 8), indicando que la mutacidén en S810 (n 52} no es alélica ala de
). Asf mismo, el anélisis fenctipico de 42 segregante

1 del diploide obtenido por el cruce de las estirpes S

mostrd una relacién cercana a 3:1 entre segregantas sensibles v tolerantes a 0.7 M NaCl.

gl
w
L.”i

pecificamente, 31 segregantes mostraron sensibilidad a MaCl y sd¢lo 11 resultaron

s datos son consistentes con una segregacidn indenendiente de las mutaciones

Sz obtuvo también un diploide tras cruzar JP5-9¢ (nisZ) con REWZ1g {enal-4). La

tolerancia o NaCl de este diploide fue similar a la del silvestre CREF167, indicando que nlsZ

1

es ENAI-4. Sin embargo, el hecho de que ¢l {

es en calcineurina y ENAZ-4 sugerfa que la mutacidn nlsZ
?

posiblemente marcara otro componente de la ruta de sefiales que rogula la

GO
LA
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3. Resultados

une regibn perteneciente al cromosoma XV que contiene 05 genes YAP4 (factor de

trenscripcidn), STI! (proteina tipo Heat-Shock) v parte del gen 3UEZ (proteina relacionada

a
). Los fragmentos Xhol-HindIll de =1.3 Kbt y HindIII-Hindlll de =3.3

respectivamente los genes YAP4 y STII comsletos se subclonaron en ¢l
pRS5426 (Figura 34). Los

y determinar su capacidad de conferir tocerancia 2 NaCl Sélo los

3

14 x - i . R .
(Asmiges resuvitantes se ulilizaron nars

ey

rmantes SS10 con el plésmido conteniendo YAP4 resulteron tolerantes. Se concluyd

que YAP4 era el gen responsable de la complementacién de la mutacidn #nls2.

343, YAP4 es un supresor de la mutacién nisZ.

Lz complementacion del mutante rnisZ por YAP4 s6io se habia observado hastz el

la transformacién del mutante con un pldsmidc multicopia gue
presumiblemente conducia a la sobrecxpresion de YAP4. Puara comprobar si YAP4 se

CC‘Z‘E’SST}OTHCA& con la mutacidn »nlsZ o era un SUpreser EiX;I'agéA code éSﬁ&, se ¢cred una cepe

con el gen YAP4 interrumpide. Se sintetizé por PCR un fragmanto de DNA gue contenfa

una secuencia correspondiente al gen YAP4 del que se habian eliminado 597 pares de bases
de la zona codificante, susti Uyénﬁﬁia por una secuencia de 1326 pb conteniendo el gen HIS3

2

fragmentoc Xhol-EcoRV del plédsmido 5YAP4-6 conteniendo la

4::HIS3 se utilizé para transformar ia cepe silvestre GRF1678 de S.
cerevisioe v se seleccionaron transformantes HIS3*. Para comprobar la disrupcidn del gen

scombinacién homdloga se hizo una amplificaciér por PCR del locus YAP4,

ica en la Figura 35B.

Lz disrupcidn de YAPS no afecta la viabilidad celular Aéamés, se comprobd gue la
tolerancia a 0.7 M NaCl de los disruptantes yap4 era similar g 1a del siivestre GRF167,

o ser el gen NLSZ mutado en SS510. Para confirmar ¢ descartar
e YAP4 v NLSZ se cruzaron las estirpes (P11 (MATa, kis3, ural,
rante a NaCl) y S810 (MATq, his3, ural’, nis2; sensible a Nall),

obteniéndose el diploide JP10. Se comprobé el fenotipo de sens bilidad a NaCl y auxotroffa

resu.tados que se muestran en la
L. 51 YAP4 fuera ¢l gen mutado risZ, 12 tolerancia a Na(l v la prototrofia para
histidina estarfan ligados, esto es, la mayoria de ios segregnantes HIS3* (de genotipo

e regzza.‘:es fis~ serian sensibles 2

sggregaran ;nﬁeperd eniemente

3

uno de otro dem@stré un comgportamiento no al

»

YAP4 v NLS2. Por tanto, se puede concluir que YAP4 no es el pen NLSZ mutado en SS10.

4

8%
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3. Resultados
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1 Khot 480 Bglll “
e ~ 1287 EcoRY
< 1286 pb
e
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e
1 BamH I 775 Hind il
agg’fwﬁp
i 3
8.5
Z3
LR ey
el

u&!‘w&ﬁﬁﬁ%: ﬂ% Y ﬁ @L

G M: T TAAAAG (V %F&%—@Lﬁ se amplid

oY AP4-3 gue inclufa el vector @%z{ 286 pb
“ee malr“@ de k f‘mz‘a éf: ﬁj’% Los

B

VLJE:&S} se Bﬁ@m un. fmﬂ"n@nm @,V ~2

es vﬁﬁ* @mﬁmﬁ os, seutilizaron los af
L GCAGAAGGC EZ%’" (YAP4-QOLG) v
' ’C &M YAP4-OLT), %im' amplifican an frapny
e ~2.38 kb si ests interrur “z@:&r por FIES3. 1
185ira @i g&. de @g&T@Sa en @2 que se resclvieron los fragraentos
aos por PCR usando como molde DINA total de cuatro transformantes

1-4y v del control silvestre GRF1670 (5.
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barras superiores representan las protelnas Yapd, Cad3/Vdr258, Gendy Yapl. Las
: : Ias barras son proporcionales &l tamafic de las proisina :

t

 dentro de las cajas. Debajo se muesiran las secuencias de
entes  los supuestos domnios de unidr 2 DNA v de
mediante la cremallera de leucinas. Los aminodcidos idénticos se
v los residuos de lsucina gue conforman l= cremaliers se

83

Similitud entre la proteing Yap4 y otras protefua: de tipe bZIP. Las




3. Resultades

nigd
G{s:}g;{
¢ silvesire
H H 5 i
i) oacash
[9WE T
o~ o7 oonbt
~g L o
= m onb ]
£ T
= A e
e & SET

o
wis
f—
T
o
e
b
-
P
ko
o
fro
s

o]

o
.

)
o
KN
)
o
)
0
[

Lz sobreexpresion de YAPY reduce Ia sensibilidad a Na(l de los
mﬁ?%ﬁm @@?ﬁ ¥ ﬁ@&& y aumenta la tolerancia del siivestre GRE Wﬁ.
irpe GRF167h v los derivados isogénicos S810( mé&;?‘“ P JP2G( {cnbl) se
n ¢l plasmido f}Y&PA‘_i ¥ con un vector vaclo {j 0
crecieron en medio lguido YINE hasta DOgop0.4. Se tomaron
do

Qa

da cultivo ¥ se sembraron en medio séiido YPD suplomentado con ©.
lacas z¢ xﬁChﬁaf{}ﬁ a 30°C durante 5 dfas. (B) Curva dosis-respuesta

(circulos) v mutantes isogénicos cnbl (cuadrados) v nisZ (fridngulos)

con pYAP4-1 \szm'?};ei@s sélidos) o con un vector vacio {sfmlﬁms
células se inocularon en medic mm mo YNB supler :z.,j do co
nes indicadas de NaCl v se midié la DOy G@S’Q}Z@S ie 20 ?&0?&3
os datos se presentan como porcentajes en relacidn con los valores
cnn B medic sin ?a@:n

0

r}f)
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3. Resultados

G ENA TRKT .
@ FNA TRIT YAR4
0 EMNA i
B ENA k] VAP«
G 50 100 150 200 250
CR F

q & gna’l .

& engt
@ engi ] i
Gongi E‘f‘éf? YAPL ;

NAL Cﬁi&u&@ de i&s esm'"p@s E‘Péé’f« \M%f
} {cuadrados), JP18 (eng TRE] cnb} } {tr
), transformadas con pY AP4-1 ( z’zﬁﬁ@’%@s SG?
s huecos), se crecieron durante 24 horas en medio minj
idades crecientes de NaCl como se indicaen zas g
.35}6@@ fmc} gue se obtuve en relacidn al val

n la media de dos experimentos cor transf

Y
U



3. Resultados

eles normales de la protefna Yap4 v =130 mM después de transformar con el

o pYAP4-1. Sin em‘ocﬁga YAP4 no tenfa ningln efecto en células en

: elintinado los genes ZNAT-4. Estos resultados indican que los genes ENA -4 median

1z supresién por YAP4 de le sensibilidad a NaCl de los mutantes cnbl.
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¢ iones Li" (Figura 39). Por el contrario, medica
carentes de ENAZ-4 o TRKI no mostraron un efecio significative de Yapé4,

resultados de tolerancia a WaCl

3.6.%. Yap4 transactiva Ja expresidn del gen ENA7Z
Yap4 es un factor de transcripcion cuya de
un o te calcineurina. Como se demostrd més arﬁba, esta supresidn sdlo tiene lugar en

-
)

presencia de los genes ENAT-4, lo que indica que Yap4 debe actaar en la transactivacidn

alguno de los genes ENA, probablemente de ENAJ, cuya expresidn estd disminufda en un
mutante caicineurina y el mutante nis2. En un experimento se compard la tolerancia a Na*,

antes enal y enal-4 transformadcos con el plésmido pYAP4-8.

Como puede verse en la Figura 40, el incremento de tolerancia debido a la schreexpresidn de

vo | gar en presencia de un gen ENAT funcional. Lz presencia ¢ ausencia de 1os

otros genes del téndem no tuvo ningln efecto. Por tanto, Yap4 parece actliar dnicamente
sobre el gen ENAT, no teniendo ningln efecto sobre los otros genes ENA.

La hindtesis més plausible sobre la funcidn de Yap4 en relacidn a telerancia 2 cationes

nos es que Yap4 funcicna como factor de transcripcion que transactiva ENAT en

respusests 2 estrés por sal. Para comprobar esta hipdtesis se mid:d la expresidn de ENAT en

cepag que contienen la fusién ENAI:LacZ v que sobreexpresan YAP4. Como se observa en
lg Figura 41, {a sobr KPTE:SEOA de YAP4 en células silvestres y mutantes cnbf aumenta la

tanto, s Da;zeéﬁ concluir gue Yan4 transactiva ENAZ. La scbresunresion de YAP4Z sumenta
y 88T r gl D it

los niveles de expresidn de ENAT atin en ausencia de caécéneaﬁﬁ.;_, sumentando la tolerancia
= ol



3. Resulrados
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3. Resultados

Aenal
+YAP4
e“?af -4

T VAP

siivegtre

2 E >z e‘zmm&vﬁm e wiﬁrﬁ“fmm 2 Wa‘é‘ i

1o por

ganes sl
-4 ::ﬁf@j‘
w]%%

s de las estiz
nicniendo €l gen E]M;L en un vector mo ’HO@G@E a{
; 6 un vector vacio y

Sﬁ

J

s concentraciones 1

* }1’3:2%; M‘S:MES Las QL

oy P T i Eh ¥ T Ty
nen Mz, o un pH de BA,



ados

=
ey
=3
Loy

3. Re

khall

dasg

n

=
i

g

b5

d g-

-

e

control
24 4845 38

1200

esrpISRoR|EH-g

(58]

o

wf

5

¥
o

113

pendient

o=

inde

a8 T

s £
L

7
P

sfor

ar

Ll

]

e

La

“s
%,

1irarias segis
d

NAI

3]

e

med:

nE

aciao. |
s arb

&

£

&

it

s de las cepas §3
ro

S
P

g
elp

5

¥
v
é
i

L
o
i

1
1

Zpresién

O

v

P
Ak
4
L

=

da ]

Usoo

e
T

prote

O

7

de
con el vec
asta

3

.
h

£

OB

108 Valores §

ot
eron

o
r

¥

i

5 ?f‘
=
4

ineremento en

Cres

/ 38

b
<

£

%

e =
o

A




3. Resultados

3.6.2. VA P4 interviene en lz homeostasis de MnZ+,

?
es perteneciente a la

fﬂ
gi“)
Q]
[y
g
Cr
v
L
)
[
¥ C,,.%
B
M
«
T

a
gl metabolismo de Cas* y en la homeostasis de iones Mn+*. T&lulas carentes de un gen

T e 3 v T :
PRI Timeional acumulan nmiv

¢

ies elevados de Min4™ intracelvlar v son extremadamente
&

MinZ+ (Lapinskas ef al., 1995). Las células deficientes en

calcineurina son también sensibles a iones Mn?* porque la expresion de PMRI se induce en

afscia 2 la expresion del gen PMRI, se determiné la tolerencia a Mn2+ d

£
ina que sobreexpresaban YAP4. Como se muestra en 1z Figura 42, Yap4 suprimid

: Min<t de un mutante calcineuring, pero no de un mutante pmri, indicando

gue, como ocurre con ENAT y tolerancia a Na©, el incremento de tolerancia a Mn?* se debfa

N

a la presumible activacién por Yap4 de la expresidn de PMRI. Pera comprobar esto se midid
sién del gen PMRT en cepas que contienen la fusidén PMR/::LacZ. Como se indica

-~ 7 - /

Figura 43, la sobreexpesidn de YAP4 produce un incremenic en la expresidn d

Ty o

*"w
§

w : "}

vestre GRF167 cuando se induce con 5 mM de Mn2+. En el mutante Acn

sobreexpresién de YAP4 parece aumentar ligeramente los niveles Tf:;asa'ies de

expresidn de PMRI, perc no su induecién en pfesencia de MnZ+. Al igual que lo ocurride

v v - < -

a0
con NaTy Lz': la sobreexpresién de YAP4 en células silvestras pmdgj@ un aumento de

un gumenio en la

3.6.3. Yapd transactiva ENAI por un mecanismo cependiente de la ruta

na. Su funcién es independiente de Teni/Crzi.

7end es un factor de transcripein de tipo bZip que transactive ENAL y PMRI, dos gene

Y
cuye activacidn transcripcional depende de calcineurina. En zusencia de calcineurina la

o

expresién de ENAT y PMRI estd disminufda, pero

ional dependiente de calcineurina. Sln mbargo, la disrepcidn de YAP4 no da lugar
o de sensibilidad 2 iones Na© o Mn™, ", por lo que deten existir otros factores de
secripeidn alternativos que expliguen la expresidn de ENAS v PMRI dependiente de

calcin=uring en ausencia de Yand,
i

=)

Tatheos ef al. (1997) v Stathopoulos ef al. (1997) describieion a icnlf@rzi? come un

factor de transcripeidn necesario para la induccién dependiente ¢z calcineurina de [0s genes
1, PRI, ENAT y FKS2. A diferencia de YA?

génica v su disrupcidn produce sensibilidad a sodio, litio y mangeneso (Stathopoulos er al.,

epe
P4, TCNI es esencial para la exp*@%én



¥YPD 0.05 mM MnCl, 01 mMMnClz 2.5 mM MnCls

2 42, El incremento de tolerancia a Mn?+ del mutanie cnbl por

sobreexpresién de YAP4 d@pm@e el gen PMRI. @3 lulas d2 zas estzww
{cnbl) y IP36 apmm) transformadas con pYAP4-1 o con un~
< n en medio Hguido YNB hasta una DGggp de zi.@. S

s seriadas v se sembraron gotas de 2.5 ul en medio
o M;z&z a las concentraciones indicadas. Las fotos se
las placas 2 30°C durante 2 dfas.
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3. Resultados
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3. Resuitados

io se ha comprobado que la diss

k

Icalino, como se observa en la Figen

ctividad transcripcional de Yapﬁ- era dependiente de Tenl/Crz:, se sof

[av]

cepas fenl. Como se puede observar en la Figura 45, Y p4

manganeso de un mutante fexnf, indicando que ambos factores

ot

cnl es un factor de transcripe: On que media la expresibn

el gen ENAI, se podrfa postuiar que Yap4d es un factor

accesorio, cuya actividad es ad

yuvante pero dispensable. Se hicieron experimentos de
toleranciz para comprobar si en ausencia de Tenl la expresidn de ENAT se hace dependiente
en mayor medida. Como puede cobservarse en la Figura 44, el do

| es ligeramente més sensible a sodio, litic v pb alcalino gue Arenlf. Hste

ado sugiere gue Yap4 tiene un papel accesorio en la transactivacién de ENAT que sélo

a2 de Tenl. De la misma manera, el dobile mutantedyapd Arcnl es

también algo més sensible a manganeso que el mutantedzend, indicande qu

¢
' ‘<
¥l
=
Do
]
2
£
O
&
3
Ay

en la transactivacién de PMRI, pero en menor medida que Tenl (Figura 46).

. ENAT de manera independients a la ruta HOG,
} demostraron gue el gen ENAT esté regulado en su expresion
ruta de calcineurina y la ruta HOG. La contribucién de cada una
 +utas es dependien’ze de la concentracitn de sal en el mecio. Asi, la regulacibn por la

7L

G es predominante a bajas concentraciones de NaCi (p.c. 0.3 M NaCl para el fondo

P

genético W303), mientras que 1a ruta de calcineurina pmdomjnz a altas conceniracionss de
sal {p.e. 0.8 M para W303). Para ver una posible relacidén de Yap4 con la ruta HOG se

realizaron anélisis de epistasia entre la mutacién yaﬁpé ¥y mulaciones en intermediarios

ssencizies de la ruta HOG y determinar si los fenotipos de sensibiiidad 2 NaCl eran aditivos

srupcién del gen HOGI, gue codifica para la MAP Kirasa de [a ruts, se amplificd

un fragmento de 2.1 kb del plésmido pJBID gue contiene Iz disrupcidn
RPI (Figura 47). El fragmento amplificado se usd para transformar las estirpes
Ly W303-1B, comprobéandose sl {enotipo de los travnsformantes Trplten 2 M

. condiciones en las que disruptante sog! es incapaz de crecer. Se obtuvieron asf las
7 (MATa Ahogly v JP28 (MATa Ahogl). Para ver n YAP4,

B tenfan efectos aditivos, se construyeron cepas que combinaban dos de estas

()
-
%]
€3]
3
o
o
[a]
o
)
]
o
€]

9!
<
g
by

mutaciones. 2l doble mutante JP29 (Acnbl Ahogli) se construys rediante disrupcidn del gen

@
~
t?::‘
L)
(D

1 JPZE (Ahogl) usando la construccion enbl:HI83. Bl doble mutante IP32 (Ayap4

[
o
[¥5)]
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3. Resultados

Aenbl; se obtuvo por cruzamiento de las cepas JP24 v JP26 (Tavla 2). Finalments, el doble
mutante JP34 (Ayap4 Ahogl) se obtuvo mediante cruce de las cenas JP26 v JP27.

Se comparé la tolerancia a NaCl y LiCl de las cepas W303-1A, JP28 (Avap4), JP24
{(Acnbli 8 (Ahogl), JP32 (Ayap4 Aenb i), IP34 (Ayap4d Ahozly v IP2S (Acnbl bhogl)

1 1

observarse en la Figura 48, la sensibilidad 2 sodis v litic del doble mutante

FAR P PR T
Como puede

¥
b

vap4 cnbl es similar a ia del mutante simp

participe en la transactivacién de ENAT de

contrario, el doble mutante yap4 hogl pazrecia igeramente més sensible a sodio v |

mutante kogl, indicando que los genes YAP4 y HOGI intervienen de manera independiente
en la transactivacidn de ENAI. Como se esperaba, la sensibilidari a sodio y litic provocadas

por las mutaciones cnb/ y hogl se suman, en concordancia con 1os resultados obtenidos por

Mércuer et gl <§996)

gen YDR259/CAD3 homdloge a YAP4 es esencial para la tolerancia a

t
ja%]
e
et
o
»
oy
3
o
&y
@]
)

meyor identidad con Yapd es Ydr23%9, ccmo ya se ha mencionado

o)

+

anteriormente. Las dos proteinas son 86% idéntices en la regidr bésica de unién a DNA y

44% en el dominio de dimerizacidn. En adelante se denominard CAD3 al locus YDRZ59, va

augencia de un claro fenotipo de sensibilidad idnica en un rautants yap4 Seg@ esta

sis, Yap4 y Cad3 son funcionalmente redundantes, de tal forma que la ausencia de uno

de los dos no afectarfa de manera significativa 2 la expresidn de los genes ENAT y PMRI.

by 1 2
L5 'L

Para comprobar esta hipbtesis se amplificé por PCR un fragmeno de DNA gue contiene ¢l

gen CAD3 v las regiones adyacentes, que se introdujo en el vector multicopia pRS426,

"

plésmido para transformar células enb/ v coraprobar si CADS también

by

ensibilidad a iones de un mutante en calcineurina. Como se observa en la Figura

o de tolerancia a Na*, Lit y Mn2+ en un mutante cnb] por sebreexpresién de
nuy pequefio comparado con YAP4, No cbstante, Habofa que tener en cuenta que

esién de YAP4 yCAD3 estd regulada por sus respectivos romotores vy no $e conoce

xpresién de cada uno de ellos. Es posible gue un mesnor nivel de expresidn de

X:’JQCET& que su efecto sobre ia tolerancia fuera menos Sig’ﬂﬁCa‘[ VO,

Para ver si la ausencia de CADZ producia una disminucién =n la tolerancia 2 iones se

n mutante en ese gen. Para ello se construyé el alelo nulc cad3::UURAZ como se

nq”zwi"\
Nk




&

3. Resultado

&

ilidad
. 3

=
£ 1)
4\;1

B2
© '
[

israpeltn de YAP4 &
e ho 2
P

7
mutant

&2

o
S

-l

ek

[

vt
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3. Resulrados

Daron €on i

fragmento de

JP12), viable y sin defectos
n el crecimiento. A continuacidn se cruzd este mutante nﬁ’) (MATC cad3::TVRAZ)

Ta, yap4::HIS3) para producir el diploide heterizigoto. Los

sporas procedentes de este dipleide indicaron que el doble

era viable (Tabla 12). Para ver si la ausencia simulténesa de los

1 CAD3 afecta la tolerancia iénica, se comprobd el crecimiento de células JP13

r%

?) derivadas de cuatro esporas independientes con el mismo gencting, en placas
} 5 futad i

das con T\aCH Cly MnCls. El nivel de sensibilidad e JP13 era similar al de los

ales, es decir igual al silvestre (Figura 51). Por tanto la disrupcidn de YAP4, CAD3 o

la doble mutacidn no tienen ninglin efecto sobre la tolerancia a esfas sales.

13 no afecta al crecimiento en presencia de Na© o Min®, Para

tras funciones de estas proteinas, se buscaron otras conidiciones de crecimiento en
ias que la actividad de Yap4 & Cad3 fuera esencial. Otros laborztorios han demostrado que

otros miembros de la familia de protefnas Yap son necesariar en la tolerancia a ciertas

[

drogas, metales o agentes oxidantes. Asf por ejemplo niveles elevados de Yap! & Yap2/Cadl

i ia Py

ducen resistencia pleiotrépica a drogas como ciclcheximide v una mayor tolerancia a
metales t8xicos como cadmio o c¢ine. Curicsamente la dismpciéx de CADI no tiene efectoen

encia a ca@me, mientras que el mutante yapl es hipersencible a este metal (Wu &1 al.

nbién se ha comprobado que mutantes en los genes YA P & YAPZ son sensi

zgentes oxidantes, en particular HoOp (Stephen er al., 1995). Pars ver st Yapd v Cad3 tenfa

una funcidn similar a Yapl y YapZ se crecieron mutantes yap4, cad3 v un deble mutante en

.1

presencia de metales {cinc, cadmio, cobre, cobalto), @gemes cxidantes O»2) v drogas
{ciclcheximida). Bl crecimiento del mutante yap4 era similar al cilvestre en todos los casos.
tante cad3, su comportamiento era también igual al silvestre en todas las

7

das a excepcién del medic gue contenia cacmio. Como se puede

comprobar en la Figura 52 los disruptantes Acad3 eran muy sensibles a este metal. La

tantes Ayap4 v Acnbl era similar al silvestre, 5or lo que ningus

-—

Fatos resultados indican cuse

estar relacionados con tolerancia a cadmic.

3

Cad3 funciona en los mecanismos de tolerancia a cadmic

[N

2 manera 1‘”&6’36”1(11“}1 a

H

calcineuring, y gue Yap4 y Cad3 no son quivazm es funcionales ya que median resistencia a

diferentes iones. Tampoco parece haber relacidn funcional entre Cad3 y las protefnas tip
DZip ‘1’2_@3 v Yap2/Cadl, yg que el mutante cad3 es sencible a cadmioc pero no a

régenc a los cuales yapl v vapZ/oadl son sensibles.

“ E
%

tos niveles de Cad3 sumentaban la tolerancia a cedmio, se sembraron células

de 1z cepa silvestre GRE167 transformadas con plédsmido pCADY-2 (gen CAD3 amplificado

T TS

CR en ¢l vector multicopia pRS426) en medio sélido YPD 2! que se afiacié CdClr a una




3. Resultados
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Jisz z&w@@ n del gen CADI. (A) Mediante los ols

3 T

TK%T”@@}- y OL2-CAD3

. T‘C‘”L GC), gue inck Lyen las dianas de restriccion BamHl 3
vados) yse @mgﬁ ificé por BC‘%_ un fragmento de &DN de=24kbque
e gen 3 Qmmef& Para la sobreexpresién de CAD3, fragmen
s& - \mzjmas de restriccién BamHl v Kol y se m@
DR con los mismos enzimas, dando Iu ugar al plésmid
Iz tuyd el fragmento Hpal-Xbal, de 1.5
&l 1 to que contiene ¢l gen URASZ, resultante ﬁ,@ digert
ve 2 con los enzimas Hpal y Xbal. Bl pldsmido asf con:

¥

-5 ze c@m con ;ﬁﬁs @vdemw’ sa5as 0 ?@S‘E?f’

5 a&um y obtener &;ymﬂémﬁﬁg cad3:URA3. (B) Se

smos oligonucledtidos (OL CADI-1 v CAD1-2) para comprobar
16 cod3::U/RAZ habfa tenido lugar en los transformantes URAT
tamafio del ;z'agf:reﬂm amﬁ”ma o de un disraptante Acad3 era
~:Y«msiz‘@ CAD3 (=2.4kb}, pero sélo €l primero conteniz una diana

fa Q‘ gestidn con esta endonucleasa permitid identificar 3 disruptantes
5) de 5 ransformantes URA™ ensavados, ya que =l fragmento
- »@E ofros d@s de~13 y=1.1 ¥b. Cindica una copa silvestre
control. A {digeride con HindllT) es el marcador del

fa—
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3. Resultados

z

derivadas del diploide yap4 X cad3.

Segregantes Ntmero de esporas Porcentaie
YAP4, cad3::URA3 54 27.1%
yap4::HIS3, CAD3 35 17.6%
yap4:HIS3, cad3:: URAS 57 28.6%
YAP4 CAD3 53 26.6%
d s resultantes del cruzamiente de las cepas JP11 (MATa, yap4::HIS3) v JP12

sgme‘aemn a esporulacidn. Se germinaron las esporas en ueém
ensfirieron las células resultantes 2 a placas conteniendo medio

o "N;ﬁ <upzemm ado con histidina, uracilo, ambos ¢ ningano. De esta manera se

i aron las células que contenfan la mutacion ya@éﬁ :HIS3, Te mutacion cad3::URA3 y ¢l
/wﬁ tHIS3 cad3::URA3. En la primera columna so indica el genotipo de cada

posibles segregantes. Bn la Sughﬂﬁa co&un’ma se indice el nimero de esporas

& cada genotipo, de 199 tomadas al azar. En la tercera columna aparece el

de cada genotipo, préxime al 25% esperado en cada c2s0.

ﬂ/‘&.@;e/-
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3. Resultados

La mutacién shnultdnes de los genes YAPY y CA

neis & Nat. Crecimiento Ge los mutantes Ayaps, Acads,
ienteslivapdhcad? v silvestre GRF167 en medio sdi

zdo con 0.75 M de MaCl. Se sembraron gotas de dil

08 crecidos a.duge, =10, Se obtuvieron resultados ghindl
AT & 5 b MnCl
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3. Resultados

4 =
i

 uM. A diferencia de lo gue ocurre con Yapl y Yap2/Cadl

0

9 £

umenta la tolerancia a cadmio de una levadura silvestre. La

-
Q
23]
o

gen CAD3 amplificado por PCR se comprobd transformando al mutante

cadl con el pldsmido pCAD3-6, que contiene el gen CADZ ¢n monocopia. Las células

-

raron la capacidad para crecer en presencia de noveles de cadmio similares a

los tolerados por la cepa silvestre, demostrando quel el gen CAD3Z sintetizado por PCR era

activo.
Pzra investigar el mecanismo por el cual una mutacién en cad3 produc

cadmio, se midié acumulacién neta de este metal en tres disruptartes Acad3 independientes v
mpeard con la del control silvestre CAD3. Se incubarcn células en crecimiento
| durante 1 hora en medio YPD suplementado con 100 pM CdCly v se midié

e Cd4* interno. Se comprobd que los mutantes cad3 scumulaban més Cd4 (0.66

olfmg de peso seco, n=3) que las células silvestres {0.40 £ 0.03 nmol/mg, n = 3)

ugiriendo que la sensibilidad a Cd2* de las células cad3 era el resultado de una mayor

1 del metal. Para comprobarlo, se midid la velocidac

"

b
fav)
(€3]
y
o
=,
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o
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(7]
£
3
£
@]
[
o
3
jas)

i3 v silvestre. Como se observa en la Figura 52, las célul
ta de Cd?+ mayor que las células silvestres CAD3. Estos resultados sugieren que

Pl

'2, de forma directa © indirecta, un transportador gue interviene en la homeostasis

-
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4, Discusion

Se aislaron 11 mutantes sensibles al efecto 16xico de Nat v i~ a partir de 8.100 colonias
[

mutagenizadas con EMS. Por complementacién de uno de elios (,:Ezut“fase nisi) se aisld el

gue codifica la subunidad reguladora de calcineurina. Calcineuring es un
heterod{mero formado por una subunidad catalftice, de la que hav dos isoformas en S
cerevisice, Caal v CnaZ; v una subunidad reguladora, Cnbl. Cyort y Thomer (1987 hablan

smmldameg'é adora era esencial para la activacién de calcineurina y gue su

. el mismo efecto (incapacidad de adaptacion a la feromona) que la ausencia de

4=

dos subunidades catalfticas. Por tanto, una posible explicacidr al

P

e
del mutante nis] podria ser una disminuciOn ¢ ausendia de la actividad

2 una mutacién en el gen CNEI. Asl, se com _pmbé que lz rotura del gen
CHMNBI en una cepa silvestre producie sensibilidad a Na© y LiT, aungue no tan severa como

te cnalcena?, en el que los dos genes gue codifican las subunidades

tdn mutados, también result ibic a Nat y Li*, confirmnando

de calcineurina en la tolerancia 2 estos cationes. 2l cruce del mutante nis/

E - 1l
2. '“E-.Z?@A csencial

crbi::HIS3 did lugara v @pi@'@e sensible, al igual que sus

haploides. Esto demostrd que NLST era ef gen CABJ. La observacidn de que
producia todavia mayor sensibilidad a Na© que 'a rotura del gen CNBI se

b - <

la existencia de una actividad basal, en ausencia de la subunidad
reguladors, de las subunidades cataliticas de calcineuring, como £2 ha deserito para las
dades Cna de Neurospora crassa (Higuchi ef al., 1991). Eeia actividad basal estarfa
obstaculizada por una subunidad Cnbl defectucsa en el mutante «2is].

L

Calcineurina ya habfa sido zmpgca prﬁvéamen‘ie enla gu,,f' i6n del transporte de iones.

Aot on céluls
Al DL ol

{(de corriente) (mei et al., 1993). En neuronas la actividad calcineurina es necesaria para la

-

inactivacién dependiente de defosforilacidn de canales de Cast (Armstrong, 1989). También

as guardas de vegetales, calcineurina modula la permeabilidad a Ca“* de canales en la
vacucia {Allen et al., 1995). En la levadura S. @?erevisz'&e el gen ENA tiene un papel esencial

en la tolerancia a Nat y Lit, La rotura de este gen provoca sensibilidad & estos cationes y

también a pH alcalino (Haro er al,, 1991), fenotipo similar al que nosotros observamos en el

mutante nisl. ENAT codifica una ATPasa de la membrana plasmética cuya funcidn es fa

E

ci nenal y

117



4, Discusidn

.

8. cerevisiae silvestres. Una estirpe cnbl que contiene una fusidn ENAT-LacZ

come gen reporters expresa solamente la mitad de la actividad B-galactosidasa detectada en

Izs células CNBI control después de inducir con NaCl o pH alcalino. Estos datos coinciden

3

tenidos por cuantificacién de las seflales autoradicgrafiadas de ENAT de

es northern (Figura 13). Por otra parte, la induccidn del promotor de ENAT que

T4 1 =

ultivar las células en medio AP no se observd en colulas enbl (T

Lcu
tantc, parcce que 8¢ I’EGU ore calcineuring para una adecuadsa transcr priuﬁ de ENAI

pudo inferir ofto efecto adicional de calcineuring sobre 1a traduccisn ¢ actividad enzi

By

ue la expresién de la fusién ENAI-LacZ en las mismas condiciones utilizadas para la

medidas de salida de Li* correlacionarcn con el descenso en el grado de salida de 1i7.
Nuestros resultados indican gue hay cierta induccidn del promotor de ENAT en ausencia de

1, pero su actividad es importante en el mantenimiento del nivel de mRNA de la célula.

ortante sefialar que la reduccidn de la expresién de ENAT = la mitad con un promotor

3T

reiadeblas er al., 1993) resultd en una sensibilidad 2 Na® y Lit significativa.

» 2z T s 3

Por tanic, una expresidn reducida de ENAT en células enbl contr buve claramente 2 su

£
- r .

Na* y Li*. En linfocitos, calcineurina modula la expresidn génica de

<

nor desfosforilacidn de factores de transcripeidn especificos (Clipstone ef af.,

@
£
&
o]
e
A

4.2. Regulacién de la actividad Na*-ATPasa dependiernt
4.2.1. Regulacién de la expresién de ENAI
4.2.1.1. Represidn por glucosa.

Ademés de calcineurina se han identificado otros genes implicados en la regulacién de
ENAIL Bl gen ENAIT esté fuertemente regulado a nivel transcripc.onal

Fa i

o
enta de forma significativa en respuesta a estrés salino y falte de glucosa (Hirata et 4l

o2

T

1995; Alepuz er al,, 1997). La adicidn de glucosa u otro azicar {4

< 1

ilmente fermentable a

-
m%‘z
\J

"

ulas de levadura que crecen en fuentes de carbono més pogres oroduce un répidc aumento

- -
Fomcr oy

rensiioric de 12 concentracion de AMPc, segundo me

niveles intracelulares de AVIPc correlacionan con condiciones de srecimiento ricos &

p

nies, mientras gue bajos niveles de AMPc reflejan limitacién de nutrientes y

congiciones pobres de crecimiento. La funcidn de AMPc es la modulacidn de 1z actividad de

.
et
oo



~

c
a tiene dos efectos contrapuestos: por un lado estirnula la

el crecimiento (por ejemplo genes de transporte 3 metabolismo de
, disminuye la expresién de genes que respondien a estrés (C77T7,

HEPIZ, DDRZ, ...). En cuanto al AMPc, su concentracion estéd controlada por una ruta

regulatoria en la gue intervienen los productos de los genes RAS. Ademés, AMPc es

£

hidrolizada por una fosfodiesterasa codificada por el gen PDE (Hohman ef al., 1997), Hirata
s ¥ &

expresién de ENAI. Asfinismo, una reduccin de
los niveles de AMiPc por la sobr eexpresi@n del gen PDEJ causd un incremento en Iz
expresidn de ENAT en respuesta a altas concentraciones de NaCl. Se demuestra as

a
a AMPc-Pka en la regulacién negativa de ENAT. Proft ef al. (1999)

ficeron una regién en el promotor de ENAT (-533 a -544) corespondiente 2 un

al gue se unen los represores zince finger Migl v

ocimiento URSMIGENAL 2

plejo correpresor Ssnb y Tupl. Alepuz er al. (1997 encontraron que la

]
.
o

~

S
nfl es esencial para liberar ENAT de 1z represidn por glucosa. Cuand
i,eﬁe de carbono es deficitaria, Migl es desfosforilada por la protein kinasa Snfi, dando

2 )

lel ntcleo v liberacién de la represidn.

de la expresién de ENAI por etrés salino.

4.2.1.1.2.1. Regulacion osmdtica dependiente de HOG.,

las MAP kinasas HOG. Mérguez er al.
(1996) descubrieron que la induccion de ENAT estéd mediado por ‘a ruta HOG a bajas
concentraciones de NaCl (0.3 M) v la ruta calcineuring a concentraciones més elevadas (0.8
n de ENAT por la ruta HOG, no tiene lugar & través del elemento activador

o 156 -

=, como ocurre con otros genes regulados por HOG como CT1 (que codifica una

o

s HSPI2 (pmfez’na heat shock), sino a través de un clemanto represor. Se tr

URScrz mNAT Similar al elemento de respuesta 2 AMIPe de mam Teros CRE (Cyclic
Response Ezemeﬁ}, La represion se pzoduce por la unién & esta secuencia de Skol, represor

ip. Esta represidn se libera por estrés osméiico, por un mecanismo

ual que ocurre con la represidn por ghicosa, la represidn de

ey 1D £y

participacién del complejo correprescr Ssnd-Tupl (Proft ef al,
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4.2.1.1.2.2. Regulacién transcripcional dependiente de calcineur na.

+

wba a elevadas concentraciones de sal (0.6-1 M de Na(l). Se ha identificado el factor de

B
&,

transcripcidn gue activa la expresién del gen ENAT dependien calcineurina. Se trat

producto dei gen TCNI/CRZI (Matheos er al. y Stathopoulos ef «if., 1997). La proteina
Tenl/Crzl es un factor de transcripeidn de 678 aminoécidos, que contiene tres dedos de zine

tipo CZH2 gue media interacciones entre protefna v 4cidos nucleinos en el sxtremo carboxi

extremc amino terminal contiene una regidn que interacciona con

icinguring (Via’:heos et al., 1897). El factor de transcripeidn Tor 1/Crzl no sélo media la

1 de ENAL sino también la de otros genes regulados por calcineurina: PMCI

Prsa vacucl ar, Cunningham et al., 1994), PMRI (Cas-ATPasa de Golgi, Antebi

: ’9‘2} y FK52 (1,3-B-glucano sintasa, Eng ef al., 1994). Ea el promotor de FKSZ se

do un posible elemento de reconecimiento de Tenl/Crzl, de 24 pb

&

= oy

wios ef al. 1997). El crecimiento del mutante fenl era sirnilar ai del silvestre en

- . .

ndar, pere la tolerancia a Min2+, Nat y CaZ* era sigﬁiz’“ztaﬁvameme menor. 2l

factor de transcripeidn Tenl/Crzl es por tanto esencial para la exoresidn de los genes ENAJ,

PMRI, FKS2 v PMCI en respuesta a una sefial dependiente de culcineurina.

Ctros factores que también afectan la expresidn de ENAT son os productos de los genes
152, PPZI y PPZZ. Ferrando et al. (1995) describieron «l gen HAL3/SISZ, cuya

ia tolerancia a sodic debido 2 un incremento en la expresidn de

&y

i6m de Hal3 scbre ENA/ es independiente y aditiva a fa de calcinew:

(1995} encontraron que la delecién de los genes PPZI v PPZ2, que

cen Ser/Thr fosfatasas involucradas en in’cegrﬁda@ celular, aumenté la tolerancia a Nat

y Li™ de manera dependiente de ENAI e independiente de calcineiurina. La ausencia de

ad PPZLPPZZ results en un aumento e 1os niveles de RINAmM de ENAJ, indicando

el represor de estas fosfatasas en la expresién de ENAT. Mis tarde se encontrs

jo
L3
(@8

2
&
@]

Loy

existe una relacién funcional entre Hal3 y Ppzi (Nadal ef al., 1993). Hal3 interacciona con

21 £+ te

be su actividad fosfatasa, dando como resultado un aumento en la expresidn de
way ef al. (1999) identificaron otro gen, LIC4 (Lithium Convertas), que

2 protefna localizads en el nlcleo. La mutacidn fic4 recujo alin més la expresidn

de ENAI del mutante calcineurina. La regulacién transcripcional de ENAI depende también

de Iz protein kinasa casein kinasa Ii, tetrdmero formado por dos subunidades cataliticas (o,

respectivamentes. La mutacion ckb reduce la expresion de ENAT, que afecta tanto Jos niveles

3 ~

basales de expresidn como a la induccidn de la transcripeidn (Terney ef al., 1999).

[
Y
]
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ira un esquema de algunos de los comoonentes gue intervienen en
i6n del gen ENAL

traduccional de Ensal.

7 al, ya que ccurre incluso

ecarisme de activacion podria

obtenido resultados que s&géer@n que calcineuring regula también

postracuccional. Cuando se sustimyé el promotor de ENAT por un promotor consti
{(PGK) en un mutante enb!, el flujo de salida de LiT segufa estancio reducido respecto al

silvestre CNEI, indicando una menor actividad de {2 Nat-ATPazae

9?
oo
1
w
o3
S
o™
é%

jue calcineurina segufa siendo necesaria para una actividad plena

3

Ne*t-ATPasz, aungue la exg&r@sﬁéﬁ del gen fuera constitutiva. Este podria explicarse por una

PR

regulacidn de la protefna Nat-ATPasa por parte de calcineurina, como ocurre en céiulas

4 N

erebelo (Marcaida ef al., 1991) v células tubulares de rifién (Ayezm et al.,

e

1892}, en las que se ha encontrade que la actividad de la Nat X+ ATPasa esté regulada por

destosforilacion directa ¢ indirectamente dependiente de calcineurina.

Trkl y TrkZ.

a suficiente para explicar el gran incremento

nutants enal. Bxperimentos

heches en colaboracidn con el laboratorio del Dr. Rodriguez-Navarro demostraron la

n de calcineurina en la entrada de K+, Calcineurina parcce ser esencial en la
transicién del sistema de captacidn de KT de baja 2 alta afinidad en respuesta a estrés salino,
en el que estd involucrada la proteina de membrana codificada por el gen TRK/. En

condicionss normales, 1o entrada de K en la célula tiene ﬁug&'{’ mediante transporic de baja

)

38

afinicdad. En condiciones de bajo K en el medio ¢ en presencia dz otros cationes gue

T

compiten con KF por los transportadores de entrada en la céluls, ¢l transporte dependiente de

ki

nidad para K¥ con lo gue se garantiza el aporte de este ién esencial

I medio de cultivo contiene Na't el sisternza de transporte aumenta la

&
o,

7

la Ky de Nat permanece inzlterada, dandc como resultado una mayor

nacién desde niveles milimolres a micromolares de K* respecto de Nat. En

SXperimenios en

e}
0

ue se midis entrada de Rb* (utilizade como anilogo del K7 ) se comprobé
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cue en condiciones salinas que dan lugar auna %m‘:{}ic' nde

sencia de calcineurina impedfe ¢l aumento

hasta 20 veces, dando como resultado una mayor entrada de Na™en

(D\

ulas control CNVE/. Nusstros resultarios indican que [z
desfosforilacién de protefna mediada por calcineurina esté relacionada, directa o

nte, en la regulacién de Trkl en respuesta a estrés por Na¥. Dado que la

-

estado de altz afinidad no requiere sintesis de protefras (Ramos er al,, 1986), es

probable gue el control de calcineurina scbre Trk! sea postraduccional, directa ¢
indirectamente. Otro aspecto interesante de {a regulacidn de Trkl por calcinerine es que tiene

lusivamente en respuesta a estrés saline. En células silvestres 1a transicién del

eurina, 1o fueron capaces de
dad por K* en condiciones de estrés
dos rutas de sefiales convergentes

rte de K+ de bajz a alta afinidad, siendo

ecifica al estrés por Na*.

sGdico.

]

toxicidad idnica y no a esirés osmdtico, v la trans .én de Tﬂ{i al =stado de alta afinidad en
respuesira 2 altos niveles de Na™ y no a escasez de K¥ sugiere que a ruta calcineurina se
activa de maners especifica por iones Nat. Como el (nico mecanismo conocido de

regulacidn de calcineuring es activacidn por calcio, el modelo més plausible es que

5

1traciones elevadas de Na* provocan un aumento en la concantracién de Ca<t

B

la misma manera que el estrés salinc aumenta ia actividad de

ralz de mafz (Lynch ez al., 1989). N se conoce adin ¢émo se

Ca?* cuando Jas células de levadura perciben ef ostrés irico, pero parece

ar una entrada de Ca?+ del medio extracelular porque mutantes deficientes en

uesto canal de Ca?*+ de membrana pfasmé tica) v Mid bunidad necesaria para el
iento del canal) se encuentran afectados en procesos de )Si"id entes de calcineurin

I’

residn de ENAT v tolerancia a ione {P dhungat ef al., 1997). Ctra

Itas concentraciones de Na™ nodrfan elevar el contenido de CaZ+t

vl
o
)
[y
jan)
3,
&
g

lar mediante el intercambio Nat C"z* en la membrana vacueciar. Bl intercambi

+, Vex 1, podria mediar esta actividad si el idn Na™ reemplazara a HT
{(Serrano et al., 1999}. Este incremento en los niveles de Ca?* citosdlico darfa lugarala

STt R A P e S o M otiAn o b w'w -, o 3 o
activacidn de calcineurina al unirse este catién a la subunidad reguladora Cnbl y a
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le regulacién de los niveles de Na™ v K intracelular, ofra funcidn de

celcineurina es Ia homeostasis de Ca?+. Calcineurina regula los transportadores primarios
Pmcl y Powl (Cunningham ef al., 1994), y el ant p@z‘tador Vexl [Garrett-Engele eral. v

ocalizadar respectivaments en la

-
Y
o
W
o
tn

i2 et al., 1995). Pmcl y Pmrl son Ca2+-ATT

membrana vacuclar y Go Agk, cuya funcién es la wmyammezz‘sacim de Ca2* libre. Bl nivel de

'+ en lavacucla. B éia‘;ag con versiones mutadas de Vex 1, insensibles

[a¥)

., S8 pméace una intensa e irregular compartimentacién de Cazi en condicionss

-

ambientales en las que calcineurina estar{a normalmente activada. En estos mutantes, se

la induccién de ENAI dependiente de calcineurina (Cunningham y Fink, 1996).

Hstos resultados sugieren que Ja elevacién de Ca2+ citosdlico es una respuesta fisiclégica al

esirés por Na™t, necesario parza la induccién dependiente de calcinourina de factores de
inactivacidn transitorica de Vex1 por calcineurina facilita la
produccidn eficients de sefiales de Ca?™ (Cunningham y Fink, 1$96). Sin embargo, aungue
na liberz la represién de la compartimentacidn vacuolar de Ca?*
1 secundaria en Pmcl, que revierte la excesiva

npartimentacidn de Ca?, sélo restaura parcialmente la tolerancia a Na© (Danielsson ef al.,

tro lado, el contenide de Ca2* de intercambio répido (es decir, el Ca?+
citosélico) del mutante calcineuring y otros mutantes sensibles a 2 toxicidad de Na
incluso alcanzan niveles més elevados que en célules silvestres (Danielsson er

fatsumoto, Pardo v Hasegawa, resuitados sin publicer). Estos resultados indican

I

mpartimentacién excesiva de (a2~ explica la sensibilidad de Nat de los mutantes

calcineuring, ni los slevados niveles de Ca?* citosdlico per se bas an para desencadenar la

respuesia 2 estrés por Nat.

En otros procesos celularss en los cuales se genera una sefial ¢

e N P
e las fluctuaciones de

rece estar determinada por una regulacidn suti
CaZ* y una integraci6én de varias sefiales de entrada. Matheos ef ¢l. (1997) habfan
demostrado gue el tratamiento por NaCl desencadena la activacidn dependiente de
(v por tanto dependiente de Ca?*) de ENAI/PMRI, nerono de PMCI y FKS2,

gue también son activados por calcineurina y Tenl en respuesta 2 elevadas concentraciones

e Ca2* externc y feromona, respectivamente. La adicidn de Ca?™ interfiri6 con la induccién

-

ENAT por Na™, y de forma reciproca, Na* blogued ia inducci¢n dependiente de Cas™ de

[
4

indican Jue aunqgue Varios Processcs celuiares estén BO obernados por

Fenl, la sefial de Ca2+ generado por estrés saling se interpreta con alia

idad e inhibe otras rutas depeﬁd; entes de calcineurina. Heia respussta diferenciada

imolice discriminacién entre variaciones en la sefial de Ca2+.
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de caleineuring.

iendo demostrado gue calcineuring es esencial en la adaptec

1

cidr
cerevisiae por su papel regulador de la actividad de la Nat-ATPata y el sistemna de transporte
e K7, nugstro siguiente obietivo fue manipular calcineurina para obtener células més

foml T

resistentes a estrés por Nat. Calcineurina actia como mediadora sntre la sefial producida por

un incremento de Nat intracelular, que probablemente provocs ur aumento en la

.

concentracién de CaZ*, y una respaesta coordinada de los transportadores de iones

~

eCesariosn para contrarresiar ¢l €Xceso de MNa™. Una sobreactivacidn de calcineuring deberfa

producir una respuests incluso en ausencia de sefial, dando lugar 2 c€lulas més preparadas
. s

para seportar condiciones de estrés salino. Experimentos en células T

ig transfeccidn con una subunidad Cna carente del dominic de ynidn a

r del dominic autoinhibidor, no requerfa 1a sefial de ¢ ?az* nara activar lg

el gen de la interleukina-2. Esto es, 12 truncacién d= la subunidad catalftica
al.

ung actividad calcineurina constitutiva in vive {f; Arsons: éf ¢

precedentes decidimos manipular la subunidad CnaZ al ser su coniribucién 2 1z tolerancia a

Fa

Na* mayor que la de Cnal (ver Seccidn 3.2). Esto se podria explicar por una diferencia
ot

)
Eabiah B

ncional entre los isozimas que forman Cnal v Cna2. La dispari<ad en la secuencia de

HCar una

[

cicos (64% identidad) es lo suficientemente s;gwffca‘izva cOmo para just

rs

nal (Nakamura ef al., 1993). Otra posible expliczcidn podria ser una mayor

o Ty 1em e
gbuncanct

'sx%
[N
&
(

Cna?2 respecto de Cnal. Cuando sobreexpresamos la protefna CnaZ truncads

cespués del aminoécido treonina en la posicién 459, eliminando €l sitio de unidn a

na v el péptido autcinhibidor, no se obtuvo el efecto esperado de mayor tolerancia

%

a de la sobreexpresidn s:vmi dneadela
resultados gue apuntan a la necesidad de la
n de calcineurina. Asi, se ha vitto que CnaZir! es incapaz
e complementar al mutante ¢nb/. Ademds, un plésmido que con lene una subunidad
la que se ha eliminado también ef dominic de unidn a Cnbl (truncacién en

10 suprime el fenotipe de sensibilidad a Na™ del coble mutante cnafcna?2, al

bunidad catalftica lﬁCapaZ de unirse a la subunidac reguéa

a in vivo. Los diferentes resulfados obterrdos de mamffercs v

Iz b 3

adura podrian deberse a [a disponibilidad de las subunidades cztalfticas enddgenas para 2

51t y activacion de la subunidad catalftica expresada de forma ectdpica. La subunidad Cnb

1 - -

tante en células de levadura, mientras q,ue existen evidencias de que la

) i 1

reguladora ¢ la actividad del enzima es

importante, como ya demostraron estudios previo Merat el al. (1985) analizaron la

centribucién a la actividad de las subunidades aisladas por desnatiralizacién del holoenzima
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ade, resolviende las subunidades por varios métodos de fraccionamiento, v

L5

3
-

renaturalizando las subunidades in vitro, individuaimente v en conbinacién. La actividad de
d

1

unidad A de calcineurina de mamiferos fue tan 8dlo de un 10% de la del holoenzima
&

0 CXpresar una

n presencia de Ca2+ y calmodulina. Otro estudio consistid
rma de Cna de rata expresada en células de insectos y se obsz2rve que
espectfica de esa subunidad A recombinante era muy baja, pero podiea estimularse

VECES g& la adicién de subunidad B purificada de cerebro boving, y otras 18-15 veces por
acicidn de subunidad B v calmodulina (Perrino ef al,, 18992). De forma sz‘m&“ una

z 3

a de N. crassa, expresada y purificada de E. coli, mostrd una actividad

. de menos de 10% de la del holoenzima, tanto en presercia ¢ ausencia de CaZt y

(Higuchi ef ai., 1891). La funcidn de la subunidad Cabl en parece ser la de

ducir un cambio conformacional en Cna tras la unién de CaZ+, de manera gue aumenta la

[N
&
™
[
e
)
&
5
H
[2v)
o
@]
t
5)
[N

dad del enzima por su sustrato (Perrino er al., 1594}, Por ot lad
gufre una medificacién postraduccional denominada miristoilacicn, que consisie en la

residuo Met en el extrerno amine v 2 ynidn de dcido mirstoilice al grupo

eming del residue Cly en la posicidn 2. Esta modificacidn pedria ser esencial jgara una

1

adecuada localizacidn de la protefna en una membrana celular, uns mayor estabi
la

P .n
[
o
0

\gﬂ .
Q

< . - - = Y

12 unidn mas eficiente 2 las subunidades catalifticas

(Cyertetal, 1992).

Cuando se transformaron células silvestres de varias estirpes con un plasy

W0
£
(4]
(]
]
5
i
[
=
jsv)
4]

g
9]
[
o
|

do CNAZtrl v el gen CNBI, se observe un claro aumento en Ia

tolerancia a NaCl y LiCl. Sin embargo, la coexpresion de la proteina CnaZ com p ta, junto

( )
\g’l

n ja subunidad reguladora Cabl tuvo un efecto muy pequefio scbre la toleranci

¢ la existencia de otros factores que limitan la actividad ce Iz caicineurina silvestre.

10 se necesitarfe para la actividad del

]

b

Uno de esos factores podrfa ser calmoduling, que
a E}*E/Cnb'ﬁ, aungue esta explicacidn es poco probable ya que calcineurina es

al o 3

s con mayor afinidad por calmedulina (Kles ef al,, 1988) v ésta se

)

s
SX)

encuenira posiblemente en exceso respecto a calcineurina en células de levadura.

3 e

iz sobreactivacién de calcineurinz sobre el transporte de

Come era de esperer, la sobreactivacidn de calcineurina produio sobre Enal v Trkl el

provocado por la ausencia de actividad caleinevrina. El nivel de expresidn
del gen ENAI en una cepa con una calcineuring sobreactivada era 3 veces superior &l del
control en ausenciza de estrés v hasta 8 veces més en presencia de ~alCl. Hsie aumento de

expresién se traduciza en un incremento en el flujo de salida de LiT en las células con

neurina constitutiva. Estos datos apoyan un papel clave de calcineurina en la respuesta

Pt
[\
(€28
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iz, Cunningham v Fink (1894} habian demostrado que niveles

tosélico en los mutantes pmel v pmrl, carenres de CaZr-A

recimiento de las levaduras y d‘istorsi@nan la forma ce ular por la perman

I

z

activecidn de calcineurina. Nosotros observamos gue la sobreexpresidn de Cnatrl/Cnblen
silvestres también provoca una morfoiogia ancrmal y un r2traso del erecimiento. Una

neremento de

52+ citosdlico o por sobresxpresidn de calcineurina sugiere que 2 runcacidn de la

ol umbral para la activacidn de calcineurina dependiente de

Ca2*. Esta conclusién es consistente con la dernostracion de que 'a delecion de la regidn

“sguago:@ e la subunidad catalitica reduce 1a dependencia de Ca?* de calcineurina (Perrino

et ¢l., 1995). Posiblements, esta menor dependencia se debe 2 gus la subunidad B de una
cineurine proteciiticamente truncada (anéloga al complejo recernbinante CnaZirl/Cnbl)

- . 3

r afinidad por CaZ* que el enzima native, permitiendo activacién a unos niveles de

Ca?+ (0.3 DM} por debajo de los que se han encontrado en c€lules estimuladas (0.5-1 uM)

St 7

(Sternmer ef al., 1894, Perrino et al., 1995). Adem4s se ha propussto que calcineurina

k]

reprime la retencién de Ca2+ en un compartimento intracelular (Tanida ez al,, 19953,

£ I

, 1996), presumiblemente para amplificar la sefial de Ca2*, Por tanto, la

expresidn de una calcineurina truncada con un reguerimiento reducido por Ca<t para la

PN Bitwiv) L 031

ntar aln més la concentracidn citosdlica de Cast libre, exacerbando la

a v otras protefnas dependientes de sefializacién por Ca2*. Sin

w
o)
@)

co probable que un incremento en el nivel de Ca# citosdlico pueda por s

r suficiente para desencadenar especificamente la respussta a estrés por Naten

iz del inductor (es decir, Na*}. Nuestros datos apoyan un vape

i

7

ta a estrés por Nat. Por un lado, la activacién constitativa de calcineurina no

la expresidn de ENAT tras induccidn por NaCl, sino gue también permite Jo
J¢ 4 ¥

sporte de K¥ 2 un estado c';": una mayo-r discriminacién
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de K¥sobre LiTy Nat. Ta

spuesta coordinada v especifica al zstrés por Nat de dos
diferentes transportadores de iones probablemente requiere la m‘{agraczon de sefiales

.z

activacién de rutas especiﬁcas L."‘SLO gue la aciivacidn de calcineurina p oor

» puede sustitulr tal integracidn, calcineuring es pmbamkme‘ te un componente clave de
la ruta que regula la homeostasis de iones en levadura. En ofras palabras, la activacidn de

calcineurina es una sefial necesaria y suficiente para la respuesta celular al estrés por Na™,

peea
[\e]
~1
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ecio de la sobreactivacidn de calcineurina sobre Iz morfologia de Ja

Iy

Cira consecuencia de la sobreactivacidnde ¢

1.

fa celular. Cuando expresaban Ja cal

s células cambiaban de forma, pasando de redondeadas a a'argadas. A este cambic en

'a se unfa ademés un cambio en el patrén de gemacidr. En células haploides con

P

n de gemacidn axial, las células forman nuevas yemas en un lugar adyacente alde

gemaciones previas. En células dip‘ioides} Iz gemacidn es polar. La primera yema aparece en
el al de nacimiento de la célula madre, v las yemas subsiguientes aparecen en

4

cuslauiera de los dos polos. En las pseudohifas, el patrén es unipolar y la emac-yv se

produce siempre en el polo opuesto al de nacimiento (Gimeno ez 4f., 1992). Cuando se
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alcineuring la gemacién pasaba de axial 2 polar en 2€lulas haploides. A

tlulas ajargadas permanecian pegadas después de iz gemacion polar, dando

de células alargadas gue se asemejaban a pseudohifas. Un fendmeno similar

s

cexpresidn o activacidn constitutivade la proteina fosiatasa

by

Paml, que suprime ¢l defecto en el cracimiento de células

bos casos se pmdmfa@ cadenas de cé ulas alargadas muy

r la expresién de Cnatrl/Cnbl. PP2A modula la morfogénesis

durante iz diferenciacién en pseudohifa en respuesta a falta de nitrégenoc en 8. cerevisisiae
keter er gl., 1993). Sin embargo, no encontramoes sinergismo entre e activacién de

e nitr égﬂno que diera lugar una transicidn total al crecimiento en

¥

se observs entre PP2A & Pam! v calcineur na sobreactivada. Ademés

ento de la divisidn celular v Ia duracién de las fases Gg y ‘32 o coincidisron con los

observados en las pseudchifas. Una posible explicacion es que el conjunto de caracteristicas
stintivas de pseudchifas estén controladas de forme independiente. Por

los mutantes hapioides elm rnostraron separacidn celuler retardada v l2 capacidad

haploides silvesires (Bﬁacke%;er el al., 1393). Por otro ladeo, la
un regulador transcripcional del dimorfismo celular, incducfa el
fa de diploides pero no en haploides, a pesar de gue promovia ia

aparicidén de células alargadas en haploides (Gimeno ef al., 1994,

patrén de gemacidn definido requiere informacién espacial y ¢l establ

polaridad celular. Nuestros datos indican que calcineurina podrfa 2fectar la

P 11
eyl ort A Ae
ngu;{a@iu;.; L }L

ugar de gemacidn. Por una lado, 12 activacién constitutiva de calcineurina

induce un cambio en el pa{z‘én de gemacién de axial 2 polar en ¢€ ulas haploidss. En segundo

2 inactivacién de calcineurina por disrupcitn del gen CNET causé gemacion aleatoria

i

en células haploides de la estirpe DBY746. Sin embargo, ya que 1o todas las células qu
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expresan la caleineurina recombinante Caa2trl/Crbl son alargadas, v que la deliciencia de

4

de gemacidn en todos los fondes genéticos examinados, la

i4n de calcineurina con yoéa idad celular y patrdn de gemecidn parece indirecta.

e}

Cuando se producen mutaciones en protefnas gue determinan 12 seleccion del lugar de

i e

-

emacién o el establecimiento de polaridad, el resultado es una gemacicn aleatoria (Chant ef

T TN 1

al., 1991). Entre las preteinas necesarias para la pelaridad celular se encuentra CdcZ4, gue

interscciona, entre otras, con Beml, proteina ensambladora localizadaen el lu
gemacidn. Hsta interacci6n es inhibida por Ca?* (Zheng, 1995). /idemés, ciertas mutacione
cde24 causan gemacion aleatoria y sensibilidad a elevados niveles de Ca2+ (Chant ex al.,

lado, calmodulina se concentra en el lugar de forraacidn de la yema, antes de

ue sugiere que pmiei 1as reguladas por calmodulina podrian participar en el

olarizado (BrockerhofT er af., 1992). Todo esto apunta a una
ks

calcineuring en los mecanismos de gemacidn y estzblecimiento de la

morfologfa celular y la gemacién, o si los cambios observados se deben a perturbaciones en

o

<

l2 homeostasis de Ca2+ por alteraciones en la actividad de calcincurina.
4.6, Factor de transcripcién Yapd.

La complementacidn de otro mutante sensible 2 NaCl (nls2), pormiti6 identificar al gen
YAP4, cuya sobreexpresidn aumenta la tolerancia a NaCl v LiCl clel mutants nis2. Anélisis

1L

enéticos demostraron que YAPT no es NLSZ, sinc un supresor <.el fenotipe de
a

1. Por otra parte, la mutacidn yap4 en unacep
v Li+. YAP4 codifica un factor de tran
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ras 7 proteinas similares en S. cerevisiaz. Entre ellas, al menos
n relacionadas con la respuesta a estrés (Gounalaki ef al., Hirata ef al.,
més parecida a Yap4 s Yar259/Cad3. Ambas son 86% idénticasen la

ién bésica v 44% en el dominio de dimerizacién.

miés de nlsZ, YAP4 suprime también la mutacidn cenb . Medidas de tolerancia a2 NaCl

derncsiraron que la supresién del fenctipo de sensibilidad del mutante ¢nbf por

sobreexpresion de YAP4 requeria la presencia de los genes ENA/ -4, 1o gue sugerfa que el
papel de Yap4 en tolerancia debfa ser la transactivacidn de algunc de estos genes. Ezz
experimentos de acumulacion de LiT se comprobé que la sobreexoresién de Yap4 en los

tantes cnbl y nls2 redujo la acurmulacion de iones LiT. Este efecto no tenfa lugar en cepas

cerentes de ENAI-4. Garcladeblas ef ol (1993) habfan descrito gue sblo el gen ENAT tien
Tromot cible, mientras gue 10s otros genes del tdndem son constitutivos y con un

a
CTOImCor 3.3\»‘

iU
ba;o nivel de expresién. Coincidiendo con esto, la supresidn del fznotipo de s

;

paned
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MNe* del mutante enbl por sobreexpresmﬁ de YAP4 s6lo tuve lugar en presenciz de ENAT y

<
en la transcripcidn de ENAI. Mediciones de la ex p( esidn del gen reporterc en

resién de ENAJ, tanto en presencia como ausencia de

neremento en el nivel de G&“K‘QS. &n c2 ENAT incluso en ausencia

5n por NaCl, lo que sugiere que Yap4 podrfa actiar como potenciador de los

nivelss basales de transcripeidn. Ademas de ENAI, calcineurina ragula también 2 actividad

&

del transportader Trkl, aungue esta regulacidn parece tener lugar a nivel postranscripeional.
e

Trkl también se produce complementacién del mutants cnbl, lo que indica

vy

gue Ia supresién del fenotipo de sensibilidad a sal por sobresxpresién de Yap4 n
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través de Triki. La regulacidn de la expresion del gen ENAT depeade fun

rutas de sefiales: calcineuring v HOG (Mérguez ef ol,, 15996), siendo la concentracion de

sal en el medio la que determina el predominio de una u otra. Anélisis de epistasia
gue Yep4 actiia de forma independiente a HOG. Asf el doble mutante Ahogl Ayap4 parece
més sensible a Na*t y LiT que el mutante simple Afogl, sugirienco que Yap4 depende de iz

rute calcineurina ¥ no de la ruta HOG en la regulacitn de la exprosion de ENAL.

enes en respa@s‘ga 2

UL

medidas de expresidn con el gen PMRI, que codifica una Ca2+-£.TPasa de G@l’gi, Lsgsﬁaaa

Py s

cineurina. Los mutantes pmrf y cn

o~ - =

b1
nacién de estos mutantes con un plésmido multicopia qus contiene YAPS did lugar a

‘2 en el caso de cnb/ pero no tuvo ningln efecto en prr!  indicando que al igual que
ocurria con ENAT la posible funcidn de Yap4 podrfa ser la regulecidn de la expresidn de
PMEI. Mediciones de actividad del gen reportere LacZ mostraron nuevamente gue la

1

obreexpresidn de Yapd aumenta ligeramente los niveles basal

5,

R1

¢ Ae exnresidn de PJ
8 42 uxp;uDLuLi i

' no su induceién en presencia de MnZ*, El que Ya4 aumente Ia tolerancia a Nat y MinZ+

ependiente de ENAI v PMRI sugiere gue Yap4 es ur factor de transcripcidn
activa iz expresidn de genes en respuesta a una sefial que cursa a Tavés de calcineurina. S*‘

disrupcidn del gen YAP4 no produjo fenctipo de sersibilidad a Na*™, Liv &

T o Fad £, 3 Is : : A T rh] ., 1{\
Cque debe haber otros factores de ir GECTIPCION CON uid 180 iénredundante ala

Ademis de YAP4, se han identificado otros factores de transcs épcéén cuya sobreexpresion
incrementa la actividad transcripcional del gen ENAI. Se trata de los productos de los genes
TCHI/CRZI/HALS (Matheos er al., 1897, Stathopoulos er al., 1997 y Mendizébal er al.,

16985, HALS (Méndizabal et al., 1998} y CAD3/HAL7 (Mendizibal e al., 1998 y este

pt
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o). Los dos primeros corresponden &
inactivacidn produce sensibilidad a Na* y Li* y reduce el nivel de induccidn por NaCl de la

ENAI. Como ya se indicé anteriormente, Tenl parece ser el factor de

2 (PMCI, PMRI v FK82Z). La disrupcidn fonl pr
2 Nat, sino también a Mn2+, Ca2+ v factor ¢, aungue menos acusads

trenscripcidn que regula la expresidn no sblo de ENAZ, sino de ¢iros genes regulados por
o

T‘;A

1038 un Uﬂﬁupi} de

gue ¢l que se cbserva en un mutante cnbf (Mathsos ef al., Stathcooulos ef al, 1857 v
14, 453, La sobreexpresion de Yap4 en el mutante fonf suprimid el fenotipo de
s &

Ia+ y Min+ indicando que Yap4 actia de forma independiente 2 Tenl al

menos en la expresidn de los genes ENAT v PMRI.

s

4.7, Factor de trapscripeidn Cad3.

Mediants comparaciones con secuencias en ¢l banco de datos we identifics el gen CADS3,

FRW.ELESAS |

gue codifica una protefna que tiene una gran bomologia con Yaps. La existencia de una

r

protefne similar y con una funcidn redundante podria ser la explicacidn de lz ausencia de
i az:c‘;:*;@ ce sensibilidad a Na¥ en el mutante yap4. Sin embargo, ambas mutacionss
ad3 yap4) tampoco produjeron sensibilidad a Nat Li* o Mn?*. Se comprobs
niento del doble mutante cad3 yap4 v los mutantes simples y@pd’ y cod3

geencial. Se habfa descrito gue olras UY‘GL@HE&S del

tolerancia a ciertas drogas, metales o agentes

elevados de Yapl o Yap2/Cadl producen resistencia pleiotrépica a drogas

et

1

como ciclcheximida ¥ una mayor tolerancia a metales t8xicos cormo cadpdio © zine. Pero

la mufacién cadl no tiene ningin efecto sobre la tolerancia, el mutante vap/! es

hipersensible a Cd2+ (Wu ef al., 1993). Cuando se incubé en presencia de metales (Zn2+,
Cas+, Cu?t y Co?™), agua oxigenada o ciclcheximids, el crecimiznto del mutente yap4 fue

jar ol del silvestre. Sin smbargo, el mutante cad3 resultd ser muy sensible a Cd<+. Bsta

mayor acumulacién de Cd2* en el mutante cad3 en
ccmp’z"acién con el silvestre, sugiriendo gue Cad3 podria regular un transportador de este

metal. El producto del gen YCFI, presur ;ﬁbl@l"lﬁ ite una proteina de membrana, podria ser
ransportadores regulados por Cad3. Hay evidencias ¢e gue este transportador
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Yapl. Mutantes carentes ycff son hipersensi

d cs epistitica a la sobrecxpresién de Yapl (Wemrmie er al., 1994).
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Recientemente,

resistencia en S, cerevisiae a Cisplatin cis~Di“ﬁna@icmmpmmz;}, uno de [os agentes més
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