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RESUMEN

Se han realizado varios estudios en cuanto al ciclo celular, muchos de ellos
encaminados a comprender los mecanismos de regulacion de la replicacion y
reparacion del ADN. En este trabajo se utilizé a la levadura Saccharomyces
cerevisiae como modelo para analizar la regulacion de la replicacién del ADN en
respuesta al estrés hipotérmico. Se utilizaron diferentes cepas de S. cerevisiae
gue tienen deleciones en una o dos actividades enzimaticas de las rutas del
checkpoint en la fase S del ciclo celular. Mediante el uso de técnicas
microbiolégicas se determind el crecimiento de las diferentes cepas a 25°Cy 4°C
(drop test y curvas de crecimiento). Una vez establecido el tiempo de crecimiento
de las diferentes cepas y su comportamiento a 4°C, se sincronizaron la cepa
salvaje y las cepas mutantes con respecto a la fase S del ciclo celular para
determinar si existian diferencias entre la replicacion de ambas, se verifico el
proceso mediante el analisis de muestras mediante citometria de flujo, medida
de absorbancia a 600nm y monitoreo budding index. Posteriormente, se realizd
electroforesis de campos pulsados (PFGE) con el fin de analizar el progreso de
la replicacién del ADN de la cepa salvaje y las mutantes dot714, hog1A y hoglA
dot1A; seguido de ello, se realizé6 Western Blot para observar la activacion de
Rad53, Hogl y la metilacion de la histona H3 a 25°C y 4°C. Los resultados
obtenidos mostraron que la cepa salvaje es mas sensible al estrés hipotérmico
que la cepa dot1A (drop test). Asi mismo, en la cepa salvaje se observé un paro
en la replicacién (PFGE). No se encontro activacion de la proteina Rad53 a 4°C,
contrario a la activacion de Hogl a la misma temperatura. Estos datos en
conjunto sugieren que la respuesta al estrés hipotérmico esta regulada por Hogl

y Dotl, independiente de la ruta dependiente de Rad53.



ABSTRACT

Several studies have been carried out regarding the cell cycle, many of them
aimed at understanding the mechanisms of regulation of DNA replication and
repair. In this work, the yeast Saccharomyces cerevisiae was used as a model to
analyze the regulation of DNA replication in response to hypothermic stress.
Different strains of S. cerevisiae that have deletions in one or two enzymatic
activities of the checkpoint routes in the S phase of the cell cycle were used.
Through the use of microbiological techniques the growth of the different strains
was determined at 25 ° C and 4 ° C (drop test and growth curves). Once
established the growth time of the different strains and their behavior at 4 ° C, the
wild strain and the mutant strains were synchronized with respect to the S phase
of the cell cycle to determine if there were differences between the replication of
both, it was verified the process by means of the analysis of samples by means
of flow cytometry, measure of absorbance to 600nm and monitoring budding
index. Subsequently, pulsed-field electrophoresis (PFGE) was performed in order
to analyze the progress of DNA replication of the wild-type strain and the dot14,
hog1A and hog1A dot1A mutants; followed by a Western Blot to observe the
activation of Rad53, Hogl and methylation of histone H3 at 25 ° C and 4 ° C. The
results obtained showed that the wild strain is more sensitive to hypothermic
stress than the dot1A strain (drop test). Likewise, a stoppage in replication
(PFGE) was observed in the wild strain. No activation of the Rad53 protein was
found at 4 ° C, contrary to the activation of Hogl at the same temperature. These
data together suggest that the response to hypothermic stress is regulated by

Hogl and Dotl, independent of the Rad53-dependent pathway.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Se han realizado multiples estudios de la fase de sintesis (fase S) del ciclo celular
en diferentes organismos para comprender la regulacion de la replicacion y
reparacion de los dafos que sufre el ADN durante esta fase. Dentro de estos se

encuentran los relacionados con la ruta del checkpoint de fase S.

Se entiende como checkpoint a los mecanismos de vigilancia y control que
aseguran el orden de los eventos en el ciclo celular y la supervivencia de la célula
ante perturbaciones de distinta naturaleza (Hartwell & Weinert, 1989). En el ciclo
celular existen varios puntos de control que son los que garantizan su correcta
progresion. Si no existe ninguna alteracion el ciclo continua de forma normal,
pero si hay algun tipo de inconveniente, las proteinas sensoras detectan el dafio
e inician una cascada de transduccion de sefiales que llega hasta las proteinas
efectoras que actlan sobre dianas, que ponen en marcha la respuesta celular.
Como resultado se detiene del ciclo, se soluciona el problemay se reanuda para

concluir con la division celular (Soriano, 2012).

Varios modelos de experimentacion han sido utilizados para el estudio del
checkpoint del ciclo celular. En este trabajo se utilizo la levadura Saccharomyces
cerevisiae, misma que resulta muy interesante por el amplio conocimiento que
se tiene acerca de su genoma y porgue su manejo no implica problemas éticos.
Ademas una gran parte de sus genes se encuentran evolutivamente
conservados y se han identificado sus correspondientes homaologos en humanos
(Sikorski & Hieter, 2013).

Estudios en Saccharomyces cerevisiae han identificado varios componentes que
forman parte de la red encargada de preservar la integridad del ADN. Las

principales rutas bioquimicas de sefializacion se encargan de detectar los dafios



en la horquilla de replicacion (DRC, DNA Replication Checkpoint) y los dafios en
el ADN (DDC, DNA Damage Checkpoint) (Pan, 2006).

La proteina Rad53 se activa como respuesta al dafio en el ADN y es requerida

para el bloqueo celular. Al fosforilarse se activa y asi evita transiciones
aberrantes en las horquillas de replicacion. Esta proteina es homologa a CHEK2
(relacionada con el cancer de mama) en humanos (Schwartz, 2002). Se ha
estudiado la respuesta de esta proteina frente a diferentes agentes genotoxicos
como Hidroxiurea (HU) y Metilmetanosulfonato (MMS) (Ohouo, Bastos de
Oliveira, Liu, Ma, & Smolka, 2012).

Otros de los procesos que regulan la progresion del ciclo celular son las
modificaciones postraduccionales en la cromatina. Las proteinas implicadas en
este proceso se utilizan como marcadores epigenéticos. Una de las
modificaciones mas estudiadas es la metilacion de las histonas en la que se

destaca la histona H3 metilada .

La temperatura Optima de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae es 25 °C.
Sin embargo, cuando la célula es sometida a estrés hipotérmico (temperaturas
de 4 °C-16 °C) o estrés hiperosmotico, se activa la ruta de respuesta frente a la
alta osmolaridad inducida por glicerol (HOG, hyperosmolarity glicerol), cuya
proteina efectora es Hogl (Hayashi & Maeda, 2006). El estrés hipotérmico es
considerado como uno de los factores que puede despertar la respuesta de
cientos de genes que son inducidos por la proteina Hogl. Se ha descrito en
S.cerevisiae que la fosforilacion por la proteina quinasa Hogl para activar a
Mrcl, proteina encargada de coordinar la replicacion y la transcripcion en
respuesta a estrés (Duch, 2013), retrasa la activacion de origenes de replicacion
tempranos y tardios, y que este proceso es independiente de Rad53 y Mecl, que
es un transductor de sefial necesario para la detencion del ciclo celular en

respuesta a estrés en el proceso de replicacion. Por lo cual se ha definido a Hogl



y Mrcl como un nuevo punto de control de la fase S independiente de la ruta de

checkpoint encargada de detectar los dafios en el ADN (Duch, 2012).

Estudios realizados en el Instituto de Investigacion en Salud Publica y Zoonosis
(ClZ) de la Universidad Central del Ecuador (A.P., comunicacién personal)
determinaron la sensibilidad de cepas de levadura con deficiencia en una o
varias actividades enziméticas de las rutas de checkpoint cuando crecieron a 25
°C (control), mas la sensibilidad no se observa a 16 °C cuando se compara con
la cepa salvaje. Estudios del laboratorio indicaron que estos dobles mutantes no
son capaces de reprimir los origenes de replicacion tardios y por tanto tienen un
mayor namero de origenes de replicacién activos, lo que puede explicar que
estas cepas sobreviven mejor a bajas temperaturas porque son capaces de
completar la replicacion mas rapidamente que los simples mutantes o el salvaje.
Un andlisis Western Blot sugiere que esta ruta no es regulada por Rad53, ya que
no se determind fosforilacion a bajas temperaturas. En conjunto estos datos
sugieren una posible activacion de la ruta HOG, que regula la activacién de los

origenes de replicacion.

1.2 Planteamiento del problema

Las alteraciones que sufre el ADN durante su sintesis se ha convertido en un
foco importante de estudio durante los ultimos tiempos, puesto que las mismas
se asocian a enfermedades genéticas y son tomadas en cuenta como una de las

principales causas del cancer (Lisby & Rothstein, 2009).

En la actualidad se ha incrementado el nimero de estudios en cuanto al
metabolismo del cancer y el vinculo que puede tener con la replicacion/
reparacion del ADN. Sin embargo, no se ha explorado este campo de forma

apreciable. De forma general, pueden existir problemas como metilaciones y



acetilaciones que afecten al plegamiento del ADN. Ademés, se puede ver
afectada la sintesis de nucleotidos y finalmente, las especies reactivas del
oxigeno pueden aumentar el dafio oxidativo del ADN. Ademas, mientras el
metabolismo afecta la reparacion del ADN, el dafio en esta molécula también

puede inducir afecciones metabolicas (Turgeon, Perry, & Poulogiannis, 2018).

Una de las caracteristicas de las células cancerosas es la velocidad acelerada
con la que se replican, esto sucede comunmente porque tienden a ignorar los
puntos de control de la divisién y crecimiento celular. Este crecimiento se puede
ver estimulado por varios factores que pueden ser quimicos o fisicos (BROOKES
& LAWLEY, 1964).

Entre los factores fisicos que han sido de poco estudio, la temperatura constituye
una de las tensiones mas comunes que experimentan varios tipos de
organismos, desde bacterias hasta plantas y animales; es por ello que se ha
estudiado el efecto del choque térmico en un gran nimero de organismos y
sistemas celulares modelo (Al-Fageeh & Smales, 2006). Pero aun asi la
informacion proporcionada no es suficiente ya que pueden existir varios

mecanismos moleculares que se estén ignorando.

Dentro de los mecanismos que no se encuentran claramente dilucidados se
encuentra la posible relacion de la ruta del checkpoint con la ruta HOG. Se debe
determinar la relacién entre las rutas de sefializacion intracelular ya que en
muchas ocasiones la interaccidén entre ellas frente a algun tipo de estrés fisico

puede desencadenar en fenotipos que afecten la integridad del genoma.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Analizar la regulacion de la replicacion del ADN en respuesta al estrés

hipotérmico en Saccharomyces cerevisiae.

1.3.2 Objetivos especificos

e Evaluar la sensibilidad y viabilidad de diferentes cepas de Saccharomyces

cerevisiae a diferentes temperaturas.

e Determinar la ruta de checkpoint implicada en el estrés hipotérmico
(determinacién de la activacion de Rad53 y/o Hogl mediante Western
blot).

e Analizar la replicacion en diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae

cuando son expuestas a diferentes temperaturas.

e Analizar las modificaciones de la cromatina en respuesta al estrés

hipotérmico (metilacion del ADN)

1.4 Justificacion de la investigacion

En el ADN constantemente ocurren cambios causados por mutaciones
acumuladas, pero estos no repercuten en enfermedades debido a que existen
sistemas de reparacion que ayudan a controlar estas variaciones en el genoma.
Si, por el contrario, los mecanismos de reparacion no funcionan las mutaciones

se heredan de la célula madre a las hijas.



Se conocen que varias enfermedades, entre ellas el cancer, que se desarrollan
en parte por la acumulacién de multiples mutaciones en genes relacionados con
la division en una misma célula (Hang, 2010). Es alli, donde nace la necesidad
de generar conocimiento acerca de los mecanismos de reparacion y replicacion
del ADN, ya que con este conocimiento se puede dar paso a nuevas dianas

terapéuticas y la generacién de nuevos farmacos.

Las levaduras por su parte también han mostrado ser un modelo viable para el
estudio del ADN y los procesos en los que este interviene. En cuanto al estudio
del efecto del estrés hipotérmico en Saccharomyces cerevisiae se ha sugerido
que la proteina Hogl quien ayudaria a la supervivencia (Alonso-Monge, Urefia,
Nombela, & Pla, 2007). Lo cual resulta de interés ya que esta proteina es
homologa a la proteina p38 MAPK en humanos. Esta proteina es la encargada
de recibir varios estimulos que producen una respuesta frente a procesos
inflamatorios, enfermedades cardiovasculares, cancer, etc. (Romanov, 2017).
Por lo que, estudiar como esta implicada la proteina Hog1 dentro de los procesos
de reparacion y replicacion del ADN vy la relacion que existe con las rutas del
checkpoint ayudaria al entendimiento de su homdloga en humanos. Ademas
estudiar la metilacién del ADN permitira ampliar el conocimiento relacionado con
el cancer, puesto que patrones de hipo-metilacion permiten que las células

tumorales proliferen.

Con esta investigacion se pretende contribuir con conocimiento en el &rea de la

replicacion del ADN cuando se somete a las células a estrés hipotérmico.

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Saccharomyces cerevisiae.

Saccharomyces cerevisiae es una levadura unicelular, eucariota simple y su
genoma contiene alrededor de seis mil genes distribuidos en dieciséis

cromosomas (Geiser, John R. & Carrico, Pauline M., 2014).



Es conocida comunmente como la levadura panadera o cervecera, estos
nombres le fueron otorgados desde la antigiedad debido a su capacidad de
fermentar azucares (Mortimer, 2000). Sin embargo, en el mundo cientifico este
microorganismo es utilizado como un modelo de célula eucariota que contiene
organelos, sistema de endomembrana y mitocondria. Ademas, en condiciones
normales de laboratorio se divide en un tiempo aproximado de 90 minutos.
Debido a su forma de reproduccion incluso en condiciones no Optimas, se la ha
denominado “budding yeast” (figura 1), lo cual quiere decir que es una levadura
de gemacion. El tamafio de una célula de levadura es de aproximadamente 5um
de diametro, el cual estd entre el tamafio de células de bacterias y humanos, su
manejo y mantenimiento en laboratorio no implica costos elevados y procesos

complejos (Duina, Miller, & Keeney, 2014)

Figura 1. Budding yeast

(a) Microscopia confocal fluorescente de levaduras haploides que expresan el gen GFP.

(b) Microscopia epifluorescente de levaduras diploides.

(c) Microscopia electrénica de una levadura en proceso de division

Tomado de Duina, 2014

En 1996, se realizé la primera secuenciacion de una célula eucariota y esta fue
de Saccharomyces cerevisiae (Goffeau, 1996). Esto proporciono informacion de
varios aspectos de la organizacion del genoma y la evolucion. Una levadura
haploide tiene alrededor de 12,000 kb de ADN que se encuentran subdivididos
en 16 cromosomas (Kellis, Birren, & Lander, 2004). Con el pasar del tiempo se

estudiaron varios de los genes que poseia este microorganismo, los mismos que



en la actualidad se encuentran registrados en la base de datos
http://www.yeastgenome.org/ (Duina, 2014).

2.2 Levadura Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

Por varios afios se ha utilizado a Saccharomyces cerevisiae como organismo
modelo en laboratorio por varias razones. En primer lugar, no es un organismo
patégeno para humanos por lo cual facilita su manipulacién en el laboratorio. No
se requiere temperaturas extremas para su crecimiento puesto que crece de
forma optima en un rango de 25-30 °C; su tiempo de duplicacion es de
aproximadamente 90 minutos, lo que permite realizar experimentos en un dia, y
esta levadura tiene varias proteinas que son homoélogas a las que se encuentran
en humanos, muchas de ellas son de interés ya que estan relacionadas con los
procesos de division celular, por lo cual se puede realizar una correlacion entre
investigaciones para facilitar los procesos de comprension en diferentes areas
de estudio (Geiser, John R. & Carrico, Pauline M., 2014).

En segundo lugar, la levadura aprovecha los marcadores auxotroficos para
estudiar genes especificos y cromosomas asociados. Estos consisten en
mutaciones en las rutas biosintéticas que se usan para sintetizar componentes

celulares como aminoacidos y nucleoétidos.

En tercer lugar, debido al conocimiento de su genoma y composicion celular, las
levaduras pueden ser facilmente transformadas usando plasmidos. Todo lo que
se requiere es un marcador auxotréfico para seguir al plasmido a través de las
préximas generaciones, un origen replicativo de levadura y una region en la que
se pueda insertar el gen de interés (Geiser, John R. & Carrico, Pauline M., 2014).
Por otro lado, la levadura es el organismo de eleccion cuando se desea examinar

e identificar la interaccion entre proteinas.


http://www.yeastgenome.org/

Gracias a todos los estudios realizados en Saccharomyces cerevisiae, se han
identificado varios genes Yy dilucidado varios mecanismos moleculares
incluyendo la regulacién del ciclo celular, procesos de replicacion del ADN,
transcripcion de ADN y traduccién de ARNm en proteinas. Sin embargo, aun hay
mucho que aprender de la levadura y sin lugar a duda, este microrganismo

continuara proporcionando informacion por los proximos afnos.

Es por todo lo antes mencionado que Saccharomyces cerevisiae posee una de
las selecciones mas avanzadas de herramientas genéticas disponibles para
organismos eucarioticos, y ha servido como modelo para descubrimientos
enfocados en los mecanismos de regulacion de genes y otros procesos celulares

en las ultimas décadas (Duina, 2014).

2.3 Ciclo de vida de la levadura

La levadura tiene dos formas de reproduccion, sexual y asexual. Cuando la
reproduccion sucede de forma asexual la célula pasa por un proceso
denominado brotacién en el cual todos los componentes de la célula madre se
encuentran duplicados y de ella se comienza a generar la nueva célula (Geiser,
John R. & Carrico, Pauline M., 2014).

La reproduccién sexual se produce debido a que la célula de levadura se puede
encontrar de manera estable como un organismo diploide o haploide, sin
embargo solo el organismo haploide es capaz de aparearse e intercambiar
informacion genética (Geiser, John R. & Carrico, Pauline M., 2014). Las células
haploides pueden encontrarse de dos tipos MATa y MATa. El haploide del tipo
MATa produce la feromona “factor a”, mientras que la MATa produce “factor a”.
Cada célula posee un receptor que le permite producir la feromona de la célula
opuesta, mientras que la célula que posee “factor a” causa el arresto celular de

las haploides a en la fase G1 del ciclo celular, el “factor a” causa el mismo efecto
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en las haploides a. La presencia de dos haploides diferentes, resulta en el
contacto celular, fusion y formacion de una célula diploide como se indica en la
Figura 2 (Dickinson & Schweizer, 2004).
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Figura 2. Ciclo de vida de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Tomado de Dickinson & Schweizer, 2004

2.4 Ciclo celular

La reproduccién de una célula conlleva la distribucion del material genético en
dos células hijas. Lo mas notable en la division es la fidelidad con que el ADN
pasa de una generacion a la siguiente. Este proceso consiste, de forma general,
en que la célula en division duplica su material genético, las dos copias se
trasladan a los extremos opuestos de la célula y solo entonces se divide en dos
células hijas (Campbell, Urry, & Reece, 2007, p. 73-74).

En el afio 1882 el anatomista Walther Flemming desarrollo tinciones que
permitieron observar por primera vez el comportamiento de los cromosomas
durante el proceso de mitosis y la citocinesis. En los experimentos desarrollados
por este cientifico, describié que simplemente existia una especie de crecimiento

del tamafio de la célula entre fases, pero en la actualidad se conoce que existen
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muchos mas sucesos criticos que ocurren dentro del ciclo de vida de una célula
(Paweletz, 2001).

El ciclo celular estd compuesto por una fase de no division llamada interfase y
una fase de division llamada mitosis, la cual ocupa Unicamente un pequefio
periodo de todo el proceso, durante esta etapa la célula crece y copia sus
cromosomas como forma de preparacion para la division celular. Se divide en
fase G1, fase S y fase G2 en estas etapas la célula crece y produce proteinas y
organulos citoplasmaticos, como la mitocondria y el reticulo endoplasmaético,
pero es en lafase S que duplica el material genético. Una célula se desarrolla en
la fase G1, continua su crecimiento a medida que copia sus cromosomas (S), y
completa la preparacion para la division celular (G2) y se divide en la fase
mit6tica (M) (Campbell, 2007, p.73-74). Las células hijas pueden repetir el ciclo
como se indica en la Figura 3. Como resultado de la serie de eventos
organizados que se llevan a cabo durante el ciclo celular, los componentes
celulares se duplican y segregan en células hijas. En células eucariotas, la
replicacion del material genético ocurre en la fase S y la segregacion
cromosOmica en la fase M o mitosis (Barnum & O’Connell, 2014).

The cell "double checks” the
duplicated chromosomes for
error, making any needed
repairs.

Mitosis

v it
§ - —ia

S

Each of the 46
chromosomes is

duplicated by the
cell.

A%

Cellular contents,
excluding the chromosomes,
are duplicated.

(%

Cell cycle arrest.

Figura 3. Etapas del ciclo celular

Tomado de University of Leicester, 2019.
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2.5 Sistemas de control en el ciclo celular

Dentro del ciclo celular existen varios puntos de control. Uno de los primeros en
activarse son las quinasas dependientes de ciclinas (CDK). Estas, son proteinas
quinasas, que se encargan de fosforilar sustratos clave para promover la sintesis

de ADN y la progresion mitética (Barnum & O’Connell, 2014).

En el afio 1990, Mitchison mediante ensayos con Schizosaccharomyces pombe
determind que el tamafio de la célula era un factor clave en la division celular
(Mitchison, 1990). Posteriormente, Rao y Johnson mediante ensayos de fusion
con células humanas observaron la dependencia entre la fase S y la mitosis ya
que observaron que los nucleos en fase S pueden retrasar la entrada a mitosis
de un nucleo G2 (Rao & Johnson, 1971). Para complementar estos estudios,
Weinert y Hartwell indujeron dafos en el ADN de la levadura Saccharomyces
cerevisiae con el fin de identificar los primeros genes que cumplian la funcion de
puntos de control del dafio en el ADN, que posteriormente, se ha expandido en
varios sistemas y vias de sefalizacién detalladas (Weinert & Hartwell, 1989). Los
investigadores concluyeron que, una superposicion significativa de las sefales
hacen que la mitosis dependa de la finalizacion de la replicacion del ADN
(O’Connell & Cimprich, 2005).

En la actualidad, se conoce que para la progresion del ciclo tienen que estar en
correcta armonia funcional varios factores en el &mbito de la biologia estructural,
cinética enzimética y modificaciones post-traduccionales (Barnum & O’Connell,

2014), Una representacion de ello se observa en la figura 4.
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Figura 4. Representacion de los puntos de control en el ciclo celular en células

eucariotas.

Tomado de nature, 2000

Durante la interfase, el dafio en el ADN puede parar el ciclo, es por ello que
existen sistemas de reparacion que ayudan a que esto no ocurra y no se
comprometan posteriores fases. El dafio en el ADN puede ser provocado por
factores intrinsecos, como los intermediarios del metabolismo, el dafio de los
telomeros, la sobrexpresion de oncogenes y errores en la replicacion del ADN.
También existen factores extrinsecos como la luz solar, radiacién ionizante y
carcindégenos. Existen varios mecanismos para contrarrestar estos dafios. Sin
embargo, muchos de ellos activan puntos de control comunes cuyo objetivo es
mantener las CDK en un estado inactivo hasta que se elimine la lesién. Estos
puntos de control del dafio en el ADN pueden ser separados en aquellos que son
controlados por un supresor tumoral y la proteina p53 (Barnum & O’Connell,
2014).

En organismos superiores, p53 es un componente critico dentro del punto de

control del dafio en el ADN, particularmente en la fase G1 (Grallert & Boye,
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2008). p53 es regulado por una gran cantidad de modificaciones post-
traduccionales, como la fosforilacion N-terminal en serina-15, la cual es
catalizada por ATM (Ataxia telangiectasia mutada) y DNA-PKcs (Proteina
dependiente de ADN quinasa). Estas quinasas estan dirigidas a las roturas de
ADN de doble cadena. Cuando se activa p53 se estabiliza a través de la
proteccion de su ubiquitina ligasa y como un tetramero transactiva la expresion
de un gran numero de genes, incluyendo el inhibidor de cinasa dependiente de
ciclina (CK1) p21. Debido a ello, CDK G1 se inhibe y el dafio en el ADN se repara
antes del proceso de replicacion. Ademas p53 puede intervenir en la represion
de la expresion de genes puede dirigir los destinos celulares alternativos de

apoptosis o senescencia (Carvajal, Hamard, Tonnessen, & Manfredi, 2012).

2.6 Fase S del ciclo celular

La fase S del ciclo celular se define como aquella etapa en la cual se replica el
genoma. El ADN recién sintetizado se organiza en los nucleosomas a traves de
interacciones con proteinas denominadas histonas. En este proceso refleja la
relacion que existe entre el momento de la sintesis de ADN y la expresion del
gen (Schweinfest, 1997).

La fase S representa un momento particularmente vulnerable durante el ciclo ya
qgue el ADN puede estar expuesto a varios dafios. Es por ello, que se considera
que no se deben reparar Unicamente los dafios que se puedan ocasionar en la
fase G1y G2 sino también los dafios durante la replicaciéon (Barnum & O’Connell,
2014).

La replicacion del ADN comienza en sitios especificos, conocidos como origenes
de replicacion que se replican solo una vez por ciclo celular. Esta activacion esta

controlada por la fosforilacion de dos proteinas principalmente Cdtl y Cdc6. Este
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proceso esta catalizado por CDK. La fosforilacion no solo se encarga de iniciar
la replicacién, sino también la degradacion de esas proteinas y de esa forma se

controla el proceso de replicacion (Nishitani & Lygerou, 2004).

En el proceso de replicacion pueden encontrarse varios inconvenientes. Cuando
la polimerasa junto con las proteinas que conforman el replisoma encuentran un
bloqueo, es imperativo que el replisoma permanezca asociado de manera
estable con la cromatida de modo que la replicacion pueda reanudarse una vez
gue se haya superado el bloqueo. Las interrupciones durante el ciclo pueden
ser por dNTPs modificados, sitios abasicos, complejo proteina-ADN o
agotamiento de Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs). Por estas razones la
estabilizacion del replisoma es tomada como punto de control en la fase S del

ciclo celular (Barnum & O’Connell, 2014).

La proteina efectora quinasa, considerada como punto de control, es conocida
como Cdsl y en humanos como Chk2, tiene un dominio N-terminal fosfo-S
seguido de un dominio quinasa. Tras el bloqueo en la replicacion el componente
Mrcl se fosforila creando un sitio de unidon para Cdsl/Chk2 que luego es
fosforilado y se activa completamente por un proceso de autofosforilacion, la cual
es importante para contrarrestar los posibles dafios que puedan ocurrir en el
ADN (Xu, Davenport, & Kelly, 2006).

Se han identificado los correspondientes genes homologos de la ruta del
checkpoint de la fase S del ciclo celular en humanos, algunos de ellos se indican

enla Tabla 1l
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Tabla 1

Componentes principales de los checkpoint de las células eucariotas

Clase de proteina S. cerevisiae H. sapiens Funcion

Sensores Mecl-Ddc2 ATR-ATRIP Principal  complejo
sensor del dafio en el
ADN.

Mrell- MRE11-RAD50- Sensor inicial de

Rad50-Xrs2  NBSl1 DSBs.

(MRX

complex)

Ddcl-Radl7- RAD9-RAD1- También llamado 9-1-

Mec3 HUS1 1. Sensor y reclutador
de proteinas
checkpoint.

Rad24-Rfc2- RAD24-RFC2-5 Sensor del dafo en el

5(RFC-like ADN. Enlaza a 9-1-1

complex) al sitio del dafio.

Dpb11 TopBP1 Proteina de inicio de
replicacion y sensor
de checkpoint. Activa
a Mecl.

Procesadores de Sae2 CalP Endonucleasa.
DSBs Funciona junto con
complejo MRX.

Exol EXO1 Exonucleasa 5-3
involucrada en
reparacion del ADN.

Adaptadores/ Rad9 53BP1; BRCALl; Transductor de la
Mediadores MDC1 sefal de dafo en el

ADN. Necesario para

reparar DSBs vy
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activar Rad53 vy
Chk1.

Mrcl Claspin

Necesario para la
activacion del
checkpoint DRC y de
Rad53 en respuesta

al estrés replicativo.

Efectores Rad53 CHK?2

Quinasa efectora en
DRC y DDC.

Chk1l CHK1

Quinasa efectora
involucrada en
transduccion de

sefales.

Adaptado de Finn, Lowndes, & Grenon, 2012

Nota: DSB- Double Strand Break

2.7 Rutas del checkpoint en Saccharomyces cerevisiae

2.7.1 Proteinas sensoras del checkpoint

Se puede definir como proteinas sensoras a las moléculas encargadas de la

deteccion de sefiales que dan inicio a la cascada de transduccién de la sefial

que llega a las proteinas efectoras (Soriano, 2012).

De acuerdo a la naturaleza de la sefal del checkpoint en Saccharomyces

cerevisiae se han establecido dos vias de reclutamiento. Una recluta a la

proteina quinasa Mecl y otra a la proteina quinasa Tell. Dentro de la via de

Mecl, la sefial de DNAss es detectada por el complejo Mec1-Ddc2 con ayuda

del complejo abrazadera-cargador de abrazadera. Por otro lado, la via Tell

requiere del complejo Tell-MRX. Se requiere de la correcta activacion de estos

complejos para la activacion de la ruta del Checkpoint (Soriano, 2012).
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2.7.2 Proteinas adaptadoras del Checkpoint

Una vez que las proteinas sensoras detectan el dafio se requiere de proteinas
mediadoras o adaptadoras para que envien la sefial hacia las proteinas
efectoras. Las principales proteinas en Saccharomyces cerevisiae son Rad9,
Dotl, Tofl y Mrcl (Soriano, 2012).

La proteina Rad9 es un punto de control dependiente del dafio en el ADN y esta
detiene el ciclo celular en G1/S. También desempefia un papel importante en la
via de reparacion post-replicacion y transmite una sefial a la proteina Rad53
(Abreu, 2013). Esta proteina tiene la capacidad de asociarse con roturas
bicatenarias, se hiperfosforila por Meclpy Tellp en respuesta al dafio en el ADN
lo cual ayuda a diversos procesos asociados con el bloqueo celular. Tambien,
regula la transcripcion de los genes de reparacion del dafio del ADN, interviene
en la represion transcripcional de las ciclinas y la estabilizacion de las horquillas
de replicacion (Chen & Sanchez, 2004).

Por su parte, la proteina Dot1 estd implicada en el control meiético y la respuesta
al dafio del ADN. Otra de sus funciones es la metilacion de la histona
nucleosomal H3-lys79, la que es necesaria para el silenciamiento telomérico
(Wysocki, 2005).

La proteina Tofl es una subunidad de un complejo punto de control, cuando se
une Toflp-Mrclp-Csm3p actuan en la horquilla de replicacion estancada para

promover la replicacion después del dafio (Bando, 2009).

La proteina Mrc1 es requerida para la replicacion del ADN, ya qué interactia con
la proteina Pol2p en horquillas de replicacion que se encuentran estancadas
durante el estrés, formando un complejo de pausa con Toflp que es fosforilado



19

con Meclp (Chini & Chen, 2004). Cuando Mrclp interactua con Hoglp coordina
la replicacion y transcripcion del ADN en osmoestrés, protege a los teldmeros
destapados y es un mediador para la recuperacion de los puntos de control

(Fong, Arumugam, & Koepp, 2013).

2.7.3 Proteinas quinasas efectoras del checkpoint

Una vez que los complejos de las proteinas sensoras y adaptadoras se encargan
de enviar la sefial y se han reclutado en la zona de la lesion, esta llega a los
transductores finales que son los encargados de hacer efectiva la respuesta. Las
proteinas efectoras en Saccharomyces cerevisiae son Rad53 y Chkl tienen
homologos en humanos que son CHK2 y CHK1 respectivamente (Soriano,
2012).

Rad53 es una proteina requerida como punto de control. Esta se encarga de
amplificar las sefales iniciales de las proteinas que reconocen el dafio del ADN
y los bloqueos de replicacion (Sidorova & Breeden, 1997). Con su activacion
ocurre la detencion de las células en G1/S, intra-S o G2/M. Ademas, participa en
la regulacion de los niveles excesivos de histonas, conduce a la induccion de
ciclina G1, la activacion de la ribonucleotido reductasa e inhibe la activacion
tardia de los origenes de replicacion. La activacion de Rad53p ocurre tanto por
autofosforilacion como por fosforilacién directa por Meclp (Ma, Lee, Duong, &
Stern, 2006).

La proteina Chkl es punto de control del dafio en el ADN, que se encarga de
mediar la detencion del ciclo celular a través de la fosforilacion de Pdslp el
mismo que es fosforilado por el punto de control Mecl1p (Liu, Vidanes, Lin, Mori,
& Siede, 2000).
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2.7.8 DNA Damage Checkpoint (DDC)

El ADN esta expuesto a factores tanto fisicos como quimicos que le pueden
ocasionar dafios en su estructura. Para poder contrarrestar las lesiones existen
mecanismos de control y vigilancia que ayudan a garantizar la progresion del
ciclo celular. Uno de ellos es DNA Damage Checkpoint (DDC). De forma
general, si existe alguna anomalia el ciclo se detiene y se activan los
mecanismos de reparacion. Las proteinas que intervienen en este proceso se
identificaron porque su ausencia produce defectos como el descenso de la
resistencia celular frente a diferentes tipos de estrés por ejemplo agentes

genotoxicos (Soriano, 2012).

El primer paso en el punto de control es el reconocimiento del dafio esto se lleva
a cabo por las proteinas sensoras que en el caso de la via de sefializacion (DDC)
es la proteina Mecl. Una vez que recibe la sefal recluta a las proteinas
adaptadoras como Rad9 quien es la encargada de activar a Rad53 para empezar
la transduccion de sefales que inicia el blogueo del ciclo celular, la reparacion
del dafio para continuar con el mismo (Figura 5) (Longhese, Foiani, Muzi-
Falconi, Lucchini, & Plevani, 1998).
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Figura 5. Modelo de la ruta del checkpoint en respuesta a los dafios en el ADN

en Saccharomyces cerevisiae.

Tomado de Longhese, 1998

2.7.9 Replication Damage Checkpoint (DCR)

Durante la fase S del ciclo es necesario que las células realicen una duplicacion
fiable de su material genético. Para ello las células eucariotas establecen
horquillas de replicacién que son estructuras especializadas donde se lleva a
cabo la sintesis de ADN (Bell & Dutta, 2002). Es por ello, que esta es una de las

etapas mas criticas y vulnerables durante el ciclo celular.

Las células eucariotas tienen mecanismos evolucionados con el fin de garantizar
la replicacion del ADN de forma correcta, denominados puntos de control de la
replicacion. Estos puntos de control de la fase S se encargan de controlar la
aparicion de cualquier tipo de estrés durante la replicacion y desencadenan una
respuesta celular destinada a mantener la integridad del genoma (Paulovich &
Hartwell, 1995).
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Cuando se estanca la horquilla, se activa una cascada de sefializacion mediada
por puntos de control. Los factores implicados en la transduccion de sefales y
en la detencion del ciclo estan altamente conservados en eucariotas. Dentro de
estos factores se encuentran las proteinas sensoras Mecl, Tel 1, Ddc2,
proteinas adaptadoras Mrcl y Rad 9, y las proteinas efectoras Rad53, Chkl y
Dunl (Jossen & Bermejo, 2013). Para la activacion de estas proteinas se
requiere algun tipo de estrés en la horquilla de replicacion (Lupardus, Byun, Yee,
Hekmat-Nejad, & Cimprich, 2002). Uno de los genotoxicos que afecta a la
replicacion es la Hidroxiurea que actia como inhibidor de la replicacion, ya sea
debido al desacoplamiento del ADN por helicasas o por el desacoplamiento entre
las polimerasas de cadena principal y retrasada debido a la presencia de
plantillas dafiadas. Por otro lado, también existen factores fisicos que afectan a
la replicacibn como es la radiacion ionizante que lleva a la acumulacion de
especies reactivas del oxigeno y por lo tanto, induce inestabilidad genémica
(Byun, Pacek, Yee, Walter, & Cimprich, 2005). Es alli, cuando es reclutado el
complejo RPA este complejo recluta a Mecl que a su vez, fosforila a varios
factores incluyendo a Mrcl y este hace un llamado a la proteina efectora Rad53

(Zou & Elledge, 2003). El proceso se lleva a cabo como se observa en la Figura
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Figura 6. Modelo de la ruta del Checkpoint en respuesta a los dafios en la

horquilla de replicacion en Saccharomyces cerevisiae.

Tomado de Jossen & Bermejo, 2013
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2.8 Ruta HOG en respuesta a los cambios de temperatura en

Saccharomyces cerevisiae.

2.8.1 Cambios de temperatura en Saccharomyces cerevisiae.

Una de las caracteristicas principales de los seres vivos es la capacidad de
mantener sus funciones celulares a pesar de estar expuestos a diferentes tipos
de estrés en el medio intracelular o extracelular. La resistencia se debe a la
expresion de redes genéticas que permiten que la célula tolere un cierto nivel de
perturbacion ambiental o mutacional con poca pérdida de su capacidad fisica
(Stelling, Sauer, Szallasi, Doyle, & Doyle, 2004). La respuesta mas comun frente
a este tipo de factores es la expresion de diversas proteinas. Varios estudios
muestran que la temperatura induce a la expresion de muchos genes que estan
implicados en los procesos de transcripcion y traduccion. Sin embargo, se sabe
poco sobre la influencia del estrés hipotérmico en la expresion de genes
(Aguilera, Randez-Gil, & Prieto, 2007).

El proceso de adaptacion de diversos organismos consiste en tres fases, la
primera es la percepciéon de la sefial externa, seguida de la transmision
intracelular de esta sefial que finalmente conduce a la tercera fase que es la
adaptativa. Se han identificado varios mecanismos de transduccién de sefales
que permiten que las células de levadura activen las respuestas apropiadas a
los estimulos de estrés externos (Wuytswinkel, 2000). Por otro lado, cuando las
células de levadura estan expuestas a un aumento de osmolaridad externa se
produce una detencion inmediata del crecimiento. Posteriormente, se activan
respuestas especificas para reparar el dafio molecular e inducir la adaptacion
frente a las nuevas condiciones, para luego reanudar el crecimiento. Por lo tanto,
el estrés hiperosmotico conduce a la transcripcion de los genes que responden

a este tipo de tension y una acumulacion intracelular de glicerol. Estas
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respuestas estan controladas principalmente por dos vias: la ruta HOG MAP
quinasa y la via de respuesta al estrés general (Gavin, 2006).

Saccharomyces cerevisiae crece en condiciones normales en un rango de
temperatura de 25 °C-37 °C. Pero, si es sometido a una temperatura menor o a
condiciones de osmoestrés despiertan ciertos mecanismos de adaptacion, uno
de ellos esta la activacion de la via HOG, por aumento en la osmolaridad
extracelular (Warringer, Hult, Regot, Posas, & Sunnerhagen, 2010).

2.8.2 Ruta de respuesta frente a la alta osmolaridad inducida por glicerol (HOG)

Como mecanismo adaptativo la célula de levadura tiende a activar la via HOG
por aumento en la osmolaridad extracelular lo aumenta la transcripcion del gen
de la glicerol deshidrogenasa GDP1 produciendo la acumulacién de soluto
soluble glicerol y la restauracion de la turgencia. La activaciéon de la ruta HOG a
través de una cascada de sefiales conduce a la fosforilacion de la proteina Hogl
(Maeda, Wurgler-Murphy, & Saito, 1994).

La proteina Hog1 fosforilada se acumula transitoriamente en el nicleo en donde
activa factores de transcripcion como Hotl, Skol y Sml, y recluta componentes
de la histona desacetilasa (Warringer, 2010). La activacién de la proteina Hoglp,
es homodloga a la proteina p38 de mamiferos y ha demostrado ser letal al
participar en respuestas inflamatorias y de estrés. Por esa razén, una vez que la
célula se ha equilibrado en el entorno hiperosmético Hoglp se desfosforila por

las fosfatasas y luego es exportada al nucleo (Raingeaud, 1995).
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La fosforilacion de Hogl conduce al reclutamiento de otros factores de
transcripcion y a su vez fosforila a Mrclp, que a su vez aumenta bajo el estrés
en la replicacion (Mao, Wang, Zhao, Xu, & Klionsky, 2011). El proceso de

activacion de la ruta HOG se indica en la Figura 7.
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Figura 7. Modelo de la ruta en respuesta a la alta osmolaridad inducida por

glicerol (HOG) en Saccharomyces cerevisiae.

Tomado de Rodriguez-Pefia, Garcia, Nombela, & Arroyo, 2010

2.9 Modificaciones post-traduccionales de la cromatina durante el ciclo

celular

La expresion génica es un proceso que debe mantenerse con el fin de conservar
las diferencias estructurales y funcionales de las células. El empaguetamiento
del ADN en la cromatina y sus modificaciones se consideran aspectos que en la
expresion de genes. En este contexto, el término epigenética, se define como
cambios heredables en la expresion génica que no son debido a la alteracion en

la secuencia de ADN. Estos cambios se dan por las modificaciones en las
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histonas, el remodelado de la cromatina y la metilacién del ADN (Dolores & Villar,
2013).

Se han encontrado al menos ocho formas de modificaciones que pueden ocurrir
en las histonas. Entre las mas conocidas se encuentran la acetilacion, metilacion
y la fosforilacion. La metilacion puede ser mono, di o tri-metil lisina. Las
modificaciones de histonas son dindmicas y cambian rapidamente en respuesta

a estimulos celulares.

La metilacién se lleva a cabo por la adicion de grupos metilo a las cadenas
laterales de las lisinas y argininas de las histonas. En particular, La metilacién en
residuos de lisina tiene lugar gracias a enzimas con actividad lisina-histona-metil-
transferasa. Este proceso puede tener un efecto activador o represor de la

expresion génica (Wysocki, 2005).

3. CAPITULO lll. PROCEDIMIENTOS

3.1 Poblacion y muestra

3.1.1 Poblacién

Las cepas utilizadas en este estudio forman parte de la coleccion de levaduras
del Laboratorio de Replicacién del ADN e inestabilidad del Genoma del Instituto
de Investigacion en Salud Publica y Zoonosis (CIZ) de la Universidad Central del

Ecuador.



3.1.2 Muestra

En la tabla 2 se describe el genotipo y procedencia

Saccharomyces cerevisiae utilizadas en el estudio.

Tabla 2

Cepas de levaduras utilizadas en la investigacion
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de las cepas de

CEPA

GENOTIPO

PROCEDENCIA

APY 165 (WT)

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URA3::GPD-TK7barl::NAT

Clz

APY 166

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URAS::GPD-TK, tofl::HIS,
rad9::LEU2, barl::NAT

Clz

APY 167

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URAS::GPD-TK, TOF1::HIS,
barl::NAT

Clz

APY 169

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URAS3::GPD-TK, MRC1::HIS,
barl::NAT

Clz
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APY 170

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URA3::GPD-TK, RAD9::HIS,
barl::NAT

Clz

APY 171

MATa, ade2-1, trpl-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URA3::GPD-TKz, dotl::LEU,
barl::NAT

Clz

APY 172

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URA3::GPD-TK, TOF1::HIS,
dotl::LEU, barl::NAT

Clz

APY 173

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URAS::GPD-TK, RAD9::HIS,
dotl::LEU, barl::NAT

Clz

APY 175

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,
URA3::GPD-TK7 barl::NAT ,
hogl::LEU

Clz

APY 177

MATa, ade2-1, trpl1-1, canl-
100, leu2-3,112, his3-11,15,
ura3, GAL, psi+, RAD5,

Clz




29

URA3::GPD-TK7, dotl::LEU,
barl::NAT , hogl::HIS
APY 162 MATa ade2 canl his3 leu2 lys2 Clz
trpl ura3 hhtl-hhf1D::LEU2
hht2-hhf2D::kanMX3 +pFvL87
hht2(K79A)-HHF2::TRP
APY163 MATa ade2 canl his3 leu2 lys2 Clz
trpl ura3 hhtl-hhf1D::LEU2
hht2-hhf2D::kanMX3 +pFvL88
hht2(K79R)-HHF2:: TRP
APY 155 MATa ade2 canl his3 leu2 lys2 Clz
trpl ura3 hhtl-hhf1D::LEU2
hht2-hhf2D::kanMX3
+YCp50:HHT2-HHF2 (URA3)

Tomado de Base de datos, Laboratorio de Replicacion del ADN e Inestabilidad
del Genoma-CIZ.

3.2 Materiales y métodos para la obtencion de datos

3.2.1 Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado en esta experimentacion, para el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae, fue YPAD, un medio rico en nutrientes que contiene
1% de extracto de levadura, 2% peptona bacterioldgica, 2% de glucosa y adenina
0,5%. Para el medio soélido se afiadié 2% de agar bacteriolégico. Las levaduras
se cultivaron a 25°C, 16°, 4°C y 37°C. Adicionalmente se realizaron medios NaCl
0,4 M, H202 0,1 mM.
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3.2.2 Determinacion de la sensibilidad a diferentes temperaturas: goteos
seriados (Drop test)

Con el fin de determinar la sensibilidad o resistencia de las cepas de estudio, a
diferentes temperaturas se realiz6 drop test que consistié en la preparacion de
precultivos en 5 ml de YPAD liquido. Se realiz6 el céalculo con el fin de obtener
10 mL de un cultivo ODeoo= 0,5 (1x107 células/ml). Al dia siguiente se prepararon
tres tubos eppendorf por cada cepa, cada uno con 900 pl de agua estéril. Se
verific6 la absorbancia y se ajustaron los cultivos a un ODe0o=0,5 (1x10’
células/ml). Se tomé 1 mL en un tubo eppendorf y se centrifugdb en micro-
centrifuga 5min a 3500rpm. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendio en 1 mL
de agua estéril. Se tomaron 100ul y se los colocé en el tubo a la razén 10° cel/ml.
De la misma forma, se tomaron 100ul del tubo de la solucién 10° cel/ml y se
colocaron para una razén de 10° cel/ml. Se tomaron 100ul del tubo de
suspension 10° cel/ml y se colocaron en el tubo 10* cel/ml. Finalmente, Se
tomaron 5ul de cada tubo y se los colocé en medio YPAD sélido. Las muestras
que se incubaron a 4°C se fotodocumentaron durante 11 dias mientras que las
condiciones de 25°C, 37°C, NaCl 0,4 M, H2020,1Mm por el periodo de 3 dias.

3.2.3 Curva de crecimiento

Con el fin de determinar el comportamiento de las ocho cepas en estudio, se
realiz6 el monitoreo del crecimiento a 25°C y 4°C. Para ello se realizaron
precultivos de 5mL vy los calculos correspondientes, con el fin de obtener 50 mL
de un cultivo ODeoo= 0,05 al siguiente dia. Una vez verificada la absorbancia, se
repartieron 15 mL de cada cepa en matraces de 100 mL. Se los colocé en la
incubadora a 25°C y se tomd una muestra cada dos horas durante 48 horas,
las cuales fueron medidas en el espectrofotdmetro a 600nm. Se tomaron 35 mL
de cada cepa del mismo cultivo y se colocaron en matraces de 250 mL. Estos
fueron colocados en incubacion a 4°C. Se tomaron muestras cada dos horas,

durante 7 dias y se midieron en el espectrofotometro a 600nm.
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3.2.4 Sincronizacién celular con factor a

Se trabaj6 con un cultivo liquido de YPD con OD=0,2 al que se le afiadi6 factor
a (Cf 0,5 mg/mL) y posteriormente, se incub6 por dos horas a 25°C. Luego, se
recolectaron las células mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 3 minutos,
y las mismas se colocaron en otro medio de cultivo liquido (YPAD) previamente
atemperado a 4°C con factor a (Cf 0,5 mg/mL) se incubaron a esa temperatura
durante dos horas. Al finalizar esta etapa, se tomé una primera muestra (G1) de
10 mL en tubos de 15 mL con azida de sodio (Cf 0,1%) para electroforesis de
campos pulsados, 500 ul Flow Cytometry Data Analysis (FACs), 1 mL budding
index y 1 mL para media de ODsoonm. Se recolectaron nuevamente las células
mediante centrifugacién a 4000 rpm durante 3 minutos y se colocaron en otro
medio de cultivo liquido al que previamente se adiciond Proteinasa k (Cf
0,01mg/mL), Buffer Fosfato 1M (Cf 50 mM). Luego de incubar a las células a 4°C
por dos horas, se tomaron muestras durante 24 horas en intervalos de 2 horas.

3.2.5 Flow Cytometry Data Analysis (FACs)

Dentro del proceso de sincronizacion, se tomaron 500 pl de medio de cultivo (en
los intervalos indicados en el apartado de sincronizacion) y se colocaron en 1 mL
de etanol al 100%, todas las muestras de almacenaron a -20°C. Una vez
terminado el proceso de sincronizacion, se centrifugaron a maxima velocidad las
muestras durante 2min a 15000 rpm. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 500 pl de Na-Citrato (50Mm). Se afiadido RNasa (Cf 0,25
mg/ml ), se incubo durante 1 hora a 50°C. Una vez transcurrido este tiempo se
colocaron 10 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) y se incubé durante 1 hora a 50°C.
Posterior a ello, se centrifugd 2 minutos a 15000 rpm y se eliminé el
sobrenadante. Se resuspendio el pellet en 1 mL de Na-Citrato (50Mm). Se sénico
10” 55% Amp. Se afiadieron 500 pl de la solucién Na-Citrato (50Mm) con Yoduro
de Propidio (24 pug/ ml). Finalmente, las muestras fueron procesadas en el equipo

Muse® Cell Analyzer.
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3.2.6 Budding Index

Se tomo 1 mL de muestras sincronizadas en fase G1 con azida 0,1%. Se sonico
por 3 segundos y se prepard un portaobjetos con 5uL del cultivo. Se observo al
microscopio con aumento de 40x. Se contaron 300 células y se calcul6 el
porcentaje de levaduras con shmoo. Se tomé también 1 mL de la muestra del
cultivo de cepas sometidas a 4°C con azida 0,1%. Se obtuvo el porcentaje de
levaduras con yema y sin yema. Se comprobo la progresion hacia fase S frente
a4°C.

3.2.7 Extraccién de proteinas totales.

3.2.7.1 Extraccion NaOH 0,2M

Para la extraccion de proteinas se utilizé NaOH 0,2 M. En primer lugar, se verificd
que las células se encuentren en la fase exponencial de crecimiento. Posterior a
ello, se tomé 1 ml de muestra. Adicionalmente, se colocaron 200ul de NaOH
0,2M y se centrifugd 10 min a 6000rpm. Se retir6 el sobrenadante y se
resuspendio en 50ul de SDS 1X.

3.2.7.2 Extracciéon con Urea

Se tomaron 10ml de cultivo y se centrifugd durante 4 min a 3500 rpm, el pellet
se resuspendié en 200ul de cracking buffer (urea 8M, 5%SDS, 40 mM Tris-HCI
pH=6,8, EDTA 0,1 mM, azul bromofenol 0,4 mg/ml, NaF 50 mM, B-
mercaptoetanol 150 mM, inhibidor de proteasa 1X, PMSF 2 mM) y se coloco en
un tubo que contenia 200ul de perlas de vidrio. Posterior a ello, se coloco en un
termobloque con agitacion durante 20 min a 70°C. Transcurrido este tiempo, se
centrifugd a maxima velocidad durante 15 min. Las muestras fueron

almacenadas a -20°C hasta su uso.
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3.2.8 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

El estudio de proteinas se realiz6 utilizando geles de poliacrilamida en presencia
de dodecilsulfato sodico (SDS). Los geles estan conformados en dos partes el
primero es un gel separador cuya concentracion de acrilamida varia en funcién
de la proteina que se desee observar en este caso se utilizé al 17%, 10%, 8%
para la resolucion de histonas, proteina Hogl y proteina Rad53 respectivamente
y un gel concentrador o pre-gel. El gel separador contiene acrilamida:
bisacrilamida (37,5:1) al 17% (p/v), 10% (p/v), 8% (p/v); 0,1%(Vv/Vv)
tretrametiletilendiamina (TEMED), 0,375m Tris-HCI pH8.8 y persulfato de
amonio (APS) al 10%. El pre-gel contiene acrilamida: bisacrilamida (37,5:1) 2,5%
(p/v), 0,1% TEMED, 0,125M Tris-HCI pH6.8 y APS al 10%.

3.2.9 Anélisis Western Blot

Las proteinas se resolvieron por SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa mediante electrotrasferencia con un MINI TRAS-BLOT CELL de
BIORAD. El tampon de transferencia contiene 2,5Mm Tris pH 8.3, 192Mm glicina,
0,1% (p/v) SDS y 20% (v/v) etanol. La transferencia se realiz6 con un voltaje de
80V durante 50min a temperatura ambiente.

Las proteinas transferidas se colorearon sumergiendo las membranas en una
disolucién de Ponceau 1% (p/v) en acido acético 1%(v/v) durante 2 minutos. Con
el fin de eliminar el exceso de colorante se realizaron varios lavados de la
membrana en acido acético 1% (v/v). Se obtuvo la imagen digitalizada de la
membrana coloreada con la ayuda de un scanner y se guardd en formato
electréonico. Para eliminar el Ponceau asociado a las proteinas se lavo la
membrana con TBS 1X-0,1% Tween (20).

La membrana se incub6 durante 1 hora a temperatura ambiente, en TBS1X-
0,1% Tween -5% leche. El anticuerpo primario se diluyo en TBS1X-0,1% Tween

y la membrana se incubo en esta disolucion durante toda la noche a 4°C. A la
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mafana siguiente se realizaron dos lavados a la membrana con TBS1X-0,1%
Tween de 10 minutos cada uno. La membrana se incub6 con el anticuerpo
secundario diluido en TBS1X-0,1% Tween, durante 50 minutos a temperatura
ambiente. La deteccion se realiz6 utilizando los reactivos de Clarity Western ECL
substrate de HEALTH CARE, siguiendo las instrucciones del fabricante y se
realizd la digitalizacion en el scanner (LI-COR). Las concentraciones de
anticuerpos utilizadas y la de los geles para las diferentes proteinas analizadas

se indican en la tabla 3.

Tabla 3.

Proteinas analizadas con sus respectivos anticuerpos y concentracion de gel

utilizadas en la experimentacion.

Proteina Anticuerpos Gel
H3-METILADA e Anti-Histone H3 (Tri Methyl Lys 79) 17%

IgG monoclonal de conejo a la

concentracion suministrada por la
casa comercial. (1:5000), Abm

e Anti-rabbit (1:20000), Santa Cruz

Rad53p e Rad53 Antibody Es una IgG 8%
policlonal de cabra; 200 pg / ml
(1:200), Santa Cruz
e Anti-Goat IgG (1:1000) Santa Cruz

Hoglp e p-p38 Antibody (Tyr 182) 10%
Es una IgG policlonal de conejo 50 ug
/ ml (1:5000), Santa Cruz
e Anti-rabbit (1:20000), Santa Cruz
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3.2.10 Electroforesis de campos pulsados

3.2.10.1 Preparacion de los plugs de agarosa

El pellet obtenido en el proceso de sincronizacion se lavo con Buffer 1 [Tris- HCI
10

mM pH 7,5 u 8, EDTA 50 mM pH 8] luego de lo cual, se resuspendio en una
solucion 1:1 Low-melting point agarose 1% y SEC mix Buffer [Buffer fosfato
50mM, Tris- HClI 20 mM pH 7,5 u 8, EDTA 100mM Ph 8, Lyticase, DTT 10 mM]
e inmediatamente se virti6 100 yuL en un molde BIO-RAD. Luego de dejar
solidificar el plug durante 5 minutos a 4 °C, se desmoldé en 400 pL de Buffer 1y
se incubo durante 24h a 37°C. A continuacion, se reemplazo6 el Buffer 1 por PK-
Burkhalter buffer [Tris- HClI 10 mM pH 7,5 u 8, EDTA 50mM pH 8, N-lauroil
sarcosina 1%, Proteinasa K (Roche) 2 mg/mL] y se incubo durante ~12h a 37°C.
Finalmente, se lavaron los plugs con Washing buffer [EDTA 0,1 mM pH 8, Tris-

HCI 10 mM pH 8] y estuvieron listos para la corrida electroforética ( Figura 8).

Muestra +
Azida de sodio

0,1% Inmerso en Inmerso en

Agarosa 1% Buffer Proteasa

) Liticasa, buffer ;\\_.
Incubacicn Incubackin
Lavado con oo D-D-D-D- ﬂ| fodala \‘ﬂ[ 130 (37°C)
buffer o S L nache 3T 1= : @
| v '

- Molde para ‘Plugs® v W ',\_/

Figura 8. Preparacion de los ‘plugs’ para PFGE.

Tomado de: (Rommel Emilio Guevara Santander, 2017)

3.2.10.2 Electroforesis

La electroforesis se llevo a cabo durante 20 horas en el equipo BIO-RAD CHEF-
DR
[l System del Laboratorio de Microbiologia de la Pontifica Universidad Catdlica
del
Ecuador, con programacién de un bloque: pulse time de 60-120 segundos,

voltaje de 6 V/cm. Se utilizé un gel de agarosa al 1% (UltraPure Agarose Thermo
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Fisher Scientific) con 15 pocillos inmerso en Buffer TAE 0,5X (en agua ultra pura

esteril).

3.2.10.3 Tincion y revelado del gel

Al término de la electroforesis, se coloco el gel en un recipiente que contiene 300
mL de SYBR® Gold 0,5 pg/mL diluido en TAE 0,5X. Luego de incubarlo a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se reveld utlizando un
fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR System del cual se obtuvo

una fotografia con bandas electroforéticas.
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Figura 9. Diagrama de flujo.
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3.4 Analisis estadistico de los resultados.

3.4.1 Unidad de estudio

Cepas de Saccharomyces cerevisiae: control, cepa WT sin deleciones genéticas;
ceoas de estudio para electroforesis de campos pulsados, dos cepas con
deleciones simples (dot7A4 y hog1A) y una cepa con deleciones dobles (hog1 A
dotl A).

3.4.2 Variable de estudio

Intensidad de la sefial de las bandas electroforéticas en cada muestra analizada,
equivalente al estado estructural de los cromosomas nucleares, y producto del

efecto del estrés hipotérmico (4°C).

3.4.3 Factores controlables

e Deleciones genéticas
Las cepas utilizadas han sido previamente mutadas, con el fin de afectar
a las rutas del checkpoint DDC a través del componente dot1A y la ruta
HOG a través de hog1 A.

e Tiempo
El tiempo de exposicion de las cepas al estrés hipotérmico (4°C), fue

controlado a partir de su sincronizacion en fase G1 utilizando factor a.

e Temperatura
Todo el proceso se llevo a cabo controlando la temperatura de incubacion
de 4°C.
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3.4.4 Matriz de operacionalizacidn de variables

Tabla 4

Operacionalizacion de variables.

Variables Dimensién Indicadores
Cepa no mutada %Replicaciéon
(WT) sefnal de la banda

X 100%

Intensidad de la - sefial de la banda G1

Mutacién simple: %Replicaciéon
dot1A _ sefial de la banda
 sefial de la banda G1

Mutacién simple: %Replicacion

seflal de las

bandas x 100%

electroforéticas

hog1A _ sefalde la banda
~ sefial de la banda G1

Mutacion en genes %Replicaciéon

X 100%

relacionados de _ sefial de la banda
"~ senal de la banda G1

X 100%
ambas rutas

checkpoint y HOG:
dot1A, hog1A

Comparacion entre ¢ Existe diferencia significativa?

la cepa control y las
cepas mutadas

Adaptada de (Rommel Emilio Guevara Santander, 2017)

3.4.5 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

En el experimento se recolectaron siete muestras para cuatro cepas en estudio,
identificadas como G1, 4, 6, 8, 10, 12, 14 (horas) haciendo referencia a la etapa

de sincronizacion a 4°C (Figura 10).
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Muestra

------------- fr R

Factora2h Factora2h 4 6 8 10 12 14
25°C 4°C

Tiempo (horas)

Figura 10. Esquematizacion del proceso de recoleccion de muestras.

La técnica utilizada para la recoleccion de datos es la observacién de la
intensidad de las bandas en el gel de agarosa las cuales se cuantificaron y
observaron con el software Image J — NIH, el fotodocumentador utilizado fue
Doc™ XR+ System de Bio-Rad con luz UV, en conjunto permitieron visualizar y
capturar las bandas electroforéticas correspondientes al microorganismo en

estudio sometido a electroforesis de campos pulsados (PFGE).

3.4.6 Técnicas de procesamiento de analisis de datos

Las bandas electroforéticas significativas correspondientes a los cromosomas lll,
IV y XIV fueron cuantificadas con el software Image J — NIH. Posterior a ello se
cambio el dato numérico correspondiente a la intensidad de sefial por un valor
porcentual, donde se consider6 a los datos de la banda G1 como el 100%,
obteniendo el porcentaje de replicacion. Las siete muestras de una misma cepa,
denotan promedios y desviaciones estandar que abarcan los tres datos

cuantitativos correspondientes a los tres cromosomas de estudio.

Puesto que el nivel de investigacion es descriptivo, no se abarcaron disefios
experimentales complejos, Unicamente se busca establecer diferencias
significativas entre la cepa WT y las cepas mutadas, en cada una de las siete

muestras recolectadas.
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La herramienta estadistica utilizada es la prueba t no-pareada para varianzas
diferentes, conocida como prueba t de Welch, a través del programa estadistico
IBM SPSS - IBM Analytics Ver. 25, donde se comparan dos grupos
independientes que pueden o no tener el mismo tamafio sin asumir que poseen

desviaciones estandar similares (Pezzullo, 2013).

4. CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Evaluacion de la sensibilidad de diferentes cepas de Saccharomyces

cerevisiae a diferentes temperaturas (25 °C, 16 °Cy 4 °C)

Diferentes cepas de levadura Saccharomyces cerevisiae que contienen
mutaciones en una o dos actividades enzimaticas de las rutas del checkpoint
(mutantes) fueron analizadas en un estudio previo en el Laboratorio de
Replicacion del ADN e inestabilidad del Genoma del Instituto de Investigacion en
Salud Publica y Zoonosis (ClIZ) de la Universidad Central del Ecuador (A.P).

Con el fin de determinar la sensibilidad al frio (estrés hipotérmico), se realizaron
diluciones seriadas de cultivos de las diferentes cepas y se inocularon gotas
sobre placas de medio YPAD (drop test, ensayo semicuantitativo), por triplicado.
Las placas fueron incubadas en paralelo a 25°C (control), a 16°C y a 4°C, tantos
dias como fue necesario para evaluar el crecimiento en cada una de las

temperaturas seleccionadas. Los resultados se muestran en la Figura 11.

Como era de esperar, la velocidad de crecimiento se vio afectada en funcion de
la temperatura, de manera que cuanto mas distante es la temperatura real de la
temperatura Optima de crecimiento (25-28°C), mas tiempo (indicado en dias)
tardaron en crecer las células. A 25°C, todas las cepas presentaron un
crecimiento similar. A temperaturas por debajo de la optima (16°C, 4°C), todas

las cepas presentaron un crecimiento mas lento y similar a la cepa salvaje
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(control) en cuanto a sensibilidad, excepto las cepas mutantes en dot714, que

mostraron mayor crecimiento o resistencia al estrés hipotérmico (Figura 11).

YPAD 25°C YPAD 16°C YPAD 4°C YPAD 4°C
(DIA3) (DIA3) (DIA3) (DIA11)

wr
rad94 tof14

tof14
mrcl

rad94

dot1 A
tof14, dot1 A

[}
9]
0
0
¢]
0
0
) ©

dot1 4, rad94

Figura 11. Prueba de sensibilidad de las cepas salvaje (WT) y sus
correspondientes mutantes crecidas en YPDA e incubadas a 25°C, 16°C y 4°C

por 3 u 11 dias respectivamente.

En estudios realizados previamente en el Laboratorio se encontré que la cepa
que tiene doble mutacién en los genes tof14, dot1A, genes involucrados en
ambas rutas del checkpoint, es mas sensible a genotdxicos, especificamente
MMS (datos no mostrados). Sin embargo, la misma cepa no presenta
sensibilidad al frio, lo que sugiere que la alteracion de la replicacién del ADN no

es el proceso que explica la mayor tolerancia frente a este tipo de estrés fisico.

Como en los resultados obtenidos de este primer ensayo se observd mayor
diferencia a 4°C, se seleccioné esta temperatura para posteriores experimentos.
Se determind la velocidad de crecimiento en medio YPAD liquido, de las cepas
salvaje y mutantes incubadas a 4°C y a 25°C (control). ElI seguimiento del
crecimiento fue registrado midiendo la absorbancia a 600nm a diferentes
tiempos. En las Figuras 11 y 12 se muestran las representaciones graficas del
crecimiento (ODsoo nm) Vs. el tiempo (h) a 25°C y 4°C, respectivamente. Como se
puede observar en la Figura 12, a 25°C todas las cepas se comportaron de forma

similar.
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Figura 12. Cultivos celulares de la cepa salvaje y mutantes crecidos en YPDA a

25°C. A los tiempos indicados, medidas de absorbancia a 600nm.

Mientras que, cuando los cultivos fueron incubados a 4°C la cepa salvaje fue la
que presentd un crecimiento mas limitado, lo que sugiere la presencia de
mecanismos capaces de detectar y responder al estrés hipotérmico (Figura 13).
Las cepas que lograron una mayor tasa de crecimiento fueron la dotlA, y dotl
A tofl A (Figura 13). Una posibilidad que podria explicar esta tolerancia a bajas
temperaturas es la desrepresion de origenes de replicacion tardios en estos

mutantes.

Cuando una célula se replica, en fase S se activan secuencial y reguladamente
cientos de origenes de replicacion, precoces y tardios. Sin embargo, algunos
mutantes no son capaces de mantener esta activacion secuencial, y todos los
origenes de replicacion se activan simultaneamente (Yeeles, Deegan, Janska,
Early, & Diffley, 2015). Es posible que esta situacion desventajosa en presencia
de genotdxicos, sea ventajosa en presencia de bajas temperaturas; de manera
que, al haber mayor nimero de origenes activos la célula logra replicar antes su
ADN, lo que representa mayores posibilidades de supervivencia. Si esta
hipétesis fuera cierta, los mutantes mrcl1A o toflA rad9A4; que no son capaces de

reprimir sus origenes tardios (Bacal, 2018), deberian presentar mayor tolerancia
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a las bajas temperaturas. Sin embargo, los resultados muestran que estos
mutantes presentan una mayor tolerancia al frio pero no tan grande como el
mutante dotl A, sugiriendo que la hipétesis de este trabajo podria explicar
parcialmente, pero no totalmente la tolerancia a bajas temperaturas observada

en el mutante dotl A.

Los efectos de los cambios repentinos de temperatura han sido de poco estudio
en comparacioén con otros tipos de estrés; sin embargo, en la actualidad se
conoce que cuando las levaduras se someten al frio tienden a acumular
trehalosa, glicerol y proteinas de choque térmico. Los estudios también indican
que los cambios en la fluidez de la membrana, son la principal sefial que

desencadena la respuesta al choque frio (Aguilera, 2007).
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Figura 13. Cultivos celulares de la cepa salvaje y mutantes crecidos en YPDA a

4°C. A los tiempos indicados, medidos a una absorbancia de 600nm.

Aungue se han encontrado varios genes que responden a este tipo de estrés no
todos ellos estan relacionados con el crecimiento, a partir de estos resultados se
puede sugerir que las cepas salvajes bloquean su crecimiento a 4°C porque
activa mecanismos de checkpoint que detectan las bajas temperaturas como una
condicion adversa (Pan, 2006). No obstante, estos mecanismos no son
correctamente activados en mutantes dotl4, que son incapaces de bloquear su
crecimiento a pesar de la presencia de condiciones ambientales adversas
(Conde & San-Segundo, 2008).
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Por otro lado, en estudios anteriores se determind que el tiempo de exposicion
al estrés es determinante para el crecimiento, y cuando el tiempo es extenso
llega un punto en el que el crecimiento cesa porque se desactivan los
mecanismos de defensa debido a que las maquinarias se reparan (Aguilera,
2007). Esto podria explicar de manera satisfactoria lo observado en el presente
estudio en donde se evidencio que si la cepa salvaje posee toda su maquinaria
de reparacion integra entonces no requiere sobre expresar genes en forma de
defensa por lo cual disminuye el crecimiento cuando la exposicion al frio es

prolongada.

Una vez determinado el comportamiento a 4°C y tomando en cuenta el rol de la
ruta HOG en respuesta al estrés hipotérmico, se realizaron drop test en
condiciones de estrés oxidativo (H202 0,1mM), estrés osmotico (NaCl 0,4M) e
hipertérmico (37°C) con el fin de observar si el mutante dotlA tenia la misma
conducta que en condiciones de hipotermia, se seleccionaron las condiciones de
estrés de acuerdo a lo descrito por Duch (2018), donde describe el rol de Hogl
en respuesta al estrés oxidativo, osmotico e hipertérmico. Como se indica en la
Figura 14 el mutante dotlA no presentd una tolerancia a ninguno de estos tipos
de estrés. Por lo que la tolerancia a bajas temperaturas parece ser una respuesta

especifica de este mutante.

Las células tienen diferentes mecanismos para responder a sefiales
extracelulares con el fin de adaptarse a nuevos entornos ayudandose de las vias
de sefializacion intracelular. En cuanto al estrés osmatico, oxidativo y térmico
cientos de proteinas tienden a activarse y muchas de ellas actian de forma
dinamica para ayudar a la célula en su proceso de adaptacion. Reportes indican
gue mas de cien proteinas son moduladas por la proteina efectora Hogl que es
la que emite respuesta frente a estos tipos de estrés (Zhang, 2017). Las cepas
utilizadas en este estudio tenian deleciones en genes que codifican para
proteinas implicadas con las rutas de replicacion y reparaciéon del ADN, por lo

gue su crecimiento se debe a que poseen a la proteina Hogl, que es la que les
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provee de proteccion frente a las condiciones antes mencionadas. Asi mismo,
como se puede observar las cepas hoglA no crecieron en condiciones de estrés
osmotico, como era de esperarse puesto que en ausencia de Hogl existio un
desequilibrio que hizo que la célula no pudiera continuar con su crecimiento tal

como en el afio 2010 lo sugiri6 Warringer.

En resumen, estos datos sugieren un rol especifico de Dotl en respuesta al
estrés hipotérmico, independiente del estrés oxidativo, osmotico e hipertérmico.
Por lo tanto, los siguientes esfuerzos se orientaron a determinar si el rol de Dot1

en respuesta al estrés hipotérmico depende o no de la ruta de Hog1.

YPAD 37°C NacCl 0,4M H202 0,1mM
DIA 3)

wr

rad94, tof14
tofiAa
mrcl A
rad94
dotl A
tof14, dot1 A

dotl1 A, rad94

YPAD 37°C Nacl 0,4mM
I (DIA 3) I (DIA 3)
a2t 2 3 wr

hog14
B hoglA, dotlA

rad534

Figura 14. Prueba de sensibilidad a estrés oxidativo, hipertérmico y osmoético de
las cepas salvaje (WT) y sus correspondientes mutantes crecidas en YPDA e

incubadas por 3 dias.
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4.2 Determinacion de la ruta del checkpoint implicada en la respuesta al

estrés hipotérmico.

En respuesta a cualquier tipo de estrés (térmico, osmoético, genotdxico), una ruta
del checkpoint se activa. Normalmente existe una proteina central que se activa
por fosforilacion. Asi pues, Rad53 se fosforila en respuesta a estrés genotoxico
(Soriano, 2012). Mientras que Hog1l se fosforila en respuesta a estrés térmico y
osmotico (J. Lee & Levin, 2018).En este sentido, el interés de este trabajo es
identificar si la funcion de Dotl en respuesta al frio depende de la ruta del
checkpoint de Rad53 o de Hogl.

Se ha descrito que Dotl y Rad9 regulan la reparacién de lesiones generadas en
el ADN (estrés genotoxico), y esta respuesta esta mediada por Rad53 (Conde et
al., 2009). Para determinar si Rad53 patrticipa en la respuesta al frio identificada
en mutantes dot714, se realizaron drop test a 4°C. Los mutantes rad534 crecen
de manera similar al salvaje, mientras que los mutantes dot7A tienen mayor
tolerancia (Figura 15A). Para determinar la fosforilacion de Rad53 se realiz6 un
analisis Western blot (14B). Como se puede observar en la Figura 15B en el carril
dos, correspondiente a la muestra de 4°C de la cepa salvaje; no existid
activacion, en comparacion con la sefial observada en el control positivo (MMS
0,1%). Por lo tanto, estos resultados indican que Rad53 no esté implicado en la

respuesta al estrés hipotérmico.
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Figura 15. Western Blot Rad53

(a) Prueba de sensibilidad al estrés hipotérmico de las cepas salvaje (WT) y sus correspondientes
mutantes crecidas en YPDA e incubadas a 4°C por 8 dias.

(b) Analisis Western blot de Rad53 en células WT y mutantes tratadas con MMS (control positivo),
25°C (control negativo), sorbitol y sometidas a 4°C para verificar la activacién del checkpoint. Un
shift* en la banda corresponde a la fosforilacion de Rad53, una caracteristica de la activacion del

checkpoint. El control de carga es mostrado con la coloracion Ponceau.

Con el fin de determinar si Hogl participa en la respuesta al estrés hipotérmico
observada en mutantes dot14, se realizaron analisis similares a los utilizados
para estudiar la proteina Rad53 en este trabajo pero esta vez para la proteina
Hogl. En primer lugar, se analizé la respuesta a estrés hipotérmico, por drop
test, de cepas salvaje y mutantes (hog14, dot1A y hog1A dot1A). Las células
fueron cultivadas en medio sélido YPAD a 4°C y a 25°C (control) durante diez 'y
tres dias respectivamente. Como se esperaba las cepas con delecion dot1A son
altamente tolerantes a bajas temperaturas (4°C), mientras que el mutante hog1A
se comporta como un salvaje. Sin embargo, el doble mutante hog71A dot1A se
comporta igual que un salvaje, es decir, la tolerancia a bajas temperaturas del
mutante dot1A depende de la presencia de la proteina Hogl (Figura 16). Estos

resultados correlacionan la funcién de estas dos enzimas.
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Figura 16. Prueba de sensibilidad al estrés hipotérmico de las cepas salvaje (WT)
y sus correspondientes mutantes crecidas en YPDA e incubadas a 25°C y 4°C

por 3y 10 dias respectivamente.

Con el objetivo de observar si la proteina Hogl se activa en condiciones de
estrés hipotérmico, se sometieron cultivos de células salvajes a dos tipos de
estrés osmotico (Sorbitol y NaCl) y a estrés hipotérmico y se determind la
activacion de Hogl por Western blot (Figura 17). Los resultados indican que
Hogl se activa en respuesta a las condiciones de estrés seleccionadas,
sustentando la idea de una funcion de la ruta HOG en respuesta al estrés

hipotérmico.

Hoglp

—— PONCEAU

Figura 17. Andlisis Western blot para la proteina Hogl fue controlado en células
WT a 25°C, con sorbitol 0,5M, NaCl 0,4M y 4°C. El control de carga es mostrado

con la coloracion Ponceau.
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Dentro de los procesos que realiza una célula se encuentra la transcripcion y la
replicacion. Es posible que el estrés hipotérmico provoque la colision entre la
replicacion-transcripcion (TAR; transcription associated replication). Esto es
debido a que Hog1l se activa en respuesta a diferentes tipos de estrés, activando
a su vez la expresion de cientos de genes y la activacion de la proteina Mrcl.
Entre las funciones de Mrcl se encuentran el bloqueo de origenes tardios y la
estabilizacion del replisoma (Duch, 2018). La sensibilidad que se observa en la
doble mutante hog1A dot1A con relacién a la simple mutante dotlA puede
deberse a que se genera inestabilidad gendémica en la horquilla de replicacion
por la colisidén con la transcripcion, ya que al no existir Hogl que active a Mrcl (
estabilizacion del replisoma) y a su vez al no tener a Dotl, que se encuentra
dentro de los mecanismos de reparacion, la transcripcion se ve alterada lo que
resulta en la inhibicién de la sintesis de ADN (Brambati, Colosio, Zardoni, Galanti,
& Liberi, 2015). A diferencia de la simple mutante dot1A que cuenta con la
estabilizacion del replisoma por lo cual continua con la replicacion y a su vez, la
simple mutante hog71A se comporta de forma similar que la cepa salvaje porque
posee Dotl y el resto de proteinas de la ruta del checkpoint que le permiten

completar el ciclo celular.

El siguiente paso fue determinar el tiempo en el que las cepas se encontraban
en fase exponencial tras sincronizar en G1 y liberar para que continue el ciclo
celular a 4°C. Tras varios procesos de sincronizaciéon y toma de muestras
durante las primeras 24 h de liberacion de G1 a 4°C, se logro identificar que la
fase S tenia lugar entre 4-10 h, dependiendo del mutante. Como se observa en
los analisis FACS de la Figura 18A la cepa salvaje se encuentra en replicacion
alrededor de las 8 h, el mutante dot1A a las 4 horas, y los mutantes hog1A y
hog1A dot1A alrededor de las 6 h. Adicionalmente, se determiné el budding index
y la ODsoo (Figuras 17B y C). Observandose que las cepas siguen el mismo
patrén de crecimiento antes mencionado (Curva de crecimiento 4°C y drop test

4°C). Se detecto el inicio de la gemacion a las 4 h para el mutante dot1A4,
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mientras que el WT inicio gemacion alrededor de las 8 h. Las medidas de ODsoo
indican que tras la liberacion de G1 a 4°C, la cepa mutante en dot1A fue la
primera en iniciar el crecimiento. Por lo tanto, los datos muestran que las células
mutantes en dot1A no detienen su crecimiento a 4°C, lo que sugiere que Dotl
regula algin mecanismo que responde al estrés hipotérmico. Ademas, este
mecanismo depende, al menos parcialmente, de Hogl, ya que en ausencia de
Hogl y Dotl simultaneamente, las células responden parcialmente al estrés

hipotérmico (4°C), deteniendo su crecimiento.
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Figura 18. Sincronizacioén celular.

(a) Analisis FACs de células sincronizadas en fase G1 y liberadas en fase S a 4°C.

(b) Analisis budding index de células sincronizadas en fase G1 vy liberadas en fase S a 4°C.

(c) Analisis ODeoo de células sincronizadas en fase G1 y liberadas en fase S a 4°C.
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El siguiente paso fue determinar si existian diferencias en el proceso de
replicacion entre los mutantes y el WT, a 4°C, mediante electroforesis de campos
pulsados. Esta técnica permite separar moleculas grandes de ADN (hasta 10
Mb). En este trabajo se utilizé esta técnica con el fin de observar si en algun
punto de la progresion del ciclo, la célula se detenia o relentizaba en la fase S,
basandonos en el hecho de que los cromosomas en la replicacion no entran en
el gel y quedan atrapados en el pocillo, disminuyendo la intensidad o
desapareciendo las bandas de células que se estan replicando. Los cromosomas
que han completado su replicacion si logran penetrar en el gel, dando lugar a un
patron de bandas caracteristico de especie (mayor intensidad). Los resultados
obtenidos pueden observarse en la Figura 19. A 4 h se puede observar que no
existen bandas en el WT, sugiriendo que las células no han finalizado la
replicacion. El patron de bandas se observa a partir de 6 y 8 h tras ser liberado
de G1, a 4°C. Sin embargo, en los mutantes se observa replicacion temprana a

las 4 h, tal como se indica en la Figura 19.
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Figura 19. Electroforesis de campos pulsados, los niameros representan las
diferentes horas en las que se tomaron las muestras una vez que el cultivo fue
liberado de G1 a 4°C.

El porcentaje promedio corresponde a la intensidad de la sefal en los tres

cromosomas sefalados en la Tabla 5. Fue “normalizado” con el indice de ADN
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cuantificado por cada muestra, dando como resultado el porcentaje de la
intensidad de la sefial normalizado para todas las muestras. El resultado equivale

al “porcentaje de replicacion” de cada cepa (Figura 19 y tabla 5).
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Figura 20. Porcentaje de replicacion de las cepas WT, dot14, hog1A y dot1A
hog1A sometidas a 4°C.
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Tabla 5

Porcentajes de la sefial promedio: WT, dot14, hog1A y dot1A hog1A sometidas
a4°C.

WT dot1A hog1A dot1A hog1A
Seial % Seial % Seial % Seial %

Gl 100 100 100 100

4 h 48,00 80,92 75,6 88,12

6 h 58,47 90,44 82,25 83,17

8h 63,27 88,92 96,63 67,86

10 h 78,20 91,82 88,87 81,87

12 h 87,22 96,23 89,57 73,2

14 h 65,77 92,12 51,92 69,21

Para establecer diferencias significativas entre las muestras de la cepa WT frente
a las cepas mutadas, se utilizé la herramienta estadistica t de Welch a través del
software SPSS Ver 25. Los resultados se detallan en la Tabla 6 y se representan
en la Figura 20. Esta prueba se realizé con el fin de observar si existian
diferencias significativas (intensidad de las bandas) en una misma muestra
(cepas) en diferentes tiempos. Como se puede observar en la Tabla 6, en la cepa
WT existen diferencias a las 4, 6 y 8 horas lo que lleva concordancia con los
analisis enteriores ( FACS, budding index, ODsoo) en los que claramente se indica
gue la replicacidn se relentiza en esta cepa en respuesta al estrés hipotérmico,
comportamiento contrario a la de las mutantes en especial a dot1A. Mas
representaciones de ello se muestran en la Tabla 5 y la Figura 20 en la que se

muestran los porcentajes de replicacion de las diferentes cepas en estudio.
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Tabla 6

Andlisis estadistico entre WT y cepas mutantes sometidas a 4°C por prueba t de
Welch.

WT dot1A hog1A dot1A
hog1A
G1 - - - - - - - -
4 h SI 0,02 NO 0,117 NO 0,260 NO 0,153
6 h SI 0,006 NO 0,181 NO 0,289 NO 0,137
¢8h SI 0,014 NO 0,271 NO 0,242 NO 0,026
.g f:f 10h NO 0,267 SI 0,02 NO 0,068 NO 0,140
% E 12h  NO 0,08 NO 0,317 NO 0,274 NO 0,092
5 5 14h NO 0,106 SI 0,0300 NO 0,08 NO 0,082
Nota: *p<0,05
4°C
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Figura 21. Representacion gréafica del andlisis estadistico de cepas sometidas a
4°C.

Por su lado la simple mutante hog14, logra replicarse lo que indica que la
ausencia de este gen no afecta en la replicacion o existe la probabilidad que se
este replicando con una tasa de mutagénesis alta como es el caso de la cepa
dot1A lo que refuerza la hip6tesis que existe el fenbmeno de colision entre la
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replicacion y transcripcion. Si este fendmeno se sucita, la sintesis de ADN tiende
a bloquearse o genera mayor inestabilidad gendémica (Helmrich, Ballarino,
Nudler, & Tora, 2013).

Todos estos datos en conjunto indican que el estrés hipotermico genera

inestabilidad gendmica y ésta es independiente de la respuesta de Rad53.

Como consecuencia, los resultados indican que a 4°C, los tres mutantes son
capaces de replicar, poniendo de manifiesto que Hogl y Dotl tienen un rol en la
respuesta a bajas temperaturas, que contribuyen a detener el ciclo cuando estan
presentes (WT). Sin embargo, pese a iniciar la replicacion de forma precoz, la
ausencia de Hogl limita el crecimiento que se observa en los mutantes dot1A (
drop test, Figura 16 y ODsoo Figura 18C). Se ha descrito que Hogl controla la
activacion de Mrcl, que a su vez controla la activacién de los origenes tardios,
en respuesta a estrés osmatico (Duch, 2013). De manera que, en ausencia de
Hogl todos los origenes se activan descontroladamente. Es posible que esto
mismo suceda en estrés hipotérmico, por eso se observa replicacién precoz
(Figura 19, PFGE a 4 h). Sin embargo, en ausencia de Hog1 el crecimiento acaba
deteniéndose, lo que podria deberse a la presencia de muchos eventos que
inducen inestabilidad gendmica: mas horquillas de replicacion activas, mas
colisiébn con horquillas de transcripcion o TAR, y por tanto mas lesiones que
deben repararse. Pero llama la atencion que la ausencia exclusiva de dotl
pemite que las células crezcan mas a 4°C. Varias posibilidades podrian explicar

esta situacion:

Primero, es posible que Dotl tenga un rol, directo o indirecto, sobre la replicacion
del ADN, puesto que las células replican mas rapido (PFGE). Hasta la fecha este
rol no ha sido descrito. Sin embargo, un fenotipo similar, crecimiento a 4°C no se

observa en mutantes de replicacion como mrc1A, rad53A o rad9A tof1A.
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Otra posibilidad es la regulacion negativa que Dotl ejerce sobre las polimerasas
de translesion (TLS) (Conde & San-Segundo, 2008). En ausencia de Dotl las
TLS son mas activas, y reparan antes las lesiones. Si esto es cierto, la baja
temperatura a 4°C debe inducir dafios o lesiones en el ADN. En efecto resultados
preliminares (Comunicacion personal C.R y A.P), indican que a 4°C se acumulan
focos de Rad52, un fenotipo indicativo de lesiones en el ADN.

Alternativamente, se ha descrito que a 4°C, las células salvajes detienen la
traduccion de proteinas (Hayashi & Maeda, 2006). Cabe la posibilidad de que

Dotl ejerza un rol sobre la traduccion.

Finalmente, durante la experimentacidon se observd que las células WT
desarrollan fenotipos cualitativos caracteristicos de muerte: pérdida de
estructura, lisis aparente o pérdida de contraste. Esta observacion sugiere que
las células WT entran en apoptosis tras ser expuestas a 4°C, por lo que un
siguiente paso sera determinar si Hogl/Dotl tienen alguna funcién relacionada

con una via apoptética.

4.3 Metilacién de la histona H3 en respuesta al estrés hipotérmico.

Al margen de su funcién celular, se ha documentado ampliamente que Dotl es
una histonametiltransferasa cuya diana es la lisina 79 de la histona H3 (Farooq,
Banday, Pandita, & Altaf, 2016). La metilacion de histonas es una modificacion
post-traduccional que ha sido relacionada con algunos procesos celulares como
el silenciamiento génico o la regulacion de la respuesta a cambios de
temperatura extremos que estd mediada por la funcion histona-metil-transferasa
de Dotl (Nguyen & Zhang, 2011). Se realizaron drop test a 4°C de una cepa
salvaje y de cepas con sustituciones en la lisina 79 de H3, cedidas por el Dr.
San-Segundo ( Salamanca, Espafia, las mismas utilizadas en el estudio “Role of
Dotl in the response to alkylating DNA damage in Saccharomyces cerevisiae:
Regulation of DNA damage tolerance by the error-prone polymerases Pol{/Rev1’

(Conde & San-Segundo, 2008) . La cepa salvaje contiene el gen de la histona



58

H3 (HHT2, histone H three 2) en un plasmido, mientras que la copia salvaje ha
sido eliminada. Una cepa contiene una sustitucion de la lisina 79 por una arginina
(K79R-H3), que mimetiza una metilacion constitutiva. Los resultados de la Figura
22 revelan que no existe diferencia de crecimiento entre las diferentes cepas, ni
a25°Cnia4-°C.

25°C (Day 3) 4°C (Day 10)

wt (HHT2-HHF2)
HHT2(K79R)-HHF2

HHT2(K79A)-HHF2

Figura 22. Prueba de sensibilidad al estrés hipotérmico de las cepas salvaje (WT)
y sus correspondientes mutantes crecidas en YPDA e incubadas a 25°C y 4°C

por 3y 10 dias respectivamente.

Continuando con la idea de investigar si la metilacion es una de las
modificaciones que regula la respuesta a cambios de temperatura extremos, se
examino el patron de metilacién de la histona H3 por Western blot en células
salvajes y mutantes en fase exponencial de crecimiento, incubadas durante 24
horas a 25°C o 8 dias a 4°C. Los resultados de Western blot de los extractos de
proteinas analizados con anti-H3 metilada, son mostrados en la Figura 23. La
histona H3 metilada se detecta en la cepa salvaje y en cepas con deleciones en
un gen diferente a dotl, mientras que en las cepas dot1A no se observa
metilacion, ni a 25 ni a 4°C (Figura 23). Es posible que la falta de metilacion en
las cepas sometidas a 4°C y con delecion de la proteina Dotl pueda explicar por
qué el crecimiento de esta es mayor, pues estas células no son capaces de
silenciar genes. Sin embargo, el objetivo de estos experimentos era determinar
si la metilacién de la histona H3 tiene efecto sobre el crecimiento (Figura 22) o
es regulada en respuesta a los cambios de temperatura (Figura 22). Los

resultados indican que el estado de metilacion de la H3 no tiene relacion con el
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crecimiento a bajas temperaturas. Este resultado, si bien inesperado, sugeriria
que la respuesta a bajas temperaturas es regulada por una funciéon de Dotl,

independiente de K79H3, su principal diana descrita.

—— Ponceau

25°C 4c

— H3 metilada

Figura 23. Metilacién de la proteina H3 monitoreada por Western Blot usando
aHis-Me anticuerpo primario con anti-rabbit anticuerpo secundario. El control de
carga es mostrado con la coloraciéon Ponceau. Ambos ensayos fueron realizados
con cepas de Saccharomyces cerevisiae que tienen deficiencias en una o dos
actividades enzimaticas de las rutas del checkpoint de la replicacién y reparacién
del ADN. Las células fueron sometidas a 25°C durante 24 horas y a 4°C durante

ocho dias.

Ademas de las funciones ya descritas de Dotlp, recientemente se ha encontrado

que esta es particularmente importante para controlar la dinamica del
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nucleosoma en las regiones transcritas (S. Lee, 2018). Lo que demuestra que en
ausencia de esta proteina se genera inestabilidad en el genoma y ain mas en

respuesta al estrés hipotérmico.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Los analisis de sensibilidad y viabilidad muestran que la cepa salvaje (WT) es
sensible al estrés hipotérmico, contrario a la mutante dot7A que presenta

resistencia (drop test, ODsoo).

Rad53 no se fosforila en respuesta al estrés hipotérmico (Western blot). Ademas
el mutante rad53A presenta un crecimiento similar al WT (drop test). Estos datos
sugieren que la respuesta al estrés hipotérmico no es regulada por la ruta de
sefalizacion dependiente de Rad53.

Hogl se fosforila en respuesta al estrés hipotérmico (Western blot). Ademas, la
mutacion de hoglA suprime la resistencia al frio de un mutante dot1A (drop test).
Estos datos sugieren que la respuesta al estrés hipotérmico es regulada por la

ruta de sefializacion dependiente de Hog1.

Andlisis para determinar el avance de la replicacion revelan que células salvajes
bloquean la entrada en replicacion en respuesta a bajas temperaturas, y esta
respuesta depende tanto de Dotl como de Hogl. En ausencia de dotl o de hogl,
las células inician de forma precoz la replicacién (PFGE), sin embargo, mutantes
hog1A acaban deteniendo el crecimiento, mientras que mutantes dot1A no (drop
test, ODs00).

Las cepas dot1A no presentaron patron de metilacion a 25°C (control) y 4°C,
mientras que las cepas que no tenian esta delecién incluyendo a la cepa salvaje,
si presentaron patron de metilacion. Lo cual sugiere que la temperatura no es un

factor que altere la metilacion de la histona H3.
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5.2 Recomendaciones

Dilucidar la razon por la cual se observan dos poblaciones diferentes en los

analisis FACs.

Construir doble mutante rad53A dot1A para descartar definitivamente que la ruta

Rad53 interviene en respuesta al estrés hipotérmico.

Realizar el proceso DNA combing para determinar la velocidad de la horquilla.

Analizar los focos de Rad52-GFP, ensayos TAR con plasmidos IN/OUT.

Realizar ensayos FOA y CAN para determinar si las enzimas de tras lesion
tienen algun rol en la respuesta al estrés hipotérmico. Analizar si existe alguna

respuesta en apoptosis (citometria) o en traduccion.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A Delecion genética

CDKs Cyclin-Dependent Kinases

DDC DNA damage checkpoint

DRC DNA replication checkpoint

DSB Double Strand Break

dsDNA double strand DNA

PFGE Pulse Field Gel Electrophoresis

ssDNA single strand DNA

WB Western Blot
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Curva de crecimiento a 4 °C de los mutantes del checkpoint.
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ANEXO 5

Flow Cytometry Data Analysis (FACs) de mutantes de la ruta del checkpoint y
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