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Introduccion

1. EL CONTROL DE LA TRADUCCION EN RESPUESTA A ESTRES.

Las células tienen varios mecanismos reguladores, los cuales permiten
adaptarse a condiciones fisiologicas y de estrés ambiental. El control
traduccional y la traduccidn selectiva de ARNm son unos de estos mecanismos
(Wek RC 2006). La traduccién es el ultimo paso del flujo de informacion
genética. Por tanto, la regulacion a este nivel proporciona una rapida respuesta
celular a cambios en las condiciones fisiologicas.

La traduccion de proteinas se divide en tres pasos: Iniciacion, Elongacion y
terminacidén. Aunque las tres fases estan sujetas a mecanismos de control, la
iniciacién es el paso regulado en la mayoria de los casos. Varios factores
eucarioticos de iniciacién (elFs) participan en la iniciacion de la traduccién,
entre ellos los factores elF2B y elF2 (Kimball et al. 1998; Kleijn et al. 1998). Un
paso fundamental en la iniciacion de la traduccion es la transferencia por elF2
del metionil-ARNt iniciador cargado (Met-ARNt) a la subunidad menor del
ribosoma (Proud 2005). Una vez reconocido el coddén de iniciacién, la
Guanosina 5'-trifosfato (GTP) unida a elF2 se hidroliza y elF2 se libera unido a
Guanosina 5’-difosfato (GDP), que es su forma inactiva. Para unir otro Met-
ARNt debe regenerarse mas elF2 activo, intercambiandose el GDP por GTP.
Este intercambio se cataliza por elF2B. El intercambio de GDP por GTP en
elF2 se requiere para cada ronda de iniciacion de la traduccién, de manera que
la regulacion de este paso puede controlar la sintesis global de proteinas en
distintas condiciones (Hinnebusch 2005). La fosforilacion de elF2 en su
subunidad alfa (elF2a) transforma a elF2a-GDP de sustrato a inhibidor
competitivo de elF2B (Hinnebusch 2005), lo que impide la formacion del
complejo ternario. Dado que la concentracion de elF2 normalmente excede a la
de elF2B y que la fosforilacion de elF2-GDP aumenta su afinidad por elF2B,
niveles muy modestos de fosforilacion de elF2a pueden inhibir completamente
la iniciacion de la sintesis de proteinas, asi como favorecer la traduccion
selectiva de determinados ARNm (Krishnamoorthy et al. 2001), permitiendo a
las células conservar recursos para manejar efectivamente las condiciones de
estrés.

La sintesis de proteinas se inhibe transitoriamente por las condiciones de
estrés para evitar el mal plegamiento de las proteinas y comprometer la
viabilidad celular. Esta respuesta forma parte de un mecanismo protectivo que
se desencadena por distintos estimulos y se conoce como “respuesta integral
al estrés” (Sonenberg and Hinnebusch 2007). La inhibiciéon de la traduccion se
logra por modificaciones postraduccionales de elF2a (Sonenberg and
Hinnebusch 2007). Muchos estreses activan proteina quinasas que fosforilan a
elF2 en la Serina51 de su subunidad alfa (P-elF2a). La forma fosforilada de
elF2a se comporta como un inhibidor competitivo del intercambiador elF2B
(Hinnebusch 2005), bloqueando el reciclado de elF2-GTP y selectivamente
algunos ARNm.

En la levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae, la fosforilacion de
elF2a controla un programa de expresion génica en respuesta a ayuno de
nutrientes (Hinnebusch 2005). La unica quinasa de elF2a existente en la
levadura de gemacion esta codificada por el gen GCNZ2 (Krishnamoorthy et al.
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2001; Wek RC 2006). La activacién de Gecn2p necesita dimerizacion (Qiu et al.
2001; Narasimhan et al. 2004), lo cual recae aproximadamente en los ultimos
160 residuos del sitio CTD o dominio C-terminal de la proteina, la zona mas
potente de dimerizacioén (Garcia-Barrio et al. 2000) (Figura 1). La activacion de
Gen2p por ARNt descargados también requiere interaccion directa con el
complejo regulador Gen1p/Gen20p (Garcia-Barrio et al. 2000; Sattlegger and
Hinnebusch 2005) (Figura 2). A través del dominio N-terminal de Gecn2p se une
al dominio C-terminal de Gcn1p, y esta union es ayudada por Gen20p que se
encuentra unida a Gen1p por la porcion N-terminal al dominio eEF3 de
Gcen1p.(Kubota et al. 2001; Kubota et al. 2003).

L0 A0 0 0 S0 60 0 6o 9?0 mlnn nloo u|m |3|m 14|uu 15|ou mlm i659
O I I O R
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Figura 1: Esquema de GCN2. Polipéptido GCN2 de 1659 residuos [numeradas en la parte
superior de extremo amino (N) a extremo carboxilo (C) terminal] se representa de forma
esquematica como cajas rectangulares subdivididas en las siguientes areas funcionales: la
region conservadas N-terminal que requiere de la interaccion con complejo Gen1p/Gen20p
(GCN1/GCN20) (Garcia-Barrio et al. 2000); un dominio degenerado de la proteina quinasa o
seudo quinasa (psiPK), el dominio de la proteina quinasa (PK), una region relacionada con
histidil-ARNt-sintetasa (HisRS), y un C-terminal region requerida para la unién de los ribosomas
y la dimerizacion por GCN2 (RB / DD). Modificado a partir de (Qiu et al. 2001).

Gcen2p regula la traduccion selectiva del factor de transcripcion Gen4dp. Esta
regulacion es ejecutada por cuatro pautas de lectura localizadas en la regiéon 5’
no traducida del ARNm de GCN4 (uORFs, de unstranslated Open Reading
Frame),que lo hacen hipersensibles a los niveles de elF2 (Hinnebusch 2005).
Cuando no hay limitacién de nutrientes, los niveles de elF2 activo son altos y
los uUORFs impiden la traduccion del ARNm de GCN4. En células sometidas a
ayuno de aminoacidos se produce un acumuldé de ARNt descargados que
estimulan la actividad quinasa de Gcn2p (Figura 2). La fosforilacion de elF2 en
su subunidad a, provoca la disminucion de niveles de elF2 activo que alivian la
inhibicion por los uORFs, favoreciendo la traduccion de GCN4 a la vez que se
produce un bloqueo general de la traduccion (Hinnebusch 2005). EI aumento
en los niveles de la proteina Gen4p activan la expresion de genes que codifican
proteinas implicadas en las rutas de biosintesis de aminoacidos (Natarajan et
al. 2001).

En mamiferos, la fosforilacion de elF2a es controlada por cuatro proteinas
quinasas (Dever 2007). Las quinasas son la quinasa dependiente de ARN de
doble cadena (PKR de double-stranded RNA-dependent kinase), el inhibidor
controlado por grupos Hemo (HRI de Haem-regulated inhibitor), la quinasa de
elF2a pancreatica o proteina quinasa del reticulo endoplasmatico similar a
PKR (PER/PERK de pancreatic elF2a/PKR-endoplasmic reticulum (ER)-related
kinase) y la quinasa del control general de nutrientes o control general no
desreprimible (GCN2 de general control nonderepressible-2), cada una de las
cuales se activa por distintos estreses que disminuyen la sintesis de proteinas.
(PKR por presencia de ARN de doble cadena después de la infeccidn por virus
(Meurs et al. 1990; Icely et al. 1991; Mellor et al. 1994b), HRI en deficiencia de
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grupos hemo (Chen et al. 1991; Mellor et al. 1994a), PEK/PERK activado por
proteinas mal plegadas en el reticulo (Harding et al. 2000) y GCN2 activado por
limitacion de nutrientes (Yang and Hinnebusch 1996; Hinnebusch 1997) y
irradiacion con rayos ultravioleta. GCN2 es la unica quinasa de elF2a
conservada en la evolucion desde levaduras hasta mamiferos (Sood et al.
2000; Costa-Mattioli et al. 2009). Llama la atencién, que GCN2 de mamiferos
parece regular la memoria (Costa-Mattioli et al. 2007) y la conducta (Hao et al.
2005) a travées del mismo mecanismo traduccional que sefaliza la
disponibilidad de aminoacidos en levadura, e.g., en respuesta a ARNt
descargados. Al ser una de las vias principales que regula la proliferacién
celular ademas de el control de la traduccién, la fosforilacion de elF2a esta
involucrada casualmente en el desarrollo de patologias humanas como el
cancer, enfermedades cardiovasculares, envejecimiento y diabetes (Sonenberg
and Hinnebusch 2007). Queda por determinar como la fosforilacion de elF2a
contribuye a las condiciones de estas enfermedades.

- enrzcur@)

elF2

Figura 2: Modelo hipotético para el papel estimulador del complejo Gecn1p/Gen20p en la
activacion de Gen2p por ARNt descargados en el sitio A ribosomal. (Hinnebusch 2005)

En plantas, la baja constante de disociaciéon de elF2 comparada con la de
levadura y mamiferos ha llevado desde hace varios afios a asumir que las
plantas no usaban la fosforilacion de elF2a como un medio para regular la
traduccion. (Shaikhin et al. 1992). Ademas, la observaciéon de que el ayuno de
aminoacidos ramificados y aromaticos no desencadena una respuesta general
habia sugerido también que, en contraste con levadura, tal respuesta general a
aminoacidos no existe en plantas. Mas recientemente una enzima similar a
GCN2 (AtGCNZ2) fue identificada en Arabidopsis thaliana, mostrando que
restaura el crecimiento en el mutante gcn2A de levadura en presencia de un
inhibidor de la biosintesis de aminoacidos (Zhang et al. 2003). Se ha descrito
también que AtGCNZ se activa en plantas y fosforila elF2a por condiciones de
privacion de aminoacidos y purina, irradiacién con luz ultravioleta, choque por
frio y herida (Lageix et al. 2008; Zhang et al. 2008). Curiosamente, la actividad
de AtGCN2 correlaciona a una fuerte reduccion de la sintesis global de
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proteinas (Lageix et al. 2008). Aunque, se desconoce la importancia fisiolégica
de la fosforilacién de elF2a en plantas, la activacion de AtGCNZ2 tras una herida
o0 la exposicion a metil-jasmonato, acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) y acido salicilico sugiere que esta enzima puede representar un papel
clave, pero todavia no caracterizado, en la respuesta a estreses bidticos y
abidticos (Lageix et al. 2008).

En S. cerevisiae, Gen2p es activado por otros factores de estrés distintos a
ayuno de aminoacidos por lo que se asemeja a GCN2 de mamiferos y plantas.
Ayuno de purinas, limitacién de glucosa, estrés salino y dafio al ADN ademas
de inhibir la traduccion de modo dependiente de Gcn2p (Rolfes and
Hinnebusch 1993; Natarajan et al. 2001). Es remarcable que el dano al ADN
activa a Gen2p, como los experimentos que se realizaron en condiciones de no
ocurrencia de ayuno de aminoacidos y acumulacién de ARNt descargados fue
improbable (Natarajan et al. 2001).

2. LA RESPUESTA CELULAR A LESIONES EN EL ADN (DDR).

El dafno al ADN desencadena rutas de control o checkpoints, las cuales
retrasan la progresion del ciclo celular y activan programas de expresion
geénica, favoreciendo asi la reparaciéon del ADN. El dafio al ADN no reparado
produce inestabilidad gendmica, apoptosis o0 senescencia, lo cual afecta
enormemente al desarrollo de los organismos y procesos de envejecimiento.
En humanos, la pérdida de Ila integridad gendmica predispone a
inmunodeficiencia, desordenes neuronales y cancer. Estudios de respuestas
celulares a agentes que danan al ADN desde levaduras a humanos han
revelado que muchas de las mismas proteinas clave se emplean para reparar
el dafnio al ADN en todo el reino eucariota. El mejor ejemplo para ello lo
constituye la familia de genes que codifica proteinas quinasas conocidas como
PIKK (proteinas quinasas similares a fosfatidil-inositol (Pl) 3-quinasa) la cual
incluye a ATM (mamiferos y plantas), ATR (mamiferos y plantas), rad3*
(Schizosaccharomyces pombe), TEL1 (Saccharomyces cerevisiae) y MEC1 (S.
cerevisiae) (Zhou and Elledge 2000). Los miembros de esta familia estan
repartidos en dos grupos: Tel1p es homdlogo de ATM mientras que Mec1p esta
relacionado con ATR y rad3’. ATM esta principalmente involucrado en la
deteccion y respuesta a roturas de doble cadena (DSB de double strand-
break), mientras que ATR responde a un amplia variedad de lesiones del ADN
en especialmente durante la replicacion del ADN.

En Saccharomyces cerevisiae el regulador central de las vias de control es
Mec1p. Mec1p forma parte de un complejo multiproteico con Lcd1/Dcd1, el cual
se recluta en las lesiones al ADN y es esencial para los checkpoint de dafio y
replicacion de ADN (Paciotti et al. 1998). Adicionalmente, Mec1p muestra un
papel redundante con Tel1p tras el dafio al ADN (Morrow et al. 1995).

La quinasa Rad53p desempeia también un papel clave en los checkpoint de
dafio y replicacién del ADN. La funcion de Rad53p esta por debajo de Mec1p y
Tel1p y se fosforila cuando hay dafio al ADN de forma dependiente de Mec1p
(Sanchez et al. 1996; Zhou and Elledge 2000). La senal de deteccion del dafio
al ADN se transmite a los efectores de dafo a través de la fosforilacion de
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Rad9p de forma dependiente de Mec1p. Rad9p fosforilada interactua con
Rad53p y desencadena la liberacién de Rad53p activa (Sanchez et al. 1996).
Por lo tanto, Mec1p tienen ambas funciones de deteccion y transductor de la
sefal de dafo al ADN.

Una de las dianas de las quinasas Mec1p y Tellp es el complejo MRN
(MRE11/RAD50/XRS2), un complejo proteico muy conservado involucrado en
replicacion del ADN, reparacion del ADN, mantenimiento de los telédmeros y
senalizacion en el control de ciclo celular (Czornak et al. 2008). EI complejo
MRN esta formado por 2 miembros muy conservados, Mre11p y Rad50p, y una
tercera proteina, Xrs2p en levadura de gemacion y Nbs1p en mamiferos y
plantas (Czornak et al. 2008). Este complejo regula dos mecanismos distintos
de reparacion de roturas de doble cadena: Recombinacién homéloga (HR de
“‘homologous recombination”) y recombinacion no homologa o union de
extremos no homologos (NHEJ de “Non-homologous End-Joining”). Ademas, el
complejo MRN desempeia un papel critico en el reconocimiento del dafio al
ADN, mecanismos de sefializacion y reparacién, asi como en el mantenimiento
de la integridad cromosdmica en la célula (Assenmacher and Hopfner 2004).

Aunque, varios de los principales mecanismos de respuesta a dafio al ADN
estan claros, muchas mas vias moleculares que conectan proteinas de
checkpoint con eventos de progresion del ciclo celular y reparacion de dafo
quedan por descubrir. Por lo tanto, el avance en el conocimiento de nuevas
vias reguladoras de la estabilidad del genoma en eucariotas puede conducir a:

1- Un mejor entendimiento de como las células mantienen la integridad
gendmica.

2- Poder manipular estas vias para aumentar la supervivencia en condiciones
de estrés ambiental en levaduras y plantas.

Recientemente hemos identificado un nuevo checkpoint de dafo al ADN en
levadura, que regula la transicion G1-S tras la exposicion al agente alquilante
metil-metanosulfonato (MMS) (Menacho-Marquez et al. 2007). Este checkpoint
depende completamente de la quinasa Gcn2p. Curiosamente, Gecn2p se
requiere ademas para el checkpoint G1/S en respuesta a irradiacion ultravioleta
en la levadura de fision S. pombe. Lo que apoya firmemente la idea que la
funcidn de checkpoint de Gcn2p esta conservado a través de la evolucion
(Tvegard et al. 2007). Gen2p parece regular la funcion de checkpoint mediante
mecanismos dependiente e independientes de la traduccion, lo que revela
novedosos mecanismos de regulacién para esta importante quinasa (Menacho-
Marquez et al. 2007).Desconocemos como Gen2p se activa por el dafio al ADN
y cudles son los sustratos/efectores que median en el este papel de
mantenimiento de la estabilidad gendmica. Nosotros creemos firmemente que
Gcen2p modula positivamente la funcion de la via de checkpoint/reparacion de
dano al ADN mediante eventos de fosforilacion/desfosforilacién para preservar
la integridad gendmica. Por esta razén proponemos que la activacién de Gen2p
podria incrementar la supervivencia celular a estrés genotoxico.






ll. OBJETIVOS






Objetivos

El objetivo fundamental del presente TFM consistira en caracterizar el papel de
la quinasa Gcn2p en la respuesta celular a lesiones en el ADN. Para ello
definimos como objetivos especificos los siguientes:

1.
2.

3.

Identificar la lesion o lesiones que activan a Gen2p.

Analizar el papel de las proteinas de checkpoint en la activacion de
Gcen2p.

Analizar el papel de las proteinas de reparacién del ADN en la activacion
de Gen2p.

Establecer un modelo en planta para validar estos hallazgos.
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Materiales y métodos

1. CULTIVOS Y MANIPULACION CELULAR.

1.1 Cepas de levaduras y medios utilizados.

La relacion de cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae que se han
utilizado en el presente trabajo final de master se muestran en la tabla 1
siguiente:

Nombre Genotipo Referencia

BY4741 MATa; leu2A0;his3A0;met15A0;ura3A0 Euroscaf

geniA BY4741, gen1::KANMX4

gcn2A BY4741, gcn2:: KANMX4

gcn3A BY4741, gcn3::KANMX4

gcnd4A BY4741, gcn4:: KANMX4

gcn20A BY4741, gcn20::KANMX4

rad1A BY4741, rad1.:KANMX4

rad14A BY4741, rad14::KANMX4

mih1A BY4741, mih1::KANMX4

pms1A BY4741, pms1..KANMX4

magi1A BY4741, mag1::KANMX4

reviA BY4741, rev1::KANMX4

rev3A BY4741, rev3::KANMX4

rad51A BY4741, rad51::KANMX4

rad52A BY4741, rad52::KANMX4

Sgs1A BY4741, sgs1.:KANMX4

W303.1a sml1A MATa, leu2-3,112 his3-11, ura3-1 D’Amours D and
ade2-1, trp1-1, can1-100, smi1-1 Jackson SP,2001

mec1A smilt1 smi1-1, mec1::TRP1

tel1A smi1 smil1-1, tel1::HIS3

meci1A tel1A sml1  sml1-1, mec1::TRP1 tel1::HIS3

XIrsS2A W303.1a, xrs2::LEU2

mrel11A W303.1a, mre11::HIS3

rad50A W303.1a, rad50:: TRP1

XmrA W303.1a, xrs2::LEU2 mre11::HIS3
rad50:: TRP1

xrs2A mec1A sml1 sml1-1, mec1::TRP1 xrs2::LEU2

xrs2A tel1A sml1 sml1-1, tel1::HIS3 xrs2::LEU2

xrs2A mec1A

tel1A smi1 sml1-1, xrs2::LEU2 mec1::TRP1 tel1::HIS3

Tabla 1: Lista de cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

El cultivo y manipulacién de levaduras se llevdé a cabo siguiendo métodos
estandar (Prinz 2003). El medio de cultivo utilizado es:
YPD (Yeast extract-Peptone-Dextrose - medio complejo):

Extracto de levadura al 1%, Glucosa (dextrosa) al 2%, Peptona al 2%
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Cuando utilizamos medio sélido se afiadié Bapto-Agar (Pronadisa) al 2%.

1.2 Ensayos de crecimiento en medio liquido.

La capacidad de crecimiento de cultivos de levadura en medio liquido se
cuantificé a lo largo del tiempo midiendo la densidad 6ptica a 660 nm de dichos
cultivos (Burke D. 2000).

Los cultivos se realizaron en microplacas especiales de 100 pocillos y se
registraron mediante el analizador Bioscreen C (Thermo Labsystems). Con él
medimos la densidad 6ptica con un filtro de banda ancha (420-580 nm) para
reducir la contribucion del medio a la lectura de absorbancia. La temperatura de
crecimiento fue 28° C y los cultivos fueron sometidos a agitacién vigorosa
durante los 30 segundos previos a la lectura de absorbancia. La lectura se hizo
cada 20 minutos durante las 72 horas que durd el experimento. Se utilizaron
cultivos celulares saturados que fueron diluidos 1/200 en YPD con tratamientos
de drogas a la concentracion indicada en el experimento Como control se
utilizé YPD con agua estéril, a igual volumen que él tratamiento de droga.

Para cultivos en general, se partié de precultivo inoculando células crecidas en
placa en 2 ml de medio YPD liquido y se dejé crecer un dia a 28° C en
agitacion continua hasta la saturacidén. Posteriormente se hizo una dilucidén en
un volumen mayor de cultivo, y de ahi se inoculé cultivos para hacer
tratamiento a la concentracion deseada y en el volumen necesario para cada
experimento. Normalmente los tratamientos se realizaron en cultivos a mitad de
fase exponencial (absorbancia a 660nm entre 0,4 y 0,5), en medio rico YPD.
Separamos el cultivo en diferentes matraces, para hacer los tratamientos con la
droga y concentracion indicada en cada ensayo, una vez pasado el tiempo
indicado en cada ensayo se recogieron las células por centrifugacion.

1.3 Ensayos de viabilidad.

Para determinar el porcentaje de células viables en un cultivo liquido de
levaduras, se cuantificd la densidad celular mediante la absorbancia a 660 nm,
realizamos diluciones seriadas hasta tener una densidad de 3000 células por
ml y vertimos 0,1 ml en placas de YPD. Las placas se incubaron a en estufa de
cultivo a 28° C hasta que aparecieron las colonias fueron visibles (2-3 dias).

2. MANIPULACION Y CRECIMIENTO DE Arabidopsis thaliana.

2.1 Material vegetal y medio de crecimiento.

Las lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas en este trabajo son la linea
silvestre o WT que se trata del ecotipo Landsberg erecta (Ler) y la linea
obtenida por trampa de genes cuya accesion es GT8359 obtenida en Cold
Spring Harbour Laboratory, New York (http://genetrap.cshl.org/). A la que
denominaremos AtGCN2A.
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Utilizamos el medio Murashige and Skoog (MS) para el cultivo in Vitro de
Arabidopsis thaliana. (Murashige and Skoog 1962) Con los siguientes
componentes: sacarosa 1% (p/v), sales MS (SIGMA) al 0,4% (p/v) y 10mM de
tampén MES (acido 2-N-morfolino etanosulfénico) ajustado con Tris a pH 6.
Para el medio sdlido se le afiade Bapto-agar (Pronadisa) al 1%. La linea
mutante AtGCN2A se creci6 in Vitro en presencia del antibiético Kanamicina en
el medio a una concentracion final de 5 ug/ml.

2.2 Esterilizacion de semillas.

Las semillas se esterilizaron en superficie mediante inmersion en soluciéon de
etanol al 70% (v/v) y Triton X-100 al 0,1% (v/v) y se pusieron en agitacion
durante 20 minutos. Se eliminé esta solucion y las semillas se sumergieron en
una solucion de hipoclorito de Sodio 2,5% (v/v) y Triton X-100 al 0,05%(v/v) y
se agita durante 10 minutos: Tras ese tiempo se elimino la solucién y se
lavaron las semillas 2 veces con agua destilada estéril. La estratificacion se
realizd dejando las semillas sumergidas en agua estéril a 4° C, durante 5-7
dias.

2.3 Cultivo in Vitro en medio sélido.

Para el cultivo in Vitro en medio sdlido se utilizaron placas Petri de 9 cm de
diametro, utilizando 25 ml de medio por placa. Para crecimiento en vertical, se
usaron placas cuadradas de 12 cm de lado y utilizando 50 ml de medio por
placa. Una vez sembradas en condiciones de esterilidad se sellan con cinta
porosa (Micropore) y se incubaron para su germinacion y crecimiento en
camara de cultivo con condiciones controladas. Estas condiciones son una
temperatura de 24° C, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, con una
intensidad de luz de 100 yE m? s™.

2.4 Cultivo in Vitro en medio liquido.

El cultivo de Arabidopsis en medio liquido se llevo a cabo en placas de cultivo
en suspension de 6 pocillos Cellstar (Greiner). A cada pocillo se le pusieron 7
ml de medio liquido y 3 plantulas de 15-20 dias de edad, crecidas en placa
Petri con medio MS sdlido. Las placas se cultivan en agitacién a 100-110 rpm
en camara de cultivo en las condiciones descritas anteriormente. Las plantulas
se mantuvieron el tiempo necesario para obtener material vegetal suficiente (2-
3 dias), ya que mas tiempo provocaba decaimiento y muerte de las plantulas
debido a los tratamientos. Este material vegetal se recogié y se congelo
inmediatamente en N liquido y se guardo a -80° C hasta su procesado y uso.

2.5 Cultivo en invernadero.

Las plantas de Arabidopsis thaliana fueron cultivadas en una mezcla 2:1 de
turba (Biolan): vermiculita exfoliada (Asfaltex). Se transplantaron a macetas que
se colocaron en invernadero en condiciones controladas, con fotoperiodo de
dia largo (16h/8h), temperatura de 23° C, e intensidad aproximada de luz
blanca de 130 uE m?s™. Se irrigan 2 veces a la semana.
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2.6 Tratamientos a Arabidopsis.

Se han realizaron diversos ensayos en busca de un fenotipo morfoldgico, para
ello se realizaron ensayos de germinacién en placa Petri y ensayos de
crecimiento en placa vertical. En los ensayos de germinacién se compararon el
mutante frente a WT sin y con tratamiento en las placas, se calculo el indice de
germinacion en cada condicion y linea.

El indice de germinacion se calculo como la relacion de numero de cotiledones
verdes frente a semillas totales sembradas expresadas como porcentaje. El
indice se calculo en varios dias tras la siembra y promediando al menos 3
placas por condicion. Los distintos tratamientos fueron: Hidroxiurea (0,5-1-1,5-
2-2,5-3-5 mM), 5FU (40-60-80-100 pM) y MMS (0,005-0,01%). Estos
compuestos se afadieron al medio MS cuando se encontraba a unos 50° C,
tras el autoclavado del medio y previo vertido en la placa para su solidificacion.
También se realizaron ensayos sobre plantulas germinadas en medio MS y
transferidas a los 7 dias de edad (2-4 hojas) a placas con distintos
tratamientos.

Los tratamientos con herbicidas se realizaron a plantulas de 12-14 dias (4-8
hojas), crecidas en medio MS normal. Se extrajeron las plantulas y se
sumergieron 1 minuto en 200 ml de solucion herbicida con 200 uM de glifosato
(Sigma). Como control hicimos lo mismo pero en agua. Luego depositamos
sobre placas frescas de MS y dejamos 6 horas, tras este tiempo se recogen las
muestras y se congelan en N liquido y se guardan a -80° C. Para observar
fenotipo se replantaron en placas frescas, MS y MS suplementada con
aminoacidos Fenilalanina (Phe), Tirosina (Try) y Triptéfano (Trp) a 0,5 mM, y se
dejaron en camara de crecimiento. Hicimos el mismo tratamiento con glifosato
a planta adulta, estas plantulas fueron transplantadas a suelo a los 7 dias de
edad, y tras 7-10 dias se hizo el tratamiento con herbicida (estado de roseta).
Tras el mismo fueron replantadas durante 6 horas en suelo y posteriormente se
congelaron las muestras en N liquido. Cuando se trataron con el herbicida
bensulfuron-metil se sumergieron las plantulas de 12 dias de edad en 100 ml
de solucion a 0,5uM de bensulfuron-metil en MS liquido, durante 1 minuto y
fueron replantadas en placas con medio fresco y se dejé en camara de cultivo.
Se llevo un control sin tratamiento y ademas se utiliz6 placas MS
suplementadas con aminoacidos Isoleucina (lle), Leucina (Leu) y Valina (Val) a
una concentracion final 0,5 mM para mitigar el efecto del herbicida. Este
ensayo se realizo siguiendo el protocolo usado en (Zhang et al. 2008).

3. PREPARACION DE DROGAS Y TRATAMIENTOS.
3.1 Preparacion de drogas.

Beta-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-nafto [1,2-b] pirano-5,6-diona,
SIGMA): Es un agente antitumoral que produce roturas de doble banda en el
ADN. El mecanismo por el cual las causa aun es desconocido. El farmaco se
disolvié a una concentracién de 2 mg/ml (100X) en DMSO. Posteriormente se
distribuyd en alicuotas que se conservaron hasta su uso a -20° C. En los
tratamientos esta solucion de partida se diluyé en el medio de cultivo a la
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concentracion deseada que fue 2,5 yg/ml. La concentracion final de DMSO
nunca fue superior al 0,1%.

Camptotecina (SIGMA): Es un agente citotoxico que se une irreversiblemente
al complejo ADN-topoisomerasa |, produciendo un complejo ternario que evita
la religacion del ADN. Causa dafo al ADN y apoptosis, se usa como agente
anticancerigeno. Este compuesto se diluyé en DMSO a la concentracion 50mM
y fue almacenado a -20° C hasta su utilizacion.

Cis-platino (cis-diaminoplatino (ll) dicloruro, SIGMA): es un potente agente
antineoplasico que induce aductos dentro de una hebra de ADN. Se preparo
diluyendo en DMSO a una concentracion de 50mM y se guardo a -20° C hasta
su utilizacioén.

Metil metano sulfonato o MMS (SIGMA): Es un agente alquilante del ADN
que transfiere grupos metilo a las bases nitrogenadas (Chang et al. 2002). Este
compuesto se diluyé en agua a una concentracion 100 veces la deseada.

Phleomicina (de Streptomyces verticillus, SIGMA): Es un glicopéptido
radiomimético, estructuralmente relacionado al antibidtico Bleomicina. La
phleomicina bloquea la entrada en fase-S del ciclo celular y produce dafio en el
ADN (He et al. 1996) por rotura de doble cadena. Este compuesto se disolvio
en agua a una concentraciéon de 25 mg/ml y conservado a -20° C hasta su
utilizacion.

Hidroxiurea (SIGMA): Es un inhibidor especifico de la sintesis de ADN y un
agente antineoplasico especifico de fase-S (Szekeres et al. 1997). El
mecanismo de accidn de hidroxiurea involucra la inhibicion de la enzima
ribonucledtido reductasa, inhibiendo la sintesis de desoxirribonucleétidos a
partir de ribonucleotidos. En todos los casos la cantidad de hidroxiurea
necesaria se peso y se disolvié directamente en el medio de cultivo.

Nocodazol (metil [5-(2-tienil-carbonil)-1H-benzimidazol-2-yl]]-carbamato,
SIGMA): Es una agente antitumoral que interfiere con la funcién de los
microtubulos en la mitosis, probablemente porque su union directa a tubulina
causa cambios conformacionales con esta prolina. El nocodazol se disolvié en
DMSO a una concentracion de 1 mg/ml y se almaceno a -20° C hasta su
utilizacion.

5-Fluorouracilo (SIGMA): Es un antimetabolito que se une de forma
irreversible a la enzima timidilato sintasa, esencial para la sintesis de
nucledtidos de timina. Como consecuencia los niveles celulares de timina se
agotan, inhibiendo la replicacién y provocando la parada del ciclo celular. Se
disolvio en DMSO a una concentracion 100 veces a la que se deseo finalmente
y se guardo a -20°C hasta su utilizacion.

3.2 Preparacion de herbicidas.

Bensulfuron-metil.(SIGMA): Se trata de un herbicida que pertenece al grupo
de sulfonilureas, caracterizados por ser inhibidores de la acetolactato sintetasa
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(ALS). Este herbicida afecta a la sintesis de los aminoacidos de cadena
ramificada como Isoleucina (lle, 1), Leucina (Leu, L) y Valina (Val, V),
cambiando su conformacion al inducir su precipitacion o inhibir la enzima
acetolactato sintetasa. Se disolvié en agua a una concentracién de 60 mM y se
guardaron en alicuotas a -20° C. Para su uso se diluy6 en agua o MS liquido a
la concentracion final deseada.

Glifosato (SIGMA): El glifosato inhibe la enzima EPSPS o 5- enolpiruvil
shikimato 3-fosfato sintetasa. Este enzima cataliza la formacion de
enolpiruvatoshikimato 3-fosfato a partir de fosfoenolpiruvato y shikimato 3-
fosfato que es el penultimo paso en la ruta del shikimato para producir
chorismato, el cual es requerido para la sintesis de diversos metabolitos
aromaticos en plantas, entre ellos los aminoacidos Fenilalanina (Phe, F),
Tirosina (Tyr, Y) y Triptéfano (Trp, W). Se disolvié en agua pesando la cantidad
necesaria para obtener la concentracion final de tratamiento.

4. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS.
4.1 Extractos proteicos de levadura.

A partir de un precultivo en fase estacionaria se inoculé el cultivo celular con la
dilucion adecuada, en cada caso. Una vez se llego a la mitad de la fase
logaritmica (Absorbancia a 660 nm entre 0,4 y 0,5) se realizé el tratamiento
correspondiente y tras el tiempo indicado (habitualmente 1 o 2 horas de
tratamiento) recogimos 10 ml. de cultivos celulares. Concentramos las células
por centrifugaciéon de 3 minutos a 3000 rpm eliminando sobrenadante (Laemmli
1970). Posteriormente, resuspendimos el sedimento celular en 150ul de
tampdn de carga de proteinas 2X (diluido con agua a partir de 5X: 7.5 % SDS,
0,1M DTT, 10mM EDTA, 30% sacarosa, 0.01% de azul de bromofenol, 0.3M
Tris llevado a pH 6.8 con HCI). Las muestras fueron sometidas a 95 ° C durante
10 minutos en bloque seco, para producir la lisis celular. Tras el hervido se
centrifugaron y se almacenaron para su uso posterior a —80° C. Se cargaron en
el gel de electroforesis cantidades iguales de proteina para cada muestra.

4.2 Extractos proteicos de Arabidopsis thaliana.

Las muestras de plantulas fueron congeladas inmediatamente en Nitrégeno
liquido. Posteriormente se machacaron en Nitrégeno liquido y se resuspendio
en tampon de extraccion frio (25mM Tris-HCI pH 7,5, 75 mM NaCl, 5% glicerol,
0,05% Tritén X-100, 0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 2 mM DTT, 2% PVPP, 1X
Inhibidor de proteasas coktail tablets Complete (Roche) y 1X mezcla de
inhibidor de fosfatasas) Los inhibidores se anaden justo antes de su uso, la
mezcla de inhibidores de fosfatasas son: 20 mM B-glicerofosfato, 0,1 mM
ortovanadato de sodio, 25 mM fluoruro de sodio, preparado 100X y guardado
en alicuotas a -20° C. Este tampdn de extraccion es modificado a partir de
(Zhang et al. 2008). Luego, centrifugamos el extracto en centrifuga fria (4° C)
15 minutos a 13000 rpm. Se recuperd el extracto proteico clarificado a un
nuevo tubo Eppendorf. Se determino la cantidad de proteina por el método
Bradford (Bradford 1976), ya que se trata de un método rapido y sensible para
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la cuantificacion de microgramos de proteina utilizando el principio de “protein-
dye-binding”. En este método se emplea un colorante hidrofébico cuyas
disoluciones acuosas en presencia de acido fosférico tienen un color pardo y
que, al encontrarse en el entorno hidrofobico del interior de una proteina,
origina un color azul intenso que se puede medir faciimente. BioRad vende un
reactivo concentrado 5X (BioRad protein assay) por lo que para su utilizacion
es necesario diluirlo en 4 volumenes de agua. La cantidad aplicada en cada
pocillo fue de 200 ul. Para determinar la concentracién de proteina total
presente en una muestra se requiere la preparacion de una curva de calibrado
empleando una proteina patron, que generalmente suele ser la albumina sérica
bovina (BSA). Se disolvieron 10 mg de albumina bovina en 10 ml de agua
destilada, con lo que se obtuvo una disolucion madre con una concentracion de
1 mg/ml. Se realizd la curva patrén con las concentraciones de 1, 5, 10 y 20
pg/ml. Por ultimo, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en
un lector multipocillo multiSKAN (Thermo Scientific) y utilizando la curva patrén
previamente realizada, se determinaron las concentraciones de proteina
presentes en las muestras que se guardan a -80° C hasta su utilizacion. Se
cargaron la misma cantidad de proteina para cada muestra (10 pg).

5. ELECTROFORESIS Y TECNICAS DE DETECCION DE PROTEINAS.
5.1 Electroforesis de proteinas.

La separacion de proteinas por electroforesis se llevd a cabo en condiciones
desnaturalizantes en geles discontinuos de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE)
utilizando el sistema MiniProtean tetracell (BioRad). Se utilizaron geles al 10%
para levadura y al 12 % para Arabidopsis. Para la polimerizacion se utilizd
como catalizador el ion persulfato (S,0s5") que se afiade en forma de persulfato
amonico (APS, 50 uyl APS 10%) y como iniciador TEMED (N,N,N,N'-
tetrametilnediamina) (5 ul) . La electroforesis fue realizada a diferencia de
potencial constante de 80 V en tampdn de electroforesis SDS-PAGE (Glicina
192 mM, SDS 0.1% pH 8.3 con Tris Base). En todos los casos se utilizaron
marcador pretefiido de peso molecular: “PageRuler™” (11-170 kDa, de
Fermentas).

5.2 Transferencia a membrana.

La transferencia a membrana de Polivinildenofluoruro (PVDF) se realizo
mediante transferencia en semiseco con el equipo “Trans-Blot semidry”
(BioRad). Para ello se monté el sandwich sobre el anodo de platino, colocamos
papel de filtro extra grueso (BioRad), sobre él la membrana, sobre ella el gel y
finalmente otro papel de filtro. Todo se embebid posteriormente con tampdn de
transferencia semiseco (48mM Tris, 39mM glicina, 20% metanol, 10% SDS pH
9.2) antes de la colocacion en el sistema de transferencia. Se transfirié a
amperaje constante de 150mA (2,5 mA/cm?) durante 30 minutos.
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5.3 Tincion de membrana con “Direct Blue 71” (DB71).

Dicha tincion se hizo siguiendo el protocolo publicado en (Walker et al. 2002).
Una vez concluyo la transferencia sumergimos la membrana en 50ml de
solucion de trabajo (0,008% (p/v) de DB71) durante 5 minutos en agitacién. Se
retird la solucion. Hicimos lavados de la membrana 2 o 3 veces con la solucion
de lavado (40% etanol, 10 %acido acético glacial, agua milliQ hasta 11) durante
unos minutos.

Tomamos una foto y destefiimos totalmente la membrana aplicando solucion
de destenido (50% etanol absoluto, 15% bicarbonato sédico 1M, ajustando
volumen agua milliQ a 1 1).

5.4 Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membrana.

La membrana fue sumergida durante 1 h en agitacion con leche en polvo
desnatada (Sveltesse) al 1% en levadura o 1,5 h al 5% en Arabidopsis
respectivamente, disuelta en tampon TBS (20mM Tris-HCI pH 7.6, 150 mM
NaCl) con Tween 20 al 0.1% (TBS-T) para su bloqueo. La inmunodeteccion
(Harlow 1988) comenzé con la incubacion de la membrana con el anticuerpo
primario durante toda la noche en agitacion a 4° C. El anticuerpo primario
utilizado es un antisuero de conejo que reconoce la serina 51 fosforilada de la
subunidad a del factor eucaridtico de iniciacion 2 (anti-fosfo-elF2a o PelF2a)
(Cell Signalling Technology). La dilucién de trabajo fue 1:2000 en TBS-T. Para
la inmunodeteccion de muestras de Arabidopsis se le anade 5% BSA. La
membrana se sometié a 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-T, en
agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente 45-60 minutos a temperatura ambiente. (Anti-lgG
de conejo, anticuerpo conjugado con peroxidasa, BioRad) diluido 1:10000 en
TBS-T. Se elimina el exceso de anticuerpo con tres lavados de 5 minutos cada
uno con TBS-T. La deteccion de proteinas se hizo mediante un sistema de
quimioluminescencia (“ECL Plus Western Blotting Detection System,
Amersham Biosciences”) siguiendo protocolo del fabricante. La sefal fue
analizada utilizando peliculas de rayos X (Kodak).
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Resultados

1. ACTIVACION DE Gcn2p POR DIFERENTES LESIONANTES EN
LEVADURA.

Evidencias previas muestran que la quinasa Gcn2p regula el checkpoint G1/S
en respuesta a dafio al ADN en levadura (Menacho-Marquez et al. 2007). Por
ello decidimos evaluar el comportamiento de Gcn2p frente al dano al ADN
mediante distintos agentes quimicos que causan lesiones en el ADN. Tratamos
cultivos de la cepa BY4741 (WT) en fase exponencial de crecimiento con las
siguientes concentraciones de droga: 5-FU (40 yM), Camptotecina (0,5 mM),
MMS (0,01%), B-lapachona (20 pg/ml), Hidroxiurea (0,2M), Phleomicina (2,5
pg/ml) Cis-platino (0,5 mM) y Nocodazol (10ug/ml) durante 1 y 2 horas y se
recogieron las células para obtener extractos de proteinas. Para verificar la
activaciéon de Gen2p por estos agentes lesionantes analizamos el estado de
fosforilacion de elF2q, el cual es el sustrato fisiologico de la quinasa Gecn2p,
mediante ensayo de inmunodeteccion con un anticuerpo que reconoce la forma
fosforilada de elF2a. Los lesionantes que indujeron la activacion de Gen2p son
5-FU, MMS, B-lapachona, Hidroxiurea, y Phleomicina (Figura 3). Obtuvimos
resultados similares para 2 horas de tratamiento.

Inmunodeteccién de fosforilacién de elF2a en cultivos de células WT, tratadas durante una
hora con: Camptotecina (cPT,0,5 mM), Nocodazol (Noc, 10ug/ml), 5-FU (40 uM), Cis-platino
(Cis-p, 0,5 mM), B-lapachona (B-lap, 20 pg/ml) MMS (0,01%), Hidroxiurea (HU,0,2 M),
Phleomicina (Phleo, 2,5 pg/ml). Control de carga: Tinciébn de membrana con colorante Direct
Blue 71.

Posteriormente caracterizamos la respuesta de Gen2p a diferentes dosis de las
drogas. En el caso de 5 FU se testaron 40, 60 y 80 uM, mostrando activacion a
una hora de tratamiento en las tres concentraciones. (Figura 4). El tratamiento
con MMS a distintas concentraciones, (0,025, 0,005, y 0,01%) indujo una
activaciéon muy clara de Gen2p. En Hidroxiurea hay una leve activaciéon en las
tres concentraciones ensayadas (0,1 0,2 y 0,3M) pero mas claramente en la de
0,2M. En camptotecina solo se distingue activacion en 20 yM, pero no a 10 y
40 uM. En phleomicina no detectamos activacion, en las concentraciones
ensayadas. (Figura 4) Estos resultados nos indican que MMS es uno de los
lesionantes de ADN que claramente activa a Gen2p, estando este resultado de
acuerdo con las evidencias descritas en la literatura (Natarajan et al. 2001). Por
estas razones y para centrarnos en un solo agente realizamos la
caracterizacion genética de los mutantes de la ruta GCN con dicho agente
lesionante del ADN.
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Figura 4: Lesionantes del ADN a distintas dosis activan Gcn2p. Inmunodeteccion de
fosforilacion de elF2a en cultivos celulares de WT, con tratamientos durante una hora de
distintas dosis de Phleomicina, Hidroxiurea, 5-FU, MMS y Camptotecina.

2. CARACTERIZACION GENETICA DE MUTANTES DE LA RUTA GCN CON
MMS.

Con objeto de caracterizar con precision la activacion de Gen2p por MMS,
analizamos el estatus de fosforilacion de elF2a y la viabilidad en los mutantes
de la ruta GCN en comparacioén a la cepa WT. Para ello tratamos cultivos de
células WT y del mutante gcn2A con MMS vy analizamos el estado de
fosforilaciéon de Gcn2p tras el tratamiento. Realizamos un rango de dosis de
0,01%, 0,02%, 0,04% y 0,08% tratando las células durante 2 horas.
Observamos que en WT hay una correlacidon positiva entre el incremento de
fosforilacién de elF2a y la dosis de MMS. (Figura 5A). En el mutante gcn2A no
hay fosforilacién. En los ensayos de viabilidad, llevados a cabo como se explica
en el apartado 1.3 de materiales y métodos, muestran una disminucion de la
viabilidad con las dosis altas en ambas cepas. Solo se observan diferencias en
0,04% y 0,08%, donde el mutante es mas sensible que WT. (Figura 5B). Estos
datos, indican que Gcn2p se requiere para la supervivencia celular a dosis
elevadas de MMS.
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Figura 5: Caracterizacion mutante gcn2A A. Inmunodeteccion de elF2a en cultivos celulares
de WT y gcn2A tratados durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga:
Tinciéon de membrana con colorante Direct Blue 71. B. Ensayo de viabilidad por crecimiento en
placa YPD de células WT y gcn2A, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los resultados se
presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto al control sin
tratar. (n=3, barras de error= desviacion estandar)
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Realizando el mismo experimento con el mutante gcn1A observamos el mismo
patron de fosforilacion en WT, el cual desaparece en el mutante (Figura 6A).
Curiosamente, el mutante gcn71A mostré mayor tolerancia al tratamiento con
MMS que el WT. En conjunto, estos datos indican que Gcn1p se requiere para
la supervivencia en MMS y que Gcn1p esta implicado en la activacion de
Gcen2p por MMS. Con el mutante gcn20A observamos una leve fosforilaciéon a
0,08% de MMS. (Figura 7A). La sensibilidad a MMS fue similar a WT en todo el
rango de dosis. (Figura 7B). Estos datos indican que Gcn20p esta implicado en
la activacion de Gen2p, pero es menos importante que Gen1p.
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Figura 6: Caracterizacion mutante gcn1A : A. Inmunodeteccién de elF2a en cultivos
celulares de WT y gen1A tratados durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de
carga: Tincion de membrana con colorante Direct Blue 71. B. Ensayo de viabilidad por
crecimiento en placa YPD de células WT y gcn1A, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los
resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto al
control sin tratar. (n=3, barra error=desviacion)
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Figura 7: Caracterizacion mutante gcn20A : A. Inmunodeteccion de elF2a en cultivos
celulares de WT y gcn20A tratados durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de
carga: Tincion de membrana con colorante Direct Blue 71. B. Ensayo de viabilidad por
crecimiento en placa YPD de células WT y gcn20A, tras dos horas de tratamiento con MMS.
Los resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto
al control sin tratar. (n=3, barra error= desviacion estandar)
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Por otro lado el mutante gcn3A muestra un nivel de fosforilacion similar a WT,
(Figura 8A).Asi como una sensibilidad a MMS similar a WT. (Figura 8B).
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Figura 8: Caracterizacion mutante gcn3A: A. Inmunodeteccion de elF2a en cultivos celulares
de WT y gcn3A tratados durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de carga:
Tincion de membrana con colorante Direct Blue 71. B. Ensayo de viabilidad por crecimiento en
placa YPD de células WT y gcn3A, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los resultados se
presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto al control sin
tratar. (n=3, barra error= desviacion estandar)

En cuanto al mutante gcn4A muestra similar nivel de fosforilacion de elF2a que
WT (Figura 9A) y misma supervivencia que WT. (Figura 9B). Estos fenotipos
parece indicar que Gecn1p y Gen20p estan implicados en la activacion de
Gcen2p por el agente alquilante MMS.
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Figura 9: Caracterizacion mutante gcn4A : A. Inmunodeteccién de elF2a en cultivos
celulares de WT y gcn4A tratados durante 2 horas con MMS a 0-0,02-0,04-0,08%. Control de
carga: Tincion de membrana con colorante Direct Blue 71. B. Ensayo de viabilidad por
crecimiento en placa YPD de células WT y gcn4A, tras dos horas de tratamiento con MMS. Los
resultados se presentan como el porcentaje de crecimiento en presencia de MMS respecto al
control sin tratar. (n=3, barras de error= desviacion estandar)

Para confirmar estos resultados realizamos un ensayo de crecimiento en medio
liquido, midiendo absorbancia del cultivo o densidad 6ptica (OD). Estos cultivos
se crecieron en microplaca tratandose con MMS a las mismas dosis que
anteriormente. Todos los mutantes de la ruta GCN fueron sensibles a MMS de
forma dependiente de la dosis similar a WT (Figura 10). Por lo tanto, la
proliferacion celular no se vio afectada en ninguno de los mutantes GCN.
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Figura 10: Curvas de crecimiento con MMS mutantes ruta GCN. Curvas de crecimiento de
mutantes WT, gen1A, gen2A, gen3A, gen4l, gen20A crecidos en medio liquido en microplaca
de 100 pocillos con 0%, 0,01%, 0,02%, 0,04% y 0,08% de MMS en YPD, y analizado mediante
Bioscreen.
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3. DEPENDENCIA DE LAS PROTEINAS DE PUNTOS DE CONTROL DE
CICLO O “CHECKPOINT’ EN RESPUESTA A MMS.

Una vez caracterizado la implicacién de la ruta GCN y en particular la quinasa
Gcen2p en la respuesta a dafio al ADN causado por el agente alquilante MMS,
pasamos a explorar la dependencia de esta respuesta de las proteinas de
checkpoint. Para ello disponemos de una serie de mutantes que son defectivos
en genes que codifican proteinas implicadas en los checkpoint de dafo al ADN.
En concreto la cepa WT utilizada es defectiva en SML1, un inhibidor de la
ribonucledtido reductasa. Se utiliza este fondo genético sm/1A ya que la
mutacion en SML1 suprime la letalidad de mec71A (Corda et al. 2005). Asi,
cultivos de cada cepa mutante en fase exponencial se distribuyeron en dos:
tratandose uno con MMS, y al otro con el mismo volumen de agua estéril. Tras
2 horas se recogieron muestras para extractos proteicos y analizamos el
estatus de fosforilacion de elF2a mediante inmunodeteccion con el Anticuerpo
anti P-elF2a. Como observamos en el WT existe una activaciéon de Gecn2p por
el tratamiento con MMS. Aunque Gcn2p también se activa en el mutante xrs24,
su grado de induccion es menor. Este ligero defecto de activacion de Gcn2p
también ocurre en el mutante xmrA (figura 12). Lo que sugiere, que de alguna
forma Xrs2p estaria involucrado en la activacion de Gcn2p. El complejo
Mre11p-Rad50p-Xrs2p esta involucrado en la reparacion de roturas de doble
banda del ADN mediante recombinacién homologa (Bressan et al. 1999). Por
otro lado, la activacion de Gen2p se ve afectada en el mutante tel1A. Tellp
esta implicado en la regulacion de la longitud de los telomeros (Greenwell et al.
1995), y ademas esta implicado en checkpoint de dafio al ADN (Jackson 1996)
siendo Tel1lp una PIKK parcialmente redundante en su funcién con Mec1p
(Nakada et al. 2003). En respuesta a dafo al ADN, varias proteinas se
fosforilan de un modo dependiente de Mec1p/Tel1p. En conjunto, estos datos
indican que la activacion de Gen2p por MMS requiere de las proteinas Tellp y
Xrs2p. Aunque, reproducibles, debemos confirmar estos datos haciendo
inmunodeteccion utilizando muestras de cultivos sincronizados en fase de ciclo.
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Figura 11: Andlisis de proteinas de checkpoint en respuesta a 0,02% de MMS. Las
distintas cepas fueron crecidas en cultivo liquido y tratadas a una OD (660nm)= 0,4-0,5. Siendo
el — con agua y + con 0,02% MMS durante dos horas. Se obtuvieron extractos proteicos y se
realizo inmunodeteccién con PelF2a (Ser51). Control de carga: Tincién de membrana con
colorante Direct Blue 71. La figura muestra un experimento representativo de al menos 2
independientes cada uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron esencialmente
similares.

4. ESTUDIO DE LA DEPENDENCIA DE PROTEINAS DE REPARACION EN
RESPUESTA A MMS.

Realizamos un analisis de la dependencia de distintas proteinas de reparacion
a la respuesta de dafio al ADN por tratamiento con el agente alquilante MMS.
Para ello utilizamos una serie de mutantes de proteinas de reparacion en el
fondo genético BY4741. Las distintas cepas y el control BY4741 fueron
crecidas hasta la fase exponencial y tratadas durante 2 horas con MMS al 2% o
con agua. Este rastreo mediante inmunodeteccién con el anticuerpo frente a
PelF2a mostré que de todos los mutantes de reparacion analizados, solo
mag1A mostré una activacién defectiva de Gcn2p por MMS de forma
reproducible (figura 13). MAG1 codifica una ADN glicosilasa (necesaria para la
reparacion de lesiones por agentes alquilantes como MMS. Este resultado
sugiere que la activacion de Gcn2p por MMS depende de la proteina de
reparacion Mag1p.
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Figura 12: Andlisis de proteinas de reparacion en respuesta a 0,02% de MMS en relacién
a Gen2p. Las distintas cepas fueron crecidas en cultivo liquido y tratadas a una OD(660nm)=
0,4-0,5. Siendo el — con agua y + con 0,02% MMS durante dos horas. Se obtuvieron extractos
proteicos y se realizo inmunodeteccién con PelF2a (Ser51). Control de carga: Tincion de
membrana con colorante Direct Blue 71. La figura muestra un experimento representativo de al
menos 2 independientes cada uno en duplicado. Los resultados obtenidos fueron
esencialmente similares.

5. ESTABLECIMIENTO DEL MODELO EN Arabidopsis.
5.1 Obtencion del mutante AtGCN2A y caracterizacion bioquimica.

Con el objetivo de establecer un modelo en plantas para validar los hallazgos
encontrados en levadura obtuvimos la linea GT8385, mutante homocigoto para
AtGCN2 por pérdida de funcién como se describe en (Zhang et al. 2008). Esta
linea obtenida por trampa de genes lleva una insercion de elementos
transponibles (Ds) en el fondo genético Landsberg. En la linea GT8385
(AtGCN2A) los elementos transponibles estan insertados en el primer intron del
gen AtGCN2 (Figura 13). La presencia del elemento transponible en la regiéon
génica correspondiente de AtGCN2A fue comprobada mediante amplificacién
de dos fragmentos por PCR. El primero, amplificado usando cebadores
especificos para AtGCNZ2 y el T-ADN, estuvo presente en la linea mutante pero
no en el WT. El segundo fragmento, amplificado con cebadores especificos de
AtGCNZ2 en la zona de insercion, se amplific6 en WT pero no en la linea
mutante. Confirmando que la linea obtenida es homocigota y contiene un
transposon interrumpiendo la secuencia del gen AT3G59410 (AtGCNZ2) (Datos
no mostrados).
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Figura 13: Diagrama con sitios de insercién y orientacion de elementos DS en el primer
intron de AtGCN2A, linea mutante por trampa de genes GT8359. (Zhang et al. 2008).

Segun se describe en (Zhang et al. 2008), el tratamiento de plantulas de
Arabidopsis thaliana con el herbicida glifosato induce la activacién de AtGen2p,
provocando la fosforilacion de elF2a y pudiendo ser ésta detectada con un
Anticuerpo frente a la forma fosforilada de elF2a . Esta fosforilacion es
dependiente de AtGCNZ2 ya que la linea mutante GT8359 no consigue fosforilar
elF2a (Zhang et al. 2008). Con objetivo de poner a punto el mismo ensayo
bioquimico en nuestro laboratorio, y adaptarlo a la posible implicacién de
AtGCN2 en el control de la estabilidad genémica en A. thaliana realizamos
inmunodeteccion de fosforilacion de elF2a de Arabidopsis (AtelF2a) por
AtGCN2 en respuesta a tratamiento con herbicidas (Zhang et al. 2008).
Analizamos mediante inmunodeteccién con anticuerpo anti P-elF2a la
activacion de AtGen2p en muestras de plantulas de 14 dias tratadas con 200
MM de glifosato , asi como muestras control sin tratar. Observamos una
activacion de AtGen2p en WT (Ler) tratado con herbicida, dicha activacion no
aparecio en las muestras de la linea mutante AtGCNZ2A. (Figura 14). Este
resultado no lo pudimos detectar utilizando muestras de plantas adulta (estado
de roseta).

WT AIGCN2A

+ 200 uM glifosato]

P-elF2a |
Control de g
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Figura 14: Inmunodeteccion de AtelF2a fosforilado por tratamiento con glifosato.
Inmunodeteccion de elF2a en muestras de plantulas de 14 dias de edad tratadas por inmersién
en 200 ml de solucién de 200 uM de glifosato en MS (+) o solo MS (-) depositadas después en
placas MS durante 6 horas. Se cargaron 10 ug de proteina por pocillo. Control de carga:
Tinciéon de membrana con Direct Blue 71.

5.2 Ensayos preliminares de caracterizacion de AtGCN2 en estabilidad
gendmica.

Para caracterizar la posible implicacion AtGCNZ2 en estabilidad gendmica,
llevamos a cabo ensayos de germinacion con tratamientos de agentes
lesionantes del ADN. Como control, caracterizamos el fenotipo de sensibilidad
a herbicidas que afectan a la biosintesis de aminoacidos (Zhang et al. 2008)
como clorsulfuron o glifosato, y confirmar asi los datos publicados. Las
plantulas germinadas in Vitro de 12 dias de edad se sumergieron en solucién
con herbicida (glifosato a 200 uM y bensulfuron-metil a 0,5 yM) durante 1
minuto y se replantaron en placas frescas suplementadas con aminoacidos
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(Phe, Tyr y Trp, para glifosato y lle, Leu, y Val para bensulfuron-metil) o sin
suplementar. La linea mutante AtGCN2A mostré sensibilidad a bensulfuron-
metil y este fenotipo fue revertido por la presencia en el medio de Isoleucina,
Leucina y Valina (Figura 15) en comparacién al control sin tratar. Resultados
similares se observaron para el herbicida glifosato.

Sin tratar 1min 0,5 uM 1min 0,5 uM

MS Bensulfuron-metil Bensulfuron-metil
MS MS + Leu, lle, Val

Figura 15: Caracterizacion fenotipica de AtGCN2A. Fenotipo de plantulas WT y AtGCN2A
de 12 dias sumergidas en 100 ml de solucién 0,5 uM de Bensulfuron-metil en MS durante 1
minuto y replantada en placas frescas de MS y MS suplementadas con aminoacidos Leucina,
Isoleucina y Valina. Como control se sumergieron en 100 ml de MS durante 1 minuto.

Paralelamente, hicimos ensayos de germinacién con HU (0,5-1-1,5-2-2,5-3-5
mM), 5FU (40-60-80-100uM) y MMS (0,01-0,02 y 0,05%). Estos ensayos se
realizaron tanto en placa horizontal como en placa para crecimiento en vertical,
para observar si existian diferencias en el desarrollo del sistema radicular.

No se observo fenotipo diferencial entre WT y mutante AtGCN2A en
germinacién, ni se vio diferencia en el desarrollo radicular, en ningun
tratamiento (datos no mostrados). Si existen diferencias entre las plantulas
tratadas y los controles sin tratar, disminuyendo la germinacién en las mismas,
de manera similar entre ambas lineas.

A pesar de no encontrar fenotipo en respuesta a tratamiento con lesionantes,
pensamos que seria posible que AtGcn2p estuviera activa por dichos
tratamientos. Por ello se probo a realizar inmunodeteccion de AtelF2a
fosforilada en muestras tratadas con 5, 10 y 20mM Hidroxiurea. El tratamiento
se realizo a plantulas de 15 dias de edad dejando 2-3 dias en cultivo in Vitro en
medio liquido con y sin tratamiento. La inmunodeteccion mostroé una activacion
de AtGcn2p en 5mM de hidroxiurea similar a la mostrada con tratamiento con
glifosato (Figura 16). Pero a concentraciones mayores esta activacion se
perdié. Es posible que el tiempo de tratamiento y la dosis afecten a la
activacion, o bien porque se inhibe o bien porque es transitoria, de modo que
habra que realizar mas ensayos acotando estos parametros. Este resultado
preliminar parece indicar que, al igual que ocurre en levadura, la proteina
Gcn2p parece activarse en respuesta a lesionantes del ADN, y abre una nueva
linea de investigacion en nuestro laboratorio con objeto de explorar dicha
respuesta en plantas.
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Figura 16: Inmunodeteccion de fosforilacion de AtelF2a por tratamiento con HU.
Inmunodeteccion con Anticuerpo frente a la forma fosforilada de fosforilacion de AtelF2a en
muestras de plantulas WT de 15 dias cultivadas en medio liquido con 5, 10 y 20 mM de
hidroxiurea o medio MS (-) durante 3 dias. Como control positivo utilizamos muestras de
plantulas WT de 12 dias de edad tratadas por inmersion en solucion de glifosato 200uM (+) o
solo agua (-) durante 1 minuto y dejadas 6 horas en placa. Se cargaron 10 ug de proteina por
pocillo. Control de carga: Tincion de membrana con Direct Blue 71.
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V. DISCUSION






Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo final de master muestran una
conexién funcional entre la quinasa Gcn2p y la estabilidad gendmica. Asi los
datos obtenidos indican que diferentes lesionantes del ADN, tales como MMS,
5-FU, HU, Phleomicina y B-lapachona, inducen la activacion de Gcn2p en
levadura (Figura 3). La caracterizacion genética de los mutantes de la ruta
GCN con MMS indica que Gcn2p se requiere para la supervivencia celular a
elevadas dosis de MMS, vy las proteinas Gen1p y Gen20p estan implicadas en
la activacion de Gcn2p por MMS, como se desprende de los resultados de
inmunodeteccidon de P-elF2a. Posteriormente exploramos la implicacion de las
proteinas relacionadas con checkpoint de dafo al ADN en la respuesta a MMS.
Los resultados obtenidos indican que la activacion de Gen2p por MMS requiere
de las proteinas Tellp y Xrs2p (Figura 11). Por otro lado, el rastreo de
proteinas de reparacion del ADN sugiere que la activacion de Gen2p por MMS
depende de la proteina de reparacion Mag1, ya que solo mag71A mostré una
activaciéon defectiva de Gen2p por MMS de forma reproducible (Figura 12). En
cuanto al gen AtGCN2 de Arabidopsis thaliana obtuvimos un fenotipo de
sensibilidad en condiciones de privacion de aminoacidos por tratamiento con el
herbicida bensulfuron-metil (Figura 15). Estas condiciones de privacion de
aminoacidos activan a AtGecn2p como muestra nuestro resultado tras
tratamiento con glifosato (Figura 14).

Diferentes lesionantes del ADN activan a Gen2p, pero ¢como ocurre esto? Por
un lado se conoce que el incremento de los niveles de elF2a fosforilados se
debe a la estimulacion de la funcién quinasa provocado por la unién de
cualquier ARNt descargado (Lanker et al. 1992; Hinnebusch 1997; Hinnebusch
2005). Pero la presencia de ARNt descargados no es suficiente para la
activaciéon de Gen2p, ya que la activacion de Gen2p por ARNt descargados
también requiere interaccion directa con el complejo regulador Gen1p/Gen20p
(Garcia-Barrio et al. 2000; Sattlegger and Hinnebusch 2005). Esto ocurre a
través del dominio N-terminal de Gen2p que se une al dominio C-terminal de
Gcen1p, y esta union es ayudada por Gen20p que se encuentra unida a Gen1p
por la porcion N-terminal al dominio eEF3 de Gcen1p.(Kubota et al. 2001,
Kubota et al. 2003) (Figura 2). Estos hechos apoyan nuestro resultado de
implicacién de Gen1/20p en la activacidn de Gen2p. Aunque la acumulacion de
ARNt descargados no ha sido comprobada en estas condiciones, se sabe que
MMS activa a Gen2p en condiciones en las que no hay ayuno y de un modo
dependiente de Gcn1/20p (Natarajan et al. 2001). La presencia de ARNt
descargados se puede explicar mediante la inhibicion de aminoacil-ARNt
sintetasas por el tratamiento con MMS. En este sentido, recientemente se ha
descrito que es uno de los mecanismos de activacion de Gcn2p por estrés
(Hueso et al. in press). Por lo tanto, los datos obtenidos de la implicacién de
Gcen1p y Gen20p en la activacion de Gen2p por MMS son consistentes con esta
hipotesis. Asi que de alguna manera Gcn2p es un regulador clave de la
respuesta a lesiones del ADN, mas especificamente de aquellas que generan
estrés replicativo. Curiosamente, el mutante gcn1A es tolerante a dosis bajas
de MMS, la razén de esa tolerancia se desconoce, y se esta investigando en
este momento en el laboratorio.

En general, los datos de viabilidad muestran una correlacion negativa. La
activacion Gen2p por MMS parece ser dependiente de las proteinas Tellp,
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Xrs2p y Mag1p, ya que en todos los mutantes de dichas proteinas muestran un
ligero defecto de activacidon de Gcn2p. La proteina Tellp y Xrs2p estan
implicadas en la respuesta a dafo al ADN, mediante una cascada de
fosforilaciones que translucen la sefial de dafio hasta las moléculas efectoras.
Tellp es parcialmente redundante con el regulador central Mec1p, una vez
Mec1p es reclutado en los sitios de dafio. Xrs2p forma parte del complejo MRN
(Mre11/Rad50/Xrs2) que es diana de Mec1p y Tellp y esta implicado en
reparacion del ADN. Por otro lado, MAG1 codifica 3-metiladenina ADN
glicosilasa implicada en la proteccion del ADN frente a agentes alquilantes
como lo es MMS. Esta proteina inicia la reparacion del ADN mediante la
escision de bases dafiadas para crear sitios abasicos, para la subsiguiente
reparacion de los mismos. El requerimiento de estas proteinas para la
activacién de Gcn2p, sugiere que, de alguna manera interaccionan directa o
indirectamente con Gcn2p. Alternativamente también podrian indicar que
Gcen2p contribuiria de alguna forma a la correcta funcionalidad de las mismas.
Estas dos posibilidades se estan explorando en el laboratorio

En Arabidopsis el gen AtGCNZ2 se activa por ayuno de aminoacidos, y el
mutante AtGCN2A muestra sensibilidad a herbicidas que provocan dicho ayuno
(Zhang et al. 2008). La confirmacion de estos resultados, y la puesta a punto en
nuestro laboratorio del ensayo bioquimico que permite detectar la activacion de
GCN2 en Arabidopsis (fosforilacion de elF2a), nos serviran en un futuro para la
caracterizacion del papel de AtGCNZ2 en la estabilidad gendmica en plantas. En
los ensayos previos de inmunodeteccion de elF2a en muestras tratadas con
HU se observa una induccién de AtGcn2p tras tratamiento con 5mM HU,
aunque esta activacion es inhibida a concentraciones mayores (Figura 16).
Dado que se trata de un experimento preliminar, existen multiples explicaciones
a este resultado, por ejemplo, que la activacion sea transitoria y que el ensayo
se haya realizado a tiempos demasiado largos, o bien que la activacién
dependa de la dosis utilizada. Logicamente, hay que realizar mas ensayos
utilizando diferentes ventanas temporales, para confirmar ésta u otras
hipotesis. En un futuro también realizaremos ensayos utilizando otros agentes
lesionantes.
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Conclusiones

. Gen2p es un regulador clave de la respuesta a lesiones del ADN, y mas
especificamente de aquellas que generan estrés replicativo.

. La activacion de la quinasa Gcn2p por MMS es dependiente de las
proteinas Gen1p y Gen20p. Este hecho sugiere que la activacion de
Gcen2p por dafo al ADN implica la acumulacién de ARNt descargados.

. La activacion de de Gcecn2p por MMS depende de las quinasas de
checkpoint Tellp y Xrs2p y de la proteina de reparacion Magip y es
independiente de otras proteinas como Rad9p, y el grupo epistatico
Rad24p. Por lo tanto, Gcn2p esta conectado funcionalmente con la
maquinaria de reparacion del ADN y/o de checkpoint.

. Puesta a punto en Arabidopsis thaliana del ensayo bioquimico para
detectar la activacion de AtGCNZ2, que nos permitira validar el papel de
AtGCN_2 en la estabilidad gendmica en plantas.
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