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Resumen

El fenotipo Killer de Saccharomyces cerevisiae se caracteriza por la produccion de
una toxina capaz de inhibir el crecimiento de cepas sensibles no productoras de la
misma. Este sistema simbiotico entre dos virus ARNdc y la levadura se ha conocido
durante las ultimas décadas, en las cuales se ha generado conocimiento sobre su
origen, mecanismos de accidn y las diferentes variables que afectan al sistema,
entre las que destacan: el tipo de proteina Killer, pH, temperatura, relacion entre la
cepa productora y la cepa sensible, asi como los medios de cultivo e inductores. En
este estudio, se evalud la produccion de la toxina Killer K1 bajo el efecto de un
choque osmotico (KCIl 1 M) y la capacidad de regulacion del volumen celular ante
éste, utilizando un nuevo medio inductor con una alta concentraciéon de Fe*3. Los
resultados indican que durante el evento de choque osmético y altas
concentraciones de Fe*3, la produccién de la toxina Killer se ve potenciada al mismo
tiempo que se provoca un cambio en la edicion del ARNm codificante para la toxina
K1. Tomando todo esto en cuenta, se ha podido obtener una mayor produccion de
la toxina Killer en distintos momentos del estudio.

Palabras clave: Killer, choque osmotico, regulacion de volumen, hierro.



Summary

The Killer phenotype of Saccharomyces cerevisiae is characterized by the
production of a toxin capable of inhibiting the growth of sensitive strains that do not
produce it. This symbiotic system between two dsRNA viruses and yeast has been
known for the last decades, in which knowledge has been generated about its origin,
mechanisms of action and the different variables that affect the system, among
which stand out: type of protein Killer, pH, temperature, relation between the
producing strain and the sensitive strain, as well as culture media and inducing
media. In this study, the production of Killer K1 toxin was evaluated under the effect
of osmotic shock with 1 M KCI and the volume regulation capacity during it, using a
new inducing medium with a high concentration of Fe*3. The results indicate that
during the osmotic shock event and high Fe*3 concentrations, the production of the
Killer toxin is enhanced while a change in the edition of the mRNA encoding the K1
toxin is caused. Taking all this into account, it has been possible to obtain a greater
production of the Killer toxin at different times of the study.

Key words: Killer, osmotic shock, volume regulation, iron.
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1. Introduccidn

Los organismos que son considerados modelo cumplen con diferentes
caracteristicas: facil manipulacién en el laboratorio, ciclo de vida corto, bajo costo
de mantenimiento, asi como la posibilidad de manipulacion genética, entre otros.
Saccharomyces cerevisiae ademas de cumplir con muchas de estas caracteristicas,
es atractiva ya que se cuenta con la secuencia completa de su genoma, que
conserva una alta homologia con el genoma humano; por lo cual, a pesar de no
contar con intrones ni acido ribonucleico interferente (ARNiI), es considerado un
organismo modelo para el estudio de muchos procesos celulares eucariotas, asi
como procesos de produccion en fermentaciones alcoholicas (Eldarov et al., 2016;
Nielsen, 2019; Vanderwaeren et al., 2022).

Actualmente, una de las ramas de estudio de S. cerevisiae es el fenotipo Killer, en
el cual una célula produce una toxina capaz de inhibir el crecimiento de células que
son sensibles a dicha toxina. Esto es posible gracias a la simbiosis que existe entre
la levadura y dos virus citoplasméticos de ARN de doble cadena (ARNdc): My LA
(Magliani et al.,, 1997). Se han realizado diversos esfuerzos para determinar el
mecanismo de accidn de la toxina, asi como su procesamiento, secrecion y los
procesos celulares que puedan estar implicados. El fenotipo Killer de S. cerevisiae
es un sistema complejo que involucra mecanismos de accion en la pared y
membrana celular, la salida descontrolada de potasio a través el canal TOK1 (Two
pore domains Outwarly Potassium channel), muerte celular programada e
inmunidad de las cepas productoras (Ahmed et al., 1999; Bussey et al., 1990; Reiter
et al., 2005; Sesti et al., 2001).

El sistema Killer tiene una gran importancia en el ambito clinico e industrial, en los
cuales se busca inhibir el crecimiento de microorganismos de importancia médica
(Bajaj et al., 2013; Bracesco et al., 2006), asi como inhibir el crecimiento de
microrganismos no deseables que afecten las caracteristicas fisico-quimicas del
producto obtenido de la fermentacion (Fernandez de Ullivarri et al.,, 2014),
respectivamente; de manera que, se han podido determinar distintas variables que
afectan al sistema, como lo son el medio de cultivo y la concentracion de nutrientes,
la proporcion de levadura Killer con respecto de levadura sensible, microorganismos
presentes, temperatura, entre muchas otras (Maturano et al., 2012; Pérez et al.,
2001). Esto indica que para estudiar la producciéon de la toxina Killer, asi como su
efectividad, se tienen que tomar en cuenta cada vez mas variables que no se
consideraban relevantes.

Uno de los procesos celulares mejor estudiados en S. cerevisiae es la adaptacion a
cambios osmoticos y su regulacion del volumen celular mediante la activacion de la
via HOG (High osmolarity Glycerol, por sus siglas en inglés, que tiene su homélogo
en mamiferos, p38) (Hohmann et al., 2007). Esta via de sefializacion bien
caracterizada se conoce por generar la respuesta celular ante un estrés
hiperosmotico, activando la transcripcion de genes asociados, arresto del ciclo
celular, cambios conformacionales en la cromatina y, en general, diferentes pasos



del proceso transcripcional (De Nadal & Posas, 2022). Podrian ser este tipo de
alteraciones ambientales una variable mas a agregar dentro de todas aquellas que
afectan o modifican la efectividad del sistema Killer. En este trabajo, se evalud la
produccion de la toxina Killer bajo el efecto del choque osmotico con cloruro de
potasio (KCI) 1 M en la levadura S. cerevisiae.

2. Antecedentes

2.1 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

Desde hace aproximadamente 10, 000 afios a. C. las levaduras han estado
presentes en actividades humanas como la produccion de pan y bebidas alcohdlicas
(McGovern et al.,, 2017). Hoy en dia, después de un arduo trabajo en su
domesticacion, la levadura sigue formando parte esencial en la produccién de pan,
vino y cerveza, siendo S. cerevisiae de las primeras especies aisladas y la mas
estudiada actualmente (Nielsen, 2019); sin embargo, su utilizacién por el humano
se ha extendido a campos diferentes al de produccion.

S. cerevisiae es un organismo eucariota unicelular (~5um) que puede ser cultivado
relativamente facil en condiciones de laboratorio usando un medio no complejo y
temperatura cercana a los 28°C. Su rapida division (aproximadamente 90 minutos),
en la cual se obtiene una célula hija genéticamente idéntica por mitosis, y el hecho
de que existe en forma diploide y haploide, lo hacen muy atractivo para su uso en
investigaciones cientificas (Salari & Salari, 2017).

Por si fuera poco, en 1978 se publico la transformacién exitosa de la levadura con
un plasmido replicado en la bacteria Escherichia coli (Hinnen et al., 1978) y, para
1996, la cepa de laboratorio S288c fue el primer eucariota del que se secuencié el
genoma completo, obteniendo como resultados que una célula haploide contiene
~12 000 kilobases de ADN gendmico con aproximadamente 6 000 genes divididos
en 16 cromosomas (Goffeau et al., 1996).

Con lo anterior, se pudo conocer que un tercio del genoma de la levadura tiene su
parte homéloga en humanos (O’Brien et al., 2005); por lo cual, una gran cantidad
de genes esenciales en la levadura pueden ser reemplazados por su homoélogo
humano, se conserva un 32% de identidad de aminoacidos entre ambos (Kachroo
et al., 2015) y casi el 30% de genes que se conoce estan implicados en
enfermedades humanas, tienen homologos en levaduras (Foury, 1997).

S. cerevisiae es, entonces, uno de los principales organismos modelo para estudiar
procesos celulares; un mayor y mejor entendimiento de éstos en la levadura, dejara
un precedente y permitira obtener conocimiento en otros eucariotas.

2.2 Las toxinas Killer de Saccharomyces cerevisiae

Otra caracteristica que resulta muy atractiva de S. cerevisiae, es la existencia del
fenotipo Killer, el cual se conoce desde 1963 (Bevan & Makower, 1963). Este
fendbmeno es llamado asi debido a la capacidad que poseen algunas cepas de
producir una proteina que resulta letal para cepas sensibles.
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Esto es posible debido a la simbiosis que existe entre la levadura y dos virus
citoplasmaticos de ARNdc, pertenecientes a la familia Totiviridae: el primero, un
virus llamado M (1.8 kilo pares de bases (kbp)) y el segundo, un virus auxiliar o
ayudador, llamado L-A (4.5 kpb) (Bruenn, 1980); los cuales se encuentran
encapsulados por separado en particulas similares a virus. Es necesaria la
presencia de ambos para poder conferir el fenotipo Killer a la cepa infectada, ya que
el virus ayudador L-A contiene el material genético para Gag, proteina necesaria
para la encapsidacion y el material genético para codificar la ARN polimerasa
(Fujimura et al., 1992; Icho & Wickner, 1989); mientras que el material genético del
virus M codifica para una preprotoxina inmadura que dara lugar a la toxina Killer y
proporcionara inmunidad (Bostian et al., 1980; Hanes et al., 1986).

A la fecha, se han descrito diferentes virus ScV-M (Saccharomyces cerevisiae
viruses): ScV-M1, ScV-M2. ScV-M28 y ScV-Mlus, que daran lugar a las toxinas Killer
K1, K2, K28 y Klus, respectivamente (Hanes et al., 1986; Hannig & Leibowitz, 1985;
Rodriguez-Cousifio et al., 2011; Schmittt & Tipper, 1990). Es importante mencionar
gue no se encuentra homologia entre los virus M (Schmitt & Tipper, 1995); sin
embargo, la compatibilidad entre los virus M y L-A, en la que cada virus L-A se
relaciona con un solo virus M, siendo L-A1 compatible con ScV-M1, L-A2 compatible
con ScV-M2 y asi sucesivamente con cada virus M descrito, sigue siendo un objeto
de estudio (Aitmanaité et al., 2021; LukSa et al., 2017).

2.3 Mecanismos de accion de la toxina Killer K1

El gen que codifica para la preprotoxina o proteina inmadura esta conformado por
1 010 pares de bases y una vez traducido, conforma un polipéptido de 316
aminoacidos con un peso molecular de 34 787 Da, divididos en 4 subunidades:
(44 aminoacidos), o (103 aminoacidos), y (83 aminoacidos) y B (83 aminoacidos),
en ese orden (Bostian et al., 1984).

Para obtener la proteina madura es necesario que la preprotoxina pase por la via
secretora procesandose enzimaticamente: primero, ingresa al reticulo
endoplasmico gracias al N-terminal de la subunidad &, que funciona como secuencia
sefal; posteriormente, la subunidad y es glicosilada y toda la proteina entra al
aparato de Golgi tardio, donde la endopeptidasa similar a la furina, Kex2p, elimina
dicha secuencia N-glucosilada y el extremo C-terminal de la secuencia B es
recortado por la carboxipeptidasa Kex1p, para finalizar obteniendo un heterodimero
conformado por o/f unido por enlaces disulfuro (Bostian et al., 1984; Marquina et
al., 2002; Schmitt & Breinig, 2006). Este producto es secretado al medio de cultivo
como la toxina Killer madura (20 kDa) (Bostian et al., 1984, Palfree & Bussey, 1979).

A pesar de gue la toxina Killer K1 es la mas estudiada de su grupo, adn no se tiene
un panorama completamente claro sobre cual es su mecanismo de accién en las
cepas sensibles. Uno de los primeros mecanismos propuestos describe codmo la
toxina Killer se une a su receptor 1-6- b-D glucano en la pared de la célula sensible
(Hutchins & Bussey, 1983) y posteriormente desregula el flujo de protones y ATP a
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través de la membrana celular (Bussey & Sherman, 1973; De La Pefa et al., 1981);
sin embargo, es importante mencionar que la toxina Killer tiene efecto no solo en
células completas, sino también en células carentes de pared celular (esferoplastos)
(Bussey et al., 1973), de manera que su mecanismo de accion se encuentra ligado
directamente con la membrana celular, por lo cual, en 1990 se evidencio que la
toxina podria funcionar de manera similar a un ionéforo, provocando la salida
descontrolada de iones, como K* (Martinac et al., 1990).

En la actualidad, dos vias de accion han sido las mas aceptadas. En la primera, que
se conoce como la via candnica, la toxina Killer se une a su receptor en la pared
celular mediante la subunidad B (Gier et al., 2019) para posteriormente, unirse al
canal de potasio rectificador saliente con dos dominios de poro, Toklp (Ahmed et
al., 1999; Ketchum et al., 1995), que se encuentra en la membrana plasmatica de
las levaduras (Bertl et al., 2003), activandolo. Esto desencadena la muerte celular
por la salida desmedida de potasio (Ahmed et al., 1999). La segunda via de accion
se basa en la muerte celular programada. Este proceso es desencadenado por la
interaccion de bajas concentraciones de la toxina con las células sensibles,
acompafnado con la fragmentacion de ADN, condensacion de la cromatina y
mediado por la caspasa Ycalp y la generacién de ROS (Mazzoni & Falcone, 2008;
Reiter et al., 2005).

Otro de los mecanismos mas estudiados de las toxinas Killer es la inmunidad de las
cepas productoras a su propia toxina. Uno de los més aceptados describe que la
preprotoxina inmadura interactia, de igual manera, con el canal Toklp por el lado
interno de la membrana, bloqueando su actividad e impidiendo que la toxina madura
pueda ejercer efecto por el lado externo (Sesti et al., 2001).

2.4 Importancia de las toxinas Killer

Al conocer los mecanismos por los cuales las toxinas Killer inhiben el crecimiento
de levaduras sensibles, se ha abierto la pregunta si estas toxinas son capaces de
inhibir a otros microorganismos, por lo cual, este sistema ha tomado relevancia al
extender sus aplicaciones al campo clinico e industrial.

Diversos esfuerzos se han realizado para poner a prueba la capacidad antifungica
de la toxina Killer de S. cerevisiae, ya sea con la toxina purificada del medio o con
la interaccién de ambos microorganismos en cuestion; a la fecha, se ha descubierto
qgue la toxina tiene un efecto inhibidor en otras levaduras de importancia médica
como Candida glabrata (Fredericks et al., 2021) y Candida albicans (Bracesco et
al., 2006). De igual manera, este efecto inhibidor se ha observado en hongos
patdbgenos de plantas como Ophiostoma ulmi, Rhizoctonia solani, Fusarium
equiseti, Botrytis fabae, asi como el oomiceto Phytophthora infestans (Walker et al.,
1995). Por otro lado, la actividad antibacteriana de las toxinas Killer de S. cerevisiae
ha sido pobremente estudiada. Existen estudios en los que la toxina Killer producida
por la levadura Pichia kudriavzevii tiene un efecto inhibidor in vitro sobre bacterias
de importancia médica como E. coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp.,
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Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (Bajaj et al., 2013). Ademas,
estudios reportan que la toxina producida por Wickerhamomyces anomalus muestra
un efecto inhibidor y cambios conformacionales en Plasmodium berghei en etapas
esporogonicas (Valzano et al., 2016), en nuestro grupo de trabajo se ha observado,
de igual manera in vitro, un efecto inhibidor de la toxina Killer K1 sobre Klebsiella
pneumoniae (Ramirez Villarreal, 2018), Bacillus subitilis (Trujillo Barrientos, 2022) y
Pseudomonas aureginosa (actualmente en estudio).

En el a&mbito industrial, no obstante, debido a que S. cerevisiae es un
microorganismo de gran importancia dentro de los procesos de vinificacion, la
utilizacion del fenotipo Killer ha sido ampliamente estudiado con el propésito de
inhibir microorganismos no deseables que afectan las caracteristicas fisicoquimicas
del producto (Fernandez de Ullivarri et al., 2014); sin embargo, su utilizacion dentro
del proceso de produccién es mas compleja de lo que se podria imaginar, debido a
que la capacidad Killer depende de multiples factores, como el medio utilizado, la
concentracion de levadura Killer vs. levadura sensible, los microorganismos
presentes como cultivos iniciadores del proceso de fermentacién, temperatura,
entre muchas otras (da Silva, 1996; Maturano et al., 2012; Pérez et al., 2001;
Sangorrin et al., 2001). Las toxinas Killer son, entonces, un area de investigacion
amplia que puede ser aprovechada en los diferentes ambitos cientifico, clinico e
industrial.

2.5 Chogue osmotico y via HOG

Los organismos tienen la capacidad de respuesta y adaptacion a diferentes
estimulos ambientales. Cuando se habla de organismos unicelulares, dichos
estimulos influyen en el metabolismo, crecimiento y division celular. Uno de los mas
comunes, es el estrés osmotico, el cual, induce un gradiente termodindmico entre
los medios intra y extracelular, causando la primer respuesta de la célula que sera
la salida o entrada de agua, acompafada de cambios en el volumen celular, para
regular dicho sistema y mantener un equilibrio homeostatico (Fanjul de Moles et al.,
2008); sin embargo, este cambio repentino en las concentraciones de los
compuestos presentes en la célula puede ser perjudicial para su funcionamiento
general.

Cuando se trata de un choque hiperosmatico, en el que el medio extracelular se
encuentra mas concentrado que el medio intracelular, la célula pierde agua en
respuesta y, por lo tanto, su volumen se reduce considerablemente (Martinez De
Marafion et al., 1996; Saldafa et al., 2021). De esta manera, se necesita un segundo
sistema de defensa activo, que pueda reducir los efectos negativos que ha causado
la reduccion del volumen celular. Particularmente en la levadura, estos procesos
han sido ampliamente estudiados.

La respuesta celular en la levadura ante un estrés hiperosmaético se centra en
producir y acumular osmolitos como aminoacidos, iones y, mas importantemente,
glicerol, para mantener un equilibrio y poder restablecer el volumen celular
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eventualmente (Babazadeh et al., 2014; De Nadal & Posas, 2022b). La via HOG,
incluye proteinas quinasas activadas en respuesta a estrés, por lo que la activacion
de esta via repercutird en la concentracion de glicerol intracelular, transportadores
de iones, metabolismo celular y traduccion de ARNms (Hohmann et al., 2007). De
manera general, la célula detecta un estrés hiperosmético mediante las proteinas
Sinly Shol (Maeda et al., 1995).

La histidina quinasa transmembranal SInl, mediante un sistema de fosforelevo,
activard las proteinas Ypdly Sskl, que a su vez activaran la MAP cinasa 3 (MAPK3)
Ssk2/22 y por consiguiente activara la MAPK2 Pbs2 (Maeda et al., 1995; Posas &
Wurgler-Murphy, 1996). Por otro lado, Shol en conjunto con las proteinas
transmembranales Msb2, Hkrl y Opy2 activardn a la GTPasa Cdc42 en respuesta
al estrés hiperosmotico (Tatebayashi et al., 2007). Esta Gltima activara la quinasa
Ste20, quien activara la MAPK3 Stell para convergir en la via de las MAPKs con
Pbs2 (Raitt et al., 2000). Siguiendo la linea rio abajo de activacion, esto lograra que
Hoglp sea fosforilada y translocada al nucleo, donde se unird a la cromatina en
regiones codificantes de los genes asociados en respuesta a estrés (De Nadal &
Posas, 2015; Rep et al., 2000), arresto del ciclo celular (Escoté et al., 2004) y
produccion de glicerol (Babazadeh et al., 2014), reclutando el complejo ARN
polimerasa Il (Alepuz et al., 2003) y la histona desacetilasa Rpd3 (De Nadal et al.,
2004). Hogl también se encuentra asociado a la biogénesis del ARNm, su
estabilidad y exportacion del nucleo, tomando un papel importante en varios pasos
del proceso transcripcional (Molin et al., 2009; Regot et al., 2013; Romero-Santacreu
et al., 2009; Warringer et al., 2010).

La via HOG se considera una respuesta secundaria o pasiva ante el choque
osmaGtico, comenzando desde los primeros minutos y alcanzando su activacion
maxima a los 45 minutos del choque (Babazadeh et al., 2013); sin embargo,
esfuerzos de diversos estudios han funcionado para comprender, que la via HOG
no es un sistema de “encendido/apagado”, sino mas bien, una via que se encuentra
de manera constitutivamente encendida en la célula, con una retroalimentacion
negativa, lo que destaca en un gran umbral de activacion (Babazadeh et al., 2013;
Macia et al., 2009).

Aungue esta via ha sido ampliamente estudiada en levaduras por su relevancia en
los diferentes procesos celulares mencionados anteriormente, otros autores han
realizado esfuerzos para caracterizar la respuesta primaria o rapida ante un estrés
osmatico de poca duracion. Los resultados indican que, al menos S. cerevisiae,
posee una alta capacidad de regulacion del volumen celular ante choques
osmoticos de alta molaridad (1-1.5M de KCI, NaCl, sorbitol o glicerol) en los que es
capaz de reducir su volumen hasta en un 60% en menos de 10 segundos
manteniendo la viabilidad celular (Martinez De Marafion et al., 1997; Martinez De
Marafon et al., 1996; Morris et al., 1983; Petelenz-Kurdziel et al., 2011; Saldafa et
al., 2021); de igual manera al ser regresada a un ambiente hipotonico, es capaz de
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recuperar su volumen por completo en el doble de tiempo (Morris et al., 1983;
Saldafa et al., 2021).

Como podria esperarse, estos cambios en el volumen celular estan acompafiados
de cambios morfologicos de la superficie de la célula, en los que se comprometen
los organelos y espacios celulares (Morris et al., 1983; Petelenz-Kurdziel et al.,
2011; Saldafia et al., 2021), sin embargo, S. cerevisiae puede mantenerse viable el
tiempo suficiente para adaptarse a dichas condiciones adversas.

2.6 Fe*3y su papel bioldgico en levaduras

Dentro de los multiples nutrientes esenciales para las células eucariotas se
encuentran a los micronutrientes. Uno de ellos es el Hierro (Fe*3), que se encuentra
funcionando como cofactor en procesos celulares como la respiracion, biosintesis
de lipidos y aminoacidos, traduccion, replicacion y reparacion de ADN, entre otros
(Galaris et al., 2019; Romero et al., 2021). Por esta razén y debido a su potencial
redox, las células cuentan con diferentes mecanismos para captar, aprovechar y
desintoxicarse de este metal, ya que en grandes cantidades causa dafio a proteinas,
lipidos y acidos nucleicos.

En levaduras, de manera general, se conocen dos vias para la captacion de Fe*:
cuando se encuentra en escasez y cuando existe un exceso de Fe*? citosélico. En
la primera, los factores de transcripcién Aftl/2, que se encuentran expresados
constitutivamente, se translocaran al nicleo para activar un grupo de genes (~30)
conocido como el “regulon de hierro”, que incluye genes relacionados con
adquisicién de hierro del ambiente (metaloproteasas, transportadores), movilizacién
de hierro intracelular (hacia la mitocondria y vacuolas), sintesis de grupos Fe-S, asi
como la adaptacién a un metabolismo deficiente de hierro (Cyert & Philpott, 2013;
L. Li & Ward, 2018; Martinez-Pastor et al., 2017; Philpott et al., 2012). Por otro lado,
cuando la célula contiene un exceso de hierro en el citosol, la unién de dos grupos
2Fe-2S al dominio de activacion rico en cisteinas de Yap5, inducira un cambio
conformacional que activara la transcripciéon de CCC1, una proteina transportadora
de iones encargada de importar el exceso de Fe*3 hacia la vacuola, asi como la
transcripcion de Grx4 y Tywl, que ayudaran a la formacion de grupos Fe-S que se
uniran a proteinas, disminuyendo el Fe citosodlico (A. Li et al., 2011; L. Li & Ward,
2018; Martinez-Pastor et al., 2017; Outten & Albetel, 2013).

Estas vias de sefalizacion son sumamente complejas debido a que participan mas
proteinas desde diferentes organelos de la célula para garantizar la respuesta
correcta ante el estimulo y la sobrevivencia de ésta. Para las levaduras, cuando se
tiene un exceso o una deficiencia de hierro el efecto dependera de cada cepay lugar
de origen; mientras que existen cepas de S. cerevisiae que pueden crecer en un
medio “suficiente” de Fe*3 con concentraciones de 5-40 uM (Holmes-Hampton et
al., 2013; Martinez-Garay et al., 2016), cepas de diferentes origenes pueden crecer
en medios con concentraciones elevadas de 5-10 mM (Sorribes-Dauden et al.,
2022), asi como cepas conocidas como “resistentes” a Fe*3, pues crecen en medios
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con concentraciones de hasta 20 mM (Canadi Juresié et al., 2021). Esta diversidad
provee de una gran ventaja para el estudio de la importancia de Fe*3 en distintos
procesos celulares.

3. Justificacion

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema Killer en Saccharomyces
cerevisiae tiene un gran potencial de aplicaciébn para los diferentes campos
cientifico, clinico e industrial; sin embargo, la efectividad y estabilidad de este
sistema depende no solo de la interaccion de multiples factores ambientales, sino
también del campo de aplicacion y, por consiguiente, la necesidad a cubrir.

La produccion de la toxina en grandes cantidades, interaccion e inhibicion de otros
microorganismos, duracién y efecto a corto o largo plazo, son todos resultados que
vendran de una combinacion de factores diferentes al tratarse de un sistema
complejo.

La generacién de conocimiento sobre las variables que afectan de manera positiva
0 negativa la efectividad del sistema es de suma importancia para comprender cada
vez mas como es que funciona la produccion de la toxina bajo diferentes
condiciones. Los resultados obtenidos en este proyecto aportaran un nuevo enfoque
sobre la produccion de la toxina Killer en S. cerevisiae, asi como herramientas que
ayuden a comprender desde una nueva perspectiva las variables que afectan al
sistema, para ser consideradas en los distintos campos de aplicacion en las que
sean requeridas.

4. Objetivos

4.1 General

Determinar la produccién de la toxina K1 durante la regulacién del volumen celular
de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

4.2 Particulares

1. Determinar la capacidad de regulacion de volumen celular de S. cerevisiae
Killer ante cambios osmoticos.

2. Determinar la produccion de la toxina Killer K1 de S. cerevisiae en diferentes
condiciones mediante ensayos de inhibicion en placa.

3. Inducir la produccién de la toxina Killer K1 de S. cerevisiae mediante choque
osmatico KCI 1 M.

4. Evaluar la expresion del gen de la toxina Killer K1 posterior a un choque
osmatico con KCI 1 M.

5. Metodologia

Todos los experimentos fueron realizados en el Laboratorio de Biofisica de
membranas de la Facultad de Ciencias Naturales, UAQ campus Juriquilla. El
proyecto fue aprobado por el comité de Bioética en marzo de 2022 (07FCN2022).
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5.1 Almacenamiento de cepas

Las cepas BY4742 (MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0), W303 (MATa/MATa
{leu2-3,112 trp1-1 canl-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15} [phi+]), 42300 (MATalpha
ade?2 thrl ski2-1 [KIL-k1]; productora de K1) y 5x47 (MATa/MATalpha hisl/+ trpl/+
+/ura3 [KIL-0]; sensible) fueron sembradas en agar YPD a 28°C durante 24 a 48 h
y almacenadas a 4°C.

5.2 Chogque osmaético

En condiciones de esterilidad, se sembraron cada uno de los cultivos anteriores en
50 ml de medio YPD por separado, a 28°C durante 24 a 36 h en agitacion constante
a 120 rpm.

Para la colecta de células, el cultivo fue transferido a un tubo conico marca Falcon
previamente pesado y etiquetado, para centrifugar a 3 000 rpm durante 10 minutos
y desechar el sobrenadante. Posteriormente, se agregaron 10 mL de agua destilada
y se homogeniz6 el botdn de células para nuevamente centrifugar y desechar el
sobrenadante. Este lavado fue repetido dos veces. Finalmente, se obtuvo el peso
hamedo de las células colectadas y se resuspendieron en relacién peso-volumen
(g/mL) con agua destilada.

En tubos de microcentrifuga previamente pesados y etiquetados, se agregaron 400
pL del homogenizado anterior (un tubo por cada cepa) y se centrifugaron a 13 000
rpm durante 1:30 minutos, para posteriormente eliminar el sobrenadante con una
pipeta evitando tomar células del botdn y se registr6 el peso obtenido. Para realizar
el choque osmatico se agrego6 la solucion osmotica de KCI 1 M en relacion peso-
volumen mg/pL, se homogenizé perfectamente en vortex y se centrifugé con las
mismas condiciones anteriores. Por ultimo, se retir6 el sobrenadante y se registro el
peso obtenido. Para poner a prueba la regulacion del volumen celular en medio
hipoténico, se agregaron 500 pL de agua destilada y se repitid el proceso para
registrar nuevamente el peso de las células. Con cada muestra obtenida en los
tubos de microcentrifuga se obtuvieron 3 pseudoréplicas (3 choques osmoéticos a
cada muestra).

5.3 Produccién de la toxina control

5.3.1 Condiciones de cultivo

La cepa productora de la toxina K1 (42300), asi como la cepa sensible (5x47) de S.
cerevisiae fueron cultivadas en 25y 10 mL de medio YPD, respectivamente, durante
24 h a 28°C y 120 rpm. Posteriormente, en condiciones de esterilidad, se tomé 1
mL de la cepa productora en un tubo de microcentrifuga estéril previamente pesado
y se centrifugd a 13 000 rpm durante 1:30 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
registro el peso obtenido de las células.

Para conocer la cantidad de medio inductor a agregar, se utilizé la siguiente relacion
base:

100 mg de células ~ 1 000 pL de medio inductor.
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Las células fueron cultivadas en su cantidad correspondiente de cada medio
inductor a utilizar (Ml y MIF, ver anexo 1: medios de cultivo) durante 16 h, a 28°Cy
120 rpm en un tubo Falcon de 50 ml estéril previamente pesado.

5.3.2 Halos de inhibicion.

Posterior a la incubacion de 16 h, las células se centrifugaron a 13 000 rpm durante
1:30 minutos para separar el sobrenadante y colocarlo en un tubo estéril diferente,
mientras que las células restantes fueron pesadas nuevamente.

La evaluacion de halos inhibicion se realiz6 en cajas con agar YPD pH 4.7, en las
cuales, se sembro un césped de 3 mg de la cepa sensible 5x47. Posteriormente, se
colocaron botones de 2 mg de células de la cepa inducida y su cantidad
correspondiente de sobrenadante, esto con el objetivo de evaluar el halo de
inhibicion producido por las células y el sobrenadante obtenido del medio inductor.

Para conocer la cantidad de sobrenadante correspondiente a 2 mg de células se
mantuvo la siguiente relacién:

Suponiendo que se recuperaron 100 mg de células posterior a las 16 h de induccién:
100 mg de células ~ 1 000 pL de medio inductor

2 mg de células a colocar ~ 20 pL de sobrenadante a colocar.

Las cajas fueron incubadas a 28°C y se evaluaron a las 16 y 24 h para la posterior
medicion del halo de inhibicion.

5.4 Solucion osmatica en céspedes de 5x47

Para evaluar el posible factor de confusibn que suponia agregar la soluciéon
osmotica en el césped de 5x47 realizado en cajas YPD pH 4.7 y 7, se cultivo la cepa
sensible en las mismas condiciones mencionadas anteriormente, para realizar
céspedes de 3 mg.

Sobre cada césped se colocaron 12 circulos de papel filtro en filas de 4x3, con un
filtro extra como control, de manera que se agregaron las cantidades 1, 7,9y 11 uL
de la solucion osmdética a evaluar, tres veces. En el filtro control se agregaron 9 pL
de agua destilada estéril. Las cajas fueron observadas a las 8, 12, 24 y 48 h para
evaluar la existencia de halos de inhibiciébn en el césped. Este experimento fue
repetido tres veces.

5.5 Produccién de la toxina posterior al choque osmético

Las células de la cepa productora 42300 fueron sembradas e inducidas en ambos
medios inductores MI y MIF como se ha descrito anteriormente. Una vez
transcurridas 16 h, las células fueron centrifugadas en tubos de microcentrifuga
estériles, previamente pesados y se retir0 el sobrenadante. Se trabajaron dos
condiciones experimentales diferentes: células lavadas (L) y células sin lavar (SL).
Las células L se lavaron dos veces con 1 000 pL de agua destilada, homogenizando,
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centrifugando y desechando el sobrenadante. Durante este proceso, las células SL
permanecieron sin ninguna alteracion.

Posteriormente, se obtuvo el peso de las células para agregar KCl 1 M en relacion
mg/uL. Se homogenizaron en vortex y se centrifugaron a 13 000 rpm durante 1:30
minutos. El sobrenadante se transfirio a un tubo de microcentrifuga nuevo estéril
para su posterior uso, mientras que las células se mantuvieron en condicion
hiperosmotica agregando nuevamente KCI en la misma relacion. Con este nuevo
homogenizado, se sembraron 2 mg de cada una de las condiciones (L, SL) en cajas
YPD pH 4.7 previamente sembradas con céspedes de 3 mg de la cepa sensible
5x47. Una vez realizado esto, las células fueron centrifugadas nuevamente para
desechar el sobrenadante y agregar agua destilada en relacion 1 mg/2 L. Se repitié
todo el proceso anterior y se sembré la misma cantidad de células. De la misma
manera, se sembraron en cajas YPD pH 4.7, 2 puL de cada uno de los sobrenadantes
obtenidos: sobrenadante L en KCI, sobrenadante L en agua destilada, sobrenadante
SL en KCI y sobrenadante SL en agua destilada. Cada siembra se realizd por
cuadruplicado y todas las cajas fueron incubadas durante 16 a 24 h a 28°C.

() control
@ ontrol

Células Sobrenadante

Figura 1 Produccion de la toxina posterior al choque osmotico, representacion
esquematica.

Orden en el que fueron colocadas las células de diferentes condiciones (L, SL) y
tratamientos (KCI, H20), asi como el sobrenadante obtenido de cada uno de ellos y
Sus respectivos controles.

5.6 RT-PCR para ARNm de K1

5.6.1 Extraccion de ARN

Las células de la cepa productora 42300 fueron cultivadas e inducidas en ambos
medios inductores como se ha descrito anteriormente, cuidando que se mantuviera
un cultivo de aproximadamente 100 mg de células por cada tratamiento a evaluar.
La extraccion del material genético se realizO con el método de Trizol (Life
Technology Invitrogen). Inmediatamente después de obtener a las células de cada
tratamiento correspondiente en tubos de microcentrifuga estériles (Control: sin
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tratamiento; SL: sin lavar, sin tratamiento; SL+KCI: células sin lavar con choque
osmotico con KCI 1 M; L+2L: células lavadas dos ocasiones con agua destilada
estéril; L+2L+KCI: células lavadas en dos ocasiones con agua destilada estéril y
posteriormente aplicando un choque osmotico con KCI 1 M; 5x47: células sensibles
no productoras de la toxina), se les agreg6 750 uL de Trizol, asi como 3 perlas de
vidrio estériles y secas para mantenerlos en hielo seco durante 5 minutos.
Posteriormente, fueron trasladados a un bafio de agua a una temperatura de 80°C
y agitados en vortex durante 30 segundos. Este proceso fue repetido 5 veces para
lisar a las células por choque térmico.

Se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos previo a agregar 0.2 mL
de cloroformo por cada 1 mL de Trizol utilizado y se agitaron vigorosamente con la
mano. Se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos para después, ser
centrifugados a 13 000 rpm durante 15 minutos. Se tom¢ la parte acuosa obtenida
de cadatuboy se recuperd en un tubo de microcentrifuga nuevo, al cual se le agregé
0.5 mL de isopropanol por cada 1 mL de Trizol utilizado. Se agité6 suavemente con
una micropipeta y se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente se centrifugaron a 13 000 rpm durante 10 minutos para precipitar el
material genético y se decanté el sobrenadante. El pellet resultante se lavo con 1
mL de etanol frio al 75%, se agitd con la mano y se centrifugd 5 minutos a 13 000
rpm. Por ultimo, se decanto el sobrenadante y se dejaron secar durante 5 minutos,
para posteriormente resuspender el ARN en 20 pL de agua libre de nucleasas.

5.6.2 ADNc

Para conocer la cantidad y pureza del ARN obtenido, se leyeron las muestras en un
nanodrop, revisando que las relaciones 260/280 y 260/230 fueran adecuadas. Se
realizaron las diluciones correspondientes para manejar 1 ug/pL de ARN. Se realiz6
un tratamiento con DNAsa:

ARN 1ug Se incubaron a temperatura ambiente durante 15

DNAsa | 0.5 uL (0.5 u) minutos y posteriormente a 70°C durante 5 minutos

Buffer |4puL (M-MLV RT | en el termociclador SimpliAmp (de Applied
5X) Biosystems).

H20 12.5 uL

Tabla 1 Reactivos para la S€ afiadio 0.5 pL de oligonucledtido antisentido (5
reacciéon de sintesis de MM)y 0.5 pL de dNTPs (10 pM). Se incubaron a
ADNC. temperatura ambiente durante 5 minutos para

posteriormente agregar 0.5 pL (20 u) de inhibidor
de ARNasa e incubar a 42 °C durante 2 minutos. Pasado el tiempo, se afiadi6 0.5
puL (100 u) de la enzima RT-superscript y en un termociclador se incub6 a 42°C
durante 50 minutos y posteriormente a 70°C durante 15 minutos.

El ADNc obtenido se guardd a -20°C para su posterior uso.
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5.6.3 PCR

Para amplificar el gen que codifica para la toxina K1 producida por la cepa 42300,
se realizé una Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) bajo las siguientes
especificaciones:

El control positivo para este experimento se traté de
un amplicon de K1 sin ningun tratamiento mientras

que el control negativo fue una reaccién sin molde

(ADNCc). Las condiciones de amplificacion fueron 1

MasterMix (Applied | 10 pL
Biosystems)

Oligos (Fy R) 1puL
ADNC 2 uL
H20 7 pL

minuto a 95°C, 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1

Tabla 2. Reactivos para la

reaccion de PCR.

minuto a 66°C y 1 minuto a 72°C para finalizar con
10 minutos a 72°C.

Los cebadores utilizados fueron:
oligo F 5-GCGGGATCCGCGATGACGAAGCCAACCCAAGTATTAGTTAG-3'.
oligo R 5-GCATCTAGACTAGTGGCCTGTGTCACAGCCTTCAAAG-3'.

5.7 Secuenciacion del producto de PCR

5.7.1 Ligacion a vector de clonacion y transformacion de células competentes
Se realiz6 una clonacion usando el vector pPGEM-T easy con 5 pL de cada producto
de PCR obtenido.

10 uL | Buffer T4 DNA
Ligase

2 uL Plasmido

2 uL T4 ligasa

5 pL PCR

1puL H20

Tabla 3. Reactivos para la
ligacion de producto de

PCR en el vector de

clonacion.

1L ADN

1puL Buffer Tango
10x

2 uL EcoR1

7.2 uL | H20

Tabla 4. Reactivos

para la digestion de
vector de clonacion.

Se realizé la transformacion quimica de células
competentes (Escherichia coli XL-BLUE) en agar
LB+amp, con un crecimiento de 24 h, posterior al cual,
se seleccionaron 5 colonias de cada tratamiento para
ser resembradas en parches.

5.7.2 MIDlpreps

Para asegurarse que las colonias seleccionadas
fueran clonas con el producto de PCR, se realizé una
purificacion de plasmido mediante la técnica de
MIDIpreps, asi como una digestiéon de éste para su
posterior observacion en un gel de electroforesis.

La digestion fue observada en un gel de agarosa 0.7%
para asegurarse de definir correctamente los tamafios
de las bandas obtenidas. Aquellas clonas que
obtuvieran un tamafo correcto del vector y del
producto de PCR fueron seleccionadas para su
secuenciacion mediante el método de sanger en la

unidad de servicios de secuenciacién del LANGEBIO, Irapuato.
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5.8 Toma de fotografias, analisis de imagen y andlisis estadisticos

Todas las fotografias fueron tomadas con una camara de 64 MP (celular) desde un
tripié con una distancia de 25 cm. Las fotografias fueron analizadas en ImageJ
version 1.52a en las que se midi6 el diametro (cm) de los halos de inhibicion y se
realizaron los célculos pertinentes para obtener el area de éstos (cm?); los datos
obtenidos fueron analizados en R studio version 4.2.3. Se realizaron pruebas
estadisticas de t student, t student pareado, ANOVA y pruebas post hoc de Tukey,
para datos con homogeneidad de varianza y Dunnett T3, para datos con
heterocedasticidad de varianza.

5.9 Analisis de secuencias de producto de PCR

Las secuencias de nucleétidos obtenidas fueron traducidas a secuencias de
aminoé&cidos, se buscaron probables sitios de restriccion y se realizé un
alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos mediante ClustalW para
producir un arbol filogenético por Neighbour-joining. Todos los programas utilizados
para llevar a cabo dichos andlisis fueron obtenidos de la pagina de herramientas
moleculares de Cinvestav (https://genetica.cinvestav.mx/Informacion-
PNPC/Herramientas).

6. Resultados

6.1 Chogue osmatico

El primer experimento se realiz6 con el objetivo de evaluar si la cepa 42300,
productora de la toxina K1, contaba con la capacidad de regular su volumen ante
cambios osmoticos. Para lograr esto, se registro el peso de la muestra de células a
trabajar antes de ser sometida a un choque osmoético con KCI, después del
tratamiento y una vez mas después de regresar a las células a una solucion
hipotdnica, que en este caso fue agua destilada. Este experimento también fue
realizado en la cepa sensible a la toxina, 5x47, la cepa BY4742 y la cepa W303
(figura 2a); siendo ésta ultima tomada como control debido a estudios previos
(Saldana et al., 2021).

Los resultados muestran que las células pierden peso al ser sometidas al choque
osmatico (prueba de t student pareada p < 0.0001), mismo que recuperan casi por
completo al ser regresadas al medio hipotonico (prueba t student pareada p < 0.01).
La Unica cepa que recuperd por completo su peso fue la cepa BY4742 (prueba de t
student pareada p = 0.052) (figura 2b).

Es importante mencionar que el choque osmotico fue realizado en un periodo de
tiempo entre 4 a 6 minutos y puede ser repetido multiples veces, pasando del agua
destilada al KCI de nuevo y asi sucesivamente, por lo cual, dichos cambios en el
volumen celular son un proceso rapido y reproducible. Con lo anterior, se realiz6 el
calculo de cambio de volumen (A) para cada una de las cepas utilizadas, que
representa el porcentaje de la diferencia de las medias de peso inicial y peso
obtenido posterior al choque osmaotico (figura 2b); estos resultados indican que la
cepa 42300 reduce su volumen hasta en un A = 25.30%, siendo ésta la que mayor
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reduccion de volumen presenté de las 4, seguida de W303 con un A = 22.51%, 5x47
con un A =19.91% y por ultimo BY4742 con un A = 17.65%.

BY4742

A =25.30% A=1991% A=17.65% A=2251%

*

S S— wEE RER Ld
200- *hA  REE — whk KAk Thkk  KEK
T
L =
T
150-
g
> B s/T
2100 KCl
E H,0
50-
0-
42300 5x47 BY4742 W303

Cepa

Figura 2. Choque osmotico en diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae.
a) Fotografias que ilustran el cambio en el volumen de las células sometidas a
cloruro de potasio 1 M.
b) Peso obtenido (mg) antes y después de someter a las diferentes cepas a un
choque osmdético con cloruro de potasio y posteriormente con agua destilada.
Las lineas sobre las barras representan el error estandar. Los asteriscos sobre

las barras representan el valor p obtenido de la prueba estadistica: * <0.01; ***
<0.0001.

Tratamiento
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6.2 Produccion de la toxina control

Para evaluar la produccion de la toxina en condiciones basales, se utilizaron los
medios inductores Ml y MIF, que contienen concentraciones diferentes de sales (ver
anexo 1: medios de cultivo). Después de 16 h de induccion, se realizaron los
experimentos de inhibicién en placa con las células y el sobrenadante obtenido de
éstas sobre céspedes de la cepa sensible (figura 3a). Los resultados muestran que
no existe diferencia entre los halos de inhibiciéon (cm?) obtenidos por las células
independientemente del medio utilizado (prueba de t student p = 0.35); sin embargo,
el halo de inhibicibn (cm?) obtenido por la toxina secretada al medio fue
significativamente mayor (prueba de t student p < 0.00001) cuando las células
fueron inducidas en medio MI, a diferencia del medio MIF (figura 3b).

a)
Ml
b) MIF
0.5-
—
R — L
06
04-
<€ 0.3 &
5 504
< 0.2- =
0.2
0.1-
0.0 0.0
M MIF M MIF
Medio inductor Medio inductor

Figura 3. Halos de inhibicién obtenidos de la cepa productora de la toxina K1.
a) Fotografias que ilustran los halos de inhibicion obtenidos por células
productoras de la toxina Killer sobre céspedes de células sensibles en
ambos medios inductores (izquierda), asi como la toxina contenida en el
sobrenadante de éste (derecha).



b) Diferencias en el area de inhibiciéon producida (cm?) en los distintos
medios inductores a los cuales se sometio la cepa productora de la
toxina. En el lado derecho el resultado de las células, en el izquierdo
del sobrenadante.

Las lineas sobre las barras representan el error estandar. Los asteriscos

sobre las barras representan el valor p obtenido de la prueba estadistica:

*** <0.00001.

6.3 Solucion osmatica en céspedes de 5x47

Los experimentos de inhibicion en placa a pesar de ser sencillos y altamente
reproducibles contienen muchos factores a controlar para asegurar que el halo de
inhibicion observado se debe exclusivamente a la toxina Killer secretada por la cepa
productora; por esta razon, se evalué el posible efecto de la solucion de KCI 1 M
sobre el césped de la cepa sensible 5x47 (figura 4). El papel filtro fue utilizado con
el propdsito de localizar visualmente el punto exacto en el que fue colocada la
solucion osmadtica. No se mostraron halos de inhibicion en ninguna de las
cantidades de solucion osmotica colocadas a las 8, 12, 24 y 48 horas de crecimiento
del césped, indicando que dicha solucion no produce efecto alguno en el crecimiento
de éste y puede ser utilizada para experimentos posteriores.

Figura 4. Solucion osmoética sobre céspedes de cepa sensible.

Fotografia representativa de los experimentos realizados para evaluar el posible
factor de confusion que suponia utilizar la solucién osmética sobre los céspedes de
la cepa sensible.
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6.4 Produccion de la toxina posterior al choque osmdético

La evaluacion de la produccion de la toxina posterior al choque osmético se realizo
tras la union de las metodologias de choque osmoético y cambio de volumen, asi
como la evaluacion de halos inhibicién en placa; para lo cual, se consideraron dos
condiciones a evaluar durante este proceso.

En el primer experimento de este trabajo, las células son sometidas a dos lavados
con agua destilada previo al tratamiento con KCI, mientras que las células que han
sido obtenidas del medio inductor se siembran directamente en los céspedes de
células sensibles, de manera que, para obtener una evaluacibn mas acertada de
estos procedimientos, se evaluaron dos condiciones previas al choque osmotico:
células lavadas (L) y células sin lavar (SL). Las células L fueron lavadas en dos
ocasiones con agua destilada estéril tras haber sido obtenidas del medio inductor,
mientras que las células SL permanecieron sin alteraciones. Después del
tratamiento obtenido (lavadas o sin lavar) ambas fueron sometidas a un choque
osmatico con KCI 1 M y sembradas en céspedes de la cepa sensible para evaluar
la produccién de la toxina mediante halos de inhibicion. Posteriormente, ambas
fueron regresadas a condiciones hipotonicas (agua destilada) para, de igual
manera, evaluar la produccion de la toxina bajo estas condiciones. Los
sobrenadantes obtenidos de cada condicidbn osmoética también se utilizaron para
evaluar la secrecion de la toxina en el momento del choque osmdtico (figura 1).
Este experimento fue realizado con células de la cepa 42300 inducidas en ambos
medios inductores Ml y MIF de manera independiente.

6.4.1 Células en Medio MI

Los halos de inhibicién (cm?) observados en las células obtenidas del medio inductor
MI muestran una diferencia significativa contra el control (ANOVA p < 0.05) (figura
5). Las células L y SL al ser sometidas al choque osmético con KCI mostraron un
halo de inhibicion mayor que el halo producido por las células control (p < 0.01). A
pesar de que los halos producidos por las células L posterior al chogue son
mayores, no existe una diferencia significativa entre éstos y los halos obtenidos por
las células SL posterior al choque (p = 0.9) (figura 5b). Un efecto similar fue
observado en los halos de inhibicién cuando las células fueron regresadas al medio
hipotonico, ya que fueron mayores que el control (p < 0.05), pero no existen
diferencias significativas entre ellas (p = 1) (figura 5b).

Por otro lado, cuando se evalud el sobrenadante obtenido de las condiciones
osmaticas a las cuales fueron sometidas las células, no se observé ningun halo de
inhibicidn, lo que sugiere que las células no secretan toxina al momento del choque
osmatico con KCI (figura 5c).

6.4.2 ARNm de K1 en medio Ml

Las diferencias en los resultados anteriores permitieron observar los distintos
comportamientos de las células productoras de la toxina en cada una de las
condiciones y tratamientos. La secrecién de la toxina posterior al choque osmético
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abre la pregunta de qué tan rapida es la respuesta ante esta condicion, tomando en
cuenta que el tiempo promedio en el que se realiza el experimento es de 4 a 6
minutos. Por esta razén, se realizé una extraccion de ARN total para observar los
cambios de los niveles transcripcionales en la expresion de la toxina Killer en cada
tratamiento; se agregd una nueva variable a considerar, de acuerdo con los halos
de inhibicion obtenidos (figura 5b), que fue la produccién de la toxina después del
lavado doble con agua destilada antes del choque osmético en las células L de
ambos medios inductores.

Para observar la presencia e integridad de cada uno de los productos de PCR se
realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7% (figura 6); éste nos indica
gue todos los productos fueron exitosamente obtenidos y que presentan un tamafio
un poco mas grande que el esperado para la secuencia de la toxina K1
aproximadamente 1000 pb (Bostian et al., 1984). La intensidad de las bandas
obtenidas permite inferir, de manera cualitativa, diferencias entre cada uno de los
transcritos, similares a las observadas en los halos de inhibicion.
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|
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0.2
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Figura 5. Produccion de la toxina posterior al choque osmotico, medio inductor MI.

a) Fotografia que ilustra los halos de inhibicion obtenidos por la cepa productora
de la toxina K1 en diferentes condiciones (L, SL) y tratamientos (KCI, H20)

b) Diferencias del area de inhibicion producida (cm?) en los diferentes
tratamientos y el control.

c) Fotografia que ilustra la falta de halos de inhibicion por los sobrenadantes
obtenidos de cada tratamiento.

Las lineas sobre las barras representan el error estdndar. Los asteriscos sobre

las barras representan el valor p obtenido de la prueba estadistica: ** <0.01.

SL + KCL
L + 2L + KCI

Figura 6. ARNm de K1 en medio MI.

a) Productos de PCR obtenidos a partir del ADNc de K1 posterior al choque
osmaotico en medio MI. CTRL MI: Control MI; SL: células sin lavar, sin
tratamiento; SL + KCI: células sin lavar con choque osmotico; L + 2L: células
lavadas dos veces; L + 2L + KCI: células lavadas dos veces mas choque
osmotico; 5x47: células sensibles (no productoras de toxina); CTRL+: control
positivo; CTRL-: control negativo.
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b) Halos de inhibicién obtenidos posterior al choque osmético. De arriba hacia
abajo: al momento del choque osmotico (sobrenadante obtenido), después
de 16 h (células productoras).

6.4.3 Células en Medio MIF

Los halos de inhibicién producidos por las células que se obtuvieron del medio
inductor MIF también mostraron una diferencia significativa contra el control
(ANOVA p < 0.05) (figura 7); sin embargo, en este caso las células L después de
haber sido sometidas al choque osmatico, son las Unicas en generar un halo de
inhibicidn significativamente mayor al control (p < 0.01), sin diferencias significativas
entre los demas tratamientos (figura 7b). Interesantemente, el sobrenadante
obtenido bajo estas condiciones si logra generar un halo de inhibiciébn sobre el
césped de células sensibles y existe diferencia entre los diferentes tratamientos
(ANOVA p < 0.001) (figura 7c). Dichos halos de inhibicién son significativamente
mayores al obtenido por el sobrenadante del medio inductor posterior a las 16 h de
induccion (control) (p < 0.001); asi mismo, el sobrenadante obtenido por las células
L posterior al choque osmético genera un halo de inhibicion significativamente
mayor que el generado por el sobrenadante de las células SL posterior al choque
osmoético (p < 0.05), sin ninguna diferencia significativa entre los tratamientos
restantes (figura 7d).

Esto indica una clara diferencia entre el medio inductor utilizado y los tratamientos
a los cuales fueron sometidas las células, obteniendo como respuesta un
comportamiento diferente a corto y largo plazo, puesto que el halo de inhibicién es
observado a partir de las 16 h de cultivo y es constantemente producido por las
células inoculadas, mientras que el halo de inhibicion producido por el
sobrenadante, aunque también es observado una vez que el césped de las células
sensibles haya crecido, representa la produccién de toxina en un momento puntual
temporalmente, por lo cual es repoblado al cabo de 48 h.

Por ultimo, cuando son analizados los datos significativos de los halos de inhibicion
producidos por las células de los diferentes medios inductores, se obtiene que las
células L obtenidas del medio MIF posterior al choque osmatico, también producen
un halo de inhibicion mayor al control del medio Ml (figura 9) pero no entre su
equivalente de las células L en medio MlI, ni entre los tratamientos restantes; esto
indica que cualquiera de los cambios osmoticos a los cuales fueron sometidas las
células de las diferentes condiciones, son suficiente para generar un halo de
inhibicion mayor al control, resaltando las células L y SL obtenidas del medio MIF
posterior al choque osmaotico (figura 7d).

6.4.4 ARNm de K1 en medio MIF

Los productos de PCR obtenidos a partir del ADNc de las células en medio MIF
mostraron diferencias de tamafio entre ellos (figura 8a), contrario a lo que se
observo para los productos obtenidos del medio MI. Los productos del control y las
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células SL (antes del choque osmético) presentan un tamafio aproximado de 1 200
y 900 pb, respectivamente, a pesar de ser condiciones equivalentes entre ellas. Por
otro lado, el producto de las células SL posterior al choque osmotico (SL+KCI)
presenta un tamafo aproximado de 1 200 pb; mientras que el de las células lavadas
antes del choque (L+2L) parece ser ligeramente mayor que el anterior, y, por ultimo,
los productos de las células lavadas después del choque (L+2L+KCI) presentan un
tamafo muy similar al de las células SL+KCI, de 1 200 pb aproximadamente. Estos
resultados indican que el transcripto de la toxina K1 se encuentra modificado bajo
esta combinacién de condiciones. Es importante mencionar que el orden
presentado en la figura 8, conserva el mismo orden en el que se obtuvieron las
células al momento del tratamiento con Trizol para la extraccion de ARN, por lo que
ademas de los tratamientos administrados a éstas, solo existe la diferencia de un
par de minutos entre cada una de ellas.
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Figura 7. Produccion de la toxina posterior al choque osmatico, medio inductor MIF.

a) Fotografia que ilustra los halos de inhibicion obtenidos por la cepa productora
de la toxina K1 en diferentes condiciones (L, SL) y tratamientos (KCI, H20).

b) Diferencias del area de inhibicion producida (cm?) en los diferentes
tratamientos y el control.

c) Fotografia que ilustra los halos de inhibicion producidos por el sobrenadante
obtenido en cada tratamiento.

d) Diferencias del area de inhibiciéon producida (cm?) por el sobrenadante de
cada tratamiento.

Las lineas sobre las barras representan el error estdndar. Los asteriscos sobre

las barras representan el valor p obtenido de la prueba estadistica: * <0.05; **

<0.01; *** <0.001.

6.4.5 Andlisis de la secuencia de ARNm de K1

De acuerdo con los resultados anteriores, la secuenciacion de los productos de PCR
obtenidos fue indispensable. Desafortunadamente, solo fue posible obtener las
secuencias de cuatro de los cinco tratamientos, puesto que el producto de L+2L
(células lavadas antes del tratamiento) no fue exitoso al no obtener colonias que
fueran transformadas con el vector. Cabe resaltar, ademas, que estos productos
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fueron priorizados para su secuenciacion y en la finalizacion de este trabajo son los
anicos obtenidos para su posterior analisis.

La primera observacion de las secuencias obtenidas fue la diferencia de tamario
entre ellas y entre el control (secuencia de ARNm de K1 en S. cerevisiae obtenida
de NCBI, nimero de acceso KJ796680), puesto que todas presentan entre 50y 270
nucleétidos mas que el control (tabla 5). Por esta razon, la traduccion de todas las
secuencias y su posterior alineamiento multiple fue llevado a cabo. Este andlisis
permite evaluar de manera general in sillico los cambios que pudieran presentarse
en la proteina debido a la gran cantidad de nucledtidos adicionales que presentan.
A pesar de esto, el ARNm de CTRL, SL y SL + KCI presentan cambios minimos en
la secuencia de aminoacidos de la proteina, conservando todas sus subunidades
con mutaciones que parecen ser silenciosas (tabla 6); contrario a lo observado con
el ARNm obtenido de las células L + 2L + KCI, puesto que representan el péptido
de menor tamafio obtenido, careciendo de la parte terminal de la subunidad y y toda
la subunidad B. Estos resultados indican que bajo la combinacion de tratamientos a
los cuales fueron sometidos las células, la polimerasa no solamente comete errores
al transcribir la secuencia (como es de esperarse) sino que, ademas, aunque logra
transcribir la secuencia de la toxina por completo, en la mayoria de los casos, ésta
se posiciona erroneamente rio arriba de la secuencia.
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Figura 8. ARNm de K1 en medio MIF.

a) Productos de PCR obtenidos a partir de ADNc de K1 posterior al choque
osmotico en medio MIF. CTRL MIF: Control MIF; SL: células sin lavar, sin
tratamiento; SL + KCI: células sin lavar con choque osmotico; L + 2L: células
lavadas dos veces; L + 2L + KCI. células lavadas dos veces con choque
osmotico; 5x47: células sensibles (no productoras de toxina); CTRL+: control
positivo; CTRL-: control negativo.
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b) Halos de inhibicién obtenidos posterior al choque osmético. De arriba hacia
abajo: al momento del choque osmotico (sobrenadante obtenido), después
de 16 h (células productoras).
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Figura 9. Produccion de la toxina posterior al choque osmotico, medios MI, MIF y
condiciones con valores significativos.

Diferencias del area de inhibicién (cm?) entre los distintos tratamientos significativos
con su control correspondiente y entre ellos.

Las lineas sobre las barras representan el error estandar. Los asteriscos sobre las
barras representan en el valor p obtenido de la prueba estadistica: ** <0.01.

Tabla 5: caracteristicas de los productos de PCR (nt)

Id Condicion Nucleotidos Nucleotidos Nucledtidos
totales rio arriba rio abajo

KJ796680 Control 951 NA NA

1 CTRL MIF 1230 195 84

2 SL 1224 191 82

3 SL + KClI 1218 189 81

4 L + 2L + KCI 993 86 NA

Tabla 5. Caracteristicas de los productos de PCR obtenidos (nt).

Comparacion entre los productos de PCR de las diferentes condiciones osmoticas
en medio MIF y el control (secuencia de la preprotoxina K1 de S. cerevisiae obtenida
de NCBI). Nucledtidos totales y nucleétidos extra.
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Tabla 6: caracteristicas en los péptidos de los productos de PCR (aa)
Mutaciones (aa)

Id Condicién

KJ796680 Control

Aminoacidos
(aa) totales

316

aa conservados
(subunidades)

NA

CTRL

1 MIF

316

313 (6—a—y—P)

posicién
145
180
251

original

reemplazo

2 SL

316

314 (6—a—y—P)

3
196
251

3 SL + KCI

317

305 (6—a—y—P)

8
9
10
11
12
13
14
15
17
33
34
252

STTr-uo<nan<rr|imn XxTM>»-

sercion

L+2L+
KCI

211

192 (6—a—y*)

24
26
36

64

95

96
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209
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Tabla 6. Caracteristicas en los péptidos de los productos de PCR obtenidos (aa).

Comparacion entre los péptidos de los productos de PCR de las diferentes
condiciones osmoticas en medio MIF y el control (secuencia de la preprotoxina K1
de S. cerevisiae obtenida de NCBI). Aminoacidos totales (correspondientes a la
toxina), mutaciones y subunidades conservadas.
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7. Discusién

7.1 Chogue osmatico

Diferentes cepas de S. cerevisiae son capaces de reducir su volumen en presencia
de KCI 1 M y de recuperarlo casi por completo posteriormente al ser regresadas a
un medio hipotonico. En la figura 2b, es posible observar los distintos
comportamientos que cada una de las cepas adopta ante este tratamiento. La cepa
productora de la toxina fue la que mayor reduccién de volumen presentd de las
cuatro con un A = 25.30%; sin embargo, no recupera su volumen por completo. Por
otro lado, la cepa BY4742 fue la Unica cepa que recuperé su volumen por completo
al ser regresada al medio hipotonico teniendo el delta mas bajo de las cuatro A =
17.65%. Esta concentracion de KCI ha sido reportada como la concentracion
méaxima a la cual se obtiene una mayor reduccién de volumen, puesto que los
resultados de otros autores (Petelenz-Kurdziel et al., 2011; Saldafia et al., 2021)
indican que no existen diferencias significativas cuando las células son sometidas a
concentraciones 1 M y 1.5 M, independientemente del osmolito utilizado, por esta
razon no se esperaria que las células pudieran ser capaces de reducir ain mas su
volumen bajo concentraciones mas elevadas de la solucién osmdtica.

A pesar de que durante el experimento se buscé trabajar siempre con el mismo
peso inicial de células independientemente de la cepa utilizada, esto no fue posible
debido a que cada una de ellas cuenta con una tasa de crecimiento diferente y esta
variable no fue tomada en cuenta durante la realizacién del experimento, es por esta
razon, que se observl una variacion en los datos obtenidos (figura S1, diagrama
de caja y bigotes, Anexo 2: material suplementario). Algunos autores han apuntado
a explicar que el grado de respuesta ante un choque osmatico depende de la fase
de crecimiento en la que se encuentren las levaduras, puesto que las mas jovenes
tendran una pared celular mas delgada y podran reaccionar al estimulo en menor
tiempo, mientras que las levaduras en su fase estacionaria modifican la composicion
de su pared, resultando en una mas gruesa (Klis et al., 2002, 2014), y aunque
reduciran su volumen en una proporcidn equivalente a las jévenes, podrian tardar
mas en hacerlo (Martinez De Marafion et al., 1996; Petelenz-Kurdziel et al., 2011).
De esta manera, es posible que la variacion en los deltas obtenidos en cada una de
las cepas se deba a qué tan homogénea se encuentre la poblacion de células a las
36 horas de cultivo.

Aun tomando estas variables en cuenta, los resultados indican que cada cepa posee
una diferente respuesta al estimulo, puesto que todos los experimentos fueron
realizados bajo el mismo tiempo de exposicion a cualquiera de las soluciones
utilizadas. Se ha observado que la reduccion del volumen celular tras el choque
osmotico se lleva a cabo en un periodo de 8-10 segundos, mientras que la
recuperacion de volumen puede llevar hasta 20 segundos (Martinez De Marafion et
al., 1996; Saldaina et al., 2021). Es probable que cada cepa cuente con mecanismos
diferentes para la recuperacion de volumen, y por esta razon, las cepas 42300, 5x47
y W303 no hayan sido capaces de recuperar su volumen por completo al ser
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regresadas al medio hipoténico debido a que no se les dio el tiempo necesario para
hacerlo. Por otro lado, es importante mencionar que, bajo las condiciones
empleadas en este experimento, no fue posible observar el efecto reportado por
otros autores, ya que para las cepas W303, BY4741 y CBS 1171, se reporta una
reduccion de volumen de hasta un 60%, 65% y 62%, respectivamente (Martinez De
Marafion et al., 1997; Petelenz-Kurdziel et al., 2011; Saldafia et al., 2021), mientras
que las cepas 42300, W303, BY4742 y 5x47, utilizadas en este estudio, presentan
una reduccion de volumen de 25.30%, 22.51%, 17.65% y 19.91%, respectivamente.

7.2 Produccion de la toxina control

Desde el descubrimiento del fenotipo Killer, los ensayos de inhibicién en placa han
sido utilizados para observar y cuantificar de manera acertada y altamente
reproducible este fenémeno (Rodriguez-Cousifio et al., 2011; Schmittt & Tipper,
1990; Sesti et al., 2001; Somers & Bevan, 1969), estableciendo distintos parametros
para obtener resultados 6ptimos, como el rango de pH al cual la toxina es estable
(4.6-4.8) (Woods & Bevan, 1968), asi como diferentes medios “productores de
toxina” o “inductores” que, como su nombre lo dice, ayudaran a obtener mejores
resultados en dicha produccion (Bajaj et al., 2013; Flegelova et al., 2002; Orentaite
et al., 2016). Estudios en nuestro equipo de trabajo, han aportado nuevas variables
a considerar cuando se busca obtener una produccion maxima de toxina Killer bajo
el ensayo de inhibiciéon de placa, como lo son la cantidad de levadura sensible a
colocar en el césped (3 mg) y el tiempo al cual la levadura tiene un pico en la
produccion de toxina (16 h) (Molina Vera, 2021).

Cuando se evalu6é el medio inductor MI, se obtuvieron halos de inhibicién
consistentes con lo reportado por otros autores y por nuestro equipo de trabajo,
tanto de la cepa Killer (figura 3b) como de la toxina secretada en el medio
(Fredericks et al., 2021; Molina Vera, 2021; Woods & Bevan, 1968); por
consiguiente, estas condiciones fueron establecidas como nuestro primer control
(CTRL MI). Con todos estos parametros tomados en cuenta, el uso de un nuevo
medio inductor que propiciara cambios metabolicos en la levadura productora de
toxina fue evaluado.

El medio MIF, es un medio inductor modificado en las concentraciones de todos sus
ingredientes, destacando principalmente FeCls, que aumenta 500 veces su
concentracion con respecto del medio MI. Como se ha mencionado anteriormente,
el Fe*3 es un micronutriente de suma importancia dentro de diferentes procesos
celulares entre los que se encuentra el transporte vesicular (Patel et al., 2018; Tan
et al., 2022) y la respiracion celular (Garber Morales et al., 2010). Parece ser que
dichas variables estan relacionadas con el sistema Killer; la primera se cree es la
encargada de liberar la toxina al medio extracelular mediante la via secretora
(Bostian et al., 1984), mientras que la segunda puede potenciar o inhibir el sistema
Killer, ya que la principal caracteristica en comun de los medios inductores utilizados
es la presencia de glicerol, ademas, se ha observado que el fenotipo Killer puede
perderse en condiciones anaerobias (Polonell et al., 1992). Por estas razones, el
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medio MIF fue evaluado como una nueva condicién a la que se someti6 a prueba el
sistema Killer; sin embargo, cuando la cepa productora de toxina es inducida en
este medio, a pesar de obtener un halo de inhibicion semejante al producido por las
células del medio Ml, la toxina secretada en el medio MIF forma un halo de inhibicion
significativamente menor que el obtenido por la toxina secretada en el medio Mi
(figura 3b). Esto puede deberse a multiples factores, entre los que se incluyen que
la levadura sea capaz de producir la toxina, pero no de liberarla al medio de manera
eficiente o, por el contrario, que la toxina si sea liberada al medio, pero no sea
funcional; para determinarlo, experimentos de metabolomica y estudios de
protedmica seran clave para concluir si existe alguna alteracion debido a la alta
concentracion de hierro. Diversos estudios han servido para establecer la estrecha
relacion que existe entre el hierro y su metabolismo con la traduccion de proteinas,
puesto que muchas de las que se encuentran relacionadas con la iniciacion,
elongacion y terminacion del proceso traduccional necesitan de manera directa o
indirecta (en la via de sefalizacién) grupos Fe-S; tanto asi que uno de los efectos
adversos de la deficiencia de hierro es una baja en la tasa de traduccién proteica
(Romero et al., 2021). Por esta razoén, seria l6gico suponer que la tasa traduccional
aumenta cuando se tienen concentraciones de hierro mayores a las necesarias, aun
asi, mas estudios relacionados con estas variables son necesarios para poder
obtener una respuesta concreta. De cualquier manera, opuesto a lo esperado, el
efecto Killer no es potenciado bajo estas condiciones. Para efectos de este estudio,
experimentos adicionales con Brefeldina A (Lippincott-Schwartz et al., 1991) para
modificar el transporte vesicular, asi como analizar potenciales cambios en el peso
molecular de la toxina mediante electroforesis de proteinas en un gel SDS-PAGE,
proporcionaran nuevas pistas que permitan comprender mejor este fenémeno
observado.

Otra posible explicacion, es que mientras se encuentra en el medio MIF, la levadura
no produzca la toxina Killer a la misma tasa a la cual lo haria bajo otras condiciones.
Esto debido a que, a altas concentraciones de Fe*? extracelular, la levadura tiende
a encontrarse en arresto celular para sobrevivir, evitando tomar mas hierro del
necesario (Canadi JureSi¢ et al., 2021; Martinez-Garay et al., 2016; Sorribes-
Dauden et al., 2022). Esto se ha observado en diferentes cepas de S. cerevisiae
capaces de sobrevivir a altas concentraciones de Fe*?® (Sorribes-Dauden et al.,
2022), similares a las empleadas en este experimento. Tomando todos estos
resultados en cuenta, se estableci6 que el segundo control a evaluar en
experimentos posteriores, serian los datos obtenidos del medio MIF (CTRL MIF).

7.3 Produccién de la toxina posterior al choque osmético: medio MI

La produccion de la toxina posterior al choque osmotico se evalu6é en dos puntos
temporales diferentes, entre los que se pueden encontrar distintas respuestas y
procesos celulares. Dichos puntos fueron la produccion de la toxina posterior al
choque osmoético de manera inmediata (toxina presente en el sobrenadante) y la
produccion de toxina 24 horas después del choque osmoético (halos de inhibicion
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obtenidos en los ensayos de placa). Como se ha mencionado anteriormente, estos
ensayos han sido ampliamente utilizados para evaluar la produccion de toxina de
manera eficiente (Molina Vera, 2021; Rodriguez-Cousifio et al., 2011; Schmittt &
Tipper, 1990; Sesti et al., 2001; Somers & Bevan, 1969), sin embargo, se necesitan
de varias horas para observar el efecto, por lo que, en estudios de este tipo existe
la posibilidad que durante dicho tiempo la levadura se adapte, responda y modifique
procesos celulares, obteniendo que la relacion experimento-resultado no sea
estrictamente directa.

En la figura 5, cuando las células son inducidas en el medio Ml y posteriormente
sometidas al choque osmotico con KCI 1 M, los resultados indican dos puntos a
destacar: no es posible observar la produccion de la toxina, mediante halos de
inhibicién, al momento del choque osmético; y, que la produccion de toxina si es
observable cuando las células son colocadas en los ensayos de inhibicién de placa,
obteniendo diferencias significativas contra el control. Este fendmeno podria
explicarse por la respuesta de adaptacion metabdlica y de choque osmdtico.

Cuando la levadura productora de toxina se encuentra cultivada en medio YPD y
posteriormente es inducida durante 16 h en medio inductor Ml (ver metodologia
produccion de toxina control: condiciones de cultivo), se provoca un cambio de
condiciones en el medio de cultivo, el cual estresa a la cepa Killer al cambiar la
fuente de carbono. Esto, de manera general, provoca cambios en la expresion de
genes que permitan captar y metabolizar la nueva fuente de carbono, pasando de
un crecimiento fermentativo a uno respiratorio no proliferativo, reduciendo sus tasas
de transcripcién y traduccion, incluso hasta después de 11 h, tiempo al cual se
observa un pico en la produccién de ARNm nuevamente (Radonjic et al., 2005). Es
posible incluso, que la levadura entre en fase estacionaria durante este proceso,
debido a que la fuente de carbono nueva, que es glicerol, no sea suficiente para
mantener el cultivo.

Posteriormente, cuando la célula es mantenida en choque osmatico, entrara en una
fase de adaptacion, regulacion de volumen y distintos procesos celulares entre los
gue destacan la produccion de glicerol (Hohmann et al., 2007) y arresto del ciclo
celular (Escoté et al., 2004), todo esto en un espacio reducido del citoplasma
producto de la reduccion del volumen, obteniendo una tasa de respuesta mas lenta
(Geijer et al., 2013).

Estudios indican que la tasa de produccion de proteinas a nivel transcripcional y
traduccional se ve reducida cuando la célula se encuentra en arresto celular
(Martinez et al., 2004; Pérez-Ortin et al., 2019; Romero-Santacreu et al., 2009;
Warringer et al., 2010); aun asi, es capaz de responder a diferentes estimulos a
causa que la maquinaria transcripcional se encuentra presente (Radonjic et al.,
2005); sin embargo, debido a la gran carga energética que representa traducir
proteinas (Pérez-Ortin et al., 2019; Wagner, 2005), solo se encargara de traducir
aguellas que le son estrictamente necesarias para adaptarse al fenomeno al cual
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ha sido expuesta (Rep et al., 2000; Warringer et al., 2010), esto explicaria el por qué
no observamos halos de inhibicidn cuando evaluamos el sobrenadante obtenido del
choque osmdtico (figura 5c¢), lo que podria indicar que la toxina no se esta
traduciendo al no tener prioridad sobre otras proteinas; mientras que una vez que
la célula se ha adaptado al choque osmdtico, ha recuperado su volumen y se ha
adaptado a nueva fuente de carbono (Martinez et al.,, 2004), puede entonces
concentrarse en traducir aquellos ARNmM que quedaron remanentes. Por esta razén,
se vuelve necesario realizar transcriptomas de la cepa Killer en las condiciones de
estrés osmatico y altas concentraciones de hierro manejadas en este proyecto,
ademas de realizar experimentos que nos permitan medir glicerol intracelular
durante la fase de adaptacion y respuesta al choque osmotico, asi como
experimentos para comprobar que la célula entra en arresto celular.

Bajo estas circunstancias, el efecto Killer observado aqui es resultado de una
combinacion de respuestas a diferentes condiciones a las cuales la célula ha sido
sometida: cambio de medio de cultivo, induccion de proteina Killer, choque osmatico
y competencia con césped de levadura sensible. Estos resultados son consistentes
cuando se evaluaron los productos de PCR para el ARNm obtenido de las diferentes
condiciones osméticas (figura 6a) en las que se observo que dicho ARNm para la
toxina Killer se encuentra presente al momento del choque osmoético, pero no parece
estar siendo traducido a proteina al no observar halos de inhibicion producidos por
el sobrenadante obtenido en ese momento. Este ARNmM puede quedarse
precargado en los ribosomas -‘en espera’ a ser traducido, dado que se ha
observado bajo choques osméticos de concentraciones 1 M, que no solamente la
vida media de los ARNmM aumenta, sino que también éstos son retenidos en cuerpos
de P, principalmente aquellos que no son especificos para la respuesta al choque
osmoético (Romero-Santacreu et al., 2009). Esto explicaria la razén por la cual se
observan halos de inhibicion, producidos por las células, mayores que el control
independientemente de la condiciébn osmética a la cual ha sido sometida la célula:
choque osmatico con KCI 1 M o medio hipoténico (agua destilada), este estimulo
parece ser suficiente para obtener una mayor produccion de la toxina Killer.

7.4 Produccién de la toxina posterior al choque osmético: medio MIF

Es posible que las células en el medio MIF modifiquen su metabolismo fermentativo
a uno respiratorio al ser cambiadas del medio YPD al medio MIF (ver metodologia
produccion de toxina control: condiciones de cultivo), debido no solo a que se han
adaptado a una nueva fuente de carbono, sino también porque se ha observado
gue el hierro promueve la respiracion celular (Philpott et al., 2012) y como se ha
mencionado, cuentan con una fuente excesiva de éste; sin embargo, en ambos
casos se converge en una respuesta de arresto celular (Radonjic et al., 2005;
Sorribes-Dauden et al.,, 2022). Durante este evento, la célula no se encuentra
produciendo proteinas que no le son necesarias para sobrevivir, al mismo tiempo
que ha dejado de captar hierro para evitar intoxicarse (Canadi Juresié et al., 2021;
Martinez-Garay et al., 2016; Sorribes-Dauden et al., 2022).
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Cuando las células son extraidas del medio para su posterior tratamiento con KClI,
diversos fenbmenos y estimulos podrian explicar los resultados obtenidos aqui.
Primero, tenemos a las células L, que fueron lavadas en dos ocasiones previo al
choque osmdtico y son las Unicas capaces de producir un halo de inhibicion mayor
al control cuando son sembradas en el césped de la cepa sensible (figura 7b). Es
posible que estos lavados con agua sean de ayuda a eliminar el Fe*3 extracelular
gue haya quedado remanente entre las células y esto les permita adaptarse mas
eficientemente y responder con mayor rapidez al nuevo estimulo al cual han sido
sometidas: el choque osmotico. Contrario a lo observado en las células del medio
MI, cuando regresamos a las células a un medio hipotonico después de haber sido
mantenidas en KCI, éstas no producen un halo de inhibicibn mayor que el control.
El por qué sucede esto no se puede responder con certeza; bajo esta combinacion
de factores, el choque osmaético no parece ser suficiente estimulo para mantener
una tasa elevada de produccion de toxina después de salir del arresto celular y
adaptarse a la nueva fuente de carbono.

Por otro lado, las células SL, que no fueron lavadas previo al choque osmaotico,
tampoco presentan un halo de inhibicion mayor al control. Salir del arresto celular
parece ser un proceso bastante complejo y costoso para la célula (Martinez et al.,
2004; Radonijic et al., 2005) y aunque es capaz de responder a diferentes estimulos
puesto que la maquinaria transcripcional esta presente, la produccion de la toxina
Killer gueda en dltimo lugar de las prioridades celulares, dado que ademas de salir
del arresto celular, estas células SL tienen que encargarse de terminar de asimilar
y metabolizar el hierro, responder al choque osmoético mediante la via HOG para
recuperar su volumen y posterior a todo lo anterior, producir la toxina para competir
por recursos con la cepa sensible.

Uno de los resultados mas interesantes fue el observar halos de inhibicién
producidos por el sobrenadante obtenido del choque osmético (figura 7c), debido
a que esto indica que la toxina se esta liberando en ese momento, contrario a lo
observado en el sobrenadante del choque osmatico de las células obtenidas de
medio MI (figura 5c); ademas, esto apuntaria a argumentar, que las células en
medio MIF si estan produciendo la toxina Killer, pero no la liberan al medio. El
choque osmatico parece ser el estimulo faltante que las células necesitan para
liberar la toxina, posiblemente por la reduccion de volumen; sin embargo, la razén
por la cual retienen a la toxina hasta ese momento es desconocida. Por otro lado,
es importante mencionar que el sobrenadante obtenido de las células en medio
hipoténico también produce halos de inhibicién, lo que indica que la célula aun
continda liberando toxina en el swelling (durante la regulacion de volumen).

7.5 Secuencias de producto de PCR

Los productos de amplificacion secuenciados, una vez analizada su secuencia,
presentan diferentes tamafios entre ellos. A pesar de contar con una Taq polimerasa
de alta fidelidad en nuestra reaccion de PCR (ver metodologia RT-PCR para ARNm
de K1: PCR; tabla 2), cuando son evaluados en el alineamiento multiple es posible
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observar diversas mutaciones en dichos productos obtenidos, que provocan
cambios en los aminoéacidos (figura S5, Anexo 2: material suplementario).

La secuencia control (CTRL), que no ha sido sometida a ningun tratamiento, a pesar
de contar con nucledtidos rio arriba de la secuencia de la preprotoxina (tabla 5),
ésta se encuentra integra, presentando todas las subunidades conocidas y
resultando en Unicamente tres mutaciones, de las cuales, dos parecen ser
silenciosas, dado que producen aminoacidos del grupo no polar. De igual manera,
la secuencia obtenida de las células SL previo al choque osmdético, también
presenta tres mutaciones en su secuencia de aminoéacidos, de las cuales, sélo una
parece ser silenciosa; ademas, esta secuencia también conserva todas las
subunidades de la preprotoxina, como se esperaria, al tratarse de condiciones
equivalentes (tabla 6; figura S5).

Interesantemente, cuando comenzamos a tratar a las células con KCI 1 M, las
secuencias comienzan a acortarse y presentar una mayor cantidad de mutaciones.
La secuencia obtenida de las células SL + KCI presenta 12 mutaciones, de las
cuales una es una insercion y la secuencia de las células L + 2L + KCI presenta 19
mutaciones de las cuales dos son un codon de paro, ademas de carecer de toda la
subunidad B de la toxina (tabla 6; figura S5).

Este dato abre la pregunta, si dicho transcrito se traduce a una proteina funcional.
Se podria argumentar, con los resultados obtenidos en experimentos anteriores
(figura 7a 'y 7c) que si se trata de una proteina capaz de producir el efecto Killer en
células sensibles a pesar de las mutaciones observadas aqui; sin embargo, es
importante recalcar, que la extracciéon de ARN llevada a cabo en este protocolo fue
obtenida justo después de realizar el estimulo de choque osmotico. Los halos de
inhibicion obtenidos en la figura 7a pueden tratarse de una toxina diferente, al
encontrarse la célula adaptada a las condiciones expuestas mencionadas
anteriormente; de igual manera, existe la posibilidad de que el halo de inhibicién
observado en la figura 7c, tampoco represente lo observado en este transcrito,
puesto que podria tratarse de una proteina que ya habia sido transcrita y traducida
con anterioridad. Estudios posteriores evaluando la evolucién de los transcritos de
la proteina bajo estas condiciones en diferentes puntos temporales permitiran
obtener una respuesta mas acertada de si estos cambios permanecen. Esto
devuelve el foco de atencion en estudiar la estructura y funcion de la toxina, puesto
gue se ha observado que la subunidad B (Gier et al., 2019) es la que ejerce el efecto
Killer y los resultados obtenidos aqui indican que el halo de inhibicién producido por
estas ceélulas es mayor con respecto al control, mientras que el transcrito es el de
menor tamafio y carece de la subunidad .

Es valioso mencionar que, en todas las secuencias analizadas, las cisteinas se
mantienen conservadas en las mismas posiciones que en la secuencia control
KJ796680 (Figura S5, Anexo 2: material suplementario), esto es importante debido
a que la toxina madura se conforma de la subunidad alfa y beta unida por enlaces
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disulfuro (Bostian et al., 1984; Bussey et al., 1990; Marquina et al., 2002). Esto
indicaria que sin importar de la gran cantidad de nucleotidos rio arriba de la
secuencia, el procesamiento de la proteina se mantiene de manera conservada.

8. Conclusion y perspectivas

En este trabajo, se evalud la produccion de toxina Killer bajo el estrés osmotico en
células obtenidas del medio inductor MI; al mismo tiempo, dicha produccion de
toxina también fue evaluada bajo el estrés osmotico en células obtenidas de un
medio inductor diferente, el medio MIF, que se encuentra modificado en las
concentraciones de todos sus ingredientes, principalmente FeCls.

En ambos casos, fue posible obtener una mayor produccién de toxina bajo el estrés
osmatico en ensayos de inhibicién en placay, para el caso de las células obtenidas
del medio MIF, también fue posible obtener halos de inhibicién de toxina secretada
en el medio (KCI o H20), después del choque osmatico.
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Figura 10. Representacion esquematica de los resultados obtenidos en este
trabajo.

Tomando todos estos resultados en conjunto, se han obtenido nuevas formas de
evaluar y obtener una mayor produccion de toxina Killer K1 de S. cerevisiae; sin
embargo, los resultados obtenidos al analizar las secuencias del ARNm de la toxina
Killer en el momento del choque osmatico, abren nuevas preguntas sobre como
estimulos externos pueden afectar en poca (cambios minimos) o en gran medida
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(pérdidas de subunidades completas) la secuencia de la proteina y si estos cambios
pueden o no afectar la efectividad o funcionalidad de la proteina.

La informacién recabada en este trabajo, nos recuerda que el fenotipo Killer es un
sistema sumamente complejo y es afectado por todos los estimulos externos que
se presenten en la levadura, en este caso: la captacion de hierro, el choque
osmatico, medio de cultivo y fuente de carbono, asi como la interaccién con la cepa
sensible; considerando, ademas, que aunque son estimulos que si bien podrian
evaluarse de manera independiente, es sumamente complicado esperar que la
célula responda de manera exclusiva, sobre todo en simbiosis como ésta (virus My
L-A). Mdltiples estudios posteriores se deben realizar para esclarecer los procesos
involucrados aqui, considerando especialmente que el sistema Killer es una
interaccién entre dos organismos y no un factor de expresiébn que depende
Unicamente de uno de ellos: andlisis del transporte vesicular en ambos medios
inductores, asi como el andlisis de la proteina obtenida en cada resultado (cada
sobrenadante evaluado) en un gel SDS-PAGE, un transcriptoma por cada medio
inductor, asi como un transcriptoma del estrés osmotico, son tan solo algunos de
los principales estudios a realizar.
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10. ANEXO 1: medios de cultivo
10.1 Medio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose)

Receta para 100 ml:

Glucosa 2 g
Peptona de carne 2 g
Extracto de levadura 1 g

10.2 Agar YPD

6 cajas Petri de 90x15 mm

Medio YPD

Agar 259

10.3 Agar YPD pH 4.7

Receta para 100 ml

Medio YPD

Agar2.5¢g

Fosfato monopotasico (KH2PO4) 1.36 g

Procedimiento

En un matraz se agregan los siguientes reactivos: glucosa, peptona de carne,
extracto de levadura y fosfato monopotasico agregando 45 ml de agua
destilada (matraz 1).

En un matraz diferente se agrega el agar con 50 ml de agua destilada (matraz
2).

Se calibra el potenciémetro a utilizar y se mide el pH del medio preparado en
el matraz 1.

Se ajusta el pH a 4.5 con acido citrico 1 M, registrando el volumen utilizado
de éste.

Se agrega el volumen restante de agua destilada para aforar a 50 ml.
Posterior a la esterilizacion en autoclave se vacia el contenido del matraz 1
en el matraz 2, que contiene el agar.

Se homogeniza y vierte en cajas de Petri.
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10.4 Medio inductor para levaduras (M)

Receta para 100 ml.

e Extracto de levadura 0.75 g
e Peptonadecarne0.5¢g

e Glucosalg

e FeCl30.0005¢

e MnSO40.005g

e MgS040.05¢g

e (NH4)2S040.4 ¢

e KCI0.089

e CaCl20.03g

e Glicerol5.2 g

e Ajustado a pH 4.7 con &cido citrico.

10.5 Medio inductor para levaduras modificado (MIF)

Receta para 100 ml.

e Extracto de levadura 0.75 g

e Peptonadecarne 0.5¢g

e FeCl30.243 g

e MgS0O40.012 g

e (NH4)2S040.198 g

e KCI0.03¢g

e CaCl20.022 g

e Glicerol 2.6 g

e Ajustado a pH 4.7 con &cido citrico.
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11. ANEXO 2: material suplementario

11. 1 Chogue osmético a diferentes cepas de S. cerevisiae: diagrama de caja y
bigotes
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Figura S1. Diagrama de caja y bigotes de choque osmético con KClI 1 M en
diferentes cepas de S. cerevisiae. Es posible observar en este diagrama, la
capacidad de regulacién de cada cepa ante el choque osmaético debido a la variacién
de los datos. La cepa productora de toxina, 42300, tiene la menor variacion de datos
de las cuatro cepas.
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11.2 Chogque osmatico a diferentes cepas de S. cerevisiae con sorbitol 1 M
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Figura S2. Choque osmatico a diferentes cepas de S. cerevisiae con Sorbitol 1 M.

a) Fotografias que ilustran el cambio en el volumen de las células sometidas a
Sorbitol 1 M

b) Peso obtenido (mg) antes y después del choque osmoético con sorbitol y

posteriormente con agua destilada. Las lineas sobre las barras representan
el error estandar.

No existe distribucion normal en los datos presentados, por lo cual, no fue
posible realizar una prueba estadistica con ellos.
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11.3 Chogque osmoético con FeClz 1 My 15 mM a cepa productora de toxina K1
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Figura S3. Choque osmotico a la cepa productora de toxina 42300 con diferentes
concentraciones de FeCls.

a) Fotografias que ilustran el cambio de volumen de las células sometidas a
FeClz 1 M.

b) Peso obtenido (mg) antes y después del choque osmotico con FeClz y agua
destilada. Las células pierden peso al ser sometidas al choque osmotico
(prueba de t test pareado p < 0.0001), mismo que recuperan casi por
completo en agua destilada (prueba de t test pareado p = 0.002).

c) Fotografias que ilustran el invariable cambio en el volumen de las células
sometidas a FeClz 15 mM.

d) Peso obtenido (mg) antes y después del choque osmotico con FeClsz 15 mM
y con agua destilada. No existe distribucién normal de los datos, por lo cual,
no fue posible realizar una prueba estadistica con ellos. Las lineas sobre las
barras representan el error estandar.
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11.4 Produccidn de Toxina por diferentes cepas Killer de S. cerevisiae (K1 y Klus)
en medio inductor Ml y MIF
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Figura S4. Produccion de toxina Killer por diferentes cepas de S. cerevisiae.

a) Fotografias que muestran el halo de inhibicién obtenido por las células de la
cepa 42300 (productora de K1) y 1085 (productora de Klus) en diferentes



medios inductores, asi como el halo de inhibicion producido por la toxina
secretada en éstos.

b) Diferencias en el area de inhibicion producida (cm?) por las células
productoras de toxina en ambos medios inductores.

c) Diferencias en el area de inhibicién producida (cm?) por la toxina secretada
en el sobrenadante de ambos medios inductores de las dos cepas
productoras.

Las lineas sobre las barras representan el error estandar.

Debido a la falta de datos por parte de la cepa 1085, ya que no en todas las
ocasiones analizadas logré formar halos de inhibicion (n = 12), no existe
distribucion normal de los datos, por lo cual, no se realizé una prueba estadistica
para verificar la evidente diferencia entre ambas cepas.
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11.5 Secuencias de aminoacidos: analisis de alineamiento multiple

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

SO M Cavo; BSES; Cisteinas; [ESSONEN.

L + 2L + KC1 58
SL + KC1 60
SL 59
KJ796680 59
CTRL - 59
Xk KKKk s sk Kkkkkk kekkkkkk ok kkkkkkkkkkkk KKk KKk kKK KKKk
L + 2L + KC1 C 118
SL + KC1 C 120
SL C 119
KJ796680 C 119
CTRL CENC C 119
Kok ok ok ok | Kok koK kK ok kK ok kK kK ok k Kk Kk k Kk ok Kk Kk kK

* Kk Kk kK ****.***********

L + 2L + KCl RRDISTAADGHIPLDESALNDIFINEHGISILP 178

SL + KC1 RRDISTVADGDIPLDFSALNDILNEHGISILP 180
SL RRDISTVADGDIPLDFSALNDILNEHGISILP 179
KJ796680 RRDISTVADGDIPLDFSALNDILNEHGISILP 179
CTRL RRDISTVADGDIPLDFSALNDILNEHGISILP 179
*khkhkkhkhkkhkkhkkkkkkkkk *:***** ********‘***‘****:******:*********
L + 2L + KCl ByasQyVERSDTEEATTSFVVINNYESLHTNL IH---——-———————— - ———— 211
SL + KC1 ANASQYVKRSDTAEHTTSFVVTNNYTSLHTDLIHHGNGTYTTFTTPHIPAVAKRYVYPMC 240
SL ANASQYVKRSDTAEHTTEFVVTNNYTSLHTDLIHHGNGTYTTFTTPHIPAVAKRYVYPMC 239
KJ796680 ANASQYVKRSDTAEHTTSFVVTNNYTSLHTDLIHHGNGTYTTFTTPHIPAVAKRYVYPMC 239
CTRL fiNASQYVKRSDTAEHTTSFVVTNNYTSLHTDLIHHGNGTYTTFTTPHIPAVAKRYVYPMC 239
*kkKhkkk kk kK ****‘*******:****:***

L 4 2L 4 KCl oo oo oo 211
SL + KC1 EHGIKASYCMALINDAMVSANGNLYGLAEKLFSEDEGOWETNYYKLYWSTGOWIMSMKFIE 300
SL EHGIKASYCMALNDAMVSANGNLYGLAEKLFSEDEGOWETNYYKLYWSTGOWIMSMKFIE 299
KJ796680 EHGIKASYCMAFNDAMVSANGNLYGLAEKLFSEDEGOWETNYYKLYWSTGOWIMSMKFIE 299
CTRL EHGIKASYCMALNDAMVSANGDLYGLAEKLFSEDEGOWETNY YKLYWSTGQWIMSMKFIE 299
L + 2L + KC1 = ——————mmmmmm 211

SL + KC1 ESIDNANSDFEGCDTGH* 317

SL ESIDNANNDFEGCDTGH* 316

KJ796680 ESIDNANNDFEGCDTGH* 316

CTRL ESIDNANNDFEGCDTGH* 316

Figura S5. Secuencias de aminoacidos en formato FASTA en un analisis de
secuencias multiple.

Secuencia de toxina Killer K1 (preprotoxina). Se muestran las subunidades,
mutaciones y cisteinas en diferentes colores.



11.6 Arbol filogenético de las secuencias

Phylogenetic Tree

This is a Neighbour-joining tree without distance corrections.

Branch length: O Cladogram @ Real

L+ 2L+ KCl

CTRL
SL + KCl
SL

KJ796680

Figura S6. Arbol filogenético obtenido de las secuencias de aminoacidos de la figura
S5.
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11.7 Listado de genes de la cepa 42300 de S. cerevisiae

Tras evaluar el listado de genes obtenidos en la secuenciacion del genoma de la
cepa productora de la toxina K1, se puede comprobar que el material genético que
codifica para dicha proteina no es gendémico, tal como lo marca la literatura,

reforzando las conclusiones de este trabajo.

42300

species protein read_counts

Staphylococcus warneri DNA gyrase subunit A 3
Staphylococcus warneri ABC transporter, ATP-binding protein 8
Staphylococcus warneri protein disaggregation chaperone 140
Staphylococcus warneri tRNA (uracil-5-)-methyltransferase Gid 30
Staphylococcus warneri thymidylate synthase 64
Staphylococcus warneri tryptophan synthase subunit alpha 1
Staphylococcus warneri isopropylmalate isomerase large subunit 19
Staphylococcus warneri urease 11
Staphylococcus warneri hypothetical protein Imo2206 119
Staphylococcus warneri protein kinase 291
Staphylococcus warneri peptide methionine sulfoxide reductase 254
Staphylococcus warneri aspartate semialdehyde dehydrogenase 279
Staphylococcus warneri metallo-beta-lactamase superfamily protein 43
Staphylococcus warneri RNA polymerase sigma factor 49
Staphylococcus warneri 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 363
Staphylococcus warneri chaperonin GroEL 10
Staphylococcus warneri pyrimidine-nucleoside phosphorylase 29
Staphylococcus warneri branched-chain amino acid carrier protein 189
Staphylococcus warneri bifunctional 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase/chorismate muta 116
Staphylococcus warneri galactose-6-phosphate isomerase subunit LacA 58
Staphylococcus warneri pyruvate carboxylase 14
Staphylococcus warneri glutamate synthase NADPH large chain 113
Staphylococcus warneri lipoate protein ligase A 1
Staphylococcus warneri ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 85
Staphylococcus warneri Hsp60, 60K heat shock protein HtpB 10
Staphylococcus warneri catabolite control protein A 170
Staphylococcus warneri ClpB protein 60
Staphylococcus warneri elongation factor Tu 284
Staphylococcus warneri anthranilate phosphoribosyltransferase 9
Staphylococcus warneri hypothetical protein SA1453 140
Staphylococcus warneri phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) 20
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Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus

Staphylococcus

warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri

warneri

hypothetical protein SAB1216

transcriptional repressor CodY

polynucleotide phosphorylase/polyadenylase
phosphotransferase system enzyme |
catalase

phosphoribosylformylglycinamidine synthase Il
DNA-directed RNA polymerase subunit beta
pyruvate kinase

DNA polymerase Ill PolC

nitrate reductase 1, alpha subunit
dihydrolipoamide succinyltransferase
Adenosine synthase A

homoserine kinase

(P)ppGpp synthetase

succinyl-CoA synthetase, alpha subunit
ATP-dependent protease ATP-binding subunit ClpX
MarR family transcriptional regulator
excinuclease ABC subunit A

methicillin resistance factor FemA
succinyl-CoA synthetase subunit alpha
succinyl-CoA synthetase subunit beta

serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase
endopeptidase Clp ATP-binding chain C
glycerol ester hydrolase

lipoate protein ligase

hypothetical protein
fructose-1,6-bisphosphatase
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase catalytic subunit
carbamoyl phosphate synthase small subunit
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
S-adenosylmethionine synthase

hypothetical protein SAHV_0924
recombinase A

fructose-bisphosphatase

malic enzyme

carbamoyl phosphate synthase large subunit

serine hydroxymethyltransferase

196
30
35

192

222

893

174
10
36
27

225

72
47

407
144
365
147

16
119
485
171

280
346

489
12
24

222

285

382

289
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Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus

Staphylococcus

warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri

warneri

preprotein translocase subunit SecA
CTP synthetase

methionine sulfoxide reductase A
formate--tetrahydrofolate ligase

urease subunit beta

GTP-binding protein LepA

hypothetical protein SA0847

ketol-acid reductoisomerase
ATP-dependent protease

hypothetical protein SAR1372

glutamine synthetase, type |

RNA polymerase sigma factor SigB
factor essential for expression of methicillin resistance
aconitate hydratase

anaerobic ribonucleoside triphosphate reductase
superoxide dismutase, Mn
adenylosuccinate lyase

hypothetical protein SPy_1633

Cof family protein/peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin type
UreC

diaminopimelate decarboxylase
staphopain cysteine proteinase SspB
formate acetyltransferase 3

acetolactate synthase catalytic subunit
Holliday junction DNA helicase ruvB
purine nucleoside phosphorylase

FOF1 ATP synthase subunit alpha
ATP-dependent DNA helicase DinG
UBA/THIF-type NAD/FAD-binding protein
oligopeptide transporter permease
leucyl-tRNA synthetase
UDP-N-acetylglucosamine-2-epimerase
FemB protein

molecular chaperone DnaK
adenylosuccinate synthetase

tryptophan synthase subunit beta

Holliday junction DNA helicase RuvB

231
138
113

20

180
417

190
21
21

141

1136

10
146
28
23
17
482
109
114
10

46
40
299
20
77
218
29
331
80
82
569
35
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Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus

Staphylococcus

warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri
warneri

warneri

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

Debaryomyces hansenii

urease beta subunit UreB, urea amidohydrolase

hypothetical protein SA1062

GMP synthase

triacylglycerol lipase precursor

Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein
UDP-glucose pyrophosphorylase

ATP-dependent DNA helicase dinG

superoxide dismutase

tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modification protein GidA

hypothetical protein SP_0095

hypothetical protein Ca019.13454

hypothetical protein Ca019.3038

peroxin-6

ATP-binding cassette transporter
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
hypothetical protein Ca019.6812

hypothetical protein Ca019.8424

Ade2p

potential glycoprotein glucosyltransferase

Ura3p

hypothetical protein Ca019.8625

hypothetical protein Ca019.9240

potential ER membrane P-type ATPase
transcription factor Upc2

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit PkaC1
hypothetical protein Ca019.7551

molecular chaperone DnaK

hypothetical protein Ca019.10874

AGC/Akt protein kinase

proteolytically activated regulator of alkaline-induced filamentation
integrin-like protein

potential HSF-type DNA binding transcription factor
potential polyamine transporter
phosphoribosylformylglycinamidine synthase
hypothetical protein Ca019.4109

hypothetical protein Ca019.8183

fungal cell wall GPI anchor synthesis protein Gpi7p fragment

132
166
678
257
17
333
13
164
10

12

18

14

12
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Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces
Debaryomyces

Debaryomyces

hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
hansenii
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hansenii

hypothetical protein Ca019.1665

hypothetical protein Ca019.11237

potential type 2A-related protein phosphatase
potential vacuolar sorting ATPase

likely protein kinase

hypothetical protein Ca019.13719

calcineurin catalytic subunit CnaA

G-protein alpha subunit

hypothetical protein Ca019.5691

STE20

hypothetical protein Ca019.11492

potential mMRNA deadenylase and CCR4-NOT complex subunit Not5p
S-adenosylmethionine synthase

potential TEA/ATTS type DNA binding protein
hypothetical protein Ca019.6953
[Cryptococcus neoformans var. grubii]
transcriptional repressor of filamentous growth
amidophosphoribosyltransferase

likely signal transduction kinase

peroxin-1

rho family protein

hypothetical protein Ca019.7622

hypothetical protein Ca019.5171

likely flavohemoglobin

Mpk1

UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase
hsp70

hypothetical protein Ca019.13747
Atypical/PIKK/FRAP protein kinase

CaNAG1

likely multifunctional urea amidolyase
eukaryotic translation initiation factor 4A

put. CPS1 protein

hypothetical protein Ca019.6033

TI4L

pyruvate kinase

fimbrin
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Debaryomyces hansenii
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

hypothetical protein Ca019.6844
elongation factor Tu

potential zinc finger transcription factor
hypothetical protein Ca019.7089
2-isopropylmalate synthase
hypothetical protein Ca019.2151
hypothetical protein CNBB4980
hypothetical protein Ca019.13961

phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
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positive regulator of alkaline-induced genes
protein kinase kinl

potential non-classical secretion pathway protein
chaperonin GroEL

topoisomerase |

homoaconitase LysF

glutamate synthase NADPH large chain
Leu2p

hypothetical protein Ca019.1161
hypothetical protein Ca019.4077

Ras family GTP-binding protein Rholp
AGC/NDR/NDR protein kinase

hypothetical protein Ca019.5343

isocitrate lyase

potential glycosyl hydrolase

protein disaggregation chaperone
hypothetical protein Ca019.9980

potential forkhead-like transcriptional regulator
potential urea active transport protein
phosphatidylinositol 4-kinase

DNA topoisomerase Il

isopropylmalate isomerase large subunit
hypothetical protein SA1453

hypothetical protein SAB1216
transcriptional repressor CodY

catabolite control protein A

Hsp60, 60K heat shock protein HtpB
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epidermidis
epidermidis

epidermidis

ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit

ClpB protein

elongation factor Tu

galactose-6-phosphate isomerase subunit LacA

pyruvate carboxylase

type VII secretion system protein secreted protein ESxA
glutamate synthase NADPH large chain

RNA polymerase sigma factor

3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase

type VII secretion system protein EsaA

branched-chain amino acid carrier protein

bifunctional 3-deoxy-7-phosphoheptulonate synthase/chorismate muta
peptide methionine sulfoxide reductase

protein kinase

aspartate semialdehyde dehydrogenase

type VII secretion system protein EssC, FtsK/SpolllE family ATPase
urease

hypothetical protein Imo2206

isopropylmalate isomerase large subunit
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalytic subunit
ABC transporter, ATP-binding protein

protein disaggregation chaperone

glycerol ester hydrolase

endopeptidase Clp ATP-binding chain C

hypothetical protein

zinc metalloproteinase aureolysin

excinuclease ABC subunit A

branched-chain amino acid transport system Il carrier protein
putative ATP-binding component of a transport system
methicillin resistance factor FemA

(P)pPPGpp synthetase

ATP-dependent protease ATP-binding subunit ClpX

MarR family transcriptional regulator

homoserine kinase

dihydrolipoamide succinyltransferase

DNA polymerase IIl PolC

DNA-directed RNA polymerase subunit beta

R A~ Ol P W 00 W O

=
w

15
12

42

gl R, Rk NN e

11
23
11
15
11

12

o g1 o N W

/0



Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
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epidermidis

phosphotransferase system enzyme |

catalase

phosphoribosylformylglycinamidine synthase Il

diaminopimelate decarboxylase

adenylosuccinate lyase

hypothetical protein SPy_1633

Cof family protein/peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, cyclophilin type
factor essential for expression of methicillin resistance

aconitate hydratase

hypothetical protein SAR1372

GTP-binding protein LepA

preprotein translocase subunit SecA

CTP synthetase

recombinase A

S-adenosylmethionine synthase

hypothetical protein SAHV_0924

fructose-bisphosphatase

carbamoyl phosphate synthase large subunit
fructose-1,6-bisphosphatase

carbamoyl phosphate synthase small subunit

superoxide dismutase

tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modification protein GidA
hypothetical protein SP_0095

Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein
UDP-glucose pyrophosphorylase

ATP-dependent DNA helicase dinG

GMP synthase

hypothetical protein SA1062

triacylglycerol lipase precursor

type VII secretion system protein EssB, monotopic membrane protein

adenylosuccinate synthetase
Holliday junction DNA helicase RuvB
tryptophan synthase subunit beta
Listeria adhesion protein Lap
molecular chaperone DnakK
oligopeptide transporter permease

leucyl-tRNA synthetase
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Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
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Saccharomyces
Saccharomyces
Saccharomyces
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Saccharomyces
Saccharomyces

Saccharomyces

epidermidis
epidermidis
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epidermidis
cerevisiae
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cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
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cerevisiae
cerevisiae
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cerevisiae
cerevisiae

cerevisiae

FemB protein

acetolactate synthase catalytic subunit
Holliday junction DNA helicase ruvB
formate acetyltransferase 3
ATP-dependent DNA helicase DinG
[Cryptococcus neoformans var. grubii]
amidophosphoribosyltransferase
likely signal transduction kinase
peroxin-1

hypothetical protein

rho family protein

hypothetical protein Ca019.7622
hsp70

Mpk1

hypothetical protein Ca019.13747
eukaryotic translation initiation factor 4A
hypothetical protein Ca019.6033
put. CPS1 protein

likely multifunctional urea amidolyase
acetate--CoA ligase

Tl4L

pyruvate kinase

fimbrin

calcium/proton exchanger
hypothetical protein Ca019.6844
elongation factor Tu

hypothetical protein Ca019.7089
2-isopropylmalate synthase

ClpB protein

hypothetical protein Ca019.2151
hypothetical protein CNBB4980
hypothetical protein Ca019.13961

phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
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protein kinase kinl
topoisomerase |

homoaconitase LysF
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Saccharomyces
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Saccharomyces

cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
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cerevisiae
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cerevisiae
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cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae
cerevisiae

cerevisiae

Leu2p

hypothetical protein Ca019.4077
glutamate synthase NADPH large chain
hypothetical protein Ca019.1161

Ras family GTP-binding protein Rholp
AGC/NDR/NDR protein kinase

potential glycosyl hydrolase

potential forkhead-like transcriptional regulator
DNA topoisomerase Il

isopropylmalate isomerase large subunit
hypothetical protein Ca019.13454
ATP-binding cassette transporter
peroxin-6

tryptophan synthase subunit beta
hypothetical protein Ca019.6812
hypothetical protein Ca019.8424
Ade2p

Ura3p

potential ER membrane P-type ATPase

cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit PkaC1

molecular chaperone DnaK

FOF1 ATP synthase subunit alpha

AGC/Akt protein kinase

hypothetical protein Ca019.8183

glutamate dehydrogenase

potential type 2A-related protein phosphatase
phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase
potential vacuolar sorting ATPase
spermidine synthase

likely protein kinase

G-protein alpha subunit

calcineurin catalytic subunit CnaA

sulfate adenyltransferase MET3

Mip1p

STE20

vacuolar (H+)-ATPase subunit

S-adenosylmethionine synthase
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Pseudomonas stutzeri flagellar basal-body rod protein FIgG

Pseudomonas stutzeri transketolase

Pseudomonas stutzeri type 4 fimbrial biogenesis protein PilB
Pseudomonas stutzeri type IV pilus inner membrane platform protein PilO
Pseudomonas stutzeri general secretion pathway protein G
Pseudomonas stutzeri 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate/homocysteine S-methyltransfera
Pseudomonas stutzeri TDP-glucose pyrophosphorylase

Pseudomonas fulva flagellar biosynthesis sigma factor FliA
Pseudomonas fulva recombinase A

Pseudomonas fulva glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Pseudomonas fulva phosphoglycerate kinase

Pseudomonas fulva flagellar P-ring protein precursor Flgl
Pseudomonas fulva ABC transporter, ATP-binding protein
Pseudomonas fulva DNA topoisomerase |

Pseudomonas fulva transport protein

Pseudomonas fulva dihydrolipoamide succinyltransferase
Acinetobacter Iwoffii elongation factor Tu

Figura S7. Listado de genes obtenidos en la secuenciacion del genoma de S.
cerevisiae cepa 42300 (MATalpha ade2 thrl ski2-1 [KIL-k1]; productora de K1),
utilizadas en este estudio.
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