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TRiIC/CCT TCP-1 Ring Complex/ Chaperonin containing TCP-1

i1



Activagao transcricional em mutantes gim de Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

Em Saccharomyces cerevisiae existem 6 genes GIM que codificam as subunidades do
complexo GimC, um complexo citoplasmatico que participa na biogénese dos componentes do
citosqueleto, a actina e a tubulina. Em levedura estes genes nao séo essenciais.

Diversos dados na literatura sugerem que a actina e as subunidades Gim2, Gim5 e Gim1
podem assumir um papel na regulagdo da transcricdo. Juntamente com a observacao de que
os mutantes gim exibem fendtipos distintos e padrdes de expressdo genética distintos em
condicdes de stress, estes dados fazem com que seja de toda a pertinéncia o estudo de
potenciais relacées entre as varias proteinas Gim e activadores da transcricdo de genes de
resposta ao stress.

Yap1 e Gcn4 sdo activadores transcricionais que regulam a resposta celular ao stress
oxidativo e nutricional, respectivamente. Perceber se a actividade de ambos os activadores é
afectada em mutantes gim, e se este efeito se deve a possiveis relagdes com subunidades Gim,
pode justificar a observacao de fendtipos distintos entre mutantes gim quando sujeitos a
diferentes stresses e contribuir para a identificacdo de novas fungdes as subunidades Gim.

Os resultados obtidos sugerem que a activagdo da transcricdo apresenta diferengas entre
mutantes gim e estirpe selvagem e apoiam a ideia de diferentes importancias de cada
subunidade Gim na célula. A subunidade Gim2 parece exercer um efeito negativo na activagao
da transcricao por Yap1 e Gcn4, ao contrario da subunidade Gim1 que parece desempenhar
um papel na indugdo da actividade do Gcn4. Adicionalmente, todos os mutantes gim, a
excepg¢ao do mutante Agim1, exibem um fenétipo de resisténcia ao 3-aminotriazol que néo se

verifica para a estirpe selvagem.

Palavras-chave: Gim, Stress, Transcri¢cdo, Yap1, Gcn4
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ABSTRACT

In Saccharomyces cerevisiae exist 6 GIM genes that encode the Gim subunits of the GimC
complex, a cytoplasmatic complex that participates in the biogenesis of the cytoskeleton
components, actin and tubulin. In yeast, these genes are not essential.

Several data in the literature suggest that actin and Gim2, Gim5 and Gim1 subunits can
assume a role in transcription regulation. Together with the observation that gim mutants exhibit
distinct phenotypes and distinct patterns of gene expression in stress conditions, these data
makes the study of potential relations between the several Gim proteins and transcription
activators of genes involved in stress response extremely significant.

Yap1 and Gcn4 are transcription activators that play central roles in the responses they
regulate, respectively, in oxidative and nutritional stresses. Understanding if the activity of both
activators is affected in gim mutants, and if this effect is due to possible relations with Gim
subunits, can justify the distinct phenotypes among gim mutants when subject to different
stresses and contribute to the identification of new functions for the Gim subunits.

Results obtained suggest that transcription activation is different between gim mutants and wild
type strain and backs up the idea of different importances for each Gim subunit in the cell. Gim2
subunit appears to have a negative effect on Yap1 and Gcn4, as opposing to Gim1 subunit that
seems to assume a role in Gen4 activity. Additionally, all gim mutants, except Agim1 mutant,
exhibit a 3-aminotriazole resistence phenotype that is not observed for the wild type strain.

Keywords: Gim, Stress, Transcription, Yap1, Gcn4
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1. INTRODUGAO

1.1. Os genes GIM e o complexo GimC/Prefoldina

Em Saccharomyces cerevisiae existem 6 genes GIM (genes involved in microtubule
biogenesis) que codificam, individualmente, cada uma das subunidades do complexo hetero-
hexamérico GimC!".. Este complexo citoplasmatico, com cerca de 90-100kDa, é conservado em
eucariotas, designando-se por Prefoldina (Pfd) em mamiferos?, e possui homoélogos estruturais
em arqueobactérias, ndo tendo sido encontrado em bactérias!".

GimC/Pfd é constituido por duas classes de subunidades, as de tipo a e as de tipo B (Figura
1.1A). Em levedura/mamifero, as subunidades de tipo a, que formam o nucleo central do
complexo GimC/Pfd, sdo Gim2/Pfd3 e Gim5/Pfd5, sendo as subunidades periféricas,
Gim1/Pfde, Gim3/Pfd4, Gim4/Pfd2 e Gim6/Pfd1, subunidades de tipo B. Em arqueobactérias, o
homologo de GimC/Pfd é também constituido por subunidades de tipo a e B, contendo apenas
uma subunidade representativa de cada classe, dispostas num arranjo 2:4 (Figura 1.1B)",

30

Figura 1.1 — A. Arranjo proposto das subunidades Pfd na Prefoldina de células de mamifero.
Pfd3 e Pfd5 (circunferéncias) sdo subunidades do tipo a, sendo as restantes do tipo PB.
Adaptado de Simons et al., 2004, B. A Prefoldina de arqueobactérias & composta por apenas
dois tipos de subunidades que se repetem. Adaptado de Leroux et al., 1999,

O complexo GimC/Pfd interage com péptidos-nascentes, aquando da sintese dos mesmos e
quando ainda associados aos ribossomas, transportando-os posteriormente, num estado néo-
nativo, até a chaperonina TRiC/CCT (com cerca de 600kDa), onde vao adquirir a sua estrutura
tridimensional — estado nativo. GimC/Pfd funciona por isso como chaperone molecular uma vez
que interage com e estabiliza os péptidos-nascentes, prevenindo a aquisicao de uma estrutura
tridimensional incorrecta e permitindo ainda que o folding por TRiIC/CCT ocorra mais
rapidamente®®. O processo desde a sintese dos péptidos até & aquisicdo da estrutura

tridimensional encontra-se esquematizado na Figura 1.2157,
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Figura 1.2 — Actina e tubulina interagem com GimC/Pfd e, posteriormente com TRiC/CCT
durante o folding in vivo. A actina e tubulina, presentes na célula, interagem com este complexo
quando ainda associadas ao ribossoma. Assim que sdo libertadas do ribossoma, e com o
auxilio de GimC/Pfd, as proteinas sao transferidas para o TRiC/CCT que garante a transigcéo
para o estado nativo. E possivel que as proteinas que nao alcangam o estado nativo apés a
dissociagdo da chaperonina, assim como proteinas em estado nativo que sdo desnaturadas, se
Iigueg} a GimC/Pfd que as transporta novamente para TRiC/CCT. Adaptado de Hansen et al,,
1999",

A estrutura do complexo GimC/Pfd, semelhante a uma alforreca, permite que os “tentaculos”
sejam locais de ligagao aos substratos e a chaperonina através de dominios coiled coil. Estes
dominios possuem duas propriedades que contribuem para a actividade do chaperone: (1) a
capacidade de formar estruturas rigidas que actuam como barreiras fisicas que impedem
interacgbes nao especificas e, (2) a capacidade de expor superficies com dominios hidrofilicos
e hidrofébicos que contribuem para a ligacdo com o substrato por meio de interaccoes
especificas’®.

Até a data, os substratos descritos de GimC/Pfd sdo a actina e a tubulina, componentes do
citosqueleto!'?. A existéncia de homélogos de GimC/Pfd em arqueobactérias, que ndo possuem
actina ou tubulina, nem os respectivos antecessores funcionais FtsA e FisZ, remete para a
existéncia de outros substratos do complexo®®. Com efeito, tanto a chaperonina TRIiC/CCT
como GimC/Pfd foram recentemente considerados chaperones promiscuos, numa analise a
rede de interaccdes fisicas dos 63 chaperones de levedura, uma vez que foram observadas
interacgbes com outros chaperones e com um grande nimero de proteinas'®. No entanto, a
divergéncia de duas (em arqueobactérias) para seis subunidades distintas (em eucariotas), o
mecanismo de reconhecimento baseado em interacgcbes hidrofébicas inespecificas entre
chaperone e substrato que se observa em arqueobactérias mas ndo em eucariotas, e o facto de
GimC/Pfd ter um papel mais protector (os substratos estdo protegidos na cavidade de
GimC/Pfd), podem significar que a evolucdo em termos de estrutura e especializacdo esta

2
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associada a alteracdes de funcdo e de interaccdo com os substratos!” %", Esta sugestdo é
apoiada pela observagao de que nao existe interacgdo entre a Prefoldina de arqueobactérias e
a chaperonina TRIC/CCT®!,

Em S. cerevisiae, a delecao de um gene GIM resulta na redugéao da eficiéncia do folding da
actina e tubulina e na reducdo da proliferacdo a 30°C®. Adicionalmente, e na auséncia de
GimC, diversos polipéptidos, ainda por identificar, apresentam uma reducao na eficiéncia de
folding, sendo referidos como potenciais novos substratos do complexo®.

1.2. Particularidades das subunidades Gim

Apesar de ter como principal funcado descrita a participacdo no folding da actina e tubulina,
diversos dados sugerem possiveis novas funcdes, tanto para GimC/Pfd, como para cada
subunidade individualmente.

A subunidade Gim1 foi identificada num screening genético de factores que intervém no
estabelecimento do padrdo bipolar de gemulagdo em levedura, juntamente com a proteina
Bud27, descrita como sendo uma prefoldina “ndo-convencional” que, associada a subunidade
Rpb5 das trés RNA polimerases de levedura, € parte integrante da maquinaria
transcricionall®.,

A subunidade Gim2 torna-se essencial na auséncia da proteina Cin8, envolvida na formagao
do fuso mitético e na segregacdo de cromossomas, em S. cerevisiae. Posteriormente, foram
observadas deficiéncias de germinagao nos mutantes Agim2, bem como a presenga de uma
Unica proteina Gim, a subunidade Gim2, em fracgdes nucleares!"'*.

A auséncia da subunidade Gim5 aumenta a necessidade, para o crescimento celular, de
TFIIS, um factor de transcricdo conservado em eucariotas que podera interagir com o complexo
de iniciagdo da transcrigao!™.

Todos os mutantes gim, a excepgao do mutante Agim4, apresentam crescimento reduzido a
14°C e nao proliferam em meio contendo 1,4M de sorbitol (neste ultimo caso, o mutante Agim3
apresenta proliferacdo reduzida e o mutante Agim6 néo foi testado). Para além disto, os
mutantes gim apresentam sensibilidades distintas aos varios agentes de stress e observam-se
padroes de expressao genética diferentes entre os varios mutantes, mais concretamente para
os genes CTT1, FLR1 e TRX2, em condigdes de stress!'®.

Todos estes dados sugerem nado sO possiveis fungdes alternativas para cada subunidade
como também diferentes importancias das mesmas na célula, nomeadamente em condigbes de

stress.
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1.3. O citosqueleto e a resposta celular a condicoes de stress

A resposta das células eucaribticas a estimulos extracelulares de stress, que impedem ou
ameagam a integridade celular, tem como consequéncia a activagdo de diversas cascatas de
sinais com especificidades distintas, descritas como essenciais na regulacdo da transcrigao,

171

particularmente a mediada pela RNA polimerase ' na estabilidade de mRNAs'® e na

traducao!?.

Em S. cerevisiae e células de mamifero expostas a agentes indutores de stress estédo
descritas alteragdes estruturais do citosqueleto, dado que componentes como a actina e a
tubulina sdo muitas vezes alvo destes agentes, sugerindo que o citosqueleto funciona como

mediador das respostas a estes estimulos?®?'#

. A despolimerizagdo do citosqueleto de
actina® ou de tubulina® pode servir como um sinal intracelular de inducdo da resposta as
condigcdes de stress.

Adicionalmente, alguns estudos propdem uma associagdo entre a actina e complexos
nucleares tanto em mamifero como em levedura®?® e um possivel papel da actina na
regulagdo da transcricdo uma vez que, em levedura, a actina é responséavel pela localizagao

[27] [28]

celular quer de mRNAs*"! quer de activadores transcricionais

1.4. Factores de transcricao associados a condicoes de stress

Todos os organismos desenvolveram, um grande numero de respostas celulares que lhes
permitem sobreviver em condi¢des de stress provocadas por um grande numero de agentes.
Estas respostas, invariavelmente, envolvem um aumento da expressao de diversos genes cujos
produtos anulam parte dos efeitos negativos causados por condicdes de stress®®. Uma das
respostas mais estudadas € a resposta ao choque térmico (universal entre os seres-vivos), que
envolve a indugéo de um pequeno grupo de proteinas e é conseguida através de um aumento
da quantidade e actividade do Factor de Choque Térmico (HSF — Heat Shock Facton)®®”.

Em eucariotas, as condi¢des de stress induzem nao s6 a expressao dos genes de resposta ao
choque térmico, mas também a de genes envolvidos na glicélise, funcdo da membrana
citoplasmatica, defesa anti-oxidante, homeostase de metais®'.. Em S. cerevisiae, a expressao
de todos os genes envolvidos nos processos supra-mencionados €, adicionalmente, induzida
quando a célula entra em fase estacionaria, podendo ser considerada como uma resposta a

auséncia de nutrientes (stress nutricional)®?.
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Por estes motivos, torna-se evidente que a tolerdncia ao stress requer a actividade
coordenada de um grande numero de proteinas envolvidas nas mais diversas funcdes
celulares®. Os factores de transcricdo que regulam os genes necessarios na tolerancia ao
stress podem intervir em respostas mais gerais (a varios tipos de stress) ou em respostas a
condicdes de stress especificas, podendo ocorrer ainda sobreposicoes funcionais, parciais ou
totais, dependendo dos factores de transcricdo em questio®®® (Figura 1.3).

Figura 1.3 — Representacao da regulagao das respostas a varias condigcdes de stress, em S.
cerevisiae. Os factores de transcricdo encontram-se no interior de cada circunferéncia
consoante a resposta que regulam. Aqueles que sido observados em duas ou mais
circunferéncias intervém em mais do que uma resposta celular ao estimulo indicado. Adaptado
de Wu et al., 2008™!

Todos os factores de transcrigdo mencionados na Figura 1.3 tém a capacidade de regular
respostas celulares a stresses, pois possuem um dominio de ligacdo a sequéncias especificas
de DNA que podem ser encontradas nos promotores dos varios genes intervenientes nestas
respostas®.

Se os mutantes gim apresentam sensibilidades distintas a diferentes agentes de stress e

padroes de expressdo dos genes TRX2 e FLR1 distintos!"®

, se foi observada a presenca da
subunidade Gim2 em frac¢des nucleares, se existe a sugestdo de que a actina pode intervir na
regulagdo da transcricdo e sendo a actina substrato do complexo GimC/Pfd, entdo torna-se
pertinente perceber se existe algum tipo de relacdo entre as proteinas Gim e factores de
transcricdo. Dado que o gene TRXZ é regulado pelo factor de transcricdo Yap1 e devido a
importancia que este activador transcricional possui na resposta celular a condi¢cdes de stress,
neste trabalho deu-se especial énfase ao Yap1®¥. Para perceber se potenciais relacdes sdo
especificas para cada subunidade ou se sdo comuns a mais do que um factor de transcricao,
foi estudado outro activador transcricional, que também intervém na resposta ao stress, o
Gcn4™®. Tanto o Yap1 como o Gen4 possuem um motivo estrutural bZIP, dominio com feixe de

residuos de leucinas que permite a dimerizacdo e se encontra adjacente a uma regido cuja

5
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presenca de residuos de aminodacidos basicos € responsavel pela interac¢do directa com as
bases azotadas do DNAP®*", Estes diferem entre si na especificidade da ligagdo ao DNA, bem

como no papel regulatério que assumem em levedural®®3°4%,
1.5. Gend

A proteina Gcn4 (General Control Nonderepressible Protein 4) de S. cerevisiae pertence a
familia AP-1 e, na forma homodimérica, liga-se a sequéncias palindromicas ATGA(C/G)TCAT
(Figura 1.4), também designadas GCRE (Gcn4 Responsive Elements), existentes nos
promotores de genes associados a biossintese de aminodcidos, induzindo a transcricao destes
mesmos genest**#24 Verificou-se que mutagdes nas bases CG centrais reduzem fortemente
a ligacdo do Gen4 ao DNAM*! e que a existéncia de uma Unica sequéncia de ligacdo ao Gen4
nao é suficiente para a regulacéo da transcricdo por este activador®.

Hope e Struhl (1986)1*®! demonstraram que 60 residuos de amino&cidos situados na regido C-
terminal do Gcn4 séo suficientes para a ligagao especifica ao DNA e que uma regido acidica
composta por 19 residuos de aminoacidos é crucial para a activagao da transcricao.

Figura 1.4 — Modelo estrutural da interaccdo do homodimero de Gcn4 com o DNA-alvo.
Adaptado de Khandelwal et al., 200117,

Este activador estimula a transcricdo de mais de 30 genes intervenientes na biossintese de
amino4cidos e ainda de genes que codificam varias aminoacil-tRNA sintetases!*®*9.
Adicionalmente, o Gcn4 activa a transcricdo de genes envolvidos nas vias biossintéticas de
purinas®. Demonstrou-se que a actividade do Gcn4 é também induzida por radiacdo UV
mediando uma resposta protectora muito semelhante a observada nos factores AP-1 em
mamifero®"l. Recentemente, sugeriu-se ainda que a inducdo da actividade de Gcn4, em S.
cerevisiae, ocorra na presenca de peréxido de hidrogénio (H,0,) 2.

A indugao da expressdao de GCN4 ao nivel da tradugao ocorre rapidamente em condigoes de
reducdo severa de aminoacidos sem que ocorra uma alteragdo detectavel na abundancia do

6
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respectivo RNA mensageiro®. Este dltimo contém quatro ORFs (Open Reading Frames),
ORFs 1 a 4, a montante da regido codificante, constituidas por 2 a 3 coddes, que inibem a
traducao da regido codificante para o GCN4, razao pela qual a delecao das quatro aumenta de
forma consideravel a traducdo de GCN4>*>%1,

Foi observada uma homologia parcial, ao nivel da sequéncia de ligagdo ao DNA, entre o Gcn4

e as oncoproteinas Fos e Jun®57%8,
1.6. Yap1

O gene YAPT1 (Yeast AP-1) em S. cerevisiae codifica uma proteina que se liga, na forma
homodimérica, a sequéncias TTACTTAAP existente nos promotores de genes intervenientes
na resposta anti-oxidante®®, sendo a estrutura do homodimero muito semelhante a observada
para o Gecn4 (Figura 1.4). Esta proteina pertence a familia Yap de factores de transcricao
constituida por oito membros que formam uma sub-familia de proteinas bZIP uma vez que
possuem quatro residuos na regiao basica (Q234, Q239, A241 e F/Y242) que raramente, ou
nunca, sao observados nas outras proteinas bZIP, razdo pela qual o seu local de
reconhecimento é distinto do observado para os outros factores AP-1°%. O Yap1 é o activador
mais forte, ndo podendo ser substituido por nenhum dos membros Yap: Yap2, Yap3, Yap4 e
Yap5'™,

Este gene ndo é essencial, uma vez que mutantes com disrupgao do gene YAP1 possuem um
crescimento idéntico ao observado para estirpes YAP1, em condigdes Optimas de
crescimento®!. No entanto, o Yap1 é responsavel pela activagéo da transcricdo de varios genes
envolvidos na resposta a diversas condigoes ambientais adversas, particularmente, na resposta
ao stress oxidativo, provocado por agentes como o H,O,. Os genes sujeitos a regulagdo por
Yap1 incluem o TRX2, que codifica a tioredoxina 1 (citoplasmatica)’®”, o YCF1®" e o FLR1
cujos produtos constituem bombas de efluxo (de familias distintas), o GSH1® e o GLR1",
ambos codificando enzimas envolvidas na biossintese e regulacao da glutationa.

Gounalaki e Thireos (1994)®% verificaram que a sobre-expressdo de Yapl suporta o
crescimento de células deletadas para o0 GCN4 em condi¢des de stress nutricional, o que se
deve, ndo a uma substituicdo funcional, uma vez que estes activadores ndo reconhecem a
mesma sequéncia, mas sim ao resultado da multi-resisténcia que esta sobre-expressao
despoleta®*®°%. Este fenémeno de multi-resisténcia inclui tolerancia ao cadmio e zinco'®®"!

bem como a diversos agentes oxidativos®!.
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A actividade do Yap1 é regulada ao nivel da localizagdo nuclear. Esta localizagéo nuclear €
controlada pela regido C-terminal da proteina, que contem trés repeticdes CysSerGlIu®. O
Yap1 é activado pelo H,O, por oxidagao dos residuos de cisteina que desta forma previnem o
reconhecimento pelo exportador nuclear Crm1/Xpo1"®" (a exposicdo ao H,O, induz a
formacao de duas ligagbes persulfureto entre os dominios ricos em cisteinas das regides N- e
C-terminal do Yap1 impedindo a interaccdo Yap1-Crm1) e desactivado por reducado enzimatica
mediada pelo sistema da tioredoxina’?. Para além disto, e na presenca de H,O,, o Yapl é
fosforilado, modificagdo que ocorre fora do dominio C-terminal e que € necessaria para a
activacdo da transcricdo de genes regulados por este factor de transcricao!”>"?.

Sugeriu-se um papel para o Yap1 na resposta ao stress nutricional provocado pela auséncia
de carbono na célula ou resultado da mudancga de células crescidas em glucose para uma fonte
de carbono alternativa, uma vez que se verificou a sua acumulacdo no nucleo nestas
condicdes!®®.

O Yap1 possui um homélogo funcional em bactérias, o regulador transcricional OxyR que é
activado directamente pelo H.O, e, de forma semelhante ao Yap1, possui um sistema de auto-
regulacdo uma vez que ambos s&o desactivados pelos seus genes-alvo’?. Da mesma forma,
existem homologos de Yap1 em varias células eucariotas como a proteina Pap1 em
Schizosaccharomyces pombe™, Kapl em Kluyveromyces lactis’™, Capl em Candida
albicans’®® ou AP-1 em mamifero®®* "8,

A existéncia de homoélogos de Yap1l em varias células eucariotas e em bactérias e a
importancia que esta proteina tem ao nivel da regulagéo de respostas celulares a estimulos a
que a célula esta frequentemente sujeita, justificam a escolha deste activador para o estudo da

activacao transcricional, neste caso especifico, em mutantes gim.

Yap1 e Gcn4 sdo portanto activadores transcricionais que assumem papéis centrais nas
respostas que regulam, respectivamente, em condicoes de stress oxidativo e nutricional,
podendo existir uma sobreposigao parcial de fungbes no caso especifico de genes que
intervenham em ambas as respostas®®®*®. Perceber de que forma é que a actividade de
ambos os activadores € afectada em mutantes gim contribui para esclarecer o motivo pelo qual
estes mutantes apresentam fenétipos distintos quando sujeitos a diferentes stresses!'® e,
eventualmente, para a identificagdo de novas fungbes das Gims.

Mais concretamente, neste trabalho experimental procedeu-se ao estudo da actividade de
factores de transcricdo nos varios mutantes gim, especificamente através da avaliagdo do

potencial de activacdo do Yap1 e do Gcn4 e do uso de genes “repérter” por eles regulados.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Meios e procedimentos gerais

A propagacao (em meio liquido ou sélido) das estirpes de S. cerevisiae foi feita em meio SC
ou meio YPD (Anexo). Para as estirpes transformadas utilizou-se meio CAA sélido e meio FOA
(Anexo). Em todos os casos, a incubacao foi feita a 28°C e o crescimento em meio liquido foi
feito com agitacdo. A transformacao das estirpes de S. cerevisiae foi realizada pelo método do
acetato de litio””. A preparacdo de plasmideos foi realizada pelo método da lise alcalina
descrito por Birnboin e Doly (1979)"®), utilizando estirpes de Escherichia coli transformadas pelo
método classico descrito por Chung et al., (1989)" e crescidas a 37°C em meio 2xTY liquido
(Anexo) com agitagdo. As reacgbes para amplificagdo de fragmentos de DNA in vitro (PCR)
foram realizadas com Tag DNA polimerase da Fermentas®, num termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc).

2.2. Estirpes e plasmideos

As estirpes e os plasmideos utilizados no trabalho experimental encontram-se listados nas
Tabelas 2.1 e 2.2, respectivamente.

Tabela 2.1 — Estirpes de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho

Estirpes Genotipo relevante Origem

Y00000 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf

Y04149 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim1 Euroscarf

Y04708 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim2 Euroscarf

Y02059 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim3 Euroscarf

Y00243 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim4 Euroscarf

Y06491 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim5 Euroscarf

Y01246 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agimé Euroscarf
yJC2 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim2; Ayap1 Jodo Coelho, Lisete Fernandes*
yJC3 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim3 Ayap1 Jodo Coelho, Lisete Fernandes*
yJC4 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim4 Ayap1 Jodo Coelho, Lisete Fernandes*
yJC7 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Ayap1 Jodo Coelho, Lisete Fernandes*

*Nao publicado
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Tabela 2.2 — Plasmideos utilizados neste trabalho

Plasmideos Caracteristicas relevantes Referéncia
pY.HIS3 HIS3 dependente de Yap1; URA3 Fernandes et al., 1997'*"
YRp14-trp1A63 tro1A63; URA3 Winston et al., 1995
64F2.LexAl Vector com promotor do ADH1; regicélg ,\clzodificante de LexA, HA, NLS; TRP1; Fernandes et al., 1997%"
pLF45 64F2.LexAl com regido codificante de YAP1 em frame com NLS Fernandes et al., 1997®*"
63F1.GCN4 64F2.LexAl com regido codificante de GCN4 Lisete Fernandes*
JK103 lacZ dependente de LexA; URA3, 2um Kamens et al., 1990%®"

*Néo publicado

2.3. Integracao dos genes Y.HIS3 e HIS3

Os mutantes gim e estirpe selvagem isogénica (Tabela 2.1) foram transformados com o
plasmideo pY.HIS3 (Tabela 2.2). Pelo método da seleccdo negativa por 5-FOAPZ g
recombinacao entre o alelo Y.HIS3 presente no plasmideo supra-mencionado e o alelo his3A1,
presente nas estirpes transformadas e que possui uma delecao parcial da ORF do HIS3
selvagem®, gerou o alelo Y.HIS3 ou a reconstrucdo do alelo selvagem, HIS3, cujo promotor
possui um local de ligacéo para o Gen4®!. A integragdo de ambos os alelos foi confirmada por
PCR com os oligonucleétidos descritos na Tabela 2.3. Os oligonucle6tidos 836sv e STR1029
permitiram a amplificagcdo de todo o gene para os trés alelos his3A1, Y.HIS3 e HIS3, e o 836B,
foi utilizado juntamente com o 836sv, nos casos em que o tamanho dos fragmentos
amplificados suscitou algumas duvidas.

Tabela 2.3 — Oligonucleoétidos utilizados na confirmagao da integracao dos alelos Y.HIS3 e
HIS3

Oligonucleoétidos Sequéncia de nucledtidos
836sv 5'- GTCCTTATTCTGGAACTTGGATTTATG - 3'
STR1029 5'- GAATACCACTTGCCACCTATCACC - 3'
836B 5- GTGTGATGGTCGTCTATGTGTAAG - 3'

2.4. Delecao do gene TRP1

O gene TRP1 foi deletado em todas as estirpes descritas na Tabela 2.1, através da
transformacédo das mesmas com o plasmideo YRp14-trp1A63 (Tabela 2.2) e pelo método da
seleccdo negativa por 5-FOA®, A disrupcdo do gene foi conseguida por insergao de um alelo
mutado, trp1A63, que possui uma delecao parcial da ORF do gene TRP1. A disrupcéo do alelo
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selvagem foi confirmada por plaqueamento em spots, como descrito no ponto 2.6 mas
utilizando meio SC sem triptofano (meio SC como controlo positivo).

2.5. Transformacao das estirpes para os ensaios enzimaticos

Para a realizacdo dos ensaios enzimaticos (descritos no ponto 2.7), todas as estirpes obtidas
neste trabalho por delecdo do gene TRP1 (Tabela 3.1 - Resultados) foram transformadas em
simultdneo com as seguintes combinagdes de plasmideos (Tabela 2.2): pLF45 e JK103;
64F2.Lexal e JK103. A combinacdao 64F3.GCN4 e JK103 foi utilizada na transformacao das
estirpes obtidas por delecdo do gene TRP1, originadas a partir das estirpes adquiridas a
Euroscarf (Tabela 2.1), isto é, utilizaram-se as estirpes AgimAtrpYAP1.

Utilizou-se meio CAA sem uracilo nem triptofano (marcadores auxotroficos, nestes casos) para

seleccionar as colénias transformantes a serem testadas no ensaio enzimatico.
2.6. Determinacao de sensibilidades por plaqueamento em spots

Para a realizacdo destes ensaios fenotipicos, foram utilizadas culturas liquidas em fase
estacionaria (D.O.goonm sSuperior a 3 em meio SC) de onde foram recolhidas células por
centrifugacdo a temperatura ambiente, durante 3 minutos a velocidade de 13200rpm numa
centrifuga Eppendorf 5415. Estas células foram ressuspendidas em solucao de desagregacao
(composta por 10mM Tris-HCl pH8 e 5mM EDTA pH8 e previamente esterilizada por
autoclavagem a 121°C durante 15 minutos) e a sua concentragdo foi ajustada para uma
D.0.s00nm=3 de forma a preparar cinco diluicdes decimais sucessivas. Foram aplicados 3ul de
cada uma das diluigbes, da mais concentrada para a menos concentrada, na superficie do meio
SC sélido, ou meio SC sem histidina e contendo 3-amino-1,2,4-triazol (aminotriazol - AT) ou
H.O,. A preparacao das placas contendo os referidos meios ocorreu sempre no dia da sua
utilizagao e os agentes de stress (preparados também no dia e a partir de solu¢des a 1M) foram
incorporados no meio quando este se encontrava a uma temperatura nao superior a 55°C. As
placas foram incubadas durante 3 dias. Todas as solu¢gbes a 1M foram preparadas
imediatamente antes da sua utilizacdo: 1M H,0O, (Sigma®) e 1M de 3-aminotriazol (Sigma®)
preparadas em dgua bi-destilada esterilizada.
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2.7. Ensaio da B-galactosidase

Foram utilizadas culturas liquidas com uma D.O.gpnm entre 0.5 e 0.9 de onde foram recolhidas
células por centrifugacéo a temperatura ambiente durante 5 minutos a velocidade de 13200rpm
numa centrifuga Eppendorf 5415. Estas células foram ressuspendidas em solu¢do LacZ
(composta por 100mM de PO,*, 10mM de KCI, 1mM de MgSO, e previamente esterilizada por
filtracdo) com B-mercaptoetanol, SDS a 0,1% e cloroférmio a 100%. Foi adicionada a solugéao
de ONPG (ortho-Nitrophenyl-B-galactoside), substrato da (-galactosidase, a 4mg/mL, e apdés
misturar por inversdo, todas as amostras foram colocadas num bloco térmico a 30°C. A B-
galactosidase hidrolisa 0 ONPG, reaccédo que da origem a orto-nitrofenol que, em meio basico,
se encontra na forma de ido orto-nitrofenolato, de cor amarela. Por este motivo, a hidrélise do
ONPG foi cronometrada, tendo sido interrompida quando a mistura atingiu a cor amarelo-clara
ou apébs terem decorrido 30 minutos desde a adicdo do ONPG. A reaccao foi interrompida
através da adicao de uma solugao de Na,CO; a 1M e o tempo decorrido foi registado. Os tubos
foram centrifugados a temperatura ambiente durante 5 minutos a velocidade de 13200rpm para
remover detritos celulares, o sobrenadante foi retirado para um novo tubo e foi medida a
Abs,onm- A medicdo da absorvancia permite determinar de forma quantitativa a abundéancia de
ido orto-nitrofenolato presente e, consequentemente, a de B-galactosidase. A actividade

enzimatica é dada pela seguinte formula:

onde V= \Volume dareacgdo em ml
t = tempo de reaccdo em minutos
D.0.600 = Densidade Optica da cultura no inicio do ensaio medida a 600nm
Abs,z = Absorvancia a 420nm do tubo de reacgédo, medida apds a paragem da
reaccao
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3. RESULTADOS
3.1. Potencial de activacao da transcricao em mutantes gim
3.1.1. Construcao de estirpes Agim com disrupcao do gene TRP1

Com o intuito de avaliar o potencial de activacdo dos activadores Yap1 e Gcn4 nos varios
mutantes gim, comegou-se pela delegdo, nestes mutantes, do gene TRP1, cujo produto
participa no terceiro passo da biossintese de triptofano®. O objectivo desta delecao foi utilizar
o triptofano como marcador auxotréfico devido ao facto dos plasmideos que expressam as
quimeras LexA-activador (ja construidos) conterem o gene TRP1 (Tabela 2.2).

Os candidatos que apresentaram auséncia de crescimento em meio sem triptofano, portanto
com TRP1 deletado, e crescimento idéntico ao observado para a estirpe ancestral isogénica em
meio com triptofano (resultados ndo mostrados) foram seleccionados correspondendo aos
candidatos independentes obtidos e indicados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Estirpes Agim Atrp construidas por disrup¢ao do gene TRP1

Estirpes Genétipo Ne candida:)tgtsidiggependemes
yMC10 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Atrp 2
yMC11 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim1; Atrp 3
yMC12 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim2; Atrp 4
yMC13 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim3; Atrp 3
yMC14 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim4; Atrp 6
yMC15 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim5; Atrp 2
yMCc22 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim2; Ayap1; Atrp 22
yMC23 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim3; Ayap1; Atrp 18
yMC24 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim4,; Ayap1; Atrp 6
yMC20 BY4741; MAT a; his3A1, leu2A0; met15A0; ura3A0; Ayap1; Atrp 2

Para obtencdo dos candidatos listados na Tabela 3.1 foram testados cerca de 200
transformantes para os mutantes Agim1, Agim2, Agim3, Agim4 e Agim5 (yMC11, yMC12,
yMC13, yMC14, yMC15, respectivamente), entre 300 e 550 transformantes para a estirpe
selvagem (yMC10) e para os mutantes Ayap1 (yMC20, yMC22, yMC23, yMC24) e cerca de 800
transformantes para o mutante Agimé (yMC16), resultantes de 1 a 3 transformagbes
independentes. Uma vez que nao foi possivel a construgao de mutantes Agim6Atrp, o potencial
de activacao do Yap1 e Gcnd em estirpes com auséncia de Gim6 nao foi avaliado.
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A quantificacado da actividade das proteinas quiméricas foi realizada utilizando oito candidatos
independentes (clones) para yMC22 e dois clones por estirpe para as restantes. Contudo, para
as estirpes yMC11 e yMC13 foram testados trés clones, apesar de se ter considerado um
representativo devido a problemas técnicos mencionados seguidamente (Tabela 3.1).

3.1.2. Quantificacao da actividade de LexA-Yap1 em mutantes gim

De modo a perceber se a auséncia de cada uma das proteinas Gim tem influéncia na
capacidade de activagdo da transcricdo do Yap1, os mutantes gim foram transformados,
simultaneamente, com o plasmideo JK103 (Tabela 2.2) que possui o gene reporter lacZ
dependente de LexA e com o plasmideo pLF45 (Tabela 2.2) que expressa a quimera LexA-
Yap1. Uma vez ligada ao DNA através do dominio LexA, o Yap1 da proteina quimérica LexA-
Yap1 vai activar a transcricdo do gene lacZ. Isto significa que a avaliagdo do potencial de
activacdo do Yap1 em cada mutante gim é traduzida pela quantificagdo da actividade da B-
galactosidase, enzima codificada pelo gene /lacZ que nao esta sujeito a outros niveis de
regulagdo por ser um gene heterdlogo. Os valores obtidos para a actividade do LexA-Yap1

estao expressos na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Activagao da transcricdo do gene /acZ pela quimera LexA-Yap1 em (A) mutantes
Agim2, Agim4 e Agim5 (yMC12, yMC14 e yMC15, respectivamente) e estirpe selvagem
isogénica (yMC10); e (B) mutantes Agim3 (yMC13) e estirpe selvagem isogénica (yMC10). As
barras correspondem a razao entre o valor médio de activagdo normalizado de cada mutantes
gim e o da estirpe selvagem isogénica (“Fold activation’). A normalizagdo corresponde a razao
entre unidades de activacdo por LexA-Yap1 e unidades de activacdo por LexAl. Os valores
médios foram obtidos a partir da avaliagédo de 10 colénias independentes (culturas) por estirpe,
tendo sido testada, simultaneamente, uma réplica por coldnia. Os resultados apresentados em
ambos os gréaficos representam médias, com respectivos desvios padrdo, obtidas a partir de
experiéncias independentes com dois clones diferentes por estirpe (A) ou duas experiéncias
independentes com o mesmo clone (B).
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Verificou-se que a auséncia de Gim2 ou Gim4 na célula provoca uma triplicagdo ou
duplicacado, respectivamente, da activacdo por LexA-Yap1 em relagdo ao observado para a
estirpe selvagem. A razédo entre os valores de activacdo por LexA-Yap1 obtidos para o mutante
Agim4 (yMC14) e estirpe selvagem isogénica manteve-se nas duas experiéncias
independentes, razao pela qual o desvio padrdo, neste mutante, ndo esta representado na
Figura 3.1A. O mutante Agim5 (yMC15), por sua vez, apresenta um aumento de cerca de 30%
em relacdo a estirpe selvagem. Contudo, este € o valor médio do que se observou nas duas
experiéncias independentes, sendo que, numa delas, o resultado obtido para a activagao da
transcricao por LexA-Yap1 foi muito semelhante ao observado na estirpe selvagem. Por terem
sido realizadas duas experiéncias independentes que nao foram repetidas e ndo estdao em
concordancia, nao foi possivel esclarecer qual o clone correcto nem perceber se este mutante
tem um comportamento muito semelhante ou se a activagédo por LexA-Yap1 sofre um aumento
comparativamente ao observado para a estirpe selvagem isogénica (Figura 3.1A).

A Figura 3.1B apresenta a média de duas experiéncias independentes para a estirpe yMC13.
O facto de estas experiéncias terem sido realizadas independentemente das relativas a Figura
3.1A justifica o motivo pelo qual este resultado se encontra separado dos restantes. Para além
disto, e nas duas experiéncias independentes, foi considerado apenas um dos trés clones
obtidos na construcao da estirpe Agim3Atrp (Tabela 3.1), assumindo-se neste trabalho que este
clone € representativo da estirpe. Os restantes clones ndo foram considerados por
apresentarem um crescimento mais lento do que a estirpe selvagem isogénica e os clones dos
restantes mutantes gim (excepto mutante Agim1) e devido as culturas nao terem atingido a
D.0O.600nm desejada (entre 0,4 e 0,9). O clone que se considerou representativo da estirpe exibe
um aumento de cerca de 70% na activacdo por LexA-Yap1 comparativamente ao observado
para a estirpe selvagem isogénica. Devido as razdes técnicas supra-mencionadas, este valor
podera nao traduzir o que realmente ocorre num mutante Agim3.

Relativamente ao mutante Agim1 (yMC11), foram testados os trés clones obtidos da
construgéo da estirpe (Tabela 3.1), mas nao pode ser realizada uma comparacao valida entre
estes valores e a estirpe selvagem isogénica, uma vez que as culturas da ultima apresentaram
valores de D.O.g00nm fora dos limites pretendidos, ndo podendo, portanto, ser utilizados como
referéncia. Adicionalmente, mais nenhum mutante gim foi testado neste dia. Contudo, os
valores normalizados de activagdo por LexA-Yap1 sdo muito semelhantes para os trés clones
(dados nao mostrados).

15



Activagéao transcricional em mutantes gim de Saccharomyces cerevisiae

Pensou-se que seria pertinente saber se estes resultados seriam semelhantes em estirpes
Ayap1 uma vez que a presenca de Yap1 enddgeno poderia estar a interferir com a actividade
da proteina quimérica LexA-Yap1.

A limitacdo da construgao das estirpes AgimAtrpAyap1 fez com que so6 fosse possivel testar a
activagdo por LexA-Yapi1 nos mutantes Agim2, Agim3 e Agim4 e na estirpe selvagem
isogénica. A semelhanca do que foi previamente referido, a activacéo da transcricdo por LexA-
Yap1, em estirpes Ayap1, foi determinada pela quantificacdo da actividade de B-galactosidase
nos trés mutantes gim supra-listados e estirpe selvagem isogénica. Os resultados obtidos estao

apresentados na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Activacao da transcricao do gene /lacZ pela quimera LexA-Yap1 em (A) mutantes
Agim3Ayap1 (yMC23) e Agim4Ayapi1 (yMC24) e estirpe selvagem isogénica (yMC20); e (B)
mutantes Agim2Ayap1 (yMC22) e estirpe selvagem isogénica (yMC20). As barras
correspondem a razao entre o valor médio de activagao normalizado de cada mutantes gime o
da estirpe selvagem isogénica (“Fold activation”). A normalizagcdo corresponde a razao entre
unidades de activagdo por LexA-Yap1 e unidades de activacao por LexAl. Os valores médios
foram obtidos a partir da avaliagdo de 10 colonias independentes (culturas) por estirpe, tendo
sido testada, simultaneamente, uma réplica por colénia. Os resultados apresentados em ambos
os gréaficos representam médias, com respectivos desvios padrdo, obtidas a partir de
experiéncias independentes com dois clones diferentes por estirpe em (A) e com seis clones em
(B).

A separacao destes resultados em dois graficos distintos deveu-se a variagdo de algumas
condicdes entre as experiéncias, nomeadamente o numero de experiéncias independentes e 0
facto de terem sido realizadas em dias distintos, sendo os resultados comparaveis pela
repeticao dos ensaios para a estirpe selvagem isogénica.

Na Figura 3.2A é possivel observar que os mutantes Agim3 e Agim4 (yMC23 e yMC24,
respectivamente) ndo exibem valores de activacdo por LexA-Yap1 muito distintos dos
observados para a estirpe selvagem isogénica. No entanto, esta semelhanca de resultados néo
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€ observada para o mutante Agim2 (yMC22), cuja activagao por LexA-Yap1 sofre um aumento
de 50% quando comparada com a estirpe selvagem isogénica (Figura 3.2B).

Estes resultados sugerem que a capacidade de activacdo por Yapl nado é afectada pela
auséncia de Gim3 ou Gim4, mas que a auséncia de Gim2 resulta num aumento desta mesma
capacidade. No entanto, estes resultados ndo estdo de acordo com os previamente observados
para os mesmos mutantes num fundo genético diferente, ou seja, com Yap1 enddgeno (Figura
3.1).

3.1.3. Quantificacao da actividade de LexA-Gcn4 em mutantes gim

O estudo do efeito da auséncia das proteinas Gim na capacidade de activacao da transcrigcao
por Gcn4 foi iniciado com a transformacdo dos mutantes gim e estirpe selvagem isogénica
(estirpes yMC10-15 da Tabela 3.1) com o plasmideo JK103 (Tabela 2.2) e o plasmideo
64F3.Gcn4 (Tabela 2.2) que expressa a quimera LexA-Gen4. De modo idéntico ao descrito para
o Yap1, a avaliagdo do potencial de activagdo do Gen4 em cada mutante gim é traduzida pela
quantificacdo da actividade da [B-galactosidase. Os valores obtidos para a activacdo da
transcrigcao por LexA-Gcn4 estao expressos na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Activacao da transcricdo do gene /acZ pela quimera LexA-Gecn4 em (A) mutantes
Agim2, Agim4 e Agim5 (yMC12, yMC14 e yMC15, respectivamente) e estirpe selvagem
isogénica (yMC10); e (B) mutantes Agim3 (yMC13) e estirpe selvagem isogénica (yMC10). As
barras correspondem a razao entre o valor médio de activagdo normalizado de cada mutantes
gim e o da estirpe selvagem isogénica (“Fold activation”). A normalizacao destes valores
corresponde a razao entre unidades de activagao por LexA-Gcn4 e unidades de activagao por
LexAl. Os valores médios foram obtidos a partir da avaliagdo de 10 colénias independentes
(culturas) por estirpe, tendo sido testada, simultaneamente, uma réplica por colénia. Os
resultados apresentados em ambos os graficos representam médias, com respectivos desvios
padrao, obtidas a partir de experiéncias independentes com dois clones por estirpe em (A) e
uma Unica experiéncia independente com um clone em (B).
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Na Figura 3.3A é possivel observar que os mutantes Agim4 e Agim5 (yMC14 e yMC15,
respectivamente) apresentam uma redugdo da activagéo por LexA-Gcn4 de cerca de 20-30%,
respectivamente, comparativamente a estirpe selvagem isogénica. Em contrapartida, os
resultados observados para o mutante Agim2 (yMC22), demonstram um aumento na activacao
por LexA-Gcn4 de cerca de 40% em comparagao com a estirpe selvagem isogénica.

Estes resultados sugerem que a capacidade de activagdo por Gcn4 é afectada de forma
distinta pela auséncia de Gim2, Gim4 ou Gim5. Enquanto a auséncia de Gim4 e Gim5 resulta
num decréscimo, a auséncia de Gim2 conduz a um aumento da activagao por LexA-Gcn4.

A Figura 3.3B apresenta o resultado representativo obtido de uma Unica experiéncia
independente para o mutante Agim3 (yMC13). O facto de esta experiéncia ter sido realizada
independentemente das relativas a Figura 3.3A justifica o facto de este resultado se encontrar
separado dos restantes. Para além disto, foi considerado apenas um dos trés clones obtidos da
construcdo da estirpe (Tabela 3.1), assumindo-se neste trabalho que este clone é
representativo da estirpe (0 mesmo que foi considerado representativo para a quantificagcdo da
proteina quimérica LexA-Yap1). Os restantes clones ndo foram considerados por apresentarem
um crescimento mais lento do que a estirpe selvagem isogénica e os clones dos restantes
mutantes gim (excepto mutante Agim71) e devido as culturas ndo terem atingido a D.O.g00nm
desejada. O clone que se considerou representativo apresentou um decréscimo de 20% na
activagado por LexA-Gcn4 em comparagcdo com o que € observado para a estirpe selvagem
isogénica. Apesar de ser resultado de uma Unica experiéncia independente, € notdério que o
resultado obtido para o mutante Agim3 é muito semelhante ao observado para os mutantes
Agim4 e Agimb.

Relativamente ao mutante Agim1 (yMC11), foram testados os trés clones obtidos da
construgéo da estirpe (Tabela 3.1), mas nao pode ser realizada uma comparacgao valida entre
estes valores e a estirpe selvagem isogénica, uma vez que as culturas da ultima apresentaram
valores de D.O.g0nm fora dos limites pretendidos, ndo podendo, portanto, ser utilizados como
referéncia. Adicionalmente, mais nenhum mutante gim foi testado neste dia. Contudo, os
valores normalizados de activacao por LexA-Gcn4 apresentaram diferencas entre os trés clones
(dados nao mostrados).

Contrariamente ao que foi feito para o Yap1, a avaliacdo da activacdo da transcricdo por
LexA-Gcn4 nao foi realizada em estirpes Agcn4 dado que trabalhos anteriores®! mostram que
néo hé interferéncia do Gen4 enddgeno com a actividade da proteina quimérica LexA-Gen4.
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A avaliacao do potencial de activacdo do Yap1 e Gcn4 permitiu apenas saber de que forma é
que a auséncia de cada uma das subunidades Gim afecta a capacidade de activacao da
transcricdo mediada por estes activadores, uma vez ligados ao DNA através do dominio LexA.
Por este motivo, foi realizada uma avaliagéo da actividade destes factores de transcricdo para
perceber, juntamente com o que foi observado na avaliagao do potencial de activacao, de que
forma € que cada proteina Gim interfere com a actividade regulatéria do Yap1 e do Gcn4 sobre

genes alvo.

3.2. Actividade regulatdria do Yap1 e do Gecn4 em mutantes gim
3.2.1. Construcao de estirpes Y.HIS3/HIS3

De modo a deduzir a actividade dos trans-activadores Yap1 e Gcn4 ao nivel da ligacao ao
DNA nos varios mutantes gim comecgou-se pela construcéo de estirpes contendo um gene alvo
para cada activador. Para o primeiro activador, o alelo his3A1 (existente nas estirpes originais)
foi substituido pelo gene reporter Y.HIS3, com local de ligacdo para o Yap1, permitindo que a
biossintese de histidina esteja exclusivamente dependente da actividade do Yap1. Estirpes que
possuam o alelo Y.HIS3 sao distinguiveis das originais e das estirpes com o alelo HIS3 (que
serdo mencionadas de seguida) nao s6 pelo tamanho do produto amplificado por PCR a partir
do locus HIS3 (Figura 3.4) como pelo facto de s6 crescerem em meio sem histidina e na
presenca de H,O, (agente oxidante que induz a actividade do Yap1). Para o Gcn4, por sua vez,
a recombinagao entre o gene reporter e o alelo his3A1 permitiu a reconstrucdo do alelo
selvagem cujo promotor possui um local de reconhecimento para o Gen4. Desta forma, e nestas
estirpes, a biossintese de histidina vai estar dependente da actividade do Gcn4, distinguindo-se
das acima mencionadas nao s6 pelo tamanho do produto amplificado por PCR (Figura 3.4)
como pelo facto de crescerem exclusivamente em meio sem histidina (auséncia de aminoacidos
induz a actividade do Gcn4).

Para obtencao dos candidatos listados na Tabela 3.2 foram testados, para cada mutante gim,
cerca de 50 transformantes resultantes de uma transformagdo. Nao foi possivel obter
transformantes com os alelos pretendidos para todos os mutantes gim, mas as construcoes
obtidas com sucesso foram utilizadas na avaliagcdo da actividade de ambos os factores de

transcrigéo.
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Figura 3.4 — Representagéo dos alelos his3A1, Y.HIS3 e HIS3, locais de emparelhamento dos
oligonucledtidos e de reconhecimento de algumas enzimas de restricdo. O primeiro alelo,
presente nas estirpes originais, possui uma delecdo parcial da ORF do gene HIS3 (caixa
cinzenta). As caixas abertas representam a ORF do gene HIS3. T¢ representa o elemento
TATA constitutivo e Tr 0 elemento TATA regulatério.

Tabela 3.2. — Estirpes Agim construidas por recombina¢do com o plasmideo pY.HIS3

Estirpes Gentipo indepgigznﬂeigitgtsidos
yMC7 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; HIS3 1
yMC1 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim1; HIS3 1
yMC2 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim2; HIS3 3
yMC3 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim3; HIS3 2
yMC4 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim4; HIS3 2
yMC5 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim5; HIS3 1
yMC6 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim6; HIS3 4
yMC17 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Y.HIS3 + his3A1 3
yMC8 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agim5; Y.HIS3 + his3A1 1
yMC9 BY4741; MAT a; leu2A0; met15A0; ura3A0; Agimé6; Y.HIS3 + his3A1 5
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3.2.2. Avaliacao da actividade do Yap1 no gene alvo Y.HIS3

Para estudar o efeito da auséncia das varias proteinas Gim na actividade do Yap1, a inducao
desta actividade foi feita através da utilizacdo do H,O, como agente gerador de stress oxidativo.
Tendo em conta que o H,O; induz tanto a localizagao nuclear como a activagao da transcricao
por Yap1®¥ a determinacéo das sensibilidades em meio SC sem histidina com H,O vai traduzir
a actividade do Yap1 sobre o gene alvo Y.HIS3.

Figura 3.5 - Efeitos da auséncia de cada uma das proteinas Gim (Agim) na actividade do
Yap1 na presenga de 1mM de H,O,, agente indutor de stress oxidativo. O meio utilizado foi SC
sem histidina. Em cada painel o primeiro spot (a partir da esquerda) corresponde a cerca de
9x10° células, seguindo-se diluicdes seriadas. Selvagem designa a estirpe selvagem isogénica,
i. e., sem delecdo dos genes GIM. Foram testados todos os candidatos independentes obtidos
para os mutantes Agim5 e Agimé6 e estirpe selvagem isogénica (yMC8, yMC9 e yMC17,
respectivamente) listados na Tabela 3.2.

Tabela 3.3 - Resumo do crescimento dos mutantes gim observados no plagueamento em
spot. (+) corresponde ao crescimento num spoft; (-) corresponde a auséncia de crescimento.
Selvagem designa a estirpe selvage isogénica.

SC-his+H,0,

Estirpes SC-his SC
1mM
Selvagem ++ - +H+++
Agimb ++ - +++++
Agimé6 +44 - +++++

Como se pode visualizar na Figura 3.5 e na Tabela 3.3, o mutante Agim5 tem um
comportamento muito semelhante ao observado para a estirpe selvagem, sendo ambos mais
sensiveis ao H,O, do que o mutante Agimé. Este Ultimo apresenta maior resisténcia ao agente
oxidante o que significa que a actividade do Yap1 neste mutante é superior. A actividade do
Yap1 nado parece ser afectada pela auséncia de Gimb.
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Em meio SC sem histidina verifica-se uma auséncia de crescimento em todas as estirpes.
Este resultado era esperado dado que, sem adicao de H,O,, ndo ocorre inducao da actividade
do Yap1, e consequentemente, este factor de transcricdo ndo activa a transcricdo do gene
repérter Y.HIS3.

3.2.3. Avaliacao da actividade do Gcn4 no gene alvo HIS3

O estudo do efeito da auséncia das varias proteinas Gim na actividade do Gcn4 foi realizado
nos transformantes contendo o alelo HIS3 selvagem, cujo promotor tem um local de
reconhecimento para o Gen4. Como ja foi referido anteriormente, a activagao da transcrigao por
Gcen4 ocorre em condigcbes de auséncia de aminoacidos (stress nutricional). Por este motivo,
neste ensaio, utilizou-se o 3-aminotriazol (AT) como agente gerador de stress. Este composto é
um inibidor competitivo do produto do gene HIS3, uma enzima que cataliza o sexto passo na
biossintese da histidina. A concentracdes acima de 10mM, o 3-aminotriazol provoca stress
nutricional, mais concretamente, falta de histidina, razédo pela qual ocorre uma indugdo da
actividade do Gcn4®’.,

A determinacgao das sensibilidades em meio SC sem histidina com 3-aminotriazol vai traduzir a

actividade do Gcn4 sobre o gene alvo HIS3 (Figura 3.6 e Tabela 3.4).

4giitic

Agim3

Agim4

Agim5

Agim6

— —

Figura 3.6 - Efeitos da auséncia de cada uma das proteinas Gim (Agim) na actividade do
Gcn4 na presencga de 3-aminotriazol. O meio utilizado foi SC sem histidina. Em cada painel o
primeiro spot (a partir da esquerda) corresponde a cerca de 9x10° células, seguindo-se
diluicbes seriadas. Selvagem designa a estirpe selvagem isogénica, i. e., sem delecdo dos
genes GIM. Foram testados todos os candidatos independentes obtidos para todos os mutantes
gim e estirpe selvagem isogénica (yMC1-7) listados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.4 - Resumo do crescimento dos mutantes gim observados no plagueamento em
spots. (+) corresponde ao crescimento num spot; (-) corresponde a auséncia de crescimento.
Selvagem designa a estirpe selvagem.

Estirpes 1 SC-his+AT E’Ig SC
mM  10mM

Selvagem +++++ +++ +++++ A+
Agim1 ++++ - +++++ A+t
Agim2 e S s Y T S S B S
Agim3 e o S e o S 2 o o o o  a
Agim4 FHtt+ Attt AR At
Agim5 e o S e o S 2 o o o o  a
Agimé6 FAttt Attt At

Como se pode visualizar na Figura 3.6 e na Tabela 3.4, o mutante Agim1 apresenta uma
sensibilidade acentuada a concentracao de 10mM de 3-aminotriazol, o que nao se verifica para
a estirpe selvagem nem para os restantes mutantes gim que, por sua vez, sdo resistentes ao 3-
aminotriazol. A resisténcia pode ser traduzida por um aumento da actividade do Gcn4 que néao
ocorre no mutante Agim1. Juntamente com os resultados obtidos para a avaliagdo do potencial
de activagdo de LexA-Gcn4, é possivel sugerir que, para o mutante Agim2, o fenédmeno de
resisténcia ao 3-aminotriazol podera ser devido a um aumento na activagéo da transcricao por
Gcn4, mas nao para os mutantes Agim3, Agim4 e Agim5 cujo fenédmeno de resisténcia nao se
devera a um aumento da activacdo da transcricao por Gen4d mas sim a um aumento da ligagao
do Gen4 ao DNA ou da quantidade de activador presente nestas células.

Em meio SC sem histidina verifica-se um crescimento idéntico ao observado em meio SC para
todas as estirpes. Este resultado era esperado dado que, mesmo sem adicdo de 3-aminotriazol,
a auséncia de histidina no meio serve de estimulo para a actividade do Gcn4.

23



Activagao transcricional em mutantes gim de Saccharomyces cerevisiae

4. DISCUSSAO

Trabalhos prévios!"! sugerem que a subunidade Gim2 possa assumir algum papel na
regulacdo da transcricdo, mais concretamente, como parte integrante da maquinaria
transcricional A subunidade Gim5 podera intervir na iniciacdo da transcricdo devido a
observacdo da necessidade acrescida de TFIIS, interveniente na iniciagdo da transcri¢gdo, na
auséncia de Gim5!"®. Esperar-se-ia, por estes motivos, que a auséncia destas subunidades
afectasse, simultaneamente, a actividade do Yap1 e do Gcn4, na activagcao da transcricdo e/ou
na capacidade de ligacdo ao DNA de ambos os activadores. Com efeito, o0 mutante Agim2
apresenta um aumento na activagdo da transcricdo tanto por Yapl como por Gcend4,
comparativamente a estirpe selvagem. Este facto pode significar que a subunidade Gim2 possui
um papel regulatério na transcri¢éo, tendo um efeito negativo na activacao da mesma. Contudo,
a subunidade Gim5 nao parece ter qualquer efeito na actividade do Yap1 o que ndo se observa
para o Gcn4, como sugerem os resultados obtidos neste trabalho para o mutante Agim5.

Os resultados obtidos da avaliagdo do potencial de activagdo do Yap1 para os dois fundos
genéticos Ayap1 e YAPT, revelaram alguma coeréncia se for considerada a hipdtese da
interferéncia do Yap1 end6geno na actividade da proteina quimérica LexA-Yap1. A observacao
da semelhanca de resultados entre estirpe selvagem e mutantes Agim3 e Agim4 num fundo
genético Ayap1 e de um aumento idéntico na activagéo por LexA-Yap1 em ambos os mutantes
e comparativamente a estirpe selvagem num fundo genético YAP1, pode significar que Gim3 e
Gim4 nao afectam a activagdo da transcricdo por Yap1 mas sim a sua abundancia na célula
que desta forma se encontra em menor quantidade nestes mutantes. Tendo em conta que o
Yap1 dimeriza, monémeros de Yap1 enddgeno podem interagir com moléculas quiméricas
LexA-Yap1, formando heterodimeros. Como descrito por Brent e Ptashne (1985)®8, monémeros
de LexA formam ligacbes instaveis com o DNA, podendo impedir a activagdo da transcrigcao
nestes casos. Assim, a maior abundancia de Yap1 enddgeno na estirpe selvagem do que nos
mutantes Agim3 e Agim4 conduz a uma menor interferéncia na actividade de LexA-Yap1 nestes
mutantes o que justifica 0 aumento da activagéo da transcricdo observado num fundo genético
YAP1. Os resultados obtidos para o mutante Agim2, no qual a activagdo por LexA-Yapl é
sempre muito superior a observada para a estirpe selvagem, independentemente do fundo
genético, ndo podem ser explicados, por este motivo, apenas por uma variagao na quantidade
de Yap1 enddgeno.

Dados anteriores!® revelam que o mutante Agimé é mais sensivel ao H,O, do que a estirpe
selvagem e o mutante Agim5, que apresentam um padrao fenotipico muito semelhante entre
eles. Tendo em conta que a actividade do Yap1 é induzida em presenca de H.O, e que séo
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conhecidos os fenétipos de sensibilidade a este agente nestes mutantes, pode ser feito um
paralelo directo entre o crescimento que se observa na Figura 3.5 em meio sem histidina com
adicao de H,O, e a actividade do Yap1 sobre o gene alvo Y.HIS3. O mutante Agimé6 apresenta
maior resisténcia ao agente oxidante o que significa que a actividade do Yap1 neste mutante é
superior. Esta maior resisténcia, comparativamente ao que se observa para a estirpe selvagem
e ao mutante Agim5, do mutante Agimé6 ao H,O, ndo entra em contradicdo com os resultados
de sensibilidade previamente observados uma vez que o que se observa ndo é uma diminui¢cao
da sensibilidade ao H,O, mas sim um aumento da actividade do Yap1 sobre o gene alvo Y.HIS3
em meio sem histidina utilizando o H,O, como agente indutor desta actividade.

No caso especifico do mutante Agim1, nao foi possivel determinar de que forma é que a
actividade do Yap1 é afectada na auséncia de Gim1.

Estudos preliminares no laboratério (dados ndo publicados) indicam que a abundancia de
Yap1 em cada mutante gim varia, tendo-se verificado uma diminuicdo da quantidade de Yap1
nos mutantes Agim3, Agim4 e Agim6, e uma quantidade de Yap1 idéntica a da estirpe
selvagem nos mutantes Agim1, Agim5 e Agim2, apesar do Ultimo apresentar um resultado mais
evidente. Estes resultados preliminares apoiam o que foi sugerido para cada mutante.

Relativamente aos resultados obtidos para o Gecn4, e comparativamente a estirpe selvagem,
verificou-se que existe um aumento na activacdo por LexA-Gcn4 na auséncia de Gim2 e um
decréscimo idéntico para os mutantes Agim4, Agim5 e, simultaneamente para o que se
considerou ser representativo para o mutante Agim3. A coeréncia dos resultados observados
para os mutantes Agim3, Agim4 e Agim5 mantém-se, dado que todos apresentam o mesmo
feno6tipo em presenca de 3-aminotriazol (Figura 3.6). Assim, é possivel concluir que a auséncia
das subunidades Gim3, Gim4 ou Gim5 afecta de igual forma a actividade do Gcn4. O
decréscimo dos valores de activagdo por LexA-Gcn4 observado nos trés mutantes pode ser
explicado, de forma semelhante ao previamente sugerido para o Yapl, i.e., através da
formacao de heterodimeros de LexA-Gcn4 e Gen4 enddgeno que interferem com a actividade
da proteina quimérica LexA-Gcn4. No entanto, esta hipétese ndao esta de acordo com o
previamente sugerido sobre a nao interferéncia do Gcn4 enddgeno devido a localizagao
distante do motivo bZIP (responsavel pela dimerizagdo) do dominio LexA neste activador’®.

O ensaio da actividade regulatéria do Gen4 demonstrou que, a excepgao do mutante Agim7,
todos os mutantes gim exibem um fendtipo de resisténcia ao 3-aminotriazol superior ao

observado para a estirpe selvagem, o que significa que o Gcn4 esta funcional nas estirpes Agim
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e que pode sofrer uma inducdo da sua actividade muito superior ou que existe em maior
quantidade nestes mutantes, comparativamente a estirpe selvagem.

O mutante Agim1, por sua vez, apresenta um fendtipo de sensibilidade extrema a
concentracdes elevadas de 3-aminotriazol que ndo é verificado nem para a estirpe selvagem
nem para os restantes mutantes gim. Este fenétipo pode ser explicado por um efeito positivo
que a subunidade Gim1 possa assumir na actividade do Gcn4. Este efeito pode ser devido a
interacgOes directas entre Gim1 e Gcn4 ou indirectas entre Gim1 e, por exemplo, a proteina
Bud27, ou Uri. A Uri esta descrita como sendo parte da maquinaria transcricional, necessaria na
iniciagao da tradugao em levedura, tendo ainda uma fungao repressora da tradugéo de GCN4 e
foi identificada juntamente com a subunidade Gim1, num screening genético de factores que
intervém no estabelecimento do padréo bipolar de gemulacdo em levedura!™®'*#%. A subunidade
Gim1, interagindo com a proteina Uri, pode interferir com a sua actividade ao nivel da activagéo
da transcricdo, da capacidade de ligagdo do Gcn4d ao DNA ou pode ser necessaria na
regulagcdo da quantidade de Gcn4 na célula funcionando como regulador da repressao da
tradugdo de GCN4 pela Uri. No entanto, Gim1 nao parece ser essencial uma vez que em meio
sem histidina e a concentracbes mais baixas de 3-aminotriazol existe crescimento, indicando
que o gene HIS3 esta a ser transcrito, logo que a actividade do Gcn4 nao esta totalmente
comprometida em mutantes Agim1.

Outra explicacao possivel para o resultado obtido para o mutante Agim1 é dada por Coleman
et al., (1997)®% que demonstraram que o Yap1 e o Gcn4 sdo necessarios para a expressdo do
gene ATR1 e que se ligam ao mesmo local no promotor deste gene. O ATR1 codifica para um
transportador membranar que se torna essencial na resisténcia ao 3-aminotriazol uma vez que
mutacdes neste gene ou mesmo a sua delecao provocam uma hipersensibilidade a este agente
de stress’®”l. Se a subunidade Gim1 for necessaria para a activacdo da transcricao pelo Gen4, e
se a auséncia das restantes proteinas Gim, por sua vez, provocar uma indugao da actividade
do Gcn4, este dado pode justificar o fenétipo de resisténcia ao 3-aminotriazol que € observado
para os restantes mutantes, ndo entrando em contradigao com a hipétese de que pode existir
uma maior abundancia de Gen4 em todos os mutantes gim, a excepgao do mutante Agim1.

A maior quantidade de Gcn4 nos mutantes Agim3, Agim4 e Agim5 do que na estirpe selvagem
que é sugerida neste trabalho podera justificar o fenédmeno de resisténcia observado e apoia a
ideia de que a abundéancia deste activador nestes mutantes sera idéntica. Dado que o mutante
Agimé6 exibe o mesmo fendtipo de resisténcia ao 3-aminotriazol do que os trés mutantes supra-
mencionados, seria interessante saber se a quantificacdo da actividade de LexA-Gcn4 seria
idéntica a observada para os mutantes Agim3, Agim4 e Agim5. A semelhanca dos resultados
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observados na auséncia das subunidades Gim3, Gim4, Gim5 e possivelmente, Gim6,
associados a sugestdo da variacdo da quantidade de Gcn4 nestes mutantes comparativamente
a estirpe selvagem, sugerem um papel repressor para o complexo GimC na actividade do Gecn4
ou na inducado da traducdo do GCN4. Os resultados obtidos para o mutante Agim2 s6 nao
excluiriam esta hipétese se a subunidade Gim2 assumisse um papel adicional na activacao da
transcricdo. Os resultados obtidos na quantificagdo da actividade de LexA-Gcn4 sugerem que a
subunidade Gim2 interfere de forma repressora na activagdo da transcricao por Gcn4 ou que
este se encontre em menor quantidade no mutante Agim2, sendo a sua actividade maior.

Por outro lado, e tendo em conta que o fenétipo de resisténcia ao 3-aminotriazol é observado
para todos os mutantes, a excepgdo do mutante Agim1, o complexo GimC podera ter algum
papel na entrada/saida do 3-aminotriazol na célula.

Uma quantificagdo do Gen4 em cada mutante devera ser uma prioridade em trabalhos futuros,
bem como a quantificagdo da actividade de LexA-Gcn4 em estirpes Agen4 com o intuito de
compreender se a activagao da transcricdo por Gen4 é realmente afectada em cada mutante,
Ou se 0 que se observa é resultado de variagées na abundancia de Gen4 em cada mutante gim.

A sugestdo da existéncia de interacgbes entre Gims e activadores da transcricdo é
merecedora de um estudo mais profundo devido ao impacto que esta descoberta pode ter ao
nivel da compreensdo da regulagédo das respostas celulares que conferem resisténcias a
drogas num contexto em que o citosqueleto esta comprometido, como é o caso envolvendo o
uso de anti-mitéticos nas terapias cancerigenas ou de anti-fungicos como o benomil na
agricultura. Um exemplo disto é a regulacao do gene FLR1 por Yap1. O produto deste gene é
um transportador membranar que confere resisténcia a varios anti-fungicos como o
mancozeb®!, o fluconazol®®, o benomil®?®! e outros compostos t6xicos!®**°. Kanazawa et al.,
(1988)®" sugerem que o transportador membranar Atr1 assuma um papel importante na
excregao de compostos toéxicos que possam entrar em contacto com a célula.

Por outro lado, foram observados fenoétipos de letalidade em ratinhos associados a knock-outs
da tioredoxina I°®! e da y-glutamil sintetase!®”!. Os homoélogos destas proteinas em levedura séo
produtos dos genes TRX2®) e GSH1® cuja transcricio é regulada pelo Yap1. Assim, e
utilizando o sistema tiol redox em levedura como modelo de estudo, é possivel tentar
compreender do sistema tiol redox em eucariotas superiores, mais concretamente, a sua

importancia e funcionamento nestes organismos®..

Em suma, o conjunto dos resultados obtidos neste trabalho sugere que a activagdo da
transcricdo apresenta diferencas entre mutantes gim e estirpe selvagem. A subunidade Gim2

27



Activagao transcricional em mutantes gim de Saccharomyces cerevisiae

parece exercer um efeito negativo na activacao da transcricao por Yap1 e Gen4, ao contrario da
subunidade Gim1 que parece desempenhar um papel de inducdo da actividade do Gcen4.
Adicionalmente, todos os mutantes gim, a excepcao do mutante Agim1, exibem fenétipos de

resisténcia ao 3-aminotriazol que ndo se verificam para a estirpe selvagem.
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ANEXO - Composicao de meios de cultura

Meio SC

Para 1L de meio SC (Sintético Completo) liquido: 50mL de Glucose 40%, 100mL de YNB 10x,
40mL de SC mix 25x, 10mL de Adenina 100x, 10mL de L-a-Triptofano 100x, 10mL de L-a-
Leucina 100x, 10mL de Uracilo 100x, 10mL de L-a-Serina 100x, 10mL de L-a-Histidina 100x,
10mL de L-a-Treonina 100x e 740mL de agua estéril.

Para 1L de meio sélido: Preparar 20g de Bacto Agar (BD®) e autoclavar a 121°C, 20 minutos.
Adicionar os restantes reagentes aquando da utilizagdo, nas mesmas quantidades descritas
para o meio liquido.

Quando se pretende preparar meio selectivo, isto €, com deficiéncia em alguma base ou
aminoacido, o volume correspondente ao aminoacido que é retirado € substituido por agua
estéril.

Meio YPD

Para 1L de meio YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose) sélido: 20g de Peptona (BD®), 10g
de Extracto de levedura (BD®), 20g de Bacto Agar (BD®) e 950mL de &gua. Autoclavar a 121°C,
20 minutos. Adicionar 50mL de Glucose 40%, previamente esterilizada, aquando da utilizacao.

Para 1L de meio liquido: (receita supramencionada sem adi¢do de Bacto Agar).

Meio 2xTY

Para 1L de meio 2xTY (Triptone, Yeast extract) liquido: 16g Triptona (BD®), 10g Extracto de
levedura (BD®), 5g NaCl (BD®) e perfazer o volume final com agua. Autoclavar a 121°C durante
20 minutos.

Meio FOA

Para 1L de meio FOA (5-Fluoorotic Acid) s6lido: adicionar a 500mL de agua 6g de CAA e 15¢g
de Agar e autoclavar a 121°C durante 20 minutos. Quando esta mistura se encontrar a uma
temperatura ndo superior a 50°C, adicionar 8mL de Uracilo 100x (BD®), 1g de FOA, 50mL
Glucose 40%, 100mL de YNB 10x, 10mL de Uracilo 100x, 10mL de Adenina 100x, 10mL de L-
a-Triptofano 100x e perfazer o volume de 500mL com &agua estéril.
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Meio CAA

Para 1L de meio CAA (Casaminoacids) sélido: 50mL de Glucose 40%, 100mL de YNB 10x,
100mL de CAA 10x, 10mL de Adenina 100x, 10mL de L-a-Triptofano 100x, 10mL de Uracilo
100x e 20g de Bacto Agar (BD®) e 720mL de agua previamente esterilizados a 121°C, 20
minutos.

Quando se pretende preparar meio selectivo, isto é, com deficiéncia em alguma base ou
aminoacido, o volume correspondente ao aminoacido que é retirado € substituido por agua
esteéril.

Solucoes stock

Glucose 40% (Merck®);

YNB (Yeast Nitrogen Base without amino acids) 10x (68,5%) (BD®);

Adenina 100x (Sigma®);

L-a-Triptofano 100x (Sigma®);

L-a-Leucina 100x (Sigma®);

Uracilo 100x (Sigma®);

L-a-Serina 100x (Sigma®);

L-a-Histidina 100x (Sigma®);

L-a-Treonina 100x (Sigma®);

SC (Synthetic Complete) mix 25x: L-a-Arginina 0,050% (Sigma®); L-a-Metionina 0,050%
(Sigma®); L-a-Tirosina 0,075% (Sigma®); L-a-Isoleucina 0,075% (Sigma®); L-a-Lisina 0,075%
(Sigma®); L-a-Fenilalanina 0,125% (Sigma®); L-a-Valina 0,375% (Sigma®); L-a-Acido Aspértico
0,250% (Sigma®); L-a-Acido Glutamico 0,250% (Sigma®);

CAA (Casamino acids) 10x (60%) (BD®).

Autoclavar as solugdes de aminoacidos e bases a 110°C, 20 minutos; Glucose 40%, YNB 10x
e SC mix 25x a 121°C, 20 minutos. A esterilizagdo nao é sempre feita por autoclavagem a
121°C pois alguns componentes das solugdes preparadas precipitam ou oxidam mais
rapidamente quando sujeitos a essa temperatura. Como alternativa, nestes casos, a
autoclavagem é feita a 110°C.
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